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OTKA nyilvantartasi szam: T 43482 Retrovirdlis proteinazok vizsgélata ...
) ) ZAROJELENTES
A KUTATAS EREDMENYEL.

Az eredmények targyalasandl azokat a megjelent illetve kozlésre bekildott
kdzleményeinket, melyek ezen OTKA szerzédés tamogatisdval és a szerzédés szamanak
feltiintetésével készliiltek, vastag betiikkel, a konferencia absztraktokat vastag dolt bettiikkel idézzik.
A kutatasi program megvaldsitasa soran 17 publikacioban kozoltik eredményeinket, egy tovabbi
kdzleményunk (Sperka és mtsai, 2007) jelenleg revizio alatt van. Egyes részteriileteken még a
publikalas nem tortént meg, ezekben az esetekben  elsésorban konferencia absztraktokra

hivatkozunk.

1. A kutatas célja, a munkatervben vazolt program ismertetése:

Napjaink egyik legsulyosabb egészségugyi problémaja a HIV virus altal okozott AIDS
betegség. Az elmult években, elsésorban a HIV-1 proteinazt gatlo szerek alkalmazasaval,
viszonylagos sikereket értek el a terapidban, azonban a fert6zéttek egy jelentés részében, tébbek
kozott a proteinazban megjelené mutacidk hatasara, viszonylag hamar rezisztencia alakul ki. A
mutéciok hatasanak részletes feltérképezése alapveté jelent6ségii lehet a rezisztencia elleni
kitizdelemben. Célunk a rezisztencia soran a proteazban megjelené mutaciok kovetkezmenyeinek
vizsgalata volt, a mutaciokat tartalmazé enzimek katalitikus hatékonysaganak, dimer-stabilitasanak,
specificitdsanak és potens inhibitorokkal valo gatolhatdsadganak feltérképezése. Tekintettel arra,
hogy szamos esetben a megjelené mutaciok mas retrovirus proteinazokban az adott helyen talalhat6
oldallancnak felelnek meg, kiilonb6z6 retrovirusok proteindzainak mutans valtozatait is jellemezni
kivantuk.

El6zetes kisérleteink alapjan a retroviralis proteinazokkal torténé hasitas megakadalyozhato
volt egyes szubsztrat oldallancok foszforilaciojaval. Foszforilacidval szabalyozhatd proteolitikus
rendszerek kifejlesztéséhez a szubsztrat foszforilacios folyamatok és a proteolitikus hasithatdsag
analizisét terveztik mutans enzimek eléallitasaval és vizsgalataval.

Kutatdcsoportunkban a retroviralis proteinazok specificitasaval, aktivalhatosagaval és
szabalyozésdval kapcsolatban az elmult évtizedben felhalmozott kutatési tapasztalatokat a sejtek
mikodésében alapveté szerepet jatszd proteolitikus folyamatok jobb megismeréséhez is fel
kivantuk hasznalni. Modellrendszerként az ErbB fehérjekre indukalhatd "shedding” rendszert

terveztiink eléallitani.

2. A kutatas eredményeit bemutaté részletes szakmai beszamolé
l. Mutécidkat tartalmazd6 HIV-1 proteindzok specificitdsanak, gatolhatésaganak és

dimerstabilitasanak részletes feltérképezése.


https://core.ac.uk/display/11853413?utm_source=pdf&utm_medium=banner&utm_campaign=pdf-decoration-v1

OTKA nyilvantartasi szdm: T 43482 Retroviralis proteindzok vizsgalata ...
ZAROJELENTES
Ez a feladat kordbbi, OTKA és NIH AIDS-FIRCA tamogatassal végzett kutatasaink

folytatasat jelentette. A feladatok egy részét Dr. Irene T. Weber (Atlanta) kutatdcsoportjaval
kollaborécidban végeztik. A mi feladatunk az enzimoldgiai vizsgalatok elvégzése volt, mig Dr.
Weber kutatocsoportja vad tipusu illetve mutans HIV-1 proteinazok inhibitor illetve
szubsztratanaldg komplexeinek nagyfelbontast roéntgenkrisztallografias szerkezetmeghatarozasat
végezte el. Bar eredetileg elsésorban tobbszdrds mutansok vizsgalatait terveztiik, szamos egyszeres
mutans jellemzését is el kellett még végezniink a t6bbszérds mutansokkal kapott illetve vart
eredmények értelmezhetéségehez. Korabbi eredményeink alapjan ezen mutaciok haromféle hatast
valtanak ki: befolyasoljak a PR dimer stabilitasat, megvaltoztatjak a katalitikus hatékonysagot, ill.

modositjak az enzim specificitasat.

