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1. BEVEZETES
1.1. A retrovirdlis proteindzok szerepe a virusok életciklusaban

A kiilonboz6 retrovirusok altal kodolt, homodimer formaban aktiv proteinazok (PR) tulajdonsagait
szerkezetvizsgalati és biokémiai modszerek alkalmazasaval intenziven tanulmanyozzak. Az eziranyu kutatasok
6 hajtoerejét elsdsorban a ma még gyogyithatatlan betegség, a szerzett immunhianyos szindroma (AIDS) elleni
gyogyszerfejlesztés soran potencialisan felhasznalhato ismeretek bovitésére iranyulo torekvés jelenti.

A retroviralis proteinazok elsOként felismert szerepe a virus életciklusaban a Gag ¢és a Gag-Pro-Pol
prekurzor fehérjék funkciondlis részekre torténd hasitasa volt. Feltételezhetd azonban, hogy kiilonféle viralis
illetve cellularis fehérjék hasitasa altal a retroviralis proteinaz szerepet jatszik a virusfert6zés korai fazisaban is.
Kimutattdk, hogy a 16 vészes vérszegénységét okozo virus (EIAV) esetén a kapszidban 1évé nukleokapszid
protein (NC) elhasad a virus RNS reverz transzkripcidja soran. Tobb cellularis fehérjérdl is kideriilt, hogy
szubsztratjai a HIV-1 proteinaznak, ami szintén szerepet jatszhat a virus patogenitdsaban; de a viralis
proteinaznak a fert6zés korai fazisaban betdltott szerepét pontosan még nem ismerjiik

A retroviralis életciklus késéi fazisdban a provirus a cellularis RNS polimeraz II. segitségével RNS-sé
irédik at, ezutan az Gjonnan képz6dé mRNS-ek a citoplazmaba keriilve templatként szolgalnak a Gag illetve
kapszid protein, NC: nukleokapszid protein), a po/ pedig a replikacios enzimeket (RT: :reverz transzkriptaz, IN:
integraz) kodolja. A proteinaz génje (pro) a Gag és Pol fehérjéket kodolo szekvenciak kozott lokalizalodik a
genomban. A virusgének expresszidja virustol fiiggden, kiilonb6zé modon torténhet. Példaul az emlds C tipusu
retrovirusok esetében (MuLV) a Gag és Pro-Pol génjei azonos leolvasasi keretben vannak, de stop-kodon
valasztja el 6ket egymastdl, mely a transzlacio soran idénként szupresszalodik. A madar mieloblasztoma virus
(AMV) esetén is azonos a gag ¢s pro leolvasasi keret, az elvalaszto stop-kodon hidnya miatt azonban a proteinaz
a szerkezeti fehérjéket kodolo szekvencidkkal ekvivalens mennyiségben irddik at. A tobbi retrovirusban a gag,
pro ¢és pol gének killon leolvasasi keretben vannak kodolva, ilyenkor az enzimfehérjék -1 iranyt
kereteltolédassal atirodd6 mRNS-r6l szintetizalodnak (HIV-1, BLV, HTLV). A kiilénb6z6 kodolasi lehetségek
eredményeként a Pro és Pol enzimfehérjék a szerkezeti fehérjékhez képest altalaban csak lényegesen kisebb
mennyiségben (5-10%) szintetizalddnak.

A Gag ¢és Gag-Pro-Pol poliproteinek a gazdasejt membranjanak burokfehérjében (Env) koncetralt
részein, annak belsé feliileténél csoportosulva a virus genomi RNS-ével egyiittesen éretlen részecskékbe
rendezddnek, és lefiiz6dnek a sejtrol. A virdlis replikacio késdi szakaszanak utolsd 1épésében a lefliz6do
virusrészecske egy érési folyamaton megy keresztiil, mely a proteindz enzim ma még nem ismert médon torténd
aktivalodasaval kezdddik. A Gag illetve Gag-Pro-Pol prekurzor poliproteinek funkcionalis virusfehérjékké
torténd processzalasa révén a virus fert6zoképessé valik, a proteinaz funkcid nélkiil viszont éretlen marad, nem
lesz képes ujabb sejtek fertézésére. Ezen alapulnak a kiilonb6z6 proteinaz-gatldoszerek alkalmazasaval

megvalosulo antiretroviralis probalkozasok.



1.2. A retroviralis proteinazok dltalanos jellemzése

A retroviralis proteindzok 99-138 aminosavbol allo, 11-15 kDa molekulatomegti fehérjék, két egyforma
alegységbdl épiilnek fel. Elsddleges és masodlagos szerkezetiik a cellularis aszpartil proteinazok egyik
doménjével analog.

A konzervativ régiok koziil az N-terminalishoz kdzel helyezkedik el az aktiv centrumot kodolo katalitikus
triad (Asp-Thr/Ser-Gly). Az ezt alkoté aminosavak konformaciéja minden ismert kristdyszerkezetben azonos. A
katalitikus triplet hidrogén kotések halozatan keresztiil kapcesolodik egymashoz, melyet a kotés geometriajara és
erds jellegére utalva tlizoltofogasnak (fireman’s grip) neveznek. Egy masik tobbé-kevésbé konzervativ régio a
flexibilis ,,flap” régid, mely a szubsztrat illetve inhibitor kdtodésekor rahaljik a ligandra, majd azzal szamos
kolesonhatast alakit ki, ezaltal stabilizalja a komplexet. A harmadik konzervativ régio (Gly-Arg-Asp/Asn) a C-
terminalis kozelében helyezkedik el és ionparok kialakitasaval a dimerizacidban jatszik fontos szerepet.

A retroviralis proteinazok savas pH optimumu (pH 5-6) enzimek, részletes biokémiai jellemzésiiket
oligopeptid és poliprotein szubsztratokon végezték. A hasitas poliprotein szubsztratoknal alacsony,
oligopeptidek esetében magas (2-3 M NaCl) ionerésség mellett térténik nagyobb hatékonysaggal. A kiilonb6zo
retroviralis hasitasi helyeket reprezentald oligopeptid szubsztratok hidrolizise jol nyomon koévethet6 HPLC
technikaval, és megfeleléen modositott szubsztratok alkalmazasa esetén spektroszkopidsan vagy fluorimetridsan
is. Az effektiv hidrolizishez proteinaztdl fiiggden minimalisan 6-7 tagu peptidszakasznak kell az enzimhez

kotddnie.

