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Osszefoglalas

Az emberi szervezetben szamos olyan fehérje expresszalddik endogén maodon,
melyek egyes doménjei nagyfoku hasonldésagot mutatnak olyan retrovirusok
fehérjéivel, mint pl. a human immundeficiencia virus (HIV). Az eml8sok
evollcidja soran szamos ilyen retro-eredetl gén domesztikalddott, a retrovirus-
szerli fehérjék doménjei pedig nem csak a szerkezeti, hanem a m(ikddési
sajatsagaikat tekintve is hasonlitanak a retrovirus és retrotranszpozon
fehérjékhez. Egyes emberi fehérjék doménjei homoldgok a retrovirus
részecskék kialakitdsahoz nélkllozhetetlen gag szerkezeti fehérjékkel (pl.
matrix, kapszid) vagy az enzimatikus aktivitassal rendelkezd nem-szerkezeti
fehérjékkel (pl. protedz). Az eukariéta szervezetek retrovirus-szer(i fehérjéit az
elmult évtized felfedezései nyoman kezdtik el igazan megismerni, a retrovirus
fehérjékkel vald szerkezeti és m(ikddési homoldgia meghatarozasa, tovabba az
altalanos hasonldsagok és kiilonbségek feltérképezése révén. Emellett szamos
kutatas irdnyult (pato)fizioldgias jelentdségilk meghatarozasara, de
géntranszfer rendszerekben torténd alkalmazasuk lehetOségét is vizsgaltak.
Ezen 6sszefoglald kdzlemény célja retrovirus-szerl fehérjék és az Oket érintd
legujabb felfedezések és a jovObeli kihivasok bemutatasa néhany példan
keresztul.

Retrovirus fehérjék

A szerzett immunhianyos tiinetegylttes (AIDS) kialakulasaért felelds human
immundeficiencia virusok (HIV-1 és HIV-2) a retrovirusok legismertebb
képviseldi. Az UNAIDS vilagszervezet adatai alapjan 2022-ben vilagszerte
kortlbeldl 39 milli6 HIV fertdozottet tartottak nyilvan. A HIV virus 1980-as
években torténd azonositdsat kdvetden intenziv vizsgalatok kezdbdtek a virus
megismerése és hatékony terapias lehetdségek azonositdsa érdekében. Ennek
koszonhetben a HIV mara az egyik legrészletesebben ismert (retro)virussa valt,
a megszerzett ismeretek pedig hatékonyan alkalmazhatdak a retrovirusokéval
homoldg cellularis fehérjék vizsgalataban.

A retrovirusok nagy és igen valtozatos csaladdjaba kozepes méretl burkos
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virusok tartoznak, melyek szamos kilénb6z6 emldst képesek megfertdzni,
koztik a foeml6soket és az embert is. A viruscsalad ismertetdjele az a
replikacids stratégia, amelynek alapvetd lépése a virdlis RNS DNS-sé torténd
atirdsa (reverz transzkripcié), majd ennek a sejt genomjaba torténd
Jbeillesztése” (integracid). Az integralédott provirdlis DNS-rél folyamatosan
keletkezhetnek Uj virusok [1].

A retrovirusok két, pozitiv egyszali RNS-bdl all6 genommal rendelkeznek, a
kanonikus genom hosszu, tébb konzervalt doménbdl allé poliproteineket kodol
(1. dbra). A gag génszakasz (csoportspecifikus antigén, group-specific antigen)
kédolja a fO0 szerkezeti fehérjéket: a matrix (MA), a kapszid (CA) és a
nukleokapszid (NC) fehérjéket. Ezek feleldsek a membrannal vald kapcsolatok
kialakitasaért, a kapszidburok képzéséért, valamint a viralis RNS genom
kotéséért. A pol génszakasz kodolja a viralis enzimeket, igy a proteazt (PR), a
reverz transzkriptazt (RT), valamint az integrazt (IN). A proteaz felel a
poliprotein funkcionalis egységekké torténd hasitasaért (limitalt proteolizis), a
RT a viralis genomi RNS-t irja at DNS-é, melyet az IN illeszt be a gazdasejt
genomjaba. Az env génszakasz az extracellularis virusrészecskék kialakitdsahoz
szlikséges felszini glikoprotein (SU) és transzmembran fehérje (TM) genetikai
informacidit hordozza [1]. A viralis genom ilyen modon torténd felépitése az un.
egyszer( retrovirusokra jellemz6, azonban a fentebb felsorolt fehérjéken tul az
Osszetett retrovirusok (pl. HIV) genomja tovabbi kiegészitd és szabalyozdé
fehérjéket is kddolhat (pl. Tat, Rev), melyeknek szerepe van a génexpresszid
szabdlyozasaban, a gazdasejtben vald tulélésben, valamint hozzajarulnak a
megfelel6 fert6zoképesség kialakitasahoz.

