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1. BEVEZETES

A proteazok (vagy endopeptidazok) belsd peptidkotés hasitasat (proteolizis) katalizalo
enzimek. Szerepiik alapvetd fontossagu szamos fiziologiai folyamatban, mint példaul a gyulladas,
fertdzés, allergias reakcidk, véralvadas, sejtndvekedés és sejthaldl. A protedzok terapids
szempontbol is fontos célfehérjék, mivel az elleniik tervezett inhibitorok alkalmazasaval nem
kivant élettani hatasuk megakadalyozhat6 vagy csokkenthetd.

A retrovirusok altal kodolt, homodimer formaban aktiv protedzok (PR) tulajdonsagait
molekularis bioldgia, biokémiai, molekularis szerkezetvizsgalati modszerek alkalmazésaval
igen intenziven tanulmdnyozzadk. Eziranyu kutatdsok fO hajtoerejét elsdsorban a ma még
gyogyithatatlan  betegség, a szerzett immunhianyos szindroma (AIDS) elleni
gyogyszerfejlesztés soran potencialisan felhasznalhatd ismeretek bovitésére irdnyuld térekvés
jelenti

A retrovirusok életciklusaban betoltott szerepiikrdl tudjuk, hogy retroviralis proteazok
elsédleges szerepe a Gag és a Gag-Pro-Pol prekurzor fehérjék funkcionalis részekre torténd
hasitasa. Feltételezhetd azonban, hogy kiilonféle viralis illetve cellularis fehérjék hasitasa altal
a retrovirdlis protedz szerepet jatszik a virusfertézés korai fazisaban is. Tobb virdlis és
celluldris fehérjérdl is kideriilt, hogy a fertdzés ezen szakaszdban szubsztratjai a HIV-1
protedaznak, ami szintén szerepet jatszhat a virus patogenitasaban, de ezt a szerepét pontosan

még nem ismerjik.

1.1. A RETROVIRUSOK

A retrovirusok létezése mar a mult szédzad elején ismert volt, azonban a human T-
sejtes leukémia virus (HTLV) és a human immunodeficiencia virus (HIV) felfedezéséig nem
tudtak olyan retrovirusr6l, amely az embert is megfertdzheti. Kutatdsuk az elmult két
¢évtizedben a ma még gyogyithatatlan, kronikus betegség, az (AIDS) megjelenésének ¢és
rohamos elterjedésének kovetkeztében keriilt el6térbe. Ma mar bizonyitott, hogy retrovirussal
torténd fertdzés a gerincesek barmely osztalydban eléfordulhat, melynek kimenetele sokféle
lehet: betegség nélkiili virémia, daganatképzddés, idegrendszeri elvaltozasok, anémia vagy
immunhiény.

A retrovirusok burokkal rendelkezd, pozitiv szali diploid RNS genomot tartalmazé
virusok nagy ¢és diverz csaladot képviselnek. A csalddot éaltalanos taxonomiai
tulajdonsagokkal: felépités, Osszetétel, replikacios tulajdonsdgok, jellemziink. A virionok

atmérdje altalanosan 80-100 nm kozott valtozik, kiilsé lipid burkukban virdlis glikoproteinek



talalhatok. A belsd protein ,,core” alakja és elhelyezkedése a csalad kiilonbozo fajaiban eltérd. A
virion RNS 4tlagosan 7-12 kilobazis nagysagl, mindig diploid, linearis, nem szegmentalt és
pozitiv lefutast. A csaladba tartozo fajok replikacios sajatossaga az, hogy DNS intermedieren
keresztiil torténik, amely a fert6zott sejt genomjaba integralodik.

A viralis genom szervezddése szerint két csoportra: egyszerli és Osszetett retrovirusokra
osztjuk dket. Minden retrovirus legalabb harom poliproteint kodold gént tartalmaz: gag, mely a
virion matrix (MA)', kapszid (CA) és nukleokapszid (NC) fehérjék genetikai informacioi
helyezkednek el; pol, mely az integraz (IN) és reverz transzkriptaz (RT) enzimeket kodolja; €s az
env mely a burokfehérje transzmembran (TM) és felszini részének (SU) informéacioit hordozza.
Egy jarulékos, kisebb pro gén is megtalalhaté minden retrovirusban, amely a virion proteaz (PR)
enzimét kodolja. Az egyszerli retrovirusok altalaban csak ezeket az alapvetd informacidkat, mig
a komplex retrovirusok mas jarulékos, regulacios fehérjéket is kodolnak.

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

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

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

A HTLV ¢és a marha leukémia virus (BLV) a csoport harmadik tagjaval, a majom T-
sejtes leukémia virussal (STLV) egyiitt, egy kiilon csoportot alkotnak az onkogén hatast virusok
kozott, az ugynevezett HTLV-BLV csoportot. A csoport tulajdonsagai részben eltérnek a tobbi
retrovirusétol, a csoporton beliil viszont nagy a hasonlosag. Ilyen eltérés példaul az, hogy ezek a
virusok a sejtimmortalizaciét nem a cellularis genomba beépiilve vagy onkogén szekvenciat
koédolva hozzak Iétre. Tumort kivaltdé hatasuk még nem teljesen ismert, valosziniileg tobbféle
folyamat is kozrejatszik benne. Annyi bizonyos, hogy a virus altal kodolt transz-aktivator Tax
protein szamos cellularis gén expresszidjanak és funkcidjanak szabédlyozasaval fontos szerepet
jatszik ebben a folyamatban. A Tax képes szamos celluldris jelatviteli utvonalba beavatkozni,
ilyenek példaul a CREB/ATF és NF-«kB, de ismert apoptozist indukal6 képessége is. A HTLV-1
emberben feln6tt T-sejtes leukémiat (ATL), tropusi spasztikus paraparézist/mielopatiat
(TSP/HAM) okozhat. A HTLV-2 ,,sz0r6s” sejtes (hairy cell) leukémiét hozhat 1étre, mig a BLV

szarvasmarhaban okoz limfoszarkomat, de az elébbiekkel ellentétben a B-limfocitakat tdmadja

"1 A retrovirus fehérjék kétbetiis nevezéktana Leis és mtsai., (1988) szerint. A nem ismert funkcioji fehérjéket p
betiivel, majd azt kovetden a fehérjék molekulatomegét kDa-ban kifejezd szdmmal jeldlik.



meg. Eltérden a tobbi retrovirustdl, az e csoportba tartozd virusok enzimfehérjéi egyszeres (PR)

és kettds (RT, IN) leolvasasi kereteltolassal szintetizalddnak.

1.3. ARETROVIRUSOK ELETCIKLUSA

A virus receptor-medidlt endocitézissal vagy direkt membranfuziéval juthat be a
gazdasejtbe. A genom-RNS pozitiv szalu és szabalyos, eukariota sejtre jellemzd mRNS
szerkezetet mutat, de kozvetlen fehérjeszintézishez mégsem ez hasznalddik fel. A sejtbe
bejutd virus RNS-ét a reverz transzkriptdz (RT) atirja DNS-sé. A reverz transzkripcio
valoszintileg a citoplazmaban, a virus "core" strukturaban megy végbe. Egyes adatok szerint a
PR szerepet jatszhat ebben a fazisban. Az EIAV virus kapszidjanak preparalasa soran a
nukleokapszid (NC) protein in situ hasitasat észlelték. A NC szintén hasad a kapszidban 1évd
endogén RNS reverz transzkripcidja soran. Ezért feltételezhették, hogy a sejtbe a kapsziddal

egylitt bejutd PR kritikus szerepet jatszik a reverz transzkripcidban és az integracidban.

Az Gjonnan képz6dé DNS-nukleoprotein komplex bekeriil a sejtmagba, ahol a virus
DNS a gazdasejt genomjaba integralodik (provirus képzddés). A proviralis DNS a cellularis
RNS polimeraz II segitségével atirodik RNS-sé.

A transzlaci6 elsédleges termékeként szintetizalodé Gag és Gag-Pro-Pol poliproteinek
a gazdasejt membranjanak Env fehérjében koncentralt részein, a membran belsd feliileténél
csoportosulnak. A genom mRNS-sel egy toroidszerli "éretlen" részecskévé formaldodnak,
melyet a virusburok zar be. A virus a sejtbdl kikeriil ("lefiiz6dés" révén), majd a protedz
aktivalodik és elhasitja a poliproteineket, aminek soran a virus "éretté", fertéz6képessé valik.
Ezen atalakulas morfologiailag is jol nyomon kovethetd. A protedz funkcid nélkiil a
virusrészecske éretlen marad, és a miikodoképes fehérjék hidnyabol adéddan nem lesz képes
ujabb sejtek fertdzésére.