1.3. A HIV-1 proteinaz mint antiviralis célpont az AIDS terdapidjaban

A HIV-1 reverz transzkriptaz és HIV-1 proteinaz ellen tervezett gatloszerek kiilonb6z6 kombinaciokban
torténd alkalmazasa (HAART, highly active antiretroviral therapy) képes jelentdsen lecsdkkenteni a HIV
fert6zott betegek halalozasat, azonban nem eredményezi a virusnak a fert6zott szervezetbdl torténd teljes
eliminalasat, ezért a virus-szint alacsonyan tartasa érdekében hossztava terapia sziikséges. Ez tobb kedvezdtlen
kovetkezménnyel is jar, melyek koziil legstlyosabb az alkalmazott gatloszerekkel szemben rezisztens
virusformak megjelenése és gyors elszaporodasa a terapia idején; amelyet a retrovirusok magas mutacios rataja
¢és rekombinacids képessége tesz lehetové. Ezért sziikségszerli a tovabbi gyogyszerfejlesztés, mely els6sorban a
mar bevalt célfehérjék (RT, PR) ellen hat6, de az eddigieknél elonydsebb tulajdonsagokkal rendelkezd
inhibitorok tervezésére, masfeldl a virusreplikacio egyéb 1épéseit gatld szerek kifejlesztésére iranyul. Mindebben
hasznos segitséget nyujthat az alkalmazott drogokkal szembeni rezisztencia kialakulasaban szerepet jatszo

genetikai hattértényezok feltérképezése.
1.3.1. HIV-1 proteinaz inhibitorok

A jelenleg klinikai hasznalatban 1évé HIV-1 PR gatloszerek mindegyike szubsztratanaldg (peptidomimetikum).

A természetes szubsztratokhoz hasonloan dontden hidrofob kdlesdnhatasokat alakitanak ki az enzimmel. P1



pozicic')banl fenil csoportot hordoznak, tovabbi kozos tulajdonsaguk, hogy a hasitandd kotésnek megfeleld

helyen egy nem-hidrolizal6é atmeneti allapotot utanzé csoportot (pl. hidroxietilamin) tartalmaznak.
1.3.2. A rezisztencia problémdja

Az antiviralis terapia gyakori sikertelenségének legfébb oka az alkalmazott gatloszerekkel szemben
rezisztens virusformdk megjelenése €s elszaporodasa a kezelés idején. Ezért elsésorban a proteinaz kddold
régioban kialakuld mutaciok tehetdek feleldssé, melyek koziil szdmos az enzim szubsztratkotd zsebén beliil
lokalizalodik. Ezek amellett, hogy gatoljak az inhibitorkotddést, tobbnyire kedvezotleniil befolyasoljak az enzim
katalitikus hatékonysagat. A rezisztens mutaciok egy masik csoportja a szubsztratk6td zseben kiviil talalhato
aminosavakat érinti. A mutaciok halmozasa azonban az enzimfunkci6 altal limitalt, a megfelelé Gag és Gag-Pro-
Pol hasitasi helyek kell6 hatékonysagt hidrolizise ugyanis elengedhetetlen a virusreplikaciohoz.

Egyes adatok alapjan viszont ugy tlinik, hogy a PR gatloszerek jelenlétébol adodo szelekcids nyomas a

lerontott enzimaktivitast ellensilyoz6 valtozasokat is indukalhat.
1.4. Az egér leukémia virus (MulLV) vizsgalatanak gyakorlati jelentosége

Az egér leukémia virus (MuLV) az emlds C-tipusii retrovirusok (Gjabb nevezéktan szerint v-
retrovirusok) tipikus képviseldje, eredetileg BALB/c egerek szarkomajabol izolaltak. Ujsziilott egérbe juttatva 3
honap alatt limfoid leukémia fejlédik ki.

Az alapvetd retrovirusmodellként is szamontartott egér leukémia virus (MuLV) komoly gyakorlati
jelentOsége ellenére csak viszonylag keveset tudunk réla, kiilondsen kevés informacioval rendelkeziink a virus

altal kodolt proteinazra vonatkozoan.
1.4.1. Génterapids felhasznalas

Génterapia soran kiilonbozo genetikai eredetii betegségeket probalunk orvosolni a megfeleld informaciot
hordoz6é DNS molekulanak a beteg sejtekbe torténd bejuttatasaval. A retrovirusok sajatos életciklusa alkalmassa
teszi Oket génterapias célu felhasznaldsra. A replikacidjukhoz sziikséges integraciés mechanizmusuk minden
egyéb modszerhez képest (DNS mikroinjekcid, lipofekcio, elektroporacio, kémiai transzfekcid) hatékonyabb
géntranszfert tesz lehetdvé. A virdlis genom jelentds része géntechnologiai uton egyszerien kicserélhetd a
terapias céllal bejuttatni kivant génszekvenciara. A viralis burokfehérje (Env) valtoztatasaval meghatarozhato a
célsejtspektrum, mely kelléen szelektiv génterapias eljarasok kidolgozasara kinal lehetOséget. A mara klinikai
alkalmazasba kertilt retroviralis vektorok koziil a HIV-en alapuloak mellett kétségkiviil az egér leukémia virus

modositasaval kifejlesztett vektorok a legjelentésebbek.

" A szubsztrat valamint a szubsztratkoté 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.,
vannak jelolve. A megfeleld szubsztratkotohelyek jelolése S1, S2, S3, stb., illetve S1°, S2°, S3°, stb.
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1.4.2. Inhibitorfejlesztés

A retroviralis proteindzok virusreplikdcioban betoltott, esszencialis szerepe miatt a HIV-1 proteinaz
keriilt klinikai felhasznalasra, de a rezisztens formak gyors megjelenése és kiszelektalodasa miatt tovabbi
inhibitor-fejlesztésre van sziikség. A kiillonbdzé retroviralis proteinazok 0Osszehasonlitd vizsgélata révén
megismerhetjiik ezen enzimek specificitasanak k6zos jellemvonasait. A mindeddig csak kevéssé vizsgalt €s
jellemzett MuLV bevondsaval nyerhet6 ismeretek hasznos segitséget nyujthatnak az ujabb gatloszerek

tervezésében.



2. CELKITUZESEK

Az AIDS elleni terapia soran alkalmazott PR inhibitorokkal szembeni rezisztencia kialakulasaért
kezdetben szinte kizarolag a proteinaz mutacioit tették feleléssé. Az altalanosan elfogadott nézet szerint ezen
mutaciok egy része az enzim aktiv centruman belill lokalizalodé primer mutacié, melyek az inhibitor
kotédésének gatlasan keresztiil vezetnek a gyogyszerrezisztencia kialakulasahoz, de tobbnyire kedvezétleniil
befolyasoljak az enzim katalitikus hatékonysagat. Ezek a primer mutaciok tovabbi, az enzim aktiv centruman
kiviil elhelyezked6 mutaciok megjelenését indukaljak, melyek kodzvetleniil nem befolyasoljak az inhibitor
kotodését, viszont tobbnyire jotékony hatast gyakorolnak az enzim katalitikus hatékonysagara. Az utobbi
iddszak kutatasai kimutattak, hogy a rezisztencia kialakulasa soran megjelennek mutaciok a viralis genomnak a
illetve p1/p6 helyeket €rintik. E két helyre inhibitorok nélkiil is szignifikans szekvencia-polimorfizmus jellemzo,
valamint hidrolizisiik a poliprotein processzalas sebességmeghatarozo 1épésének szamit.