Retrotranszpozonok és retrovirus-szerii fehérjék

Az emberi szervezet korllbelil 40%-a valtozatos, retrovirus- vagy
retrotranszpozon-eredetl szekvencidkat tartalmaz, melynek jelent6s részére
~szemétként” (junk DNA) tekintettek. Késobbi vizsgalatok eredménye alapjan
azonban kiderilt, hogy az evollcié sordn az emldsok altal haziasitott retro-
eredet(i gének egy része olyan fehérjéket kddol, melyek a retrovirdlis és
retrotranszpozon gag szerkezeti fehérjék vagy enzimek homoldgjainak
tekinthetOk és m(ikod6képességliket részben vagy egészben megobrizték [2, 3].

Az Un. retroelemek csoportjaba igen valtozatos molekularis entitasok tartoznak,

melyek minden eukariéta genomjaban megtaldlhatéak [1]. A sejtek kozotti

mozgasra képes (exogén) retrovirusokkal ellentétben a hosszu terminalis
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ismétléodést (long terminal repeat, LTR) tartalmazd, mozgékony genetikai
elemeknek tekintett un. LTR-retrotranszpozonok csak sejten bellili mozgasra
képesek. Az Un. retrotranszpozicié replikativ mdédon torténik, azaz a folyamat
soran az eredeti retrotranszpozonrdl masolat készil. A folyamathoz sziikséges
fehérjéket a retrotranszpozon genom kdédolja, azonban hidanyzik bel6le a
burokfehérjéket kddold génszakasz (env), igy az LTR-retrotranszpozonok csak a
masolatuknak a genom mas pozicidiba torténé illesztésére képesek, a sejteket
elhagyd extracellularis részecskéket nem képesek kialakitani. Ezzel szemben a
szintén a retroelemek csoportjaba tartozé endogén retrovirusok (ERV)
tartalmazzak a burokfehérjét kddold env génszakaszt is (1. abra).

Gag Pol Env
! W W }
retrovirus genom LTR CA I-I NC H PR I-ﬁ-l IN I-I ™ H SuU H LTR }—
retrotranszpozon genom LTR CA H NC J—| PR “ LTR
HERV-W LTR CA I-I NC |—| l-ﬁ-l IN HTM H SuU H LTR I—
szincicin m

S T ] —

[cal
RTLS | CA |

PNMA3 — ma H ca H N |—
Arc/Arg3.1 —_-‘l'—
Ddi1/Ddi2 —{ vst H woo H pr |—

1. abra. Néhany retrovirus-szerii human fehérje domén-felépitésének 6sszehason-
litasa a retrovirusokéval, retrotranszpozonokéval és endogén retrovirusokéval. MA:
matrix, CA: kapszid, NC: nukleokapSZId PR: proteaz, RT: reverz transzkriptaz, IN: integraz, SU:
felszini glikoprotein, TM: transzmembran fehérje, LTR: hosszu terminalis ismétlédés, UBL:
ubikvitin-szerl, HDD: helikalis domén. Az abra részben irodalmi adatok [7, 8] és részben sajat
elemzések eredmenye alapjan késziilt.

Az emberi szervezetben ilyen pl. a HERV-W endogén retrovirus, melynek env
génjétél szarmazik a placenta kialakuldsahoz nélkllézhetetlen szincicin
(syncytin, vagy masnéven ERVWE1) fehérje. Az endogén retrovirusok az emberi
evolucié korai szakaszaban bekovetkezett exogén retrovirus altali fert6zés
Llabnyomainak” tekinthetdéek. Bar felépitésiik alapvetdoen hasonlé a retro-
transzpozonokéhoz és retrovirusokéhoz, az evolucid6 soran felhalmozott

mutaciok kovetkeztében elvesztették képességiket ,fertdozoképes” virus-
részecskék kialakitasara, oroklodésik alapvetden vertikalis, mig az exogén
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retrovirusokra a horizontalis terjedés jellemz6 [4-6]. A szincicin és mas ERV
fehérjék targyalasa meghaladja ezen 6sszefoglald kozlemény kereteit.