A gatolhatosagi mérésekhez, valamint gatolhatdsagi profilok megallapitasahoz egy
fluoreszcens mikrotiter lemezes mérési modszert allitottunk be a hagyomanyos HPLC-s mérési
maodszerel tortené verifikalas felhasznalasaval (Bagossi és mtsai, 2004). A modszer alkalmas volt a
HIV-1 protedz és mutansainak vizsgalata mellett a human T-limfotrop virus (HTLV-1), marha
leukémai virus (BLV) és a Moloney egér leukémia virus (MMLV) protedzok géatolhatosagi
profiljanak meghatarozasara is (Bagossi és mtsai, 2004, Fehér és mtsai 2006, Sperka és mtsai,
2007). A fluoreszcens merési modszerek alkalmazhatdsagat nagyban befolyasolja az ugynevezett
"belsé sziir6 hatas”, amelynek kikuszobdlesere ill. szamolasara egy Uj eljarast dolgoztunk ki. A
mérési eredmenyek minél konnyebb feldolgozéasa érdekében egy szamitdgépes programot (KiDet)
is kifejlesztettink, amely a mérémaszer &ltal generélt elsédleges adatokat (fluoreszcens intenzitas
értékek) feldolgozza és a kivant enzimkinetikai paramétereket (Ky, Kea, Ki, Eo) automatikusan
kiszamolja.

Cefalosporin szarmazékokrol kordbban kimutattuk, hogy azok képesek gatolni a HIV-1
proteazt (Pitlik és mtsai 1996). Tovabb folytatva az ezen a teriileten megkezdett kutatasainkat, egy
126 tagbol all6, kombinatorikus kémiai mddszerrel szintetizlt B-laktam vegyulet konyvtarat
vizsgaltunk meg, egy nagy atereszt6 kepességii, mikrotiter lemezen beallitott kolorimetrikus
modszerrel (Sperka és mtsai, 2005). Szamos vegyduletnél sikerult gatlé hatast kimutatni HIV-1
proteazzal szemben. A legjobbakat részletesen is megvizsgalva, kiderult, hogy azok unkompetitiv
maodon gatoljak az enzimet, mely gatlasi tipusra a HIV-1 proteaz esetében eddig nem volt ismert
példa. A mechanizmus magyarazatara egy Uj kétédési modot javasoltunk, amelyben az inhibitor az
dinamikai szamitasokkal tamasztottuk ala, azonban tényleges bizonyitékot csak a
rontgenkrisztallogréfiai vizsgalatok adhatnak.
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Meghataroztuk a kinetikai allandokat a vad tipusu és két mutans (V82A, L90OM) HIV-1