Munkank soran a vad tipusu és kiilonb6zé mutans HIV-1 proteinazok kinetikai vizsgalatat terveztiik az
NC/pl és pl/p6 hasitasi helyek eredeti illetve kiilonféle mutalt valtozatait reprezentalé oligopeptid szubsztratok
alkalmazasaval. Mivel a rezisztens Gag mutaciok kozvetleniil egy, vagy néhany kritikus proteinaz mutéacid
kialakulasat kovetden jelennek meg, ezért csak az eléfordulé muticiok valamelyikét hordozo, egyszeresen
mutans enzimformakat tanulmanyoztunk. Ezek egy része primer mutaciot tartalmazo aktiv centrum-mutans volt
(V82S, V82A, 184V), a tobbiek az enzim egyéb régidiban lokalizal6do szekunder mutaciot hordozd variansok
voltak (M46L, L90M). Az NC/p1 és pl/p6 helyek szekvencia polimorfizmusat és/vagy terapia soran megjelend
mutacioit reprezentald oligopeptid szubsztratoknak a vad tipusu illetve mutans HIV-1 proteinazokkal torténd
vizsgalataval kivantuk alatdmasztani, hogy az inhibitorok jelenlétében kialakul6 Gag hasitasi hely mutaciok a
primer proteindz-mutaciok altal lerontott enzimfunkcidt kompenzacidos mutaciokként -ellenstulyozo, a
gyogyszerrezisztencia kialakulasahoz jelentds mértékben hozzajarul6 valtozasoknak tekinthetoek.

Az alapvetd retrovirusmodellként is szamontartott egér leukémia virust (MuLV) komoly gyakorlati
jelentésége ellenére is csak kevéssé vizsgaljak. Kiilondsen kevés ismerettel rendelkeziink a virus altal kodolt
proteinazra vonatkozdan. Ezért azt terveztiik, hogy az egyéb fehérjék esetében (HIV-1-PR, BLV-PR, HFV-PR)
mar jol bevalt pMalc2 rendszerben probaljuk eldallitani az MuL'V proteinazt. A pMalc2 expresszios rendszerben
a fehérjék maltoz koto proteinnel (MBP) fzids formaban termelédnek, mely azon tal, hogy egy amildz oszlopon
torténd affinitas kromatografias 1épést tesz lehetové (eldsegitvén ezaltal a rekombinans fehérje tisztitasat), segiti
a vele fuzidban 1évo fehérjepartner foldingjat is az exresszid soran. Az MuLV-PR-t kodoléo cDNS szekvencia
pMalc2 plazmidba vald klonozasan és az expresszalt fehérje tisztitasan kiviil tervbe vettilk az enzim részletes
jellemzését, a virusbol izolalt MuLV proteinazzal illetve a HIV-1 proteinazzal torténd 6sszehasonlitod vizsgalatat

1S.



3. ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1. Vad tipusu és mutians HIV-1 proteinazokat kodolo konstrukciok, és az enzimek tisgtitasa

A pET vektorba klonozott, stabilizaciés mutacidkat tartalmazo (Q7K, L331, L631, C67A, C95A) HIV-1
proteinazt E. coliban expresszaltak és inkluzios testbdl tisztitottak. Ezt a klont hasznaltak templatként a mutans
proteinazokat kodold, iranyitott mutagenezissel létrehozott konstrukciok eldallitasahoz. A mutaciokat
szekvenalassal ellendrizték. Az expresszalt enzimeket a vad tipusi proteinazra korabban kidolgozott eljaras

alapjan tisztitottak.

3.2. Az MuLV proteinazt kédolo pMalc2 konstrukciok eléallitasa

A proteinazt kodolo régidt a teljes hosszisagh MuLV cDNS-t tartalmazd klénbol PCR reakcioban
primerrel, a 3’ végen egy stop kodont és egy EcoRI. restrikcios hasitasi helyet kodolé oligonukleotid
felhasznalasaval. A PCR terméket a megfeleld restrikcios emésztést kovetéen Xmnl./EcoRI. enzimekkel hasitott
¢és calf intestinal phosphatase (CIP) enzimmel defoszforilalt pMalc2 plazmidba ligaltuk, és a restrikcios
analizissel valamint szekvenalassal ellendrzott konstrukciét DHS5a illetve BL21 sejtekbe transzformaltuk.

A C-terminalis Hises farokkal fizids format expresszalo vektort (pMBP-MPR-Hg) a fenti konstrukcio6 stop
BamHIL./Hindlll. enzimekkel megemésztett, mutins pMBP-MPR plazmidba torténd ligalasaval allitottuk eld. A
stop kodon mutaciot illetve az aktiv centrum mutans konstrukciohoz sziikséges D32A mutaciot Quick Change

mutagenezis protokol segitségével alakitottuk ki, és mindegyik konstrukcionkat szekvenalassal ellendriztiik.

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

A pMBP-MPR konstrukcidval transzformalt DHSa és BL21 sejteket 100 pg/ml ampicillin (pRIL
plazmiddal torténd kotranszfekcio esetében ezenfeliil 30 pg/ml chloramphenicol) jelenlétében, LB médiumban
novesztettiik, majd 1 mM IPTG-vel indukéltuk. Az expressziot kdvetden a sejteket centrifugaltuk, és bakterialis
protedzinhibitor-koktélt tartalmazé lizis pufferben szuszpendaltuk. A szonikalassal torténd feltara utan a
szuszpenzidt centrifugaltuk, és a feliiliszoba keriilt fuzidos fehérjét amiléz oszlopon torténd affinitas
kromatografiaval valasztottuk el a bakterialis fehérjéktol. Az oszlopra kotddott fehérjét 20 mM maltozt
tartalmazo lizis pufferrel elualtuk, és ezt kovetden az MuLV proteinazt Xa faktorral szabaditottuk fel a fuzios
formabol. A processzalt proteinazt kationcseréld oszlopon valasztottuk el a maltozkoté fehérjétdl; ennek soran a
proteinaz a kis mennyiségben visszamarado fizios formaval egyiitt elualodott. Teljesen tiszta proteindzhoz egy
masodik amiléz affinitas kromatografia atfoly6 frakcidinak koncentralasaval, és az ezzel egyidejileg végzett
puftercserével jutottunk. A tiszta enzimet PL pufferben (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) taroltuk.

A vad tipusu és D32A aktiv centrum mutans proteinaz His-farokkal flzios formait kodolo
konstrukciokat, illetve a kontrollként hasznalt, MBP-Hg-t expresszald plazmidot a baktériumsejtekben ritkan
eloforduld tRNS-eket kodold pRIL plazmiddal egyiitt transzformaltuk DHSa és BL21 sejtekbe, az expresszio és
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a sejtfeltaras az eldzoekben leirtaknak megfeleléen tortént. A baktériumszuszpenzid centrifugaldsa soran a
feliluszoba keriilt fuzids fehérjéket elsé 1épésben Ni-kelat oszlopon torténd affinitds kromatografiaval
tisztitottuk. A 250 mM imidazolt tartalmazo ekvilibralo pufferrel elualt fizios proteineket puffercserét kovetden
Xa faktorral processzaltuk, majd az MBP-eredetli fehérjefragmentumok egy részét 1.5 M ammonium szulfattal
torténd kisozas utjan tavolitottuk el. A kisézas soran oldataban maradd proteinazt puffercserét kovetden
katiocserél6 kromatografiaval sikeriilt megtisztitanunk. A tiszta proteindzt tartalmazo eluatum pufferét végiil PL

pufterre cseréltiik.

