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Bevezetés

A xetrovirus ¢salad

A retrovirusokat Vilhelm Ellerman és Oluf Bang fedezte fel 1908-ban. Az elsd
human patogén retrovirus, a HTLV-1 (Human T-Limfotrép Virus 1) felfedezése 1980-
ban tortént (Poiesz és mtsai, 1980). A HTLV-1 fertézés szamos betegséget okozhat, pl.
feln6tt T-sejtes leukémiat/limfomat (ATLL), tropikus spasztikus paraparesist/ HTLV-1
asszocialt mielopatiat (TSP/HAM) (Johnson ¢és mtsai, 2001), a fertézottek szamat 20
milliéra becsiilik (Verdonck és mtsai, 2007).

A HTLV-1 felfedezését a szerzett immunhianyos tiinetegytittest (AIDS-t) okozd
virus, a HIV-1 azonositasa kovette 1983-ban (Barré-Sinoussi és mtsai, 1983; Gallo és
mtsai, 1984; Levy és mtsai, 1984). A becslések szerint 2011-ben 34,2 milliéra tehetd a
HIV-1 fertézottek szama és 2,5 millidan haltak meg valamilyen, az AIDS miatt
kialakul6 betegségben (UNAIDS, 2011).

A retrovirusok burokkal és diploid RNS 06rokité anyaggal rendelkezd virusok. A
retrovirus virionok atmérdje 80-100 nm kozott valtozik, kiilsé lipid burkukban virélis
glikoproteinek (Env) talalhatok. A burokfehérjék harom heterodimert tartalmaznak,
melyek egy felszini receptorkoté alegységbdl (SU) és egy ezzel nem-kovalens
kolcsonhatasban 1€vo transzmembran (TM) alegységbdl allnak (1. abra). A bels6 protein
mag, a matrix (MA) és kapszid (CA) fehérjékbdl épiil fel, alakja és elhelyezkedése a
csalad kiilonb6zd fajaiban eltérd. A magban talalhatd a nukleokapszid (NC) fehérjével
asszocialt viralis genom, amely az életciklushoz nélkiilozhetetlen 3 enzimet is kodolja: a

proteazt (PR), a reverz transzkriptazt (RT) és az integrazt (IN) (Coftin, 1992, 1997).

Lipidek
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1. abra: A HIV-1 virion szerkezete (http://www.tibotec-hiv.com alapjan).

A virdlis genom szervezOdése szerint megkiilonboztetjiik az egyszerli és az
Osszetett retrovirusokat. A legegyszeriibb esetben, pl. az egér leukémia virus (MLV)
esetében, a retroviralis replikacidhoz csupan harom, a virus altal kodolt gén sziikséges,
(Varmus és Brown, 1989) a gag, mely a virion strukturalis fehérjéit, a pol, mely a viralis
enzimeket €s az env, mely a burokfehérjét kddolja. Az integralodott provirusban ez a
harom gén mindig ugyanabban a sorrendben talalhat6 (5’-gag-pol-env-3’) és mindkét
végén a reverz transzkripcid sordn keletkezd, jellegzetes hosszlisagu ismétlddd
végszekvencidk (LTR, long terminal repeat) talalhatok. Az LTR tartalmazza a
retroviralis genom hatékony transzkripcidjahoz sziikséges promodter és enhanszer
elemeket, valamint az mRNS 3’-végi poliadenilacidjdhoz sziikséges szekvencidkat. Az
egyszerl retrovirusok esetében az integralodott provirusrol két kiilonb6z6 transzkriptum
keletkezik, mégpedig a genomi RNS, ami mRNS-ként is szolgdl a Gag és Pol
szintéziséhez, illetve egy kisebb illesztett mRNS, ami az Env fehérjét kodolja. A viralis
génexpressziot Cisz-aktivald viralis DNS vagy RNS szekvencidk és a gazdasejt altal

kodolt transz-aktivalo faktorok egyiittesen szabalyozzak.

A retrovirusok életciklusa

A retrovirusok életciklusaban két szakasz kiilonithetd el, melyeket korai és késoi
fazisnak neveziink (2. dbra). A korai fazis elsd 1épéseként a virus membran fuzidval
vagy receptor kozvetitett endocitozissal bejut a sejtbe. A reverz transzkripcid a belépd
kapszid struktaraban torténik meg, melyben a pozitiv szali RNS-genom dupla szala
DNS-genomma irdédik at. A genomi DNS-bdl és a belépd kapszid néhany fehérje
komponensébdl preintegracidos komplex (PIC) jon létre, amely bejut a sejtmagba. A
viralis DNS a PIC nélkiilozhetetlen részét képezd IN segitségével beépiil a gazdasejt
genomjaba. A késoi fazis elsd 1épése a virdlis DNS transzkripcidja, mely a cellularis
RNS-polimeraz I kozvetitésével megy végbe. A keletkezett mRNS molekuldk egy
része modositatlanul elhagyja a sejtmagot és a Gag, illetve Gag-Pro-Pol poliproteinek
templatja lesz vagy a virusburokba keriil és az utédvirusok genomjanak templatjaként
szolgal. Egy kisebb, illesztett mMRNS-rél irodnak at az env-kodolt fehérjék, melyek
elobb glikozilalodnak, majd a plazmamembranba valé transzport sordn egy feliileti (SU)