Genetikai vizsgalatok az emberi genomban 48, mig ez egér genomban 102 gag-
eredet(i gént azonositottak. Ezek kozlil 19 esetében egyértelm( ortolog
kapcsolat all fenn az emberi és az egér gének kodzott, mig a tdbbi gén sokkal
inkabb faj-specifikusként volt jellemezhetd. A gének elemzése alapjan a legtébb
eddig vizsgalt ilyen, gag-szer( fehérjét kddold gén az LTR-retrotranszpozonok
Ty3/Gypsy csaladjabodl szarmaztathato [7, 8]. A legfontosabb human retrovirus-
szerl fehérjék kozé sorolhatdak az apai allélrél expresszalédd gén (paternally
expressed gene, PEG) fehérjék (pl. PEG3, PEG10 és PEG11), a
paraneoplasztikus Ma antigén (PNMA) csalad tagjai (pl. PNMA1-8), a
retrotranszpozon gag-szerU fehérjék (retrotransposon Gag-like protein, RTL), az
aktivitas-szabalyozott citoszkeleton-asszocialt fehérje (Arc/Arg3.1), valamint a
retrovirus-szer( aszpartil protedz 1 (ASPRV1) (1. dbra).

Az emberi fehérjék egy vagy tébb retrovirus-szer(i domént is tartalmazhatnak.
Példaul az Arc/Arg3.1 fehérje MA- és CA-szer(i doméneket tartalmaz, mig a
PNMA csaladba tartozé PNMA3 fehérjében emellett egy nukleinsav kotésére
képes NC-szer(i domén is jelen van. Egyes fehérjék csak a CA-szerli domént
tartalmazzadk részben (pl. RTL8) vagy egészben (pl. RTL9). A leghosszabb
fehérjék a PEG10 és a PEG11, melyek a CA- és a PR-szerli domén mellett a
(szekvencia egy részének elvesztése miatt funkcidoképtelen) RT-szerl domént is
tartalmaznak, de a PEG10-ben ezen felll még egy NC-szer(i domén is talalhaté
(1. dbra). A DNS karosodas-indukalta fehérjék (DNA damage-inducible protein,
Ddil1 és Ddi2) ugyan nem tartalmaznak a szerkezeti gag fehérjékkel homoldg
domén(eke)t, de fontos tagjai a retrovirus-szer(i fehérjék csaladjanak, mert az
ubikvitin kotésére képes ubikvitin-szer(i (UBL) doménjik mellett proteolitikusan
aktiv enzimatikus domént is tartalmaznak [9]. Hasonl6é PR-szer(i domént a Ddil
és Ddi2 fehérjéken kivil kevés human fehérje tartalmaz, igy az ASPRV1, a
PEG10 és a PEG11 (1. abra). A retrovirus-szer( fehérjék doménfelépitése tehat
meglehetésen valtozatos, aminek kdszonhetden az emberi szervezetben altaluk
bet6ltott funkciok is igen sokfélék lehetnek. Az alabbiakban a retrovirus-szer(
domének kozlil a proteaz- és kapszid-szerli domének sajatsagait mutatjuk be
részletesebben.

Retrovirus-szeri proteazok
A retrovirusok protedza homodimerként aktiv aszpartil protedz (2.A abra),

BIOKEMIA
XLVIII. évfolyam 1. szam 2024. marcius
8



l REVIEW Motyan Janos Andras, T6zsér Jozsef

melyhez hasonld endogén aszpartil protedzok az emberi szervezetben is
megtaldlhatdak. Ezek egy része (pl. pepszin) két-lebenyl szerkezeti felépitéssel
rendelkezik, mely az evollcié soran génduplikacié eredményeképpen johetett
|étre. Mas fehérjék esetében viszont a genom csak egyetlen katalitikus domént
kédol, mely a retrovirusokra jellemz6 mddon képes homodimer kialakitdsara
(ASPRV1, PEG10, PEG11, Ddil és Ddi2) (2.B abra).