3.4. Az MuLV proteinaz izolaldasa virusbol

1 ml virusszuszpenzidhoz 20 térfogat hideg acetont adtunk, és 30 percig jégen tartottuk. Centrifugalast
kovetden a leiilepedett pelletet kiszaritottuk, majd 2 ml extrakcios puffer (20 mM Tris, pH 7.2, 5 mM DTT, 1 M
NaCl) hozzaadasaval oldottuk vissza. Az extraktum centrifugalasat kdvetden a proteinazt is tartalmazo feliiluszo

pufferét PL pufferre cseréltiik.
3.5. MuLV Gag fehérjefragmensek klonozasa, tisztitasa és proteolizise

A kiilonb6z6 hossziisagh MuLV Gag fragmenseket (GagAl és GagA2) a teljes MuLV cDNS-t
tartalmazo klonbol PCR reakcid segitségével szaporitottuk fel. Az 5° végi primerek Sacl. restrikcids hasitasi
helyet, ¢s a megfeleld genomi régiokkal hibridizalo szekvenciat tartalmaztak, a 3> végen pedig egységesen a gag
terminacios kod kornyéki régioval hibridizalo, de a stop kodon helyén a Gln tripletjét, valamint egy HindIll.
felismerési helyet is tartalmazd primert hasznaltunk. A Sacl. és Hindlll. enzimekkel emésztett PCR
fragmenseket az azonos enzimekkel meghasitott és CIP kezeléssel defoszforilalt pET23b vektorba ligaltuk. A
konstrukcidkat restrikcidos analizissel és DNS szekvenaldssal ellendriztiik, majd BL21(DE3) sejtekbe
transzformaltuk. A fehérjeexpressziot 1 mM IPTG hozzaadasaval indukaltuk, és két ora eltelte utan a
centrifugalassal Osszegyiijtott sejteket lizozimmal illetve szonikalassal tartuk fel. Az expresszalt fehérjéket Ni-
kelat affinitds kromatografiaval, majd egy azt kovetd, Superdex 75 oszlopon végzett gélsziiréssel tisztitottuk
meg. A kitermelési szazalék 3.7 mg/l kultiranak adodott a GagAl, és 9.2 mg/l kultiranak a GagA2 fehérje
esetén. A proteolitikus emésztést 250 mM Na-foszfat, pH 5.6, 1 mM EDTA osszetételi pufferben végeztiik,
0.6uM GagAl és 1.2 uM GagA2 fehérjeszubsztrattal, 20 nM MuLV PR, illetve 33 nM HIV-1 proteinaz

jelenlétében.

3.6. Oligopeptidek

3.6.1. A spektrofotometrias mérésnél hasznalt peptidet (Lys-Ala-Arg-Val-Nle-p-nitroPhe-Glu-Ala-Nle-amide) a
Sigma-Aldrich kft.-t61 szerztiik be (L6525).

3.6.2. A fluoreszcens mérésnél alkalmazott peptidet (MuLVp12/CA: RE(Edans)SQAFPLRAK(Dabcyl)R-OH)
Dr. Ivo Blaha (Ferring Leciva) szintetizalta €s bocsajtotta rendelkezésiinkre.

3.6.3. A HPLC alapti mérésnél hasznalt oligopeptideket szilard fazisu 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. A peptideket aminosav analizissel, illetve



alkalmanként gazfazisu szekvenalassal ellendrizték. A torzsoldatok desztillalt vizzel vagy 10 mM DTT-oldattal

késziiltek, a pontos koncentracidt aminosavanalizissel hatdroztak meg.

3.7. A retrovirdlis proteindzok enzimaktivitasanak mérésére alkalmas eljardasok

3.7.1. Spektroszkopias modszer az MuLV proteinaz pH fiiggésének vizsgalatdara

70 nM tisztitott proteinazt adtunk 100-350 uM kromogén szubsztrathoz. A reakciokatt 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 bekdvetkezd abszorbanciacsdkkenést Hitachi U-3000 spekrofotométerrel kovettiik
nyomon. Az abszorbanciaértékeket kalibracios gorbe segitségével konvertaltuk at szubsztratkoncentraciora. A

Michaelis-Menten és pH optimum gorbéket Sigma-Plot program (SPSS Inc.) segitségével szerkesztettiik.

3.7.2. Fluoreszcens modszer az MuLV proteinaz gatolhatosaganak vizsgalatira

A gatlasi kisérletekhez kifejlesztett mikrotiter-lemez-modszerben az MuLV pl2/CA szubsztrat
Dabcyl/Edans fluoreszcens analogjat hasznaltuk, a reakciokat PNF (250 mM Na-foszfat puffer pH 5.6, 5%
glicerol, 1 mM EDTA, 5 mM DTT, 500 mM NaCl) pufferben végeztiik. A fluoreszcenciandvekedés 460 nm-en
torténd detektalasat 355 nm excitacios hullamhossz 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 proteinaz assay a HIV-1 és MulLV proteinaz specificitisvizsgdlataira

A HPLC alapu proteinaz mérést 5 pl enzimnek 10 pl 2x toménységt reakciopufterrel (0.5 M K-foszfat
puffer, pH 5.6, 10% glicerol, 2 mM EDTA, 10 mM DTT, 4 M NaCl), illetve 5 ul szubsztratoldattal torténd
Osszekeverésével végeztik; a vad tipusu és kiillonb6zé mutans HIV-1 proteindzok esetén 0.5-7 mM, MuLVPR
esetében 0.01-1.32 mM szubsztratkoncentracio-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
reakcioelegyeket 37 °C-on, 1 6rdig inkubaltuk, majd a reakcidkat 180 pl 1%-os trifluor-ecetsav (TFA) oldattal
allitottuk le, és Nova-Pak Cg-as reverz fazisu kromatografids oszlopra injektaltuk. A szubsztrat és
termékcsticsokat 0-100% lineéris viz-acetonitril gradienssel valasztottuk el egymastol, 0.1% TFA jelenlétében.
Az elvalasztast 206 nm-en kovettilk nyomon, a hidrolizis mértékét a kromatografias csucsok integralasaval
szamitottuk. A csucsok integracios értékeinek megfeleld peptidmennyiség kiszdmitdsdhoz korabban
meghatarozott referenciaértékeket hasznaltunk. Ezen referenciaértékeket, valamint a hasitdsi helyeket a
csucsoknak megfelelé frakciok aminosavanalizisével és szekvenalasaval hataroztdk meg. Ezek alapjan a
termékek azonositasahoz a retencios idoket vettiik figyelembe.

A kinetikai allandok meghatarozasahoz 6 kiilonb6z6 koncentracidt teszteltiink. A kinetikai
paramétereket a reakcidsebesség ¢és szubsztratkoncentracid adatok Michaelis-Menten egyenlethez torténd
illesztésével hataroztuk meg, nemlinedris regresszids modszerrel, a Fig.P program felhasznalasaval. A kinetikai
allandok SD értékei 25 % alatt voltak. Azokndl a peptideknél, melyeknél nem wvolt lehetdségiink a

szubsztratkoncentracio novelésére (a HIV-1p1/p6 hely mutans valtozatainak, illetve az MuLV Gag hasitasi
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peptidek alacsony sokoncentracio mellett torténd méréseinek esetében), a k../Ky értékeket pszeudo-elsdrendi
reakciokoriilmények kozott, a gorbe linearis szakaszabol allapitottuk meg. Azoknal a peptideknél (HIV-1 NC/pl,
MuLV pl12E/p2E), ahol a Michaelis-Menten gorbe mar igen kis szubsztratkoncentracional a telitési szakaszba
ért, illetve termékgatlas Iépett fel, a k./Ky értékeket ismert specificitasi allandoval rendelkezd szubsztratok

jelenlétében, kompeticiés mérésekkel hataroztuk meg.