¢s egy transzmembran (TM) fehérjére hasadnak egy cellularis proteaz hatasara. Szamos,
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tobbszorosen illesztett mRNS szolgal a kiegészitd fehérjék, mint a Tat, Rev, Vif, Nef,
Vpr szintézisének templatjaként. A Gag fehérjék a gazdasejt membranjanak Env
proteinekben koncentralt részein, a membran belso feliiletén csoportosulnak, majd a
fank-alaka kapszid struktiraval rendelkezé ,.éretlen” virusrészecske a ,lefiiz0dés”
(budding) révén kikeriil a sejtbdl. A virus a poliproteineket meghatarozott helyeken
elhasit6 proteaz aktivalodasa utan valik ,.éretté”, fertdzoképessé. Mivel csak az , érett”
virusrészecskék fertézOképesek, a PR miikddése nélkiilozhetetlen a virus replikécio

soran (Tézsér, 2003).
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2. abra: A retrovirusok életciklusa (Tozsér, 2003 alapjan).

(1) Kotédés-penetracio. (2) A virusburok elvesztése. (3) Proviralis DNS-szintézis. (4) A
preintegracidos komplex bejutasa a magba. (5) Integraci6. (6) Provirus expressziodja. (7)
Transzlacio. (8) Virion dsszerendezddése. (9) Virion lefiizédése. (10) A virion ,.érése” a
PR segitségével.

A deltaretrovirusok

A Human T-1imfo6trép virus 1 és marha leukémia virus (BLV), valamint a csoport
harmadik tagja a majom T-sejtes leukémia virus (STLV) egy kiilon csoportot alkot az
onkogén hatast virusok kozott, az ugynevezett HTLV-BLV csoportot. Tumort kivalto
hatdsuk még nem teljesen ismert, valdsziniileg tobbféle folyamat is kozrejatszik benne
(Cann ¢s Chen, 1990, Haas ¢s mtsai.,1992). A nemzetség az Osszetett retrovirusok kozé

tartozik, mivel az esszencialis Osszetevokon kiviil egyéb genomi részeket is tartalmaz.

Ezek kozé tartozik a pX régio, mely kiegészitd és szabalyozo fehérjéket kodol. A Tax
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fehérje aktivalja a virdlis transzkripciot a cellularis transzkripcids faktorok, kofaktorok
aktivitasanak megvaltoztatasaval Képes aktivalni a CREB/ATF és az NF-kB
utvonalakat. Tovabba képes interferdlni egyes cellularis gének transzkripcidjaval, ezzel
eldsegitve a patogenezist. A Rex fehérje is ebben a régioban kodolt, amely specialisan
kotédik a Rex valaszado elemekhez (RxRE). Az RXRE minden, még a splicing
folyamatan at nem esett, illetve egyes részlegesen splicingolt HTLV-1 transzkriptumban
is megtalalhato. Igy elésegiti az mRNS-ek szallitisat a nukleuszbdl a citoplazméba,
valamint megakadélyozza a tovabbi splicingot és elc’isegiti a strukturalis fehérjék
HTLV rendelkezik egy specialis fehérjével, HBZ-vel (HTLV-1 bazikus leucin cipzar
faktor protein). A fehérje konstitutivan termelddik és negativan szabdlyozza a virus
transzkripcidjat, igy lehetévé teszi az immunrendszer T-sejtjei szdmara a hatékonyabb
immunvalaszt. Leucin cipzar motivummal rendelkezik a C terminalis doménen, igy
képes interakcioba 1épni a CREB-2 fehérjékkel. A HTLV elsdsorban az immunrendszer
CD4" T-sejtjeivel 1ép kapcsolatba, ennél fogva széles spektrumon képes betegségeket
okozni.

A HTLV-2 virust két évvel késébb fedezték fel. Az eléz6 tipustdl eltéréen a CDS”
T-limfocitakat fert6zi meg. Nem onkogén ¢és keveésbé patogén tulajdonsagu, mint az

el6z0 tipus. Limfocitdzist €s neurologiai megbetegedéseket okozhat.