Mikdzben a virus altal kédolt PR szerepe a késéi fazisban jol feltart, addig a korai
fazisban betoltott szerepérdl keveset tudunk. Eldszor a 16 vészes vérszegénységét okozo virus
(EIAV), majd a HIV esetében is bizonyossa valt, hogy a PR a ,,core” struktura része, amely a
sejtbe 1ép. Mind a receptor-medialt endocit6zis, mind a makropinocitdzis utjan belépd ,,core”
olyan savas kornyezetbe keriil, melynek pH-ja kedvez6 a PR miikodése szempontjabol.
Megfigyelték, hogy a HIV PR képes a citoszkeleton és a szarkoméra proteinjeit: vimentint,
dezmint, aktint, miozint és tropomiozint is hasitani. Feltételezett, hogy a vimentin

processzalasa fontos 1épés a virus fertézés korai fazisaban. A ,,core” struktira mozgésa a



sejtmag iranyaba kapcsolatot igényel a sejt aktin filamentumaival, ezért valoszinlisithetd,
hogy az aktin komponenseinek proteolitikus hasitasa fontos 1épés ebben a folyamatban.
Cellularis proteineket szintén kimutattak a virionban. Ilyen volt példaul a celluldris
peptidil-prolil izomeraz, a ciklofilin A (Cyp A), mely a kapszidhoz kototten keriil a virionba,
¢és jelenléte noveli a fertdzoképességet. Aktint és kiilonbozd aktin kotott fehérjéket szintén
kimutattak. A sejtbe torténd belépés utdn ezen fehérjék sorsa nem tisztazott, de nagyrésziik
mar a virionban feldarabolddik. A PR szerepét tobbek kozott az elongacids faktor-1 alfa
(EF1a) degradacidjdban mar kimutattdk. Az EIAV ,,core” strukturdkat in vitro koriilmények
kozott, EDTA jelenlétében inkubdalva szintén tapasztaltak in situ NC degradaciot a hordozott
proteaz altal. A ,,core” mas fehérjéi mellett, a HIV-1 RT, az RNazH ¢és a Nef is szerepel a
HIV-1 PR szubsztratjai kozott. Emellett a PR 6nmaga is végigmegy egy oOndegradacios
folyamaton, mikdzben Vpr sértetlen marad a kapszidban. A ,core” struktira virdlis és
cellularis fehérjéinek protedz-medialt hasitasa tehat igen fontos lehet a preintegracios

komplex (PIC) kialakuldsanak szempontjabol.

1.4. ARETROVIRALIS PROTEAZOK

Minden replikacioképes retrovirus kodol egy proteazt (PR), mely része a Gag vagy
Gag-Pol poliproteinnek. A PR meghatarozott helyeken hasitja a virdlis poliproteineket,
funkcionalis fehérjéket eredményezve, ezzel kialakitva egy kompakt ,,core” strukurat az érett
virion szamara. Valamint a fert6zés korai fazisaban feltehetden részt vesz a preintegracios
komplex kialakitdsdban. A protedz funkcidja tehat tobb szempontbdl is alapvetd a virus
szamara.

Szamos retrovirdlis protedz szekvencidja ismert. Altalaban 99-138 aminosavbol allo,

11-15 kDa molekulatomegli fehérjék, amelyek tobb aszpartil protedzokra jellemzd
eldidézhetd enziminaktivacid). Azonban a klasszikus cellularis aszpartil protedzoktol (renin,
pepszin) eltérdéen - melyek két topologiailag hasonld, de mégsem teljesen egyforma domént
hordozé egylancu molekuldk - a retroviralis protedzok két egyforma alegységbdl felépiild,
dimerként miik6doé enzimek.

A retroviralis protedazok elsddleges és masodlagos szerkezete a cellulédris aszpartil
proteazok egyik doménjével analog, szamos B-reddt és enzimtdl fliggden egy vagy két rovid
o-hélixet tartalmaznak. A két alegység N- és C-termindlis lancai osszefonddva alkotnak egy

négyrétegll, antiparallel B-red6t. Az enzimet hdrom jellegzetes régidval jellemezhet;jiik.



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,
amely analég a cellularis aszpartil protedzokra leirt -struktiraval. Az ezt felépitd
aminosavak konformacidja minden ismert kristalyszerkezetben azonos. A katalitikus tripletek
hidrogénkotések halozatan keresztiil, jellemz6 modon kapcsolddnak egymashoz, amit a kotés
geometriajara €s igen erds jellegére utalva tlizoltofogasnak (fireman’s grip) neveznek.

Egy masik tobbé-kevésbé konzervativ régio a flexibilis ,,flap” régio, mely a szubsztrat
illetve inhibitor kdtddésekor elmozdul és rahajlik a ligandra, majd azzal szamos kolcsonhatast
alakit ki, melyekkel mintegy stabilizalja a komplexet.

A harmadik konzervativ régidé (Gly-Arg-Asp/Asn) a C-termindlis kdzelében
helyezkedik el és ionparok kialakitdsaval a dimerizacidban jatszik fontos szerepet.

A retrovirdlis protedzok pH optimuma savas (pH 5-6), részletes biokémiai
jellemzéstiket oligopeptid és poliprotein szubsztratokon végezték. A hasitds poliprotein
szubsztratoknal alacsony, oligopeptidek esetében viszont magas (2-3 M NaCl) ionerdsség
mellett hatékonyabb. A kiilonb6z6 retroviralis hasitasi helyeket reprezentald oligopeptid
szubsztratok hidrolizise jol nyomon kovethetdé HPLC technikéval, megfeleléen modositott
szubsztratok alkalmazasa esetén pedig spektroszkopidsan vagy fluorimetridsan is. Az effektiv
hidrolizishez proteaztdl fiiggden minimalisan 6-7 tagu peptidszakasznak kell nyujtott B-redd
konformacidban az enzimhez kotddnie.

A retroviralis protedzok természetes hasitasi helyein talalhaté aminosavak tobbnyire
hidrofob karaktertiek, viszont altaldnosan érvényes konszenzus szekvencia nem adhaté meg.

A proteazok aktivalddasa, és egyben a poliproteinek processzalasa a virionban a protedz
N-termindlisanak hidrolizisével veszi kezdetét, és ebben valdsziniileg tobb tényezd jatszik
szerepet. A dimerizaci6 minimalisan el6feltétele a proteolitikus aktivacionak. Az, hogy a
processzalasi folyamat nem indul meg a Gag poliproteinek oligomerizacidjaval egy idoben, arra
utal, hogy Iléteznek egyéb regulacidos tényezOk is. Az aktivacido késleltetéséért felelds
mechanizmusra vonatkozd legljabb elképzelések szerint a regulacioban fontos lehet a

dimerizacios felszinen 1évo kéntartalmt aminosavak reverzibilis oxidativ modositasa.

2. CELKITUZES

A HIV-1 protedzhoz hasonléan a HTLV-1 proteaz is kemoterapias célpont. Emellett azt

is tudjuk, hogy a protedzban bekovetkezd mutaciok, melyeknek a HIV-1 PR kdszonheti a

rezisztencidjat, szamos esetben olyan aminosavak megjelenését jelentik, amelyek megfelelnek



mas retroviralis protedzokban hasonld helyen taldlhaté aminosavrészeknek, mint ahogy azt
HTLV-1 PR esetében is tapasztaltdk. Ezért mds retrovirdlis proteazok miikodésének ¢és
specificitdsdnak megismerése segithet hatasos inhibitorok tervezésében, melyek a rezisztenciaért
felel6s mutans HIV-1 PR formak ellen is hatékonyak.

A HTLV-1 proteazzal kapcsolatos szamos eredmény ismertetése mar megtortént.
Mikozben a HTLV-1 PR ¢és a HIV-1 PR szekvenciaazonossaga 28% az enzim molekularis
modellje alapjan, addig a szubsztrat kotd régid sokkal konzervaltabb, mintegy 45%
azonossaggal rendelkezik. A két enzim gatolhatdsagi profilja és szubsztratspecificitasa
kiilonbozik.

Szamos 0sszehasonlitd kutatast végeztek vad-tipustu retroviralis protedzokkal, az adott
virus természetes hasitdsi hely szekvencidjat reprezentald, és abban aminosavcserét
tartalmazé oligopeptid szubsztratokat hasznalva. Néhany kozleményben olyan eredmények is
napvilagot lattak, ahol mas virusokban is el6fordulo természetes hasitasi helyeket is teszteltek
adott virus proteazaval. Célunk az volt, hogy a HTLV-1 és HIV-1 PR specificitasat
Osszehasonlitsuk egy kiterjedt, kiilonbozd virusokban eléforduld természetes hasitasi helyeket
reprezentald ,,szubsztratkonyvtar” segitségével. Ez a kisérlet informaciokkal szolgalhat a
proteazok kozos és eltérd tulajdonsagait illetden.

Az irodalomban sok olyan munkat is taldlhatunk, amelyek olyan kutatasokrol ad
ismertetést, ahol adott virus protedzdnak specificitdsat ugy tanulmdnyoztak, hogy egyszeres
terveztiik kiegésziteni a mutans HTLV proteazokkal kapcsolatos tapasztalatainkkal, ugyanis
az irodalomban elvétve fordul el6 HTLV proteazzal vagy mas deltaretroviralis proteazzal
kapcsolatos hasonlé munka.