3.8.  Aktiv centrum titralas a pontos enzimkoncentrdcio meghatdrozdsdra

Az aktiv centrum titralast a vad tipusu, a V82A, 184V, M46L és L90M mutans HIV-1 proteinazok és az
MuLV-PR esetén DMP 323, a V82S HIV-PR mutansnal amprenavir jelenlétében végeztiik, az elébbiekben
ismertetett, HPLC-n alapulé mérési modszerrel. Az inhibitort 0-10 uM koncentraciotartomanyban, DMSO-s
oldat formajaban juttattuk a reakciodelegybe. A gatlasi gorbét harom kiilonb6z6 szubsztratkoncentracional vettiik

fel, az aktiv enzimkoncentraciot DynaFit program segitségével hataroztuk meg.
3.9.  Molekularis modellezés

A HIV-1 proteinaz modellek egy nagy felbontasi HIV-1 PR rontgenkrisztallografiai szerkezetébdl
(Protein DataBank kod: 1FGC) homoloég modellezéssel késziiltek, amely tartalmazott egy szubsztratanaldg
inhibitort is. A szerkezetek minimalizalasa az AMMP program segitségével tortént, korabban ko6zolt eljarasnak
megfelel6en. A hidrofob kdlcsonhatasok elemzése az INTG programmal tortént.

Az MulLV proteinaz homoldég modellje a Modeller3 program segitségével a HIV-1 proteinaz
kristalyszerkezetén alapulva épiilt fel.

A szerkezeteket Silicon Graphics O2 grafikus munkaallomason Sybyl (Tripos Inc., St. Loius, MO, USA)

molekularis modellez6 programcsomag segitségével jelenitettiik meg és elemeztiik.
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3. EREDMENYEK ES MEGBESZELES

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

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

A vad tipusu HIV-1 proteinaznak a két vizsgalt Gag hasitasi hely eredeti szekvencidira meghatarozott
specificitasi allandoja (k../Ky) korabbi irodalmi adatoknak megfelelden alacsonyabbnak bizonyult a tobbi Gag
és Gag-Pro-Pol hasitasi helyre mérhetd értékhez képest. A két Gag hasitasi hely esetében szinte azonosnak
adodo egyiitthatok kiilonbozo ke, és Ky értékekbol tevodnek Ossze: a ke, illetve Ky egyarant magasabb volt a

p1/p6 szubsztratnal, mint az NC/p1 helyet reprezentalo peptid esetében.

4.1.2. Vad tipusu és mutins HIV-1 proteindzok specificitdsi dllanddinak meghatdirozdisa mutdins
hasitdsi hely szubsztratokra vonatkozoan

A két Gag hasitasi hely kiilonb6z6 mutans valtozataira vonatkoz6 kinetikai paraméterek meghatarozasa
az adatok Michaelis-Menten egyenlethez to6rténd nem linearis illesztésével tobb esetben nem volt lehetséges. Az
NC/pl szubsztratoknal ugyanis magasabb szubsztratkoncentracio-tartomanyban gyakran fellépett a termékgatlas,
emiatt a rajuk vonatkozo specificitasi allando értékeket egységesen a HTLV CA/NC hasitasi helyet reprezentalo
szubsztrat P3 helyen Gly-t tartalmazo valtozatanak jelenlétében, kompetitiv modszerrel hataroztuk meg. Tobb
pl/p6 szubsztrat esetén viszont a megndvekedett Ky érték miatt csak pszeudo-elsérendli reakciokoriilmények
kozott tudtuk elvégezni a méréseket, ezért a pl/p6-os szubsztratoknal a specificitasi allandok meghatarozasat -
ugyancsak egységesen - linedris illesztéssel végeztilk. Az eredeti szubsztratokkal elvégzett Osszehasonlitd
mérések alapjan azonban megéallapitottuk, hogy ez varhatéan nem okoz jelentSsebb eltérést a specificitasi

allando értékében.

4.1.3. NC/pl hasitasi szekvenciat reprezentalo peptidek processzalasa vad tipusu és mutans HIV-1
proteinaz enzimekkel

A vad tipusu enzimnek a kiilonb6z6 NC/pl hasitasi hely mutansokkal torténd vizsgalata soran azt
tapasztaltuk, hogy a természetes szekvencia-variabilitds nincs szamottevd hatassal e hely hidrolizisének
hatékonysagara, szemben a P2 Ala—Val rezisztens mutacioval, amely — kivaltképp ha a P3Arg természetes
variacioként megjelend aminosavcserével parosul — jelentés mértékben megnoveli az NC/pl szekvencia
hasithatosagat. Molekularis modellezés alapjan ez tigy értelmezhetd, hogy a P2Val nagyobb méretébdl adodoan
megnd a van der Waals kolcsonhatasi feliilet, igy tokéletesebbé valik a szubsztrat illeszkedése az enzim S2
zsebébe, €s ezen a P3Arg altal kialakitott kedvezo kolcsonhatasok (az enzim Arg8, Glu21, Phe53, Pro81, Val82
€s Asp29 valamint a szubsztrat P1Asn oldallancéaval) tovabb javitanak.

Ugyanezeknek a hasitasi szekvencidknak a mutans enzimekkel torténd vizsgalata soran is hasonlo
tendenciat figyelhetink meg, azzal a kiilonbséggel, hogy a V82 mutans proteinazok esetében a

szubsztratszekvencia P2Val mutacioja onmagaban kevezdbb hatassal volt a hely hidrolizisére, mint a P3Arg
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cserével egylittesen. Ez a P3Arg és az enzim 82-es valinja kozott kialakuld kedvezd hidrofob kdlcsdnhatas
hianyaval magyarazhato a hasonld pozicidban kis méretii Ala-t vagy Ser-t hordoz6 mutans enzimek esetében.

A varakozasoknak megfeleléen a V82S és a V82A aktiv centrum mutdnsok a vad tipushoz képest
csokkent, a masodlagos mutaciot hordozd6 LIOM pedig megemelkedett katalitikus hatékonysagot mutattak,
ellentétben az 184V és M46L enzimekkel, melyek az altalunk meghatarozott értékek alapjan nem az altalanosan

elfogadott eméletnek megfelelden viselkedtek.