A szilonretrovirus ok\
P Dertarerra wrush

| BLV
."

S \H RV-W / HTLV-1l a Lennwrusok T
) HILVA 77 \
/ Gammaretrovirusok \ - —
R’ I K

SFVagm “MMTY |

\Spumarermwrusok/ \ Bétaretrovirus ok

3. abra. Retrovirusok csoportositasa és homologiaja (készitette: Bagossi Péter)



Kamerunban fedezte fel 2 kutatocsoport egymastol fiiggetleniil (Calattini 2005; és
Wolfe 2005). Késébb talaltak egy harmadik vonalat is, melyben a pX proximalis
régioban 366 bp delécidé van, de ez nem befolyasolta az Env, Tax és Rex fehérjék
expressziojat. Genom Osszehasonlitdsok és filogenetikai analizisek kimutattdk, hogy a
HTLV-1 és HTLV-3 kozott nagyfoku szekvencia azonossag van (Calattini 2006; és
Switzer 2006). A Tax fehérje szekvencia tekintetében 75-79% az azonossag, ennek
ellenére funkciojat tekintve rendkiviil hasonlo, mivel a Tax3 is rendelkezik PDZ
doménnel, ezért a HTLV-3 is okozhat limfoproliferativ megbetegedéseket (Chevalier és
talalhatd. Okozhat neuroldgiai megbetegedéseket, tumort, illetve immundeficienciat is.
Eddig még nem mutattak ki, hogy egyiittmiikddne mas HTLV virusokkal, ellentétben az
elézé két tipussal. Képes megfertézni a CD4" és CD8" T-sejteket egyarant (Jones és
mtsai 2009). Rendelkezik egy csak ra jellemzé fehérjével is, APH-3, amely a HBZ

fehérjéhez hasonld funkcidval bir.

A retrovirusok életciklusaban fontos szerepet tolt be a protedz enzim, amely az
érés soran a megfertdzott sejt magjaba beintegralodott DNS szakaszrol 4tirodd mRNS-
ek altal kodolt, a citoplazmaban 1évé riboszémdkon keletkezd poliproteineket hasitja
megfeleld fragmensekre. Igy megtorténhet a virus Osszeszerelédése, érett virus
kialakuldsa. Ezért a protedz az orvostudomany szdmara hatékony célpont lehet a virus
altal okozott megbetegedések elleni kiizdelemben.

A retroviralis proteazok 99-138 aminosavbol allo, 11-15 kDa molekulatomegli
fehérjék. Két egyforma alegységbdl felepiild, dimerként miikodd enzimek. A retroviralis
protedzok els6- és masodlagos szerkezete a celluldris aszpartil protedzok egyik
doménjével analdg (Toh és mtsai, 1985), szamos B-reddt és enzimtdl fliggden egy vagy
két rovid a-hélixet tartalmaznak. A két alegység N- és C-terminalis lancai 6sszefonddva

alkotnak egy négyrétegii antiparallel B-redot (4. abra).



4. abra: A HIV-1 proteaz kristalyszerkezet alapjan késziilt szalagmodellje. Piros
szin jeloli az a-hélixeket, kék a P-reddt, sarga a hurok régiodkat. A bekotddott
szubsztratot z6ld szinnel, valamint gomb ¢és palcika abrazoladssal mutatjuk be.
(készitette: Bagossi Péter)

A retrovirdlis protedzokat harom jellegzetes régioval jellemezhetjiik: az aktiv
centrum, az Un. lebeny és a C-terminalis kozelében elhelyezkedd konzervalt régid. Az
aktiv centrumot kodold katalitikus triad (Asp-Thr/Ser-Gly) az N-terminalis kdzelében
helyezkedik el. Az alegységek katalitikus triddjai hurkot alkotnak. A flexibilis lebeny
régio tobbé-kevésbé konzervativ (Miller és mtsai, 1989), mely a szubsztrat, illetve az
inhibitor kotédésekor elmozdul és rahajlik a ligandra, igy stabilizdlva a komplexet. A
harmadik konzervalt régi6 (Gly-Arg-Asp/Asn) a C-terminalis kdzelében helyezkedik el

€s ion parok kialakitasaval a dimerizacioban jatszik fontos szerepet (5. abra)

Katalitikus hely

HIV-1 PR

EIAV PR

MAV PR

HTLV-1 PR

AKtiv centrum
Dimerizacios hely

5. abra: A retroviralis proteazok szalagmodellje. (készitette: Bagossi Péter)