proteindzra egy kromogén szubsztrat segitségével (Mahalingam és mtsai, 2004). A két mutécio,
mely igen gyakran fordul el6 rezisztencidkban, gyakorlatilag nem befolydsolta a katalitikus
hatékonysagot, mig az indinavir inhibitor kotédese a V82A esetében haromszor gyengébb, az L90M
esetében viszont tizszer erésebbnek adddott (Mahalingam és mtsai, 2004). A
rontgenkrisztallogréfiai szerkezetekkel a gatlasi értékek jol értelmezhetéek voltak (Mahalingam és
mtsai, 2004). Az L24l, 150V és G73S mutansok esetében mind a kinetikai allandok, mind az
indinavir kdtodés eréssége lényegesen szélesebb tartomanyban valtozott (Liu és mtsai, 2005) és a
kapott eredmények értelmezését nem csak az indinavirrel meghatarozott kristalyszerkezetek, hanem
szusztratanalogokkal torténo szerkezetmeghatarozasok is segitették (Liu és mtsai, 2005). Az L24I
és és 150V csokkent alegységek kodzotti kdlcsdnhatdsa megmutatkozott a ndvekedett dimerizacios
allanddkban is (Liu és mtsai, 2005). Kulon figyelmet érdemelnek a G73S mutéanssal kapott
eredmények, tekintettel arra, hogy az enzim ezen része sem a dimerizacidban, sem a ligandk6tésben
nem vesz részt. Ugyanakkor a G73S mutacié szubsztrattdl fliggéen jelentésen novelte vagy
csokkentette a katalitikus allanddkat, és jelentésen befolyasolta a gatldsi &llandokat is. A
kristalyszerkezetek alapjan a mutacio olyan hidrogénhid-atrendez6désekhez vezetett, melyek
befolyasoltdk a szubsztratkoté zsebek szerkezetét is (Liu és mtsai, 2005). A rezisztencia
kialakulasanak jobb megértésehez a vad tipusd valamint két mutans (V82A, 184V) enzim
gatolhatosagat vizsgaltuk redukalt peptidkotést tartalmazoé szubsztratanaldgok segitségével,
valamint ugyanezen inhibitorokkal készult krisztalyszerkezetek elemzésével (Tie és mtsai, 2005).
A szerkezeti vizsgalatokkal alatamasztott eredmények arra utaltak, hogy a mutansok gatolhatosagat
jelentésen  befolyasolta a szubsztatanalégok konformécids flexibilitdsa, valamint a
szubsztratanalégok altaldban nagyobb flexibilitasuk miatt altaldnosan jobban képesek voltak a
mutaciok kovetkeztében elveszé kdlcsonhatasok helyettesitésére, mint a klinikai gyakorlatban
hasznalt, Iényegesen merevebb szerkezezt inhibitorok. Ez a megfigyelés magyarazatul szolgal arra
is, hogy a rezisztens proteazok miért képesek mégis kellé hatékonysaggal bontani a szubsztratokat
(Tie és mtsai, 2005). Ezen két mutansnak saquinavirral torténé gatolhatésagat és saquinavirral
készult kristalyszerkezeteit is elemeztiik, egy harmadik generécids inhibitorral, a darunavirral
alkotott komplexekkel Osszevetve (Tie és mtsai, 2007). A saquinavir-protedz koélcsdnhatasok
nagyon hasonldaknak bizonyultak, jo egyezéssel a nagyon hasonlo gatlasi allandokkal: a 79-82-es
protedz régid flexibilis mdédon képes a ligandhoz illeszkedni, és Ggy tianik, hogy a régio
konformaécidja a ligand (inhibitor) természetétsl és nem a régidban 1évé mutacio(k)tdl fligg (Tie és
mtsai, 2007). Multidrug rezisztens proteazok vizsgalatdhoz antivirdlis terapiaban résztvevo
betegekbdl izolalt, tébb proteinaz inhibitorra is rezisztens HIV-1 proteindzokat kivantunk megfelel6

vektorrendszerben expresszalni, tisztitani és a vad tipusu HIV-1 proteinazzal dsszehasonlitani. A
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klonozas soran az altalunk korabban kifejlesztett MBP-his6 rendszert hasznaltuk (Feher és mtsai

2004) harom, t6bbsz6rds mutaciokat tartalmazé proteaz eléallitasara, azonban a Xa proteaz hasitasi
helyének a P1’ Pro elé torténé glicin inzercidval torténé mddositasa utan sem sikerllt processzalt
enzimet el6allitanunk, ezért ez az expresszios rendszer tovabbi mddositasokat igenyel. Ugyanakkor
a fuzids fehérje a HIV-1 proteaz Gag-Pol fehérjefuzios formaban lévé allapotanak modellezesére
kivéaloan alkalmas, ezért a fazids fehérjek dsszehasonlitod specificitas-vizsgalata mellett dontottink.
A fehérjéket baktériumban expresszaltattuk és a fuzids fehérjéket tisztitottuk. A vad és mutéans
fazios HIV-1 proteindzok feltekeredési képességét aktiv centum titralassal ellenériztik, illetve a
specificitdsukat a HIV-1 matrix/kapszid hasitasi hely szekvenciajan alapul6d szubsztratsorozattal
hasonlitottuk dssze. A molekularis modellezés alapjan vart predikciokkal 6sszangban a specificitasi
valtozasokat foleg az S1 és kisebb mértékben az S3 zsebek ndvekedését tapasztaltuk. (Bander és
mtsai, 2006).