4.1.4. A pl/p6 hasitasi szekvencidt reprezentdlo peptidek processzaldsa vad tipusu és mutans HIV-1
proteinaz enzimekkel

Az adatbankba keriilt HIV-1 izolatumok analizise alapjan a pl/p6 hasitasi helyre erds szekvencia-
polimorfizmus jellemz6, azonban ennek hatdsat a proteindz-hasitdssal szembeni érzékenységre vonatkozodan
mindeddig nem vizsgaltak. A pl/p6 hely polimorf valtozatainak a vad tipusu és mutans enzimekkel valo
hasithatosagat tanulmanyozva azt tapasztaltuk, hogy ezek a természetes aminosavcserék nem befolyasoljak
szamottevé mértékben az eredeti szekvencia hidrolizisének hatékonysagat. Kivételt képez ezalol a P1 aminosav
leucinra torténd cseréje, mely oly mértékben lerontja a hely hasithatésagat, ami alapjan felmeriil a kérdés, hogy
vajon a P1Leu mutaciot hordozo virusok egyaltalan replikacioképesek-e.

A természetes szekvenciavaltozatokkal ellentétben a rezisztens mutacioként megjelené P1°Phe csere
esetén viszont azt tapasztaltuk, hogy a vad tipusu és mutans enzimekkel egyarant jelentésen né az eredeti p1/p6
hasitasi hely hidrolizisének mértéke. Ez, hasonloképpen mint az NC/pl P2Val esetében, a mutans
aminosavoldallanc nagyobb méretébdl adodik, amely igy nagyobb hidrofob koélcsonhatasi feliilet kialakitasara
képes az enzim S1’ zsebét alkotdé aminosavak oldallancaival, ezaltal optimalisabba valik a szubsztrat
illeszkedése az enzim szubsztratkoté helyébe. A van der Waals kolcsonhatasok maximalizalasa tehat
meghatarozé a hasitasi hatékonysag szempontjabol.

Eredményeinkbdl jol lathatd, hogy a természetes szekvencia-polimorfizmussal szemben az NC/p1 illetve
pl/p6 hasitasi helyek AIDS terapia soran megjelend valtozasai nagymértékben novelik a két szekvencia
hidrolizisének hatékonysagat, mely arra utal, hogy az enzimaktivitast lerontd proteindz mutaciok ellensulyozasa

révén e két Gag hasitasi hely mutacioi hozzajarulnak a gyogyszerrezisztencia kialakitasahoz.

4.2. Az egér leukémia virus (MulV) proteinaz klonozdsa, tisgtitisa és a virusbol szarmazo
enzimformaval illetve HIV-1 proteinazzal torténd osszehasonlitasa

4.2.1. Az MulLV proteolitikus enzimének klonozdsa és tisztitdsa

Az MuLV proteinazt kodolo ¢cDNS szekvenciat pMalc2 plazmidba klonoztuk, majd a konstrunkciot
(pMBP-MPR) BL21 sejtekbe transzformaltuk.

Ezt kovetden kidolgoztunk egy eljarast az enzim tisztitdsara, melynek elsé 1épésében a maltozkotd
fehérjével fuzios formaban expresszalodd proteinazt amiléz oszlopon torténd affinitds kromatografiaval
valasztottuk el a bakterialis fehérjéktdl. Az oszloprol elualt, nem teljesen homogén fizids proteinbdl Xa faktor
segitségével szabaditottuk fel az aktiv proteinazt. A lehasitott MBP-t a jelentds izoelektromos-pontbeli
kiilonbségbdl adodoan kationcseréld kromatografiaval, a visszamarado fuzids proteint pedig egy masodik amil6z

affinitas kromatografias 1épéssel tudtuk eltavolitani a proteindz mellél. Ez utobbi megoldas csak a kationcseréld
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kromatografia kozbeiktatdsa miatt volt lehetséges. Az els6 amildz affinitds kromatografias 1épés maltozzal
torténd elicidja soran ugyanis a maltoz erésen MBP-kotott allapotban marad, megakadalyozva ezaltal a fizios
protein MBP-részének ujboli kikotddését az amiléz oszlophoz. Esetiinkben valdszintileg a kationcseréld
kromatografia elucidjakor alkalmazott magas ionerdsség tavolitotta el a maltozt a kdtohelyérol.

A kidolgozott tisztitasi eljaras, bar teljesen homogén és aktiv enzimet eredményezett, nem bizonyult
kovetkezménye. A fuziés protein autokatalitikus aktivitdsanak kizarasat kovetden az is bebizonyosodott, hogy ez
a degradaciéo a baktériumsejten beliil, mar az expresszio ideje alatt megtorténik (bakterialis proteazgatlok
jelenlétében sem sikeriilt a tisztitdst hatékonyabba tenniink). Nem hozta meg a vart eredményt a
baktériumsejtekben ritkan eléfordulé tRNS-t kodolo pRIL plazmid alkalmazasa sem.

Ezért végiil elhataroztuk, hogy a meglévo konstrukcionk modositasaval, és egy Ujabb tisztitasi stratégia
kidolgozasaval probaljuk meg nagyobb mennyiségben eldallitani az MuLV proteinazt. Kisérleteink arra utaltak,
hogy a fuzidés protein elsdsorban N-terminalisan degradalodik, ezért az eredeti pMBP-MPR plazmidbol
l1étrehoztunk egy konstrukciot, melybdl az MuLV proteinaz mindkét oldalan fazios formaban expresszalodik. Az
egyik fuzids partner az N-terminadlis MBP, a masik egy Xa hasitasi helyet illetve hat hisztidint tartalmaz6 C-
terminalis farok volt. A konstrukcid expresszalasat és a sejtfeltarast kdvetéen Ni-kelat affinitds kromatografiat
végeztiink, melyben a termelddott fuzids protein N-terminalisan (MBP-ben) degradalt, de C-terminalisan ép,
teljes hossziisagu proteinazt tartalmazo formait is ki tudtuk nyerni a baktériumszuszpenziobol (ezeket az el6zo
eljaras soran mar az els6, amiloz affinitds kromatografias 1épésben elveszitettiink). Az igy elvalasztott fuzios
proteineket Xa faktorral processzaltuk, és az MBP-eredetli szennyezés egy részét ammonium-szulfatos
kisozassal tavolitottuk el. A kisdzas soran oldatban maradd enzimet végiil egy katiocseréld kromatografia révén
sikertilt teljesen tiszta allapotba hozni. Ezzel az eljarassal az MuLV proteinaz kitermelési hatékonysagat az el6z6
modszerhez képest 3-4-szeresre noveltiik.

A masodik tisztitasi eljaras kidolgozasaval parhuzamosan kisérleteket végeztink a degradacio
jelenségének tanulmanyozasasra, hogy az igy nyert informaciok birtokaban elejét tudjuk venni a szamunkra
kedvezétlen folyamatnak. A tisztitott proteindaz szamara szubsztratként biztositott MBP illetve MBP-
MPR(D32A)-Hg tobb oras inkubalas soran sem hasitodott az aktiv enzim altal, ez alapjan igazolva lattuk, hogy
tényleg nem autokatalitikus degradacio torténik. Ugyanakkor azonban a kontrollként alkalmazott aktiv centrum
mutans pMBP-MPR-Hg illetve iires pMBP-H¢ konstrukcioknak a vaddal azonos koriilmények kozotti
expressziojakor csak igen kismértékii degradaciot tapasztaltunk, ami arra utal, hogy az MuLV proteinaz

aktivitasa mégis szerepet jatszik a baktériumsejtekben lezajlé folyamatban.