10



A HTLV-3 proteaz szekvencidjanak valamint a HTLV-1 illetve HTLV-2 proteaz
szekvenciajanak Osszehasonlitdsdt mutatja a 6. dbra. A szubsztratk6tdé zsebben az alabbi
kiilonbségek talalhatok:
htlv1: arg10,(S1) met37,(S2) (gIn62), asn97(S3)
htlv3: gIn10,(S1) ile37,(S2) (pro62), gin97(S3)

aktiv hely régio lebeny régid

1 10 20 30 40 S0 60

HTLV1 PVIPLDPARRPVIRAZQVDTOTSHPRTIEALLDTGADMTVLPIALFSSNTPLENTSVLGAG
HTLV2 PLIPLROOQQOPITLGVRISVMGOTPOPTOALLDTGADLTVIPOQTLVPGPVRLHDTLILGAS
HTLV3 PLIPLSQQRQPILHVQVSFSNTSPVGVQALLDTGADLTVLPAYLCPPDSNLQDTEVLGAG

C-terminalis régio

70 80 S0 100 110 120
HTLV1 GOTODHFRLTSLPVLIRLPFRTTPIVLTSCLVIDTENNWAIIGRDALOQCOGVLYLPEARGPPVIL
HTLVZ2 GOTNTQFRLLOTPLHIFLPFRRSPVILSSCLLDTHNEWT IIGRDALQOCOGLLYLPDDPSPHQLL
HTLV3 GPSTSKFRILPRPVHIHLPFREOPVTLTSCLIDTNDOWT ILGRDAT.QOCOSSLYLADQPS . . SVL

6. abra : A HTLV proteazok szekvencidinak osszehasonlitasa. Az aktiv hely régio piros, a
lebeny régio kék, a C-termindlis régid zold szinnel vannak jeldlve.

A protedz €s az enzim szubsztrattal kolcsonhatd szubsztratkotd zsebének altalanos
elnevezése Schehter illetve Berger kutatok nevéhez fiizédik (1967), az altalanos
nomenklatirat kivantuk szemléltetni a 7. dbran. A szubsztratkotd zsebek meérete és
hidrofobicitasa a retrovirdlis protedzok esetén eltérd lehet (Eizert és mtsai., 2008). Az
aminosav eltérések HTLV-1 illetve HTLV-3 proteazok esetén leginkabb a proteaz
szusztratkotd zsebét érintik, az szubsztratkotd zsebekben taldlhato eltéréseket mutatja a

8. dbra.
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7. abra: A szubsztrat valamint a szubsztratkoto alhelyek elnevezése Schechter és
Berger (1967) szerint. A szubsztrat aminosav oldallincok a hasitasi helyt6l N-
termindlis felé¢ haladva P1, P2, P3, stb., mig a C terminalis fel¢ haladva P1°, P2’°, P3’,

stb., vannak jelolve. A megfeleld szubsztratkotohelyek jelolése S1, S2, S3, stb., illetve
S1°,S2’, S3’, stb.

Asn97/GIn97

i
.J; Argl0/GInl0

&7
Met37/11e37 L
‘ ]
¢

8. abra: A HTLV-1 és HTLV-3 proteaz szubsztratkoto zsebeit érinté aminosav
kiillonbség (készitette: Bagossi Péter).
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Célkituzés

Munkacsoportunk korabban vizsgalta a HTLV-1 protedz kinetikai tulajdonsagait
valamint gatolhatosagat illetve az enzim szubsztratspecifitasat (Kadas és mtsai., 2004,
2008). Vizsgalataink kdzéppontjaban a még kevésbé tanulmanyozott HTLV-3 protedz
all.

Célunk, a munkacsoportunk altal pET 1la expresszios vektorba klonozott,
BL21(DE3) E.coli kompetens sejtbe transzformalt HTLV-3 proteaz expresszidjanak,
sejtfeltarasanak, tisztitdsanak optimalizalasa, valamint az enzim kinetikai
paramétereinek meghatarozésa volt.

A kinetikai vizsgdlatok sordn az enzimvizsgalatokhoz szintetikus oligopeptid
szubsztratokat alkalmaztunk. HPLC modszerrel vizsgalni kivantuk az enzim K,
Michaelis-Menten allandojat kilonbozé HTLV-1 illetve HTLV-3 hasitasi helyekkel
analdg szekvencidju szintetikus oligopeptid szubsztratok alkalmazasaval és a HTLV-1
kapszid/nukleokapszid hasitasi hellyel rendelkez6 P3 pozicigjaban moddositott
szubsztratok esetén mérni kivantuk az enzim relativ aktivitasat, az enzim S3
szubsztratkotd alhelyének szubsztrat specificitasat.