Mig a virus altal kodolt PR szerepe a késéi fazisban mar elég jol feltart, addig korai
fazisban betoltott szerepérdl keveset tudunk. Széles specificitdsi protedz inhibitorok
szempontjabol igen fontos lenne a korai fazis eseményeinek a feltdrasa is. Szamos
munkacsoport kimutatta HIV-1 PR inhibitorok korai fazisban torténd gatld hatdsat, mig
masok ilyen hatdst nem tapasztaltak. Eldkisérleteink alapjan az EIAV fertdzés korai
szakaszaban is gatolhat6 protedz inhibitorokkal. A ,,core” struktira - melynek a proteaz is
része - viralis és cellularis fehérjéinek protedz-medialt hasitasa, illetve sértetlensége, igen
fontos lehet a korai szakaszban bekovetkezd folyamatokban, igy a preintegracidos komplex
(PIC) kialakulasaban. A virionban eléfordul6 cellularis fehérjék koziil a ciklofilin A (Cyp A)
jelenléte ndveli a fertézoképességet. Munkank soran azt vizsgaltuk, hogy a virionban ,,utazd”

fehérjék koziil a kapszid és az integraz érzékeny-e retroviralis proteaz altal torténd hasitasra.



3. ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1. A HTLV-1 PROTEAZ MUTAGENEZISE

A mutagenezis alapjaul a stabilizalt HTLV-1 protedzt kodolo6 szekvenciat tartalmazo pET
expresszios vektort hasznaltuk. Mutansainkat a Genosys Sigma cégtdl rendelt, megfeleld
oligonukleotid parokat felhasznalva, Quick-Change mutagenezis protokollt kdvetve allitottuk
el6. A muticidkat DNS-szekvenalassal ellendriztiik, melyet ABI-Prism dye terminator cycle

sequencing kit és Applied Biosystems Model 373A szekvenator segitségével hajtottunk végre.

3.2. AZ ENZIMEK TISZTIiTASA

A stabilizalt vad-tipusu HIV-1 és HTLV-1 protedzok expresszidja és tisztitasa inkluzios
testekbdl, egy kordbban publikalt mddszer alapjan tortént. A mutdns HTLV-1 protedzainkat
szintén hasonldé modszerrel tisztitottuk. A reverz fazisi HPLC-n tortént tisztitds utdn SDS-
poliakrilamid gélelektroforézissel gy6zodtink meg a fehérjék tisztasagarol. Az enzimek
foldingja tobblépéses dializissel tortént, eldszor 25 mM hangyasav oldattal (pH 2,8) szemben,
majd kozvetlenill ezutdn 50 mM Na-acetdt, | mM DTT, 1 mM EDTA tartalma, pH 5,0
pufferrel, végiil 20 mM Pipes, | mM EDTA, 100 mM NaCl, 10% glicerol, 5% etilén-glikol,
0,5% Nonidet P-40 és 10 mM DTT pH 7,0 pufferrel szemben, ndvelve ezzel a PR
preparatumok stabilitdsat. A mintdk fehérje mennyiségét és aminosav 0sszetételét aminosav
analizissel, Beckman 6300 aminosav analizator segitségével hataroztuk meg. A HIV-1 PR
aktiv centrum titraldsdhoz Compund 3 inhibitort hasznaltunk. A vad-tipusu €s mutans HTLV-
1 protedzok aktiv centrum titralasdhoz KTKVL-r-VVQPK (IB268) peptidet hasznaltunk, ahol
r a redukalt peptidkotést jelenti. A munkank sordn hasznalt redukalt peptidkotést tartalmazo
inhibitorokat (IB 268 ¢és IB 269 (APQVL-r-PVMHP)) Dr. Ivo Blaha szintetizalta (Ferring

Leciva).

3.3. A VAD-TiPUSU ES MUTANS HTLV-1 PROTEAZOK MBP-FUZIOS FORMABAN
TORTENO EXPRESSZIOJA

A HTLV-1 proteazt kodolo régiot és az N-termindlison tilnytlo, 8 aminosav hosszusagl
N-terminalis szekvenciat PCR-ral sokszoroztuk fel egy fertézoképes HTLV-1 klont, a pCS-
HTLV-1-t hasznéalva templatként. A kapott PCR-terméket a pMal-c2 expresszids vektor EcoRI
/BamHI restrikcids hasitasi helyei koz¢, a maltoz kotd fehérjét (MBP) kddold szekvencia utan
ligaltuk. A HTLV protedz belsé szekvenciajat (12-116 aminosav az érett proteazban) a Pacl ¢€s

EcoNI hasitasi helyeket felhasznalva a pET expresszids vektor altal kodolt stabilizalt HTLV-1



PR szekvenciara cseréltiik. A ligaciok és a DHSa sejtek transzformacidja soran standard
eljarasokat hasznaltunk. Az expresszidos klon mutagenezise sordn a pET klonoknal hasznalt
oligonukleotid parokat és eljarast hasznaltuk, és minden fehérjeexpressziora hasznalt vektort
DNS szekvenaléssal ellendriztiink. A fehérje expressziot 1 mM IPTG hozzaadasaval, 4 6ran
keresztiil végeztiik. Az expresszio utan a sejteket centrifugalassal gytijtottiikk 6ssze, majd 50 mM
Tris-HCl, 1 mM EDTA, 1 mM DTT, 1% Triton X-100-t tartalmaz6, pH 8,2 pufferben
szonikalassal tartuk fel. A fehérje mintakat SDS-poliakrilamid gélelektroforézissel valasztottuk
el és PVDF membranra vittiik &t Towbin és mtsai. szerint. Az immunoblottot HTLV-1 proteaz
N- ¢és C-termindlis szekvenciat reprezentdld peptidekkel immunizalt nyulakbol szarmazo
antiszérummal, peroxiddz konjugalt anti-nytl madasodik antitesttel ¢s ECL detekcids kit

segitségével végeztiik el.

3.4. AZ OLIGOPEPTIDEK

Az oligopeptideket szilard fazisu peptidszintézissel készitették, Model 430A automata
peptid szintetizatorral vagy félautomata Vega peptid szintetizatorral. A tisztitashoz RP-HPLC-t
hasznéltak. A peptideket aminosav analizissel, illetve alkalmanként gazfazisi szekvenalassal
ellendrizték. A peptid-térzsoldatok desztillalt vizzel vagy 10 mM DTT-oldattal késziltek, a
pontos koncentracidot aminosavanalizissel hataroztak meg. A peptid oldatokat Dr. Stephen
Oroszlantol és Dr. Terry D. Copelandtdl kaptuk (Molecular Virology and Carcinogenesis
Laboratory, NCI-FCRDC, Frederick, MD, USA).

3.5. AZ ENZIMAKTIVITAS MERESE SZINTETIKUS SZUBSZTRATOKKAL
A retrovirdlis protedzok aktivitds-mérése 20 pl reakciodelegyben tortént: 5 pl 0,01-3,0

crer

ey

puffer: 0,5 M foszfat puffer pH 5,6, 10% glicerol, 2 mM EDTA, 0.4% Nonidet P-40, 4 M
NaCl, 10 mM DTT. A reakcioelegyeket 37 °C-on 1 6ran at inkubaltuk. Ha nem tapasztaltunk
jelentds hidrolizist, a reakciot 20 o6rds inkubaléssal is lejatszattuk. A reakciokat 180 pul 1%
TFA hozzaadasaval Allitottuk le, majd a szubsztratot RP-HPLC-vel valasztottuk el a
termékektdl, valamint a pufferkomponensektdl, Nova-Pak C18 kromatografias oszlopon (3.9
x 150 mm), linearis viz-acetonitril gradienssel (0-100%), 0,1% TFA jelenlétében. Az
elvalasztast 206 nm-en kovettik ¢és a hidrolizis mértékét a kromatografids gorbe
integralasdval szamitottuk. A cstcsok integracios értékeinek megfeleld peptidmennyiség

kiszamitdsdhoz  kordbban  meghatarozott  referenciaértékeket  haszndltunk.  Ezen



referenciaértékeket, valamint a hasitdsi helyeket, a csticsoknak megfeleld frakciok
aminosavanalizisével ¢és szekvendldsdval hataroztdk meg. Ezek alapjan a termékek
azonositasdhoz a retencios iddket vettiik figyelembe.

A kinetikai allandok meghatarozasdhoz minden szubsztratpeptidre 6 kiillonbozé
koncentraciot teszteltiink, és ugy allitottuk be az enzim koncentraciokat, hogy a szubsztrat
hidrolizise 20% alatt maradjon. A kinetikai paramétereket a reakcidsebesség ¢és
szubsztratkoncentracid adatok Michaelis-Menten egyenlethez val6 illesztésével hatiroztuk
meg, nemlinedris regresszids modszerrel, a Fig.P program felhaszndldsaval. A kinetikai
Menten kinetikat kovette az altalunk hasznalt szubsztratkoncentraci6 tartomanyban, azonban
azoknal a peptideknél, melyeknél nem volt lehetdségiink a koncentracidjuk nodvelésére, a
kea/ Kn értékeket a gorbe linedris szakaszabol allapitottuk meg. Azoknal a peptideknél, ahol a
Michaelis-Menten gorbe mar igen kis szubsztrat koncentracional a telitési szakaszba ért, a
keat/ K €rtékeket ismert kq./ Ky értékekkel rendelkezd szubsztratok segitségével, kompeticios

mérésekkel hatdroztuk meg.