A retroviralis proteazoknak a virusfert6zés korai fazisaban jatszott szerepe régota felvetett,
azonban mind a mai napig nem egyértelmtien bizonyitott elmélet (Tézsér és Oroszlan, 2003). A
korai fazisban az elsédleges szubsztratnak a nukleokapszid fehérje tiinik, ezért ennek hasitasaval
kapcsolatban részletes szubsztrat-mutagenezis és kinetikai vizsgalatokat végeztiink (Tozsér es
mtsai, 2004) valamint a mutcidkat a HIV virusba is bevittik (Tézsér és mtsai, 2006).
Eredményeik szoros korrelaciot mutattak a virusok fertézoképessege és a nukleokapszid fehérje

proteolitikus érzekenysége kdzott (Tozsér és mtsai, 2006).

A specificitas és a katalitikus hatékonysag mellett a dimerstabilitas is egy fontos jellemzéje
a retroviralis proteaznak. Azonban ennek meghatarozasa vagy a kortlmeényesen Kivitelezhet6
ultracentrifugds modszerrel, vagy az aktivitds mérésre visszavezetheté urea-disszociacios
maodszerrel lehetséges. Ez utdbbi hatranya, hogy nem fuiggetlen paraméterként jelenik meg a dimer
disszociacios allanddja. Mindezek figyelembe vételével ki kivantunk fejleszteni egy olyan, a
dimerizacid6 méresere alkalmas, FRET alapu mddszert, melyben a protazt kodold szakaszt
fluoreszcens feherjével (YFP ill. CFP) fazionaltatva allitjuk eld, ezeket heterodimerjeit hozzuk
létre, és kozvetlenul vizsgaljuk a dimer stabilitasat denaturalé agensek (pl. urea) koncentracidjanak
fuggvényében. Ezen konstrukciok elkésziiltek, de a HIV-1 protedz-YFP (és CFP) fuzids fehérjék
rendivul rosszul oldodtak, ezert ezt a megkozelitést elvetettiik. Az eredetileg tervezett munka
folytatasa helyett elkészitettink egy olyan mutéanst, melynek C-terminalisahoz egy extra Cys
oldallancot klonoztunk be (az altalunk hasznalt stabilizalt HIV-1 protedz az eredeti két Cys
oldallanca helyett alalnin oldallancokat tartalmaz), és ezt Cy5 illetve Cy3- molekulakkal jel6ltik.
Jelenleg a heterodimerizacios FRET alapu méréseket vegezzilk ebben - az elékisérletekben biztatd

eredményeket szolgaltatd - rendszerben (Bander és mtsai, nem kdzolt eredmények).
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Il. Retroviralis proteindzok specificitdsanak és gatolhatosaganak részletes feltérképezése.