A HTLV-3 protedz gatolhatosagat két HTLV hasitasi helyet tartalmazo

inhibitorral az IB268 ¢s IB269-vel kivantuk tanulmanyozni.
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Anyagok és modszerek

A BL21(DE3) kompetens sejtekbe transzformalt HTLV-3 proteaz plazmidjat az
E.coli expresszios sejtekben termeltettiik. A baktérium kulttrat 25 ml Luria-Bertani
(LB) tapoldatban 25 pl ampicillin hozzaadasaval, 37 °C-on 220 rpm mellett razattuk
(Gallenkamp Orbital Incubator) 16 6ran at. Ezt kovetéen a baktérium kulturat 500 ml
LB-be oltottuk at, amely 0,1 % ampicillint tartalmazott. A megfeleld optikai denzitas
értékig (600 nm-en 0,8 A érték) novesztettiik a baktériumkultirat, majd a fehérje
expresszalasat 625 pl IPTG (izopropiltio-B-galaktozid) hozzdadéasaval indukaltuk és 3

oréan keresztiil inkubaltuk 37 °C-on, 220 rpm razatést alkalmaztunk.

A folyamat elsd 1épéseként az expresszids elegyet centrifugaltuk 5000 rpm-en 4
°C-on 20 perc alatt (Beckmann Avanti J-25). A sejteket deoxikolsav (DOC) — lizozimos
modszerrel tartuk fel. A sejtlizalds soran a lizis puffer 50 mM Tris, 1 mM DTT, 1 mM
EDTA anyagokat tartalmazott 8,2 pH értéken, a sejteket 30 ml lizis pufferben vettiik fel,
majd 60 ul 100 mM PMSF-et (fenil-metil-szulfonil-fluorid) és 1mg lizozimot adtunk
hozza majd 15 percre jégen hagytuk. Ezt kovetéen 25 mg DOC, majd kés6bb
RNazmentes DNaz keriilt hozzaadéasra és 37 °C-on inkubaltuk a sejtlizatumot, eldbbi
esetben 15 percig, a kovetkez6 1épésben pedig 30 percig. Utana MgCl,-ot adtunk az
elegyhez, amivel szintén 37 °C-on inkubaltuk 20 percen keresztiil. 12.000 rpm-en 4 °C
—on 15 percig centrifugaltuk, majd moso pufferbe szuszpendaltuk a pelletet: 50 mM
Tris, ImM DTT, ImM EDTA, 1M Urea, 1% Triton X, pH 8,2. Ismét lecentrifugaltuk
12.000 rpm-en 4 °C —on 15 percig. Ezt kdvetden a pelletet feltaré pufferben vettiik fel,
ami 50 mM Tris, 5 mM DTT, 5 mM EDTA, 7,5 M guanidin-hidrokloridot tartalmazott.
Ezt kovette egy ujabb centrifugalas 12.000 rpm-en 4 °C —on 15 percig.

Szonikalas-lizozimos moddszerrel is megkiséreltiik a sejtek feltarasat. Ennek elso
1épéseként szintén lecentrifugaltuk a lizis pufferben oldott elegyet 5000 rpm-en 4 °C-on
20 perc alatt. Majd 3x3 perc szonikalds kdvetkezett, mikozben a minta jégen volt. Ezt
kovetéen 12000 rpm-en 4 °C —on 20 percig centrifugaltuk. A keletkezett pelletet 30 ml

moso pufferbe oldottuk, majd megismételtiik az el6z6 centrifugéléasi 1épést. A pelletet
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feltar6 pufferben oldottuk, majd szintén lecentrifugéaltuk, és az igy keletkezett

feliiliszobol végeztiik a tisztitast.

A feltaras soran keletkezett sejtlizatum fehérjéinek elvalasztasara reverz fazis
alapu HPLC elvalasztasi modszert alkalmaztunk. A modszer soran 2 ml mintét vittiink
fel POROS 20 R2 oszlopra (PerSpetive Biosystems), valamint linearis acetonitril
(+0,05% TFA)- viz (0-100%) gradienst alkalmaztunk Iml/perc aramlési sebesség
mellett. A detektalds 210, valamint 280 nm-en tortént AKTA purifier (Amersam
Pharmacia) késziilék segitségével. A tisztitds soran kapott frakciok tisztasagat SDS-
PAGE modszer segitségével ellendriztik 16 %-0s akrilamid, bisz-akrilamid tartalmua
gélen, a fehérjéket a gélen Comassie Blue festéssel tettiink lathatova.