A Ddil és Ddi2 fehérjék voltak az els6k (és a mai napig az egyetlenek), melyek
retrovirus-szer(i protedz doménjének szerkezetét rontgen-krisztallografiaval
meghataroztak (1. tablazat), jelentésen hozzajarulva a retrovirus-szerd fehérjék
megismeréséhez. Ezek a szerkezeti informacidk biztositottak lehetfséget
kutatécsoportunk, a Retrovirdlis Biokémiai Kutatd Laboratérium szamara arra,
hogy homolég modellezéssel becsiljik meg a PEG10 [10], az ASPRV1 [11],
valamint a Tyl retrotranszpozon [12] PR-szerli doménjének negyedleges
szerkezetét.

1. tablazat. Human retrovirus-szerii fehérjék szerkezeti koordinatai az RCSB PDB
adatbazisban.

Fehérje Eredet Domén PDB ID Modszer Hivatkozas
PEG10 human CA-szerl 7LGA X-ray [13]
(Pl\ltl'lgl:;'l) human CA-szer( 7LGC X-ray [13]
CA-szerl 6TN7 X-ray [14]
CA-szerl 6TNQ X-ray [14]
CA-szerl 6TQO0 X-ray [14]
Arc/Arg3.1 human N-_termmghs 6YTU X-ray [15]
coiled-coil
CA-szerl 7R1Z X-ray [16]
CA-szerl 7R23 X-ray nem elérhet§
Ddi1 human PR-szerl 3581 X-ray nem elérhetd
UBL 2N7D NMR [17]
Ddi2 human PR-szerl 4RGH X-ray [17]
HDD 5K57 X-ray [17]
retro- CA-szerl 6R22 EM [18]
Ty3 transzpozon CA-szerl 6R23 EM [18]
ikozahedralis CA 6R24 EM [18]

A tablazat csak human fehérjékre vonatkozo adatokat tartalmaz, mas ortoldg fehérjék adatait
nélkiilbzve és kiegészitve a Ty3 retrotranszpozon fehérje szerkezetekkel. A szerkezetek
feloldasa kilénboz6  kisérletes eljarasokkal tortént:  réntgenkrisztallografia  (X-ray),
elektronmikroszkdpia (EM) vagy magneses magrezonancia (NMR). CA: kapszid, PR: proteaz,
UBL: ubikvitin-szerii, HDD: helikalis domén.

A retroviralis és a retrovirus-szer(i fehérjék proteaz doménjei nagymeértékd
szerkezeti hasonldsagot mutatnak annak ellenére is, hogy a szekvenciak kozti
hasonldsag mértéke igen alacsony. Ez megfigyelhet6 az egymassal kozeli
rokonsagot mutatd retroviralis protedazok esetében is. Példaul a HIV-1 és HIV-2
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virus protedzok kozti szekvencia-azonossag mértéke is meglehetdsen
alacsonynak tekinthetd (kevesebb mint 50%). A retrovirus és retrovirus-szerd(
protedzok szekvencidjanak és szerkezetének sajatsagai is jo ©Osszhangban
vannak az evollciés rokonsagi viszonyokkal és jellemz6 eltérések mutatkoznak
pl. a dimerizacidés régid felépitésében, valamint a homodimereket stabilizalo
kolcsonhatasokban is. A retrovirdlis és a retrovirus-szerl( proteazok altalanos
hasonldsagainak és klilonbségeinek feltérképezése érdekében kutatécsoportunk
atfogd szerkezeti 0sszehasonlitd elemzést végzett [19], melynek legfontosabb
megfigyeléseit az alabbiakban mutatjuk be.

A C
HIV-1 .
lebeny \’Q w\\ r\

./.

ligandkétd J (’
hely . i \TD

katalitikus

% N C C N
aszpartat
Ddi1 a4
) SN ;
Yy \ b
dimerizécios j \) N \ f\_\‘
régio \ ' \ F
\ % 4\ '/ ‘.)