3.6. GATOLHATOSAGI VIZSGALATOK:

Az inhibitor analizishez mikrotiter lemez alapu fluoreszcens eljarast alkalmaztunk. A
munkank soran fluoreszcens Dabcyl/Edans jelolt HTLV-1 kapszid|nukleokapszid hasitasi
helyen alapuld oligopeptid szubsztratot (RE(Edans)TKVL|VVQPK(Dabcyl)R, ahol a nyil
jeloli a hasitand6 peptidkotést) hasznaltunk. Az enzim, szubsztrat, inhibitor elegyet 96-lyuku
lemezen 250 mM foszfat, pH 5,6 pufferben inkubéltuk, amely még 5% glicerolt, ImM
EDTA-t, 5 mM DTT-t, 500 mM NaCl-t és 1% DMSO-t tartalmazott. A novekvo
fluoreszcenciat 460 nm hullamhosszon detektaltuk, 355 nm elnyelési hullamhossz mellett
Victor Wallace fluori-luminométer segitségével a belsd szlird hatast figyelembe véve. A Kj

értékeket Williams és Morisson szerint szamoltuk ki.

3.7. MOLEKULARIS MODELLEZES:

A HTLV-1 PR modellezéséhez egy 9 aminosavcserét tartalmazé mutans RSV protedz
kristalyszerkezetét (RSV S9 PR) valasztottuk mintaul, amelyben a flap régié teljesen lathatéd
volt. A modellezés soran a megfeleld aminosavrészek kicserélése mellett két delécio
alkalmazésara is sziikség volt: egy 5 aminosav hosszusagura az RSV S9 PR 22-26 aminosavai

kozott és egy 3 aminosav hosszusagura a flap régié kezdeti szakaszaban. A kapott szerkezetet
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az AMMP program segitségével Thr-Lys-Val-Leu|Val-Val-GIn-Pro oligopeptiddel alkotott
komplexében minimalizaltuk, sp4 paraméterkészlet alkalmazaséaval.

A kapott modellt a mintaként hasznalt RSV S9 protedzon kiviil dsszehasonlitottuk a
HIV-1, HIV-2, SIV, EIAV, FIV protedzok kristalyszerkezetével. A szerkezeteket Silicon
Graphics (Indigo2 illetve O2) szamitogépeken jelenitettilk meg. A szubsztrat és enzim kozott
kialakulo kolcsonhatasokat az aminosavak atomjainak azonositdsa, tdvolsagmérések és a
kolesonhatasi energia meghatarozasa alapjan valdszintsitettikk. Ezekkel a modszerekkel
becsiiltiik a szubsztratkotd zsebekbe illeszthetd aminosavak mindségét illetve a kotddéshez

sziikséges konformaciovaltozast.

3.8. A HIV-1 KAPSZID (CA) PROTEIN TISZTIiTASA

4CA

A virussal fert6zott sejtekbdl izolalt p24~" fehérjét Dr. Mangalasseril G. Sarngadharan

(Advanced BioScience Laboratories Inc., MD, USA) bocsatotta rendelkezésiinkre.

4°% ) expressziojat HIVip preparatumbol

A rekombinans kapszid fehérje (r-p2
szarmazo kapszid fehérjét és vele N-termindlison 6 hisztidin aminosav hosszusagu, tilnyulo
véget hordozo6 plazmidbol végeztiik, amely Dr. Carol Carter laboratoriumabol (Department of
Molecular Genetics and Microbiology, S.U.N.Y. Stony Brook, USA) szarmazik. A
rekombinans fehérje expressziojat BL21 (DE3) E. coli sejtekben, 0,4 mM IPTG
hozzaadasaval 3 oran keresztiil, 37°C-on végeztiik. A bakterialis sejtek feltarasat 10 mM Tris-
HCI-t, 150 mM NaCl-t és 1 mM fenil-metil-szulfonil-fluoridot (PMSF) tartalmaz6 pH 8,0-s
pufferben végeztiik szonikaldssal. Centrifugalds utan a pelletet 500 mM NaCl-ot, 0,1%
Triton-X-100-at és 8 M wureat tartalmazé 20 mM-os foszfat pufferben (pH 7.5)
szuszpendaltuk, majd ujra szonikaltuk. Ujabb centrifugalas, majd sziirés utan a feliiliszot Ni-
NTA Superflow affinitds kromatografids oszlopra vittik fel, amit elétte a fenti pufferrel
ekvilibraltunk. Az oszlopot ezutan intenziven mostuk a felvivé pufferrel hasonld dsszetételd,
de 500 mM LiCl-ot is tartalmazo6 pH 6,0-s pufferrel. Végiil a kotott fehérjét S0 mM Na-acetat,
pH 5,0-s pufferrel elualtuk, amely még 8 M ureéat, 500 mM NaCl-ot, 10% glicerolt, 1% Triton
X-100-at és 5 mM B-merkaptoetanolt is tartalmazott. A tisztitott fehérje frakciokat 25 mM
hangyasavval szemben, 4 °C-on egy ¢jszakan keresztiil dializaltuk, liofilizaltuk, és végiil a
sziikséges pufferben vettik fel. A fehérjekoncentraciokat Bradford spektrofotometrids

eljarassal hataroztuk meg.
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3.9. A HIV-1 INTEGRAZ (IN) TISZTITASA:

A HIV-1 szolubilis integraz mutanst kodolé pINSD.His.Sol plazmidot az AIDS
Research and Reference Programon keresztiil kaptuk meg. Az integraz expressziojat BL21
(DE3) E. coli sejtekben, 0.4 mM IPTG hozzaadasaval 3 o6ran keresztiil, 37 °C-on végeztiik. A
bakterialis sejteket 10 mM Tris-HCI-t, 150 mM NaCl-t és 0,1 % Triton X-100-at tartalmazo
pH 8,0-s pufferben vettiik fel, ¢s 10 mM MgCl, jelenlétében 30 percig, 37 °C-on, 100 pg/ml
DNAse I hozzaadasaval kezeltiik. A pelletet centrifugalas utan 500 mM NaCl-ot, 0,1 % Triton
X-100-at és 8M ureat tartalmazo 20 mM foszfat pufferben, pH 7,5-6n reszuszpendaltuk. Az
elegyet sziiréssel tisztitottuk, majd nikkel-kelat ProBond toltetre vittiik fel, amelyet eldzoleg a
fenti pufferrel ekvilibraltunk. Intenziv felvivo pufferrel torténd mosas utan, a kotott fehérjét
pH 5,0-ig csokkend gradienssel eludltuk. A rekombindns fehérjét tartalmazd frakciokat,
melyket el6zéleg SDS poliakrilamid gélelektroforézissel azonositottunk, egy ¢&jszakan
keresztiil, dializaltuk 4 °C-on, 25 mM hangyasav oldattal szemben. Liofilizalds utan az

integrazt a sziikséges pufferben vettiik fel.

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

fertézott sejtekbol szarmazd p24“* fehérjét (4.3 uM végkoncentracioban) rekombinans HIV-1
proteazzal (0,7 uM végkoncentracioban), 2.5 mM DTT-t tartalmazo, 100 mM kalium-foszfat pH
4,0 pufferben inkubdltuk. 16 ords inkubalds utdn a reakciot dupla toménységl tricin-SDS
mintafelvivd pufferrel allitottuk le. A mintdkat 16 vagy 10-20 %-os, tricines, gradiens SDS-
poliakrilamid géleken analizaltuk. A fragmensek molekulatomegét Rainbow molekulasuly
markerrel hataroztuk meg.

A rekombinans kapszid (r-p24“*) és a rekombinans integraz (r-32™) hasitisahoz a
fehérjét (hozzavetdlegesen 20 és 8 uM végkoncentracioban) rekombinans HIV-1 protedzzal (1
uM végkoncentracioban) 1 mM DTT-t, 1 mM EDTA-t és 150 mM NaCl-t tartalmaz6, 100 mM
Na-acetat, pH 5,5 pufferben inkubaltuk. A ciklofilin A hatdsanak vizsgalatakor a kapszid fehérjét
43 uM Cyp A-val inkubaltuk eld, 1 oran keresztiil, szobahomérsékleten. A nem specifikus
kontroll mérésekhez a borju szérum albumint és a lizozimet is 43 uM koncentracidban, a
ciklofilinhez hasonl6 médon alkalmaztuk. Kiilonb6z6 ideig tartd, 37° C-on torténd inkubalas
utan a reakciokat dupla toménységii tricin-SDS mintafelvivé pufferrel allitottuk le. A mintakat
16 vagy 10-20 %-os, tricines, gradiens SDS-poliakrilamid géleken analizaltuk. A fragmensek

molekulatomegét Rainbow molekulasuly markerrel hataroztuk meg.
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3.11. A KAPSZID FEHERJE FRAGMENSEINEK SZEKVENALASA

A protedaz 4ltal  hasitott kapszid fehérje fragmenseket SDS-poliakrilamid
gélelektroforézissel valasztottuk el és PVDF membranra vittiikk 4t Towbin €s mtsai. szerint. Az
N-termindlis aminosav szekvencia meghatarozast Edman lebontast kovetve, 470A gaz fazisu

szekvenatorral vagy Knauer 910 fehérje szekvenatorral végeztiik el.