A megfeleld frakciok kivalasztasa utan, a tiszta fehérjéket tartalmaz6 frakciokat 2
Iépésben dializaltuk. A dializis 1. puffer esetén 50 mM HCOOH; 5 mM DTT-t
tartalmazott, 5 6ran at 4°C-on végeztiik a dializist, majd 50 mM NaoAc, 100 mM NaCl,
pH 5,0 oldatban 16 oran keresztiil szintén 4°C-on, folyamatos kevertetés mellett 6000-
8000 MW ateresztdé képességli membran (Spectra/Por Membrane) alkalmazéaséaval.
Mivel az enzim elveszitette aktivitasat ilyen koriilmények kozott, sziikségessé valt egy
masik puffer alkalmazasa, mely Osszetétele: pH 7.0, 20 mM Pipes, 100mM NaCl, 10%
glicerol, 0,5% Nonidet P-40 volt.

Az enzim aktivitasast HPLC modszerrel vizsgaltuk Waters (Nova Pak C18)
oszlopon. 20 pl reakcioelegyet alkalmaztunk, amelyben PN4+DTT (0,275 M Na;HPO,
x 2 H,O, 0,2 M NaH,PO,4 2 M NaCl, 5% glicerol, 5 mM DTT, pH 5,6) puffert
hasznaltunk (10 pl). Szubsztratként a HTLV-1, és HTLV-3 protedz természetes
hasitohelyeit tartalmazo szintetikus oligopeptidet hasznaltuk (5 pl), valamint az enzim
dializalt preparatumait (5 pl). Az alkalmazott szintetikus oligopeptid szubsztratokat és

hasitasi hely szekvencidikat a kovetkezd tablazatokban foglaltuk 6ssze.
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1. tablazat: HTLV-1 és HTLV-3 oligopeptid hasitasi helyek és szekvenciaik

HTLV-1 MA|CA APQVL | PVMHP
HTLV-1 CA|NC KTKVL | VVQPK
HTLV-1 TF1|PR DPASIL |PVIP
HTLV-1 PR|pX KGPPVIL | PIQAP
HTLV-3 MA|CA ASQCL | PILHP
HTLV-3 CA|NC KNKIL | MVGPK
HTLV-3 TF1|PR PRTIL | PVIPL
HTLV-3 PR|pX PSKVL | PVLAP

A reakcidelegyeket 1 oraig 37 °C-on inkubaltuk, 180 pul 1%-o0s TFA-oldattal
leallitottuk és automata injektor segitségével Nova-Pak Cig reverz fazisti kromatografias
oszlopra (3,9 mm x 150 mm, Waters Associates Inc.) vittiik fel. A szubsztratot linearis
viz-acetonitril gradienssel (0-100%), 0,05% TFA jelenlétében valasztottuk el a
termékektdl és a puffer komponensektdl. Az elvalasztast 206 nm-en kovettik és a
hidrolizis mértékét a kromatografids gorbe integralasdval szamitottuk. Az
enzimkoncentraciokat gy allitottuk be, hogy a szubsztratok hidrolizise 20% alatt
maradjon. A kinetikai paramétereket a reakcidsebesség és szubsztrat koncentracid adatok
Michaelis-Menten egyenlethez illesztésével hataroztuk meg, nemlinearis regresszios
modszerrel, a Fig.P program (Fig.P Software Corp.) felhasznalasaval.

Vizsgalatokat a HTLV-1 CA|[NC, a HTLV-1 proteaz természetes szubsztratja
mellett a HTLV-1 CA[NC P3 modositott oligopeptid szubsztratokon (2. tablazat) is

elvégeztik.

2. tablazat: HTLV-1 CA |[NC P3 modositott szubsztratok

Szubsztrat kodja Szubsztrat szekvenciaja
Gly (SP4025) KTGVL | VVQPK
Ala (SP4011) KTAVL | VVQPK
Phe (SP4014) KTFVL | VVQPK
Val (SP4013) KTVVL | VVQPK
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Leu (SP4012) KTLVL | VVQPK
Ser (SP4026) KTSVL | VVQPK
Asp (SP4027) KTDVL | VVQPK