Q '}-5 s ]

C3 C2 Cc1C1'C2'C3'

.....Jr_-;”‘f.h \ < ._ ? 1{,/
AR AR
N _-f. ]" ."i.“\j T"/?’
: rg Aﬁf{:’\‘ .l\“

ASPRV1 PEG10 Ddil (358I.pdb)

2. abra. Retrovirus és retrovirus-szerii proteazok szerkezetének ésszehasonlitasa. A)
A HIV-1 PR szerkezete. Az abran az egyes monomereket zéld és kék, mig a konszenzus aktiv
hely motivumot piros szinnel jel6ltik, a katalitikus aszpartdtok pa/c:ka megjelenitéssel vannak
kiemelve. B) Az abra a protedz domenek szerkezetét mutatja az ASPRV1 [11] és PEG10 [10]
esetében homoldg modell szerkezetek, mig a Ddil PR esetében kristalyszerkezeti adatok alapjan.

A kék nyilak a retrovirus-szer( proteazok lebenyéhez kézeli a-helikalis szakaszt mutatjak, mely
nincs jelen a HIV-1 PR-ban (és a legtobb retroviralis PR-ban sem). C) A homodimer HIV-1 és
Ddi1 PR B-red8s szerkezetli dimerizaciés régidjanak ésszehasonlitasa. Az egyes monomerekhez
tartozo N- és C-termindalis antiparalell B-szalak (N és N1, valamint C és C’) z6ld és kék szinliek.

A rendelkezésre allé kisérletes informacidkat is figyelembe véve a dimerizacids
régid felépitése hatdssal van a funkciondlis homodimer stabilitdsara. Mig a
legtobb retroviralis protedz dimerizacidés régidjat jellemzéen a monomerek
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alterndld N- és C-terminalis B-redéi épitik fel, addig a retrovirus-szer( proteazok
esetében ez a régio kizardlag C-terminadlis B-szalakat tartalmaz (2.C abra). Mivel
utdbbiak esetében a B-szdlak nem fliz6dnek egymasba, a monomerek kozti
koélcsonhatasok slrlisége kisebb, ami alacsonyabb in vitro dimer-stabilitast
eredményez, pl. a HIV-1 PR-hoz képest.

Jellemz0 eltérést mutat tovabba a retrovirus proteazok er6sen konzervalt D-S/T-
G-A katalitikus motivuma is. A katalitikus aszpartat mellett elhelyezked6 Ser
vagy Thr aminosavnak fontos szerepe van a monomereket 6sszekapcsolé un.
Jtlzoltd-fogas” kolcsbnhatds kialakitdasaban. A HIV-1 PR esetében végzett
kisérletes mutaciés vizsgalatok igazoltdk, hogy a monomerek kozti kapcsolat
gyengébb, ha a ,tlzolté-fogds” szerint tartalmaz treonin helyett. A retroviralis
protedzok tulnyomd tobbsége Thr-t tartalmaz az aktiv hely katalitikus
motivumaban, mig a retrovirus-szerl protedzok esetében jellemzben Ser van
jelen, ami részben magyarazhatja az utdbbiakra jellemz6 relative alacsonyabb
dimer-stabilitast.

A Ddil és Ddi2 PR esetében figyelték meg el6szor, hogy a homodimer aszpartil
protedz aktiv helyét elfedd lebenyeik konformacidja alapvetden kilonboézik a
retroviralis proteazokétdol [17]. Utdbbiak lebenyei az enzim ligand-kotott
allapotaban az aktiv hely félé hajolva helyezkednek el, tulajdonképp lefedve azt.
Ezzel szemben - az eddig rendelkezésre all6 kristalyszerkezeti adatok alapjan -
a retrovirus-szerl proteazok alapvetden eltér6 lebeny-konformaciot mutatnak,
lebenyeik az aktiv helyet nem fedik le, igy az az enzim felszine felé nyitottabb
allapotban marad (2.A, B abra). A lebenyek sajatosnak tekinthetdé konformacioja
arra utalhat, hogy a szubsztrat-felismerés és -kotés mddja némileg kiilonbdzhet
a retroviralis proteazokétal.