4. EREDMENYEK ES MEGBESZELES

4.1. A human T-sejtes leukémia virus (HTLV) proteazok szubsztratspecificitasanak

vizsgalata és érzékenysége a lisandkoto zsebben bekovetkezo mutaciokra

4.1.1. A HTLV-1 és HIV-1 proteazok szubsztratspecificitisinak o0sszehasonlitasa
retrovirusokban eléfordulé természetes hasitasi helyeket reprezentalé oligopeptid
szubsztratokkal

A két proteaz szubsztratspecificitdsanak osszehasonlitdsara a HIV-1, HIV-2, EIAV, RSV,

MMTV, MMLV, BLV és HTLV-1 természetes hasitasi helyeket reprezentald, 50 tagbol allo
oligopeptid szubsztratsorozatot hasznaltunk. A kivalasztott peptidek elézdleg hasithatonak
bizonyultak a megfeleld retrovirus altal kodolt protedzzal. Csak néhany peptid hasadt értékelhetd
mértékben mind a HTLV-1, mind a HIV-1 protedz altal. Mikozben a legtobb protedz hasitasi
hely P1 és P1’ pozicidban® hidroféb aminosavat tartalmaz, egy kivételével azon szubsztratok
mindegyike, amely mindkét enzim jo szubsztratjanak bizonyult, hidrofob béta elagazd béta
oldallanccal rendelkezik P2 helyen (Val, Ile) €s szintén béta elagazo hidrofob aminosavval vagy
leucinnal a P2’ pozicidoban. Ezek tipikusan jellemzéek a HTLV-1 természetes hasitasi helyet
reprezentald szubsztratokra és kisebb mértékben a BLV hasitasi helyekre. Mig a HTLV-1 PR
csak harom olyan peptidet hidrolizalt, melyet a HIV-1 protedza nem hasitott, a HIV-1 PR jéval
tobb olyan peptidet hasitott, amely nem bizonyult a HTLV-1 proteaz szubsztratjanak, mutatva az

elébbi joval szlikebb specificitasat.

4.1.2. A HTLV-1 proteaz mutaciok:
A HTLV-1 és HIV-1 proteazok szekvencia Osszehasonlitisa az ismert szerkezettel

rendelkezd protedzok tobbszords illesztésén alapul. A kinetikai értékeket a HTLV-1 PR

2 A szubsztrat valamint a szubsztratkotd alhelyek elnevezése Schechter és Berger (1967) szerint. A szubsztrat
aminosav oldallancok a hasitasi helytdl N-terminalis felé haladva P1, P2, P3, stb., mig a C terminalis felé
haladva P1°, P2°, P3’, stb., vannak jelolve. A megfeleld szubsztratkdtohelyek jelolése S1, S2, S3, stb., illetve
S1°, S2°, S3’, stb.
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molekularis modelljét és a HIV-1 PR-inhibitor komplex kristalyszerkezetét felhasznalva
értelmeztiik. A protedz szubsztratkotohelye harom nagy, tobb aminosavrészt magéaba foglalo
régiora oszthatd: aktiv centrum, flap régi6, amely racsukddik a bekotddott szubsztratra, és a C-
terminalis régid a szubsztrat kotohely vallanal. Az aktiv centrum igen konzervalt régionak szamit
a retroviralis protedzok esetében, mindossze egy aminosavrész kiilonbséget talalhatunk a HTLV-
1 és a HIV-1 PR kozott; a HTLV-1 PR 37-es pozicidoban metionint tartalmaz a HIV-1 protedzban
megtalalhatd aszpartdt helyett. Hasonld kiilonbség tapasztalhaté mds retrovirdlis proteazokkal
Osszehasonlitva is. Nem ugy a flap és a C-terminalis alegységeket tekintve; itt az aminosavak
jelentds része kiillonbozik a két protedzt 0sszehasonlitva. Munkankban 15 HTLV-1 PR mutanst
készitettiink el ugy, hogy a szubsztratk6té zseb meghatarozé aminosavrészeit a HIV-1 PR
strukturdlisan megfeleld aminosavrészeire cseréltik. A kovetkezd mutansokat készitettiik el:
M37D, V56l, L57G, AS9I, F67Q, N96T, N97P és WI8V. Mivel a Met37-nek megfeleld
aminosav igen fontos a PR specificitdsanak meghatdrozasaban, igy azt kiillonb6zé mérett
hidrofob aminosavakra (Ala, Val, Ile), valamint a HIV-1 PR gybgyszer rezisztens Asn
terminalis mutans protedzt is teszteltiink. A mutansokat inklizids testekbdl tisztitottuk a vad-

tipusit HTLV-1 protedzzal megegyezé modon.

4.1.3. A mutans HTLV-1 proteazok aktivitiasa és autoprocesszalo képességeik MPB fuzios
formabol

A HTLV-1 kapszid|nukleokapszid hasitasi helyet reprezentdlé oligopeptid jo
szubsztratjanak bizonyult mind a vad tipusat HTLV-1, mind a vad tipusi HIV-1 prote4dznak.
Nyolc mutans enzim volt képes hidrolizdlni ezt a szubsztratot, bar a két vad tipusu enzimhez
viszonyitva jobbara drdmaian lecsokkent katalitikus hatékonysdggal. Azonban az egyes
mutansoknal kapott Ky értékek hasonloak voltak a vad tipusu enzimeknél mért értékekhez,
mikdzben néhany mas mutansnal mérsékelt emelkedést tapasztaltunk. Mivel szamos mutans
nagyon alacsony aktivitast és a gatolhatosag elvesztését mutatta, igy az aktiv centrum titralas
csak az M37V, M371 és HIV-1 PR flap-szer(i mutansoknal volt lehetséges. Osszehasonlitva az
aktiv fehérje mennyiségét a fehérje teljes mennyiségével azt tapasztaltuk, hogy az aktiv forma
kialakulasanak képessége ezen mutansok esetében joval kisebb, mint a vad tipust enzimek
esetén. Ezek az eredmények azt mutatjdk, hogy néhany mutins esetében a katalitikusan
megfeleld térszerkezeti forma megjelenésének a hidnya eredményezheti az inaktiv enzimek
megjelenését. A HIV-1 PR esetében, a vad-tipusi HTLV-1 protedzhoz hasonloan kozel 100%-o0s

folding-képesség tapasztalhat6. Szdmos gyogyszer rezisztens HIV-1 PR mutdns a vad-tipusu
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enzimhez hasonld folding-képességgel rendelkezik, azonban néhany egyszeres HIV-1 PR
mutdnsnal megfigyelhetd volt ezen képesség jelentds romldsa is. Ez bizonyitja azt, hogy
mikozben a vad-tipust szekvencia optimalisnak latszik, addig egyszeres mutaciok is jelentds
hatést gyakorolhatnak a proteaz foldingra, amely befolyasolhatja a mutans protedz szekvencidkat
hordoz6 virusok életképességét.

Négy HIV-1 protedz-szerli egyszeres aminosav mutaciot tartalmazd enzim (M37D,
M37N, L57G, F67Q) aktivitdsa nem bizonyult mérhetének. A HTLV-1 Met37-nek megfeleld
MLV PR (His) és a RSV PR (Ile) aminosavrészének mutacioja a HIV-1 PR azonos pozicidban
talalhat6 aszpartatra olyan enzimeket eredményezett, melyek specificitasi allandoja kozel van a
vad tipusu enzimekéhez. Ezzel ellentétben a FIV PR megfeleld Ile aminosavrészének aszpartatra
torténd cseréje inaktiv enzimet eredményezett. Minden ismert kristalyszerkezettel rendelkezd
retroviralis proteaz S4/S4° szubsztratktd zsebében talalunk egy hidrofob régiot. Ugy tiinik, hogy
a HTLV-1 PR Met 37-nek megfelel6 aminosavrész cseréje nem jar jelentds hatdssal, ha ez az
egység minimum 4 aminosavbol all, mint azt a HIV-1, HIV-2, SIV, EIAV ¢és RSV proteazoknal
lathatjuk. Ugyanakkor, ha ez a hidrofob régio csak harom aminosavrészt tartalmaz, mint a FIV
PR vagy a HTLV-1 PR esetén, akkor a HTLV-1 Met 37 és a neki megfeleld FIV PR izoleucin
hidrofob természete elengedhetetlen a megfeleld folding folyamathoz és a stabil szerkezet
kialakitasadhoz.