A HTLV-3 proteaz enzimet 20 mM Pipes, pH 7,0, 100 mM NaCl, 10% glicerol és
0,5% tartalmu pufferrel higitottuk. Az MLV proteaz esetében leirtak szerint végeztiik a
HPLC analizist (Fehér és mtsai., 2006). A reakcioelegy 5 ul proteazt, 10 pl inkubacios
puffert (0,275 M Na;HPO,4 x 2 H,0, 0,2 M NaH,PO,4, 2 M NaCl, 5% glicerol, 5 mM
DTT, pH 5,6) és 5 ul szintetikus oligopeptid szubsztratot tartalmazott. A gatlasi
kisérletek soran 4,8 ul szubsztrat oldatot, 0,2 pl inhibitor (IB268 és 1B269) dimetil-
szulfoxiddal (DMSO) higitott oldatat alkalmaztuk, valamint kontrollként az inhibitor
helyett DMSO raktunk az elegybe. A reakcidkat razatas alkalmazasa mellet 37 °C-on
inkubdltuk 1 6ran keresztiil, majd 180 pl 1 % trifluorecetsav (TFA) hozzaadasaval
20% alatt legyen. Az enzimreakcido soran képzddott termékeket reverz fazist
kromatografia segitségével valasztottuk el, a munkacsoport altal koradbban leirt eljaras
alkalmazaséaval (Tdzsér és mtsai 1991). A hasitasi termékeket a retencios idejiik alapjan
azonositottuk. A Kj értékeket az ICso (50%-o0s gatlashoz tartoz6 inhibitor koncentracio)
értékek segitségével hataroztuk meg, K; = (ICso - [E]/2) / (1 + [S]/Km) Osszefiiggés
alapjan, ahol [E] ¢és [S] a protedz és szubsztrat koncentracidk (Maibaum és mtsai.,
1988). A kinetikai paramétereket a reakciosebesség és szubsztrat koncentracié adatok
Michaelis-Menten egyenlethez illesztésével, nemlinedris regressziés modszerrel, a

SigmaPlot 8.0 program (SigmaPlot Software Corp.) segitségével hataroztuk meg.

3. tablazat: HTLV-1 gatlasa IB268 és IB269 inhibitorral (Sperka és mtsai., 2007)

Inhibitor (szekvencia) Ki(nM)
1B269 (Ala-Pro-GIn-Val-Leu-r-Pro-Val-Met-His-Pro) >465
IB268 (Lys-Thr-Lys-Val-Leu-r-Val-Val-GIn-Pro-Lys) 298
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Eredmények és értékelésiik

A kisérletek soran bedllitottuk a HTLV-3 protedz expressziojat, feltarasat és
reverz fazisu kromatografia alkalmazésaval kozel 90%-os tisztasaghh enzimet allitottunk
eld. A sejtfeltaras soran a DOC- lizozimos feltaras bizonyult hatékonyabbnak, az enzim
aktivitasat megdrizte a feltaras soran, mig a szonikalas illetve lizozimos feltaras soran a
fehérje elveszitette ezen képességét. A fehérje elvalasztdsara a reverz fazist
kromatografia alkalmasnak bizonyult. 40%-0s acetonitril-viz gradiens alkalmazasa
mellett sikeriilt elvalasztani a HTLV-3 proteazt, a tisztitds kromatogramjat mutatja az 6.

abra. A fehérje tisztasagat SDS-PAGE segitségével vizsgaltuk (10. abra).
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10. abra: a HTLV-3 proteiaz 16%-0s SDS-PAGE gélképe a reverz fazisi HPLC
tisztitas utan.

Az enzimaktivitasi vizsgalatok soran kideriilt, hogy a tisztitott, dializalt enzim
folyamatosan veszit aktivitasabol, igy sziikséges volt egy masik dializis puffer
alkalmazasa (pH 7.0, mM Pipes, 100mM NaCl, 10% glicerol, 0,5%% Nonidet P-40)
mely sordn, ez a probléma mar nem meriilt fol. Egy altalanos szintetikus oligopeptid

szubsztrat hasitast mutat a 8. abra.
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11. abra: szintetikus oligopeptid hasitas HPLC kromatogramja

Meghatdroztuk a HTLV-1 proteaz hasitdsi helyekkel rendelkezd szintetikus
oligopeptid szubsztratok Ky, Michaelis allandgjat, az 50%-os enzim telitédéséhez

sziikséges szubsztrat koncentraciokat (12. abra), ezeket 6sszegeztiik a 4. tablazatban.
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12. abra: K, érték meghatarozasa HTLV-1 CA |NC (SP 2075) szubsztrat esetén

4. tablazat: HTLV-1 PR hasitasi helyi szintetikus oligopeptid szubsztratok K,

adatai
Szubsztrat hasitasi helye | Szubsztrat szekvenciaja Km (M)
és kodja
HTLV-1 MA|CA
APQVL | PVMHP 8,36£18,66%
(SP 2079)
HTLV-1 CA|NC
KTKVL | VVQPK 1,06+16,00%
(SP 2075)
HTLV-1 PR |pX
KGPPVIL | PIQAP 4,55+13,07%
(SP 998)

A HTLV-1 CA|INC P3 helyen modositott oligopeptid szubsztratok esetében
mértiik a relativ aktivitas értékeit, ha a P3 helyen alanin van (az eredeti lizin helyett) a
relativ aktivitas értéke ilyenkor veszi fel a legnagyobb értéket, mig a valin csere esetén
lecsokkent a hasitds, fenilalanin cserekor enzim nem hasitotta a szubsztratot (5.
tablazat). Munkacsoportunk kordbban mar vizsgalta ezeket a szubsztratokat a HTLV-1
protedzzal (Tdzsér és mtsai, 2000). A kapott eredmények alapjan lathatd, hogy a két

enzim hasonl6 specifitasu.