A retrovirus-szer(i protedzok esetében megfigyelheté a lebenyek kozelében
elhelyezkedd a-helikdlis szakasz jelenléte is (2.B &bra). Ennek a helikalis
szakasznak a ,beékel6dése” a lebenyek kozeli hurokba nem jellemz6 a
retroviralis protedzokra, a mai napig az egyetlen ismert kivétel a lovak fert6z6
kevésvérlségét okozo virus (equine infectious anemia virus, EIAV) proteaza
[19]. Ennek az a-helikalis szakasznak a funkcionalis jelent0ségét és esetleges
szerepét a sajatos lebeny-konformacid kialakitasaban (és ezaltal kbzvetve a
ligand-felismerésben) napjainkig még nem sikerilt felderiteni.

A mukoddési sajatsagok esetében is megfigyelhet6k altaldnos hasonldésagok és
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kilénbségek. A retrovirdlis protedazokhoz hasonléan az eddig részletesen
vizsgalt retrovirus-szer(i enzimek (Tyl és ASPRV1 PR) sem rendelkeznek
konzervalt hasitohely szekvencidval, és nagyfoku preferenciat mutatnak
hidroféb P2 aminosavak irant. pH optimumuk jellemzéen magasabb a HIV-1 PR-
éhoz képest (semlegeshez kozeli), aminek a cellularis mikddési kérnyezethez
valé alkalmazkodas lehet az oka.

A retrovirus protedzok - mint a HIV-1 PR is - a Gag és Gag-Pro-Pol
poliproteineket tobb helyen is meglehetésen specifikus mddon hasitjak, ami
funkcionalis fehérjéket eredményez. A proteolitikus processzalas kévetkeztében
maga a protedz is felszabadul a poliproteinb6l, ami megnoveli az aktivitasat
(auto-aktivacid). Az eddigi ismereteink alapjan az ASPRV1 is azonos maddon
m(ikodik, a 14 kDa méretl protedz domén a 37 kDa méret(i teljes hosszisagu
prekurzor fehérjébdl szabadul fel autoproteolizissel [20]. A HIV PR-hoz
hasonldéan a szabad protedz aktivitasa nagyobb, mint a poliprotein részeként
m{ikodd enzimnek [11]. Erdekes, hogy a Ddil [17], a Ddi2 [21] és PEG10 [10]
szintén multidomén fehérjék (1. abra), de az eddigi vizsgalatok eredménye
alapjan protedz doménjik a teljes hosszUsagu fehérje részeként miikédik
anélkil, hogy az enzim kihasitand magat a fehérjébdl. Erdekes, hogy a PEG10
esetében is torténik ugyan autoproteolizis, de ennek a proteolitikus eseménynek
a feladata nem a protedz domén felszabaditasa a fehérjébdl, igy tulajdonképpen
nem torténik auto-aktivacio [10, 22].

Gag-szerii domének

A 231 aminosavbdl all6 HIV-1 CA fehérje alapvet6en helikalis szerkezet(, egy N-
és egy C-terminalis domént tartalmaz, melyeket egy rovid, flexibilis linker
szakasz kot 6ssze (3. abra). A C-terminalis domén felelds a dimerizacidért, ez
tartalmazza a f6 homoldg régiét is (MHR, major homology region) [23]. A MHR
egy 20 aminosav hosszUsagu régiét foglal magaba, mely egy rovid helikalis
szakaszt is tartalmazd, hidrogén-kotések altal stabilizalt szerkezeti motivum. Az
MHR erd0sen konzervalt a retrovirusok és a Ty3 retrotranszpozon esetében
egyarant, fontos szerepe van a replikacidés ciklusban, tébbek kozoétt a gag
szerkezetének stabilizaldasa, valamint a virdlis és cellularis faktorokkal valo
koélcsdnhatasok kialakitasa altal [24].

A gag-szer( doméneket tartalmazoé fehérjék szerkezeti sajatsagait és evollcids
rokonsagi kapcsolatait elsGsorban a gének vizsgalata alapjan kezdték el
megismerni [5, 7, 8], de igazdn nagy el6relépést az elmult évek kisérletes
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vizsgalatai jelentettek, melyek el6sz6r nyujtottak betekintést a CA-szerd
domének szerkezetébe (1. tablazat). Az Arc/Arg3.1 volt az els6 human fehérje,
mely esetében leirtdk, hogy gag-szer(i doménje nagyfokd hasonlésagot mutat a
HIV-1 és Ty3 retrotranszpozon CA fehérjékkel [25], majd szerkezeti vizsgalatok
tovabbi fehérjék, igy a PEG10 és PNMA4 (masnéven MOAP1) esetében is
igazoltdk a homolodgiat [13] (3. dbra). Mara a szerkezet-becslési mddszerek
fejlodésének koszdonhetéen (AlphAfold) mindegyik retrovirus-szer(i fehérje
esetében elérhetbek szerkezeti informacidok, koztik az RTL csalad tagjai
esetében is (pl. RTL5 és RTL6) [3].