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

A mutinsok alacsony aktivitdsdnak, csokkent folding képességének tovabbi
megerdsitésére, MBP fuzids fehérje formajaban - melybdl a vad tipusti enzim képes Gnmagat
kihasitani (autoprocesszalni) - is expresszaltuk a fehérjéket. Ismert, hogy az MBP nagyban
elésegiti a fuzids polipeptid oldékonysagat, dsszehasonlitva mas altalanosan ilyen célra hasznalt
fehérjékkel, mint példaul a GST, és tioredoxin. Az Osszes mutanst, amelyet eldzdleg a pET
expresszios rendszert hasznalva inkluzids testekbdl tisztitottunk és folding utan inaktivnak
talaltunk, szintén expresszaltuk MBP-fizios formaban is. Ellentétben a vad tipusa HTLV-1
proteazzal és a HIV-1 PR flap-szerli mutans proteazzal, a mutdnsok egyike sem volt képes

Oonmaga kihasitasra az expresszio soran.
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4.1.4. Elsédlegesen a HTLV-1 PR S4/S2 zsebeit érint6 mutaciok

Az 5S4 alegység az enzim felszinéhez kozel helyezkedik el, igy a bek6tédd P4 aminosav
az oldoszerrel is kolcsonhat minden retrovirdlis PR esetén. Ezzel ellentétben az S2 zseb
viszonylag kis méretii, foleg hidrofob aminosavak alkotjak, kovetkezésképpen kisebb, hidrofob
P2 aminosavak befogadédséara alkalmas. De mig a HIV-1 PR els6sorban a polaris aminosavakat
részesit elényben a P2 (és P2’) helyen, addig az dsszes tobbi retrovirdlis PR beleértve a HTLV-1
proteézt is, a hidrofob aminosavakat preferaljak.

A HTLV-1 és HIV-1 PR S4 zseb kialakitdsdban a Met37/Asp30, Ser55/Met46,
Val56/1le47, LeuS7/Gly48 és a Val92/Leu76 aminosavak vesznek részt, valamint a HTLV
protedzban a nagyon szélen elhelyezkedd Phe67/GIn58 aminosav. A HIV-1 PR Asp30 aminosav
alegysége, valamint a vele mas protedzokban ekvivalensen megjelend aminosavak, az S4 és S2
zsebek kiilonbozd specificitdsanak fontos meghataroz6i. Egy példaban a nelfinavir
rezisztencidban megjelend Asp30Asn HIV-1 PR mutans specificitas kiilonbséget mutat a vad-
tipusi enzimhez hasonlitva, kis proteaz—szubsztrat interakcioban megjelend strukturalis
valtozasokkal kisérve. Ezért a HTLV-1 PR Met37 aminosavrészét Asp, Asn, Ala, Val és Ile
aminosavakra cseréltiik. Erdekes, hogy az Asp37 és Asn37 aminosavrészeket tartalmazo
mutansok nem bizonyultak aktivnak egyetlen kiprobalt szubsztrat esetében sem (nem kozolt
eredmények). Emellett nem voltak képesek onprocesszalasra MBP — fizios formabol sem. Az
ebben a pozicidban a kisebb Ala aminosavat tartalmazé mutans a szubsztratok nagy részénél
szintén inaktiv volt (nem kozolt eredmények), kivéve a P1 pozicioban fenilalanint tartalmazo
szubsztratot, amely a vad-tipusi enzim legjobb szubsztratjanak bizonyult, mutatva azt, hogy
ebben a pozicioban megfeleld hidrofob interakciok elengedhetetlenek a HTLV-1 PR katalitikus
miukodéséhez. Mas mutansok, amelyek 3-elagazo aminosavrészeket (Val, Ile) tartalmaznak a 37-
es pozicioban, lényegesen alacsonyabb kg, értékeket mutattak a Ky értékek szamottevo valtozéasa
nélkiil, mint ahogy azt a vad-tipust szubsztrat esetén tapasztaltuk. Ezen mutansok specificitisa
szintén lényegesen megvaltozott. Mindkettd a P4 pozicidban az izoleucint részesiti elényben a
vad-tipusu HTLV-1 PR altal preferalt alaninnal szemben, hasonléan a HIV-1 protedzhoz.
Mindamellett szintén elényben részesitik az izoleucint is a valinnal szemben, ami viszont az
egyik vad-tipusu enzimre sem jellemz6. A HTLV-1 PR Val56 aminosavrésze a flap régio része,
melynek az izoleucin felel meg a HIV-1 protedzban. A V561 mutans katalitikusan igen gyenge
enzim, de a P4 pozicioban Leu aminosavat tartalmaz6 peptidet relative lényegesen jobban
hidrolizélja, utalva arra, hogy a nagyobb oldallanccal rendelkez6 P4 Leu erdsebb hidrofob
kotéseket képes kialakitani a V561 enzimmel, mint a kisebb oldallancti P4 poziciéban Val, Thr és

Ile aminosavcseréket tartalmazo peptidek. A HIV-1 PR flap-szerti mutans (V56I, L57G, A59I)
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P4 oldallanc preferenciaja vad-tipusa HIV-1 proteaz-szerii preferenciat mutat, kivéve az ebben a
pozicidban alanint tartalmazo peptidet, amelyet kisebb mértékben hidrolizal.

Az S2 zseb Met37/Asp30, Val56/1le47, Ala59/11e50 és Val92/Leu76 alegységekben
kiilonbozik a HIV-1 ¢s HTLV-1 vad-tipust proteazok esetében. Ezek a kiilonbségek a HIV-1
proteazhoz viszonyitva, a HTLV-1 PR esetében egy kiss¢ mélyebb, nagyobb hidrofobicitasu
S2 zsebet alakitanak ki. Erdekes, hogy mind a M37V, mind a M37I mutaciék a Val > Leu
>[le P2 preferenciat Ille >Val > Leu preferencidra cserélték, hasonléra, mint ami a HIV-1
proteaznal megfigyelhetd, azonban nem képesek hidrolizalni az ebben a pozicidban
nagyméretli aromas fenilalanint tartalmazo szubsztratot. Ebben a pozicidban tortént béta-
eldgazd aminosavrészek cseréje csokkenti az oldalldnc méretét, amely igy jobban képes a
zsebbe illeszkedni. Hasonloan a P4 modositott szubsztratokhoz a HIV-1 PR flap-szerli mutans
P2 specificitasa is kozelebb all a HIV-1 PR specificitasahoz, mint a vad-tipusi HTLV-1
proteazhoz, de ez a mutans ebben a pozicidban szintén nem toleralja a fenilalanint, hasonl6éan
a masik két béta eldgaz6 aminosavrész cseréhez. Ezek az eredmények azt bizonyitjak, hogy a
flap régid6 nemcsak az enzim aktivitdsaért, hanem a két vad-tipusit PR specificitasbeli

kiilonbozdségéért is felelds.

4.1.5. A HTLV-1 PR S3/S1 zsebeit érinté mutaciok

Az S3 zseb altaldban nagy méretli és hasonléan az S4 zsebhez, szintén a felszin
kozelében helyezkedik el. Kovetkezésképpen a P3 oldallinc ugy helyezkedhet el, hogy
kapcsolatba keriilhet a PR felszinének erésen polaris aminosavrészeivel és az alzseb mélyén
il6 hidrofob aminosavrészekkel is. Néhany P3 helyen aminosav cserét tartalmazé szubsztratot
mindkét vad-tipust enzim hidrolizalt, de mik6zben a HTLV-1 PR az eredeti Lys-t tartalmazo
szubsztratot preferalja, addig a HIV-1 PR a nagyobb, hidrofob aminosavakat. A HIV-1 PR
kristalyszerkezetének és HTLV-1 modelljének analizise azt sugallja, hogy az ugyanazon
pozicidban taldlhatdé aminosavrészeknek kb. a fele vesz részt az S3-P3 kdolcsonhatés
kialakitasaban mindkét enzimben. A két vad-tipusi enzim S3 zsebe kiilonbozik a flap
Leu57/Gly48 ¢és Ala59/1le50 aminosavrészeiben, mikdzben a masik alegységnél
Asn96’/Thr80°, Asn97°/Pro81° ¢és Trp98’/Val82’ aminosavrészek kiilonbozdségérdl
beszélhetiink. A vad-tipusut HTLV-1 PR kevésbé érzékeny a P3 cserékre: mikdzben a Leu57
¢s a Trp 98’ a hidrofob aminosavakkal 1ép eldszeretettel kapcsolatba, addig az Asn 96’ és az
Asn 97’ potencidlisan a polaris P3 aminosavakkal képes kapcsolatot kialakitani. Az L57G és
az AS59I1 flap mutdns enzimek a természetes hasitasi hely szekvenciat tartalmazo peptiddel