Korabbi specificitas-vizsgéalataink nem korlatozodtak a vad-tipusi HIV-1 proteinazra, hanem
méhany modell-retrovirus proteolitikus enzimjének specificitasat is reszletesen vizsgaltuk. Célul tiztik
ki egyrészt tovabbi retrovirdlis proteazok klonozésat, specificitasanak jellemzesét, valamint ezen
enzimekbe olyan mutaciokat kivanunk bevinni, melyek segitségével a HIV-1 proteindztol eltéré
specificitdsuk értelmezhetévé valik. A kilonbdzé expresszids rendszerekben klénozott MMLV
proteolitikus enzimjét (Fehér és mtsai, 2004) oligopeptid szubsztatokkal, valamint rekombinans Gag
feherjékkel is jellemeztik, az enzim inhibitor profiljat fluoreszcens mikrotiter-lemezes maodszerrel
hataroztuk meg (Fehér és mtsai, 2006). A HIV mellett a HTLV a masik human retrovirus, amelyik
emberben betegseget okoz. A HIV-hez hasonléan a HTLV proteindz gatldsa remeényt adhat ezen
betegségek befolyasolasara (Tozser es Weber, 2007). Kilonbdzé retrovirusok természetes hasitasi
helyeit reprezentald oligopeptid sorozatokkal 6sszehasonlitottuk a HTLV-1 és HIV-1 proteindzok
specificitasi allandoit, amely alapjan a HTLV-1 proteaz szubsztratspecificitdsa joval sziikebbnek
bizonyult (Kadas és mtsai, 2004). Helyspecifikus mutagenezissel a szubsztratkoté helyen HIV-1-szerii
mutécidkat tartalmazdé HTLV-1 proteazokat allitottunk eld. Ezek kozll tobb inaktivnak bizonyult, de
az aktivak is joval alacsonyabb feltekeredési hatékonysaggal rendelkeztek, mint altalaban a HIV-1
proteaz mutansok. A HTLV-1 természetes (kapszid/nukleokapszid) hasitasi helyén alapulo, egyszeres
aminosavcsereket tartalmazo oligopeptid sorozatokkal vizsgalva, a mutansok szubsztratspecificitasa a
vartnak megfeleléen a HIV-1 protedz specificitasa irdnyaban valtozott (K&das és mtsai, 2004).
Hasonld kovetkeztetest vonhattunk le a gatlasi profil meghatarozasabol is. A “flap” régioban
mutécidkat tartalmazO protedz analizise ramutatott a “flap” szubsztratspecificitast befolyasold
szerepére is. A Kinetikai adatok jobb értelmezése érdekében felépitettiik a mutdns HTLV-1 proteazok
molekularis modelljeit is, amelyekkel jol tudtuk magyardzni a megfigyelt valtozasokat. Szamos
egyszeresen mutans illetve mutaciok kombinacioit tartalmazo BLV proteinazt allitottunk el6 (Sperka
és mtsai, 2007). Ezek a mutansok a HIV-1 proteinaz megfelel6 oldallancait tartalmaztak. A korabban a
HTLV-1 proteindzra kapott eredményekhez hasonldéan a mutansok egy jelentds része inaktivnak
bizonyult. Egy HIV-1 természetes hasitasi helyet (VSQNY*PIVQ) reprezentalo oligopeptid sorozattal
vegzett korabbi szubsztratspecificitasi vizsgalatainkat kiegészitettiik, ugy hogy az adatsor mar 11
retroviralis protedz adatait tartalmazza (Bagossi és mtsai, 2005b). Az ilyen széles kori vizsgalatok
nem csak a retroviralis proteazok altalanos tulajdonsagainak felderitésében jatszhat szerepet, de a
rezisztens HIV-1 protedzok ellen hatdsos inhibitorok tervezéséhez is segitséget nyujthat. EI6szor a
retroviralis proteazok specificitdsdban fontos szerepet bet6lté P2 helyet vizsgaltuk, az ezen a helyen
egyszeres aminosav cseréket tartalmazo peptidsorozattal (Bagossi és mtsai, 2005). Harom specificitasi

csoportot tudtunk elkiloniteni: az egyik a kis méretii, hidrofob aminosavakat részesiti elényben, a
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masik a nagy hidroféb aminosavakat kedveli, mig a harmadik csoport a polaros aminosavak felé mutat

preferenciat. A specificitési hasonldsagok és kilonbsegek alapjan elkllonitett csoportok jol korrelaltak
a retrovirus proteazok szekvencidja alapjan elvégzett filogenetikai analizissel és a retrovirusok
taxondmiai besorolasaval. A meéresi eredményeket jol tudtuk értelmezni a méar meglévo
kristalyszerkezetekkel, ill. az ezek alapjan felépitett modelljeinkkel. F6 kdvetkeztetésiink, hogy a HIV-
1 PR P2 specificitasa inkabb kivételnek szamit a retroviralis proteazok csaladjaban, hiszen az 6sszes
tobbi vizsgalt enzim a hidroféb aminosavakat részesiti elényben a P2 helyen. Ezen adatok segitséget
nyUjthatnak szeles specificitasu, a rezisztens virustorzseket is gatld inhibitorok kifejlesztéséhez. A
vizsgalt protedzok tovabbi alhelyeinek feltérképezése jelenleg is folyik (Eizert és mtsai, nem kozolt

eredmények).