4.2.2. Az egér leukémia virus (MulLV) proteolitikus enzimének részletes jellemzése
4.2.2.1. A rekombindans MulLV proteinaz osszehasonlitiasa a virusbdl izolalt enzimmel

Altalanosan elfogadott, hogy a baktériumsejtben termeltetett retroviralis proteindzok tigy viselkednek,
mint a viruseredetii enzimek, ezt a feltételezést azonban kisérletileg altaldban nem igazoljak. Ezért természetes
hasitasi helyeket reprezentald oligopeptid szubsztratok felhasznalasaval 0Osszehasonlitdé méréseket végeztiink a

rekombinans proteinaz és a virusbdl izolalt enzimforma kozott. Az enzimek MuLV NC/CA, PR/RT,
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pl12(E)/p2(E) valamint a HIV-1 RT/IN hasitasi szekvencidkra meghatarozott specificitasi allando6i alapjan

megallapitottuk, hogy a két kiilonb6z6 eredetii proteinaz valéban hasonldéképpen viselkedik.
4.2.2.2. Az MuLV proteinaz részletes osszehasonlitisa a HIV-1 proteindzzal

4.2.2.2.1. A kinetikai paraméterek pH fiiggése

Mint azt korabban mar kimutattak, a HIV-1 proteinaz specificitasi allanddja harang-goérbe alaka pH
fliggést mutat. Az MuLV proteinaz kinetikai paramétereinek pH fliggési vizsgalata soran ugyanazt a 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’ oldallanca és a szubsztrat P2’
glutamatja kozott hidrogén-hid kialakitasdsra van lehetdség (a Glu-nak vagy Asp-nak protonalddnia kell),
MuLV-PR esetében viszont az Asp 30’-nak megfeleld His 37’ erre nem képes, ezért a P2° glutamat jelenléte a
hasitasi szekvencidban nem annyira kedvezd alacsonyabb pH értékek mellett, mint a HIV-1 proteinaznal. Az

MuLV proteinaz a pH optimumérték mellett mutatta a legmagasabb k., és legalacsonyabb Ky értéket.

4.2.2.2.2. Az MuLV és HIV-1 proteinaz specificitasanak osszehasonlitisa

A két enzim specificitasat eldszor kiilonb6z6, MuLV és HIV-1 alapu természetes hasitasi szekvenciakat
reprezentald oligopeptid szubsztratok segitségével hasonlitottuk 6ssze. A specificitasi allandok értékei azonos,
de az MuLV proteindz esetében sziikebb tartomanyon beliil vannak (MuLVPR: 1.7- 15.0 mM's”, HIV-1 PR:
0.02-202 mM's™). Ez a katalitikus tartomany lényegesen magasabb, mint az AMV 4ltal kodolt proteindzra
vonatkoz tartomany, ami azzal magyarazhato, hogy az AMV esetében a proteindz a virus szerkezeti fehérjéivel
ekvivalens mennyiségben szintetizalodik, szemben a stop kodon szupresszidoval illetve a leolvasasi-
kereteltolddassal atirodd6 MuLV és HIV-1 proteindzokkal, melyek a képz6d6 Gag fehérjéknek mindossze 5-10
%-at teszik ki, igy sziikségszeriien magasabb katalitikus aktivitassal rendelkeznek.

Az MuLV alapt szubsztratok koziil csak harom hasitédott a HIV-1 proteinaz altal, viszont az MuLV PR,
bar alacsonyabb katalitikus hatékonysaggal, de egy kivételével valamennyi HIV-1 hasitasi szekvencia esetében
aktivnak bizonyult. Ez az MuLV széles szubsztratspecificitasat jelzi, és azzal magyarazhatd, hogy a legtobb
MulLV hasitasi szekvencia P2 és P1 pozicidjaban Leu(Val/Ala)-Leu talalhat6, ami kedvez6 az MuLV-PR
szamara, viszont a HIV-1 proteinaz inkabb kisebb és kevésbé hidrofob aminosavakat preferal ezeken a helyeken.

A kiilonbozo eredetli viralis hasitasi helyek tobbnyire hatékonyabban processzalodnak a virus sajat
enzime altal, ezt mi is csak az MuLV pl2/CA illetve HIV-1 p6-ban taldlhato hasitasi helyek esetében
tapasztaltuk méasképp. Erdekes ugyanakkor, hogy az MuLV pl12(E)/p2(E) szekvenciajat a HIV-1 proteinaz egy

aminosav résszel eltolodott helyen hasitotta, hasonlo jelenségre ritkan akad példa a retroviralis proteinazok

képviseldinek korében. Sejtkultaras kisérletekben is megfigyelték az MuLV burokfehérje HIV-1 proteinaz altal
torténd processzalodasat, de a hasitasi hely nem lett meghatarozva. Az in vivo adatok alapjan a hasitas egy

aminosavval torténd feltételezett eltolddasa nem okozott funkcionalis defektust.
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4.2.2.2.3. Rekombinans MulV Gag fehérjerészek MulLV és HIV-1 proteindzok dltal torténo
hasitodasanak vizsgadlata

Az MuLV ¢és HIV-1 proteinazok specificitdsanak tovabbi vizsgalatahoz két kiilonbdz6 hosszusagi
MuLV Gag fehérjerészt klonoztunk pET23b plazmidba, és az expresszalt proteineket Ni-kelat affinitas
kromatografiaval illetve egy azt kovezd gélsziiréssel, igen magas kitermelési szazalékot elérve homogénre
tisztitottuk.

A harom illetve négy MuLV Gag hasitasi helyet tartalmazo fehérjeszubsztrat processzalasat alacsony
ioner6sség mellett végeztilk, ezért viszonyitasi alapként a megfeleld hasitasi helyeket reprezentalo
oligopeptidekre vonatkozd specificitasi alladokat ilyen koriilmények kozott is meghataroztuk. Az értékek, bar
hasonlé tendencidt mutattak a magas ionerdsségnél mért ¢értékekkel, de azokhoz képest lényegesen
alacsonyabbnak adodtak.

A fehérjeszubsztratok MuLV proteindz altal torténé processzalasanak kinetikai vizsgalata alapjan ugy
tlint, hogy a révidebb (~42 kDa) Gag protein a p12/CA vagy a CA/NC helyek valamelyikénél hasad elsdként,
egy 40 illetve 33 kDa nagysagi fehérjefragmenst eredményezve, a 30 kDa-os végsé termék pedig az
intermedierekben megmaradd alternativ hely processzalasa révén jelenik meg. A megfeleld oligopeptid
szubsztratok esetében tapasztaltakkal ellentétben tehat - ahol a p12/CA helyre meghatarozott specificitasi allando
magas ¢és alacsony ionerésségnél egyarant 1ényegesen alacsonyabbnak adodott - a p12/CA és CA/NC helyek
hasitasanak fehérjeszintii hatékonysaga hasonlonak mutatkozik. Ez sztérikus okokkal magyarazhato, a Gag
fehérjék erds oligomerizacios hajlamabdl adéddan ugyanis a hasitasi szekvencidk hozzaférhetdsége eltérd lehet,
¢és ez befolyasolhatja a kiilonb6z6 helyek hasitasanak hatékonysagat.