szemben igen alacsony aktivitdst mutattak. A vad-tipust HTLV-1 PR Leu57 aminosavrésze a
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nagyobb hidrofob P3 aminosavrésszel kapcsolodik eldszeretettel €s ez a kapcsolat
elengedhetetlen a megfelelé hidrolizis szempontjabol. Mikdzben a P3  szubsztiticidok
lényegesen nem javitjdk az L57G enzim hidrolitikus aktivitdsat, a P3 pozicidban alanint
tartalmazd szubsztrat meglepd modon a legjobbnak bizonyult az enzimatikus aktivitds
szempontjabol (nem kozolt eredmény). Az L57G enzimmel szemben az A591 mutans esetén a
P3 helyen bevitt nagyobb hidrofob aminosavak jelentdsen javitjak a specificitasi allandokat:
az eredeti alaninhoz képest ebben a pozicidban az izoleucin sokkal erdsebb hidrofob kotések
kialakitasara volt képes a hidroféb P3 oldallancokkal. Az AS591 mutans P3 pozicidoban a
fenilalanint preferalta, tovabbi elényds hidrofob kotések kialakitasaval. Az Asn96 treoninra és
az Asn97 prolinra torténd cseréje megnovelte a relativ preferenciat a hidrofob P3 aminosavak
iranyaba. A W98V mutans meglepé modon nem mutatott preferenciat a nagyobb hidrofob

aminosavak iranyaba, inkabb a kisebb hidrofob aminosavrészeket kedvelte.

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

Szémos HIV-1 PR inhibitort klinikai gyakorlatban is hasznalnak. Koztiik tartjuk szamon
az indinavir, saquinavir, nelfinavir, ritonavir €s amprenavir inhibitorokat is. Kiprobaltuk, hogy
ezen inhibitorok ¢és még két redukalt peptid-tartalmi HTLV-1 inhibitor, milyen hatast
gyakorolnak a vad-tipusti és mutans HTLV-1 protedzok aktivitdsdra. A kisérlet végrehajtasara
munkacsoportunk 4ltal kifejlesztett nagy kapacitasi mikrotiter lemezen alapuld fluoreszcens
eljarast alkalmaztuk. Az indinavir kivételével a HIV-1 PR inhibitorok nem fejtettek ki jelentds
hatast a vad-tipusi HTLV-1 PR esetében. El6z6leg munkacsoportunk mar kiprobalt néhany
HIV-1 PR inhibitort (koztiik a saquinavirt) HTLV-1 PR esetén az id6- és vegyszerigényes HPLC
eljarast alkalmazva. Egyediil a Compound 3 volt képes 10 uM alatti tartomanyban gatolni a
protedzt. Négy, klinikai gyakorlatban is hasznalt HIV-1 PR inhibitora HTLV-1 Gag in vitro
hasitasara kifejtett hatdsat is vizsgaltdk, de nem tapasztaltak valtozast. Eredményeink
alatdmasztottdk a nagy kiilonbségeket a két enzim inhibitor érzékenysége kozott. El6zd
kisérletek utaltak arra, hogy a HTLV-1 leghatasosabb inhibitora a sztatin-tartalma HTLV-1
matrix | kapszid hasitasi hely szekvencidjan alapuld gatlészer volt. Ezzel szemben a sztatin-
tartalmu kapszid |nukleokapszid hasitasi hely szekvencidjan alapuld peptid nem gatolta az
enzimet. Két redukalt-peptid kotést tartalmazo HTLV-1 kapszid|nukleokapszid és
matrix | kapszid hasitasi hely szekvencian alapuld6 HTLV-1 PR inhibitort, az IB268 ¢és IB269
gatloszereket is kiprobaltuk. A korabbi HIV-1 és HIV-2 protedzzal végzett kisérletek azt
mutattdk, hogy a redukalt-peptidkotést tartalmazd szubsztrat analdgok a retrovirdlis protedzok

potencialis gatloszereként viselkednek magas sotartalom mellett. HPLC-s méréseink szerint az
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IB268 ¢és IB269 inhibitorok potencialis gatloszerei a vad-tipust HTLV-1 proteaznak 50 nM alatti
K értékkel. Ezek bizonyultak a vad-tipusu enzim legjobb inhibitorainak a fluorometrias mérési
madszer szerint is, melyet lényegesen kisebb ionerdsség mellett végeztiink el.

A legtobb HTLV-1 PR muténst nem gatoltdk a HIV-1 PR inhibitorok. Kivételt képez a
HIV-1 PR flap-szeri enzim, amely érzékenységet mutatott néhany HIV-1 PR inhibitorra,
mikdzben csokkent affinitdsat tapasztaltuk a HTLV-1 PR inhibitorokkal szemben. A V561
mutacid is nagy hatassal volt az gatlasi profil megvaltozasara, és ez a hatds 6sszhangban van
azon korabbi megfigyelésekkel, miszerint az 147V mutacié megjelenik az in vitro gyogyszer
rezisztencia soran. Ez az aminosavrész kiemelten fontosnak latszik a HIV-1 és HTLV-1

proteazok kiilonb6zo gatlasi profiljanak kialakitasaban.

4.2. A HIV-1 kapszid (CA) protein szubsztratja a HIV-1 proteaznak, az integraz (IN)

rezisztens a proteolizissel szemben.

4.2.1. In vitro koriilmények kozott a kapszid fehérje pH-fiiggé modon szubsztratja a
HIV-1 proteaznak

HIV-1-el fert6zott eukariota sejtekbél tisztitott kapszid fehérje (p24* ), rekombinans
HIV-1 protedzzal egyiitt inkubdlva pH fiiggd processzalast mutatott . Mikézben pH 7,0
értéken nem tapasztalhatd hasitds, csokkentve azt, fokozott mértékli kapszid processzalast
figyelhetiink meg. A pH 5,0 értéken a legnagyobb 22-kDa tomegli fragmens mellett nagyon
alacsony tomegli savok is megjelentek, mikozben pH 4,0 értéken harom kozepes méretii
fragmens is lathatova valt. Ez arra utalt, hogy a kdzepes tomegii savokat eredményezd hasitas

mas pH optimumu, mint amelyik a 22 kDa-os és a nagyon rovid fragmenseket eredményezi.

4.2.2. Rekombinans kapszid protein HIV-1 proteazzal torténé hasitasanak idofiiggése

A kapszid fehérjén beliili hasitasi helyek meghatdrozasahoz E. coli-ban expresszalt,
rekombinans p24CA fehérjét hasznaltunk (r-p24CA), melyet HIV-1 proteazzal hasitottuk. A PR
¢s a CA ardnya 1:20-hoz volt, a hasitast pH 5,5 értéken végeztiik, amely optimalis a protedz
szamara. A kisérlet soran 1d6filiggd processzalast figyelhettiink meg, amelyet specifikus PR
inhibitorral, ritonavirrel 0,2 pM koncentracidban gatolni lehetett.

A p24 “* degradacié soran keletkezett fragmensek azonositisahoz a hasitas termékeit
SDS-poliakrilamid gél elektroforézissel elvalasztottuk, és PVDF membranra vittiik at, ezutan
a Coomassie-festddott savokat kivagtuk ¢és N-terminalis analizisnek vetettiik ala. A savokat

N-termindlis szekvencidjuk és molekulatomegiik szerint azonositottuk. Ezek alapjan, két
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hasitési helyet azonositottunk a p24 “* proteinen beliil; az egyik a CA N-terminalis domén
Ala77 és Ala78 aminosavrészei, a masik a kapszid C-termindlis Leul89 és Leul90
aminosavrészei kozott helyezkedik el.

A kapszid kristalyszerkezete alapjan valdszinii, hogy a C-terminélis domén hasitasi
helye a 9. helixen taldlhato, ahol a Leu 189 a dimer feliilet része. Az N-terminalis domén
hasitéasi helye a 4. helixen taldlhatd, amely a ciklofilin A-koté hurok része. Ezek a szerkezeti
elemek nem felelnek meg a protedz-medialt hidrolizis szerkezeti kdvetelményeinek, mivel a
szubsztratnak nyujtott béta konformacidban kell az enzimhez kotddnie. Azonban a p24
kapszid fehérje szerkezetmeghatarozasahoz hasznalt kristalyt pH 7,5-6n ndvesztették, ahol a
kapszid rezisztensnek mutatkozik a proteolizissel szemben. A kapszid szerkezete é¢s magasabb
szervezOdése nagyon pH érzékeny; pH 6,6 alatt a multimer forma monomerekké hullik szét és
»olvadt” szerkezetet vesz fel, amelyben a hasitasi helyek koriili strukturdk mar lehetdséget

adnak a proteazhoz torténd produktiv kotddésre.

4.2.3. A ciklofilin A hatasa a kapszid fehérje HIV-1 proteazzal torténé hasitasara
Ahhoz, hogy tanulmanyozzuk a ciklofilin A hatasat a CA processzalasara, a r-p24“*
fehérjét pH 4.0 értéken ciklofilin A-val eldinkubaltuk a PR hozzaadésa elétt. A Cyp A r-
p24““-hoz torténd kotédése lényegesen lecsokkentette a kapszid protein hasithatosagat.
Szérum albumint, vagy lizozimet Cyp A-hoz hasonl6 koncentracidban hasznélva ezt a hatast
nem ¢észleltiik, utalva arra, hogy a ciklofilin hatasa specifikus fehérje-fehérje interakcionak

volt kdszOnhetd.