A HIV és a HTLV mellett a harmadik, az embert megfertézni képes retrovirus a human
foamy virus (HFV), azonban maig nincs bizonyiték arra, hogy a kulonbdz6 betegségekben
szenvedd betegekbdl izolalt virus és a betegség kozott ok-okozati Gsszefuggés lenne. A foamy
virusok életciklusa tobb szempontbdl is kiilonbozik a tobbi retrovirusétol, azonban a Pol poliprotein
N-terminalisan talalhaté aszpartil protedz a HFV esetében is nélkildzhetetlen a virus
fert6zokepességéhez. Tovabbi vizsgalataink elésegitéséhez optimalizalnuk kellett az enzim
tisztitasanak modszerét (Boross és mtsai, 2006). Tobb, nagyfelbontast retroviralis proteaz
kristalyszerkezete alapjan homolog modellezessel josoltuk a HFV proteaz szerkezetét, majd
megprobaltuk megjosolni a HFV proteaz kildnleges sajatsagaiért (magas pH optimumért, alacsony
stabilitasért, kllonleges szubsztratspecificitasért) felelés aminosavrészeket. Ezeket az
aminosavrészeket helyspecifikus mutagenezissel olyanokra csereltik, mint amilyenek gyakran
eléfordulnak a tobbi retroviralis (pl. HIV-1) proteazban, és vizsgaltuk a mutans enzimek pH
optimumat, denaturdlé agenssel szemben mutatott stabilitdsat, 6sszehasonlitva a vad tipust HFV és
HIV-1 protedzok tulajdonsagaival. A stabilitas vizsgalatok a vart eredményt (a mutansok nagyobb
dimerstabilitasat) hoztak, azonban a mutansok pH optimuma a varttal ellentétben nem csokkent,
hanem emelkedett. Az egyszeres mutéciokat tartalmazé HFV protedzok vizsgalata utan toébbszords
mutaciokat tartalmazé enzimeket is eléallitottunk, és vizsgaltuk azok pH optimumat és ureaval
szemben mutatott stabilitdsat. Méréseink alapjan ugy tunik, hogy a HFV protedz magasabb pH
optimumaért nem elsésorban az aktiv centrum kdérnyezetében talalhato disszociabilis aminosavak,

hanem az enzim dimerstabilitasat meghataroz6 aminosavak a felelések (Sperka és mtsai, 2006).

I11. Szubsztrat foszforilacio hatasa a retroviralis proteinazok specificitasara.
Korabbi, HIV-1 proteazzal kapcsolatos foszforilacids vizsgalatainkat Kiterjesztettik az MMLV

proteazanak vizsgalataval. P4 helyen szerin-foszforilalt szubsztat (VSPQNY*PIVQ) esetén nem
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tapasztaltunk jelent6s kiilonbséget a kinetikai allanddkban, ezzel szemben egy P2 helyen foszforilalt

szubsztrat esetében (TSRSPL*YASSP) a foszforilacid jelentésen lecsokkentette a szubsztrat
hasithatdsagat (Fehér és mtsai, nem kdzolt eredmények). Mutagenezis vizsgalatokhoz végiil a kaszpaz-
3 enzimet valasztottuk, mert a retroviralis proteazokkal kapott el6zetes eredményeink alapjan csak P1
modositads esetén lett volna varhatd drasztikus Katalitikus hatas, mely szikseges lett volna a
molekuléris ,,ki/be” kapcsolo létrehozésdhoz, azonban a retrovirdlis protedzok P1 helyen kifejezetten
nem toleraljak a negativ toltésii oldallancokat. Ugyanakkor a kaszpazok negativ toltésii oldallancok,
nevezetesen P1 Asp mellett hasitanak valamint szubsztrat foszforilacidra szintén érzékenyek (Tozsér és
mtsai, 2003), igy kézenfekvo volt a kaszpaz-3 S1 zsebének foszfoszerin befogadasara alkalmas
forméra mutalasa. Molekularis modellezés alapjan egy Q161G + S213R + R64Q + R207T tetramutans
Iépcsozetes elballitasat tiiztuk ki célul. Sajnalatos modon azonban a kaszpaz-3 feltekeredése is
rendkivil érzékenynek mutatkozott az S1 zseb mutacioira: a létrehozott egyszeres mutansok kozil
csak egyedill az S213R mutans mutatott 6nprocesszalo aktivitast. A Kaszpaz-3 enzimmel kapcsolatos

vizsgélataink ugyanakkor feltartak egy S5 szubsztratzseb létezését (Fang és mtsai, 2006).