5. tablazat: HTLV-1 CA|NC P3 helyen mddositott szubsztratok relativ aktivitas
adatai

Szubsztrat Szubsztrat Relativ Relativ

kodja szekvenciaja aktivitas aktivitas
HTLV-3 PR HTLV-

L(rozser)

Gly (SP4025) KTGVL | VVQPK 0,08 0,12

Ala (SP4011) KTAVL | VVQPK 0,40 0,24

Phe (SP4014) KTFVL | VVQPK nem volt 0,04
hasitas
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Val (SP4013) KTVVL | VVQPK 0,01 0,05
Leu (SP4012) KTLVL | VVQPK 0,02 0,05
Ser (SP4026) KTSVL | VVQPK 0,21 0,21
Asp (SP4027) KTDVL | VVQPK 0,50 0,23

Meghataroztuk a természetes HTLV-3 szubsztratokon az enzim Michaelis

allandodjat, ezt mutatja a 6. tablazat.

6. tablazat: HTLV-3 természetes szubsztratok és a hozzajuk tartozo Ky, valamint

Vmax értékek

Szubsztrat Szubsztrat szekvenciaja Km (nM)
HTLV-3 MA/CA ASQCL | PILHP 14,08+4,82%
HTLV-3 TF1/PR PRTILP | VIPL 22,16+6,60%

HTLV-3 PR/pX PSKVL | PVLAP 25,32+4,88%

Vizsgaltuk a HTLV-3 gatolhatésagat két HTLV-1 inhibitorral az 1B268-cal, és
IB269-vel. Meghataroztuk azt az inhibitor koncentraciot (ICsp), amelynél az enzim
aktivitdsa 50 %-ra csdkken, IB268 (13. dbra) esetén 4,1 nM és IB269 (14. abra)
hasznalatakor 2,5 nM volt ez az érték. Elobbi szekvencidja: KTKVL-r-VVQPK, az
utobbié: APQVL-r-PVMHP. Amelyekben az ,,r” jeloli a redukalt peptid kotést.
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13. abra: HTLV-3 proteaz IC 5 és Ki értékének meghatarozasa IB268 inhibitorral
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14. abra: HTLV-3 proteaz IC 5 és Ki értékének meghatarozasa IB269 inhibitorral
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Osszefoglalas

Munkénk soran sikeriilt a munkacsoportunk altal pET 11a expresszios vektorba
kloénozott, BL21(DE3) E.coli kompetens sejtbe transzformalt HTLV-3 proteaz
expresszidjanak, sejtfeltardsanak, tisztitdsanak optimalizalésa. A sejtek feltarasa esetén
a DOC-lizozimos moddszer segitségével sikeriilt aktiv formaban feltarni a fehérjéket,
majd hatékonyan tisztitani reverz fazissal anal6g kromatografias oszlopon.

HPLC moddszerrel meghataroztuk az enzim K, Michaelis-Menten allandojat
kiilonboz6 szintetikus oligopeptid szubsztratok HTLV-1 MA |CA, CA|NC, TF1|PR,
PR|Px, és HTLV-3 MA|CA, CA|NC, TF1|PR, PR|Px esetén,a HTLV-3 TF1/PR
hasitasi helyet tartalmazé szintetikus oligopepetid szubsztrat alkalmazasakor kaptuk a
legmagasabb K, értéket.

Tovabba mértiik az enzim relativ aktivitasat a HTLV-1 kapszid/nukleokapszid
alanin csere bizonyult a legkedvezébbnek az enzim szamara, tehat a kis méretii apolaris
alanin jelenléte kevez az enzim S3 szubsztratkotdzsebnek.

A HTLV-3 protedz gatolhatosagat is tanulmanyoztuk az IB268 és IB269-es
HTLV PR hasitési helyet tartalmazo szekvenciaji inhibitorok esetén. Mindkét inhibitor

hatékonyan gatolta az enzimet, az IB 269 gatlo hatasa volt nagyobb.
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Nyilatkozat a palyazé egyéni hozzéjdruldsérdl a palyamiben leirt eredményekhez

Alulirott, Kassay Norbert nyilatkozom, hogy a palyamunkaban a Humén T-nyiroksejtes limféma virus
3 protedz enzim expresszidjanak, feltérasanak és tisztitdsdnak optimalizéldsat végeztem. Tovabba a

HPLC mddszer segitségével végeztem enzim kinetikai vizsgélatokat, relativ aktivitasi vizsgalatokat,
valamint gatlasvizsgalatokat.
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