A nagyobb Gag protein (~52 kDa) MuLV proteinaz altal torténd processzalasanak soran azt tapasztaltuk,
hogy mar viszonylag rovid id6 elteltével ugyancsak tobbféle intermedier jelenik meg, mely az MuLV Gag
hasitasi helyek fehérjeszinten hasonld sebességgel bekovetkezd processzalasara utal, és O0sszhangban van az
MuLV proteinaz specificitasi allando-értékeinek meglehetdsen sziik tartomanyaval.

Ezektdl az eredményektol eltéréen azonban, a viruson belill egyértelmiien a p12/CA hasitést irtak le a
leggyorsabbnak. Mindez azt mutatja, hogy oOvatosnak kell lenni az oligopeptidek és rekombinans
fehérjeszubsztratok in vitro vizsgalata soran kapott hasitasi sorrendeknek a virusban kialakul6d sorrendiségre
torténd extrapolalasakor.

Az MuLV Gag fehérjék HIV-1 proteinaz szubsztratként vald tesztelése soran — jo Osszhangban a
megfelel6 oligopeptid szubsztratoknal kapott eredményekkel —a CA/NC és NC/PR helyek hasitasanak hianyabol
adodoan csak a 40 kDa nagysagii CA-NC-C-terminalis fehérje fragmens jelent meg. Ez egyéb irodalmi

adatokkal egybehangzoan a két enzim specificitasa kozotti jelentds kiillonbséget tiikkrozi.
4.2.2.2.4. Az MulLV proteinaz inhibitor-profilozdsa

Az MulLV proteindznak az AIDS terapiaban alkalmazott és egyéb proteaz-inhibitorokkal szembeni
érzékenységét az MuLV p12/CA hasitasi hely fluoreszcens szubsztratanalogjanak felhasznalasaval vizsgaltuk. A

fluoreszcens mérés alacsony ionerdsségii rekcidokoriilményei k6zott az amprenavir bizonyult az enzim
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leghatékonyabb gatloészerének (Ki=20 nM). A DMP323 is j6 inibitornak mutatkozott, ezt az egyéb kiséleteinkhez
sziikséges aktiv enzimkoncentraci6 meghatarozasdhoz magas sokoncentracid mellett aktiv centrum titralo
szerként is tudtuk alkalmazni (K=0.8 nM). A HIV-1 proteinaz mikddését a vizsgalt, AIDS-terapiaban is
hasznalt inhibitorok 1 nM-nal alcsonyabb K; értékkel gatoljak, ehhez képest az MuLV PR 4altalanosan kisebb
érzékenységet mutatott a megfeleld gatloszerekkel szemben. Az MuLV PR korabban leghatékonyabbnak
bizonyult inhibitora, a KH-164 azonban lényegesen gyengébbnek tiint, mint a HIV-1 PR elleni gatloszerek.
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5. OSSZEFOGLALAS

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

A HIV-1 proteinazzal torténé vizsgalataim soran az AIDS terapiaban alkalmazott proteinaz
gatloszerekkel szemben kifejlédd rezisztencia jelenségét helyeztik a kdzéppontba, €s ezt tanulmanyoztuk a
kiilonb6z6 HIV-1 proteinaz illetve Gag hasitasi hely mutaciok szempontjabol.

Az éaltalanosan elfogadott elképzelés szerint az aktiv centrumot érinté mutaciok lerontjak, az enzim
egyéb régidiban lokalizalodd masodlagos mutacidk viszont javitjdk a proteinaz katalitikus hatékonysagat.
Eredményeink ezzel részben egybehangzonak (V82S, V82A ¢és LIOM), de tdbb esetben ellentmondonak
mutatkoztak (I184V és M46L).

Elvégztiik a két legnagyobb szekvencia-variabilitassal jellemezhetd és egyben legkisebb hatékonysaggal
processzalodd Gag hasitasi hely (NC/pl ¢és pl/p6) eredeti illetve mutans valtozatainak a vad és mutans
enzimekkel torténo atfogod vizsgalatat. Eredményeinkkel alatimasztottuk, hogy e két Gag hasitasi szekvencidban
a proteinaz inhibitor kezelés hatasara megjelend valtozdsok kompenzacios mutacidok, melyek ellenstlyozva az
enzimaktivitds csokkenésével jardé proteinaz mutacidkat hozzajarulhatnak a gyoégyszerrezisztencia
kialakitasdhoz. Ugyanakkor a természetes szekvencia-polimorfizmus nem befolyasolja szamottevé mértékben a
két hasitasi hely processzalhatosagat. A kiilonbozd szubsztratok hasithatdosaga kapcsan tapasztalt valtozasok
alapjan az enzim és szubsztrat kozott kialakitott van der Waals kdlcsonhatasok maximalizaldsa tekinthetd a
specificitas f6 meghatarozdjanak, a hasonld hatas kulcsfontossagu lehet az inhibitor-hatékonysagban is.

A gyakorlati jelentdsége ellenére is csak kevéssé ismert MuLV proteindzzal kapcsolatos
vizsgalatainkhoz sikeriilt pMalc2 rendszerben klonoznunk és expresszaltatnunk a fehérjét. Kidolgoztunk egy
haromlépéses eljarast az enzim tisztitisara, melynek alacsony hatékonysdgan az eredeti konstrukcio
modositasaval és egy ujabb tisztitasi stratégia alkalmazasaval tudtunk javitani. Az ennek kapcsan végzett
kisérleteink altal lehetdségilink nyilt a baktériumsejtben torténd expresszio soran bekovetkezo fehérjedegradacios
jelenség tanulmanyozasara is.

A tisztitott, rekombinans enzimet virusbol izolalt formaval 6szehasonlitva a két enzim viselkedése
hasonlénak bizonyult. A rekombinans MuLV-PR miikddésének a HIV-1 proteinazzal torténd részletes
Osszehasonlitd vizsgalata soran tobb szinten is ramutattunk azok eltérd sajatsagaira. Spektroszkopias mérés
alkalmazasaval a két enzim eltéré pH fiiggését tapasztaltuk. A specificitasbeli kiillonbségeket a megfeleld viralis
hasitasi helyeket reprezentalé oligopeptid szubsztratok mellett kiilonb6z6 hosszisdgi MuLV Gag fehérjék
szubsztratként torténd alkalmazasa soran is megfigyeltik. Ezek alapjan az MuLV proteindz szélesebb
szubsztratspecificitdsu, viszont szilkebb katalitikus tartomannyal jellemezhet6 enzimnek bizonyult.
Eredményeink értékelése kapcsan ramutattunk az oligopeptid, fehérje és sejtszintli kisérletekben tapasztalhato
kiilonbségekre is. Végezetiil gatlasi profilozasra kifejlesztett fluoreszcens mérési modszer segitségével
Oszehasonlitottuk a két enzim klinikai hasznalatba keriilt és mas PR inhibitorokkal valé gatolhatosagat is,
melynek kapcsan az MuLV proteinaz HIV-1 proteinazhoz képest alacsonyabb érzékenységét figyeltilk meg az

AIDS terapiaban alkalmazott gatloszerekkel szemben.
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