IV. Szignalutvonalak proteolitikus szegmenseinek vizsgalata retroviralis  proteinazok
felhasznalasaval.

Kutatdcsoportunkban a retroviralis proteinazokkal kapcsolatban az elmalt évtizedben
felhalmozott kutatasi tapasztalatokat a sejtek mikodésében alapveté szerepet jatszo proteolitikus
folyamatok jobb megismeréséhez is fel kivantuk hasznalni. Modellrendszerként az ErbB2 fehérjére
indukalhat6 “shedding” rendszert terveztiink eléallitani. A receptor levalas jelenségét mar leirtak az
erbB2 fehérjére is, melynek szolubilis formaja nem csak tenyésztett sejtvonalak felliliszojabdl
mutathatd ki, hanem eml6tumoros betegek vérébdl is, igy diagnosztikus marker lehet. Az
indukélhaté hasitasi rendszer Kkialakitdsahoz elépitettink egy molekularis modellt a teljes
hosszUsagu ErbB2 molekulara, és jésoltuk a “shedding” helyét (Bagossi és mtsai, 2005a). Az Erb
fehérjek levalasanak vizsgalatara egy - altalunk eléallitott - ErbB2-YFP fluoreszcens fuzios fehérjét
kodold plazmid mdédositasat valasztottuk. Ebben a fehérjében a molekularis modellezéssel jésolt
»,shedding” hely 11 aminosavhosszisagl szakaszat helyspecifikus mutagenezissel ugy
modositottuk, hogy HIV-1 proteinaz altal hasithato legyen. Az eredeti ill. a mutalt fuzios fehérjét
kodolé plazmidot, lipofektin segitsegével endogén ErbB2-t nem expresszalo6 CHO, valamint
endogén erbB2-t nagymértékben expresszal6 SKBR-3 sejtekbe transzfektaltuk. A vad tipusu erbB2
szekvenciat tartalmaz6 konstrukcidval transzfektalt CHO-sejtekben a transzfekcié utan 2 nappal a
sejtek 80%-anal megjelent a fluoreszcens erbB2 fehérje a membranban, de az ER és a Golgi is
erételjesen vilagitott, ami arra utalt, hogy sok fehérje maradt ezen kompartmentekben. Ezzel

szemben az SKBR3-sejtek membrénja erésen fluoreszkalt, ugyanakkor nem tapasztaltunk
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citoplazmatikus festédést. A shedding mutans konstrukciéo sem a CHO, sem az SKBR-3 sejtekben

nem jutott ki kell6 mértékben a membréanba. Valoszinlleg a mutécid tal kozel volt a transzmembran
régibhoz és ez zavarta a membranba torténd beilleszkedést. Az Egyetemink Biofizikai és
Sejtbiologiai Intézetével kollaboraciéban megprobaltunk stabilan transzfektalt, a shedding-mutans
fehérjét a membranba juttato CHO sejtklonokat létrehozni, Ggy, hogy a sejtek populéciéjabdl
membranfluoreszcencidt mutaté klonokat klonozé cilinderrel kiemeltik, és ezeket tenyésztettiik
tovabb. A transzfekcid alacsony stabilitdsa miatt a klnozast 5 ciklusban ismételtik, majd nagy
sebességti aramlasi citometrias sejtszeparalast alklamazva 5 ciklusban duasitottuk a YFP-pozitiv
sejteket. Az igy létrehozott populacié minddéssze 5 %-ban mutatott membran fluoreszcenciat, igy a
tovabbiakban a sejteket extracellularisan Alexa647-2C4 anti-ErbB2 monoklonalis antitesttel is
jeloltik szepardlas elétt, és a kettds pozitiv, tehat transzmembran YFP-ErbB2 muténst tartalmazé
sejteket szelektaltuk. A szeparalas eredményét konfokalis mikroszkoppal ellenérizve a sejtek
>90%-ban mutattak membranfluoreszenciat. Az igy létrehozott sejtvonalat HIV-1 proteazzal
kezeltiik és aramlasi citometriaval mértik az intracelluléaris (YFP fluoreszcencia) és extracallularis
(Alexab47-2C4 fluoreszcencia) ErbB2 domeének aranyanak valtozasat. A YFP/Alexa647 hanyados
novekedese kis mertékii volt, feltételezhetéen azert, mert az enzim hozzaférese a specifikus hasitasi
helyhez sztérikusan gatolt lehet. A tovabbiakban olyan ,,shedding” mutéans létrehozasat tervezzik,
amelyben a hasitas a membrantdl tavolabbi helyen térténik. A kidolgozott aramlasi citometrias
szelekcios mddszer lehet6séget ad arra, hogy a létrehozandé transzfektansok szelekcidjat és proteaz
érzékenysegének tesztelését gyorsabban és hatékonyabban végezhessiik. (Juhasz és mtsai, 2004)
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