4.2.3. Kapszid fehérje hasitasi helyeit reprezentalé oligopeptidek hasitasa HIV-1
proteazzal

HIV-1yxg, CA fehérje azonositott hasitdsi helyeit reprezentdld oligopeptideket
szintetizaltattunk, és vizsgaltuk, hogy szubsztratjai-e a HIV-1 proteaznak. Eldzdleg
optimalisnak talalt mérési koriilményeket hasznaltunk (pH 5,6, 2M NaCl), mely soran ugy
talaltuk, hogy a C-termindlis hasitasi helyet reprezentald oligopeptid valamivel jobb
szubsztratnak bizonyult. Ha a kinetikai paramétereket az in vitro hasitasi koriilményekhez
igazitottuk (pH 4,0) akkor a masik szubsztratot talaltuk kedvezobbnek.

A HIV-1 protedz kiillonb6z6 pozicidokban hasitja a Gag és Gag-Pol poliproteineket a
virus ,,erése” soran. Ezeknek a helyeknek P2-P2’ helyein altaldban hidrofob aminosavakat
talalhatunk. Egyediil egy hasitasi hely, a kapszid|p2 tartalmaz t6ltott aminosavat a P2’

helyen, méghozza glutamatot, amely igen konzervalt a HIV-1 esetén. A pH csokkenése
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gyorsitja a kapszid|p2 hasitasi hely hidrolizisét, ami azt bizonyitja, hogy ez szabalyozo
szerepet jatszhat a virdlis fehérjék hidrolizisében. Mikézben a p24 C-termindlis doménen
meglévd hasitasi hely jol beleillik a Gag és Gag-Pol szekvencidk sordba, az N-terminalis
doménen 1évé glutamatot tartalmaz mind a P2, mind pedig a P2’ pozicidkban. Két HIV-1
proteaz kristalyszerkezet talalhatd az irodalomban, amely olyan inhibitorral, vagy hasitasi
termékkel késziilt, melynek P2’ helyén Glu aminosavrész talalhat6. Ezekben a szerkezetekben
a P2’ Glu két gyenge hidrogénhiddal kapcsolodik az enzim Asp 29 és Asp 30 amidjahoz. A
Glu oldallanc kozelsége az Asp 30 oldallanchoz azt sugalljak, hogy megosztoznak a protonon.
Feltételezhetd, hogy a kiilonb6z6 hasitasi helyekben P2’ helyen talalhaté Glu felelés a pH
hatasért. A kapszid hasitdsi helyben eléforduld két Glu valdsziniileg noveli a pH hatasat,
amely magyarazatot adhat arra, hogy a pH miért noveli meg a kapszid N-terminalis domén
hasitasat. Ellentétben a P2 és P2’ helyen el6forduld glutamattal, a C-terminalis domén hasitasi
fiiggd hatast nem gyakorol a hasithat6sagra.

Mikdzben az aktiv proteazt hordozdé virus a sejtbe 1€ép, és kapcsolatba keriil a gazdasejt
endoszomainak savas pH-javal, fokozdodhat bizonyos virdlis proteinek, koztik a kapszid
protein HIV-1 protedaz altal medialt hidrolizise, ami feltehetéen a pH savasodasanak
koszonhetd. Ez valoszinlileg igen fontos 1épés a preintegracidos komplex kialakuldsahoz

vezeto uton.

4.2.4. Az integraz nem szubsztratja a HIV-1 proteaznak

A kapszid hasitashoz hasonld koriilmények kozott rekombinans integrazt (IN) is inkubaltunk
HIV-1 proteazzal. A 4 6ras inkubacié soran az integraz fehérje intakt forméban maradt. Az,
hogy az integraz rezisztens a proteolizissel szemben, j6 0sszhangban van azzal, hogy részt
vesz a preintegraciés komplex kialakitdsdban, €és mindvégig megdrzi aktiv forméjat.
Eredményeink irodalmi adatokkal Osszevetve arra utalnak, hogy a sejtbe belépd ,.core”
struktura fehérje alkotéelemei (NC, CA, RT, RNazH, IN, PR, Nef, Vpr) koziil csak a
preintegracidés komplex kialakitasaban szerepet jatszo Vpr €s HIV-1 integraz fehérjék nem
szubsztratjai a HIV-1 protedznak. Azok a fehérjék, amelyek nem kertilnek a PIC épitdelemei

ko6zé, mind hidrolizalnak HIV-1 prote4z hatasara, koztiik a HIV-1 kapszid fehérje is.
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5. OSSZEFOGLALAS

A doktori értekezésemben felhasznalt munkdim soran lehetéségem volt a retrovirusok
HTLV/BLV csaladjaba tartoz6 HTLV-1 protedz mutansainak tervezésére, eldallitasara,
tisztitasara. Osszehasonlitottam a vad-tipust HTLV-1 protedz, HIV-1 protedz valamint
mutans HTLV-1 protedzok specificitasat és gatolhatosagi profiljat Lehetdéségem volt egy
eddig kevéssé ismert feltehetden a korai fazisban bekdvetkezd protedzhoz kothetd folyamat
vizsgélatara is. Vizsgalataink tehat az elsé esetben két kiilonbozd csaladba tartozd virus
protedz enzim-szubsztrat kolcsOnhatasainak alaposabb megismerését ¢€s Osszehasonlitasat
szolgaltdk, a masodik esetben bizonyos alkotoelemek sorsat valdszintsitették a viralis
replikdcio bizonyos szakaszéban.

A HTLV-1 ¢és HIV-1 protedzok specificitasanak Osszehasonlitasara kiilonb6zo
retrovirusokban eléforduld természetes hasitasi helyeken alapul6d oligopeptid szubsztratsorozatot
alkalmaztunk. Eredményeink alapjan elmondhatjuk, hogy a HTLV-1 PR specificitasa Iényegesen
kiilonbozik a HIV-1 PR specificitasatol. A  HTLV-1 PR specificitdsanak tovabbi
karakterizalasahoz mutaciokat vittiink be a proteaz ligand kotd zsebeibe. A mutaciok egy része
inaktiv, vagy nehezen detektalhato aktivitasi enzimet eredményezett, valamint a MBP-fuzios
fehérjébdl torténd autoprocesszald képesség elvesztésével jart. Az aktiv-centrum titralas
eredményei azt mutattak, hogy az aktiv enzim mutansok folding-képessége joval rosszabb, mint
a vad-tipus enzimeké. Vizsgélataink azt mutattadk, hogy a HTLV-1 PR szubsztratspecificitasa
joval sziikebb, mint a HIV-1 PR specificitdsa. Mind a folding képességet, mind a katalitikus
miukodést tekintve a HTLV-1 PR joval érzékenyebb a muticiokra, mint mas retroviralis
proteazok, elsésorban a HIV-1 protedz. Vizsgéalataink alapjan a katalitikus hatékonysag
biztositdsa mellett a flap régi6 fontos szerepet tolt be mind a HIV-1, mind a HTLV-1 PR
szubsztratspecificitds és inhibitorral szembeni érzékenység kiilonbségeinek meghatarozasaban.
Erdemes megjegyezni, hogy a HTLV-1 fertézés utan a virus replikacioja nem exogén virionok
termelésével, hanem a fertdzott sejtek osztodasaval torténik, kikeriilve a hibagenerdld reverz
transzkripcios 1épést. Ezért a HTLV-1 evolucidsan sokkal konzervaltabb, mint a HIV-1.
Végeredményben tehat a HTLV-1 proteaza nem ment végig azon a véletlenszerii evolucios
fejlodésen, amely optimalizalta a HIV-1 proteazt mind katalitikus hatékonysag szempontjabol,
mind pedig a mutdcidkra térténd rugalmas reagald képességben. A virus replikaciojanak korai
fazisaban a virdlis kapszid struktira belép a sejtbe. A ,,core” strukturaban utazé fehérjék koziil
tobbrdl kidertilt, hogy szubsztratja a retroviralis protedznak. Bebizonyitottuk, hogy a kapszid

fehérjét szintén hidrolizélja a PR, és ez a hatds erdsen fiigg a pH indukalta konformacio
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valtozastol. Két 1 hasitasi helyet azonositottunk a kapszid fehérje szerkezetében. Ugy talaltuk,
hogy a cikloflin valéban stabilizalé hatdst fejt ki a kapszid szerkezetre, igy valdsziniileg segit
fenntartani a stabil ,,core” struktarat. A sejtbe 1épve a virionban érkezd aktiv proteaz savas
kornyezetbe keriil, fokozddhat a proteaz medialta kapszid hasitasa, ekdzben az integraz sértetlen

marad, segitve a preintegracios komplex kialakulasat.
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