A HIV-1 Arc/Arg3.1 PNMA4 PEG10
(3NTE.pdb) (7R23.pdb) (7LGC.pdb + AlphaFold) (7LGA.pdb + AlphaFold)

C-terminalis
domén

N-terminalis
domén

B
HIV-1 IRQGPKEPFRDYVDRFYKTL
Arc/Arg3.1 LPQKQGEPLDQFLWR’KRDLY
PNMA4 TYQKDEEKLSAYVLRLEPLL
PEG10 LRQGM-GSVIDYSNAFQMIA

3. abra. Retrovirus és retrovirus-szerii fehérjék szerkezeti doménjeinek ésszehason-
litasa. A) A HIV-1 CA és retrovirus-szer( fehérjék CA-szer(i doménjének szerkezete. A C-
termindlis domének szerkezete kristalyszerkezeti adatok, mig a PNMA4 és a PEG10 fehérjék N-
terminalis doménje modell szerkezetek (AlphaFold) a/ap]an van feltiintetve. A C-termindalis
domén egymasnak megfelel6 a-hélixeit azonos szinekkel, az N-termindlis doméneket
egységesen narancssarga szinnel jeléltik. B) Az abran szereplo fehérjék C-terminalis
doménjeinek illesztése. C) Az MHR régiok illeszkedése a C-terminalis doménen bellil. D) Az MHR
régiok szekvenciainak illesztése. Az MHR région belil a stabilizald hidrogén-kétések
kialakitasaért felel6s aminosavak be vannak keretezve.

A CA és CA-szerli domének C-terminalis lebenye alapvetéen 6t hélixet tartalmaz,

melyek elrendezddése nagymértékben hasonld. A C-terminadlis hélix hossza

egyes gag-szer(i doménekben a HIV-1 CA-hoz képest jelentésen hosszabb lehet

(3.A abra, zold szinnel jeldlve). Az MHR régid is nagyfoklU szerkezeti
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hasonldsagot mutat, még a relative alacsony (<30%) szekvencia-azonossag
ellenére is [13, 18] (3.C, D. abra). Emlékeztetoll, a szekvencidk kozti
kismérték(i hasonldsag ellenére magas szerkezeti konzervaltsdg a retrovirus és
retrovirus-szer( proteaz doménekre is jellemz6 [19].

Jelentos retrovirus-szerii fehérjék bemutatasa

Az elmult két évtizedben jelentésen gyarapodtak ismereteink a retrovirus-szerd
fehérjékre vonatkozodan, azonositottdak a fehérjéket kdédold gének eredetét,
feltérképezték miikodési és szerkezeti sajatsagaik szamos aspektusat, de
vizsgaltdk gyakorlati alkalmazhatdésagukat, valamint klinikai és terapias
jelent6ségiket is. Az alabbiakban néhany ilyen fehérje keril bemutatasra,
kiemelve az elmult évek legfontosabb felfedezéseit, perspektivakat, valamint a
jovOben megvalaszolandd kérdéseket.

Az aktivitas-szabalyozott citoszkeleton-asszocialt fehérje (Arc/Arg3.1)
Ismert, hogy a gerincesek agyaban szamos retrotranszpozon- vagy retrovirus-
eredet(i gén expresszalédik endogén moddon, ilyen génrdl keletkezik az Arc/
Arg3.1 fehérje is, mely hasonlé a retrovirusok CA-jahoz [8]. Az Arc fehérjét egy
2006-0s bioinformatikai vizsgalat soran azonositottak, mint annak a 103 human
fehérjének az egyikét, mely homoldgiat mutat a retroviralis gag fehérjékkel [7].
Az Arc fehérje MA- és CA-szeri doméneket egyarant tartalmaz. Az N-
termindlison elhelyezkedé MA-szer(i doménje két hélixbdl all (csavart-csavar,
azaz coiled-coil), igy szerkezete alapvet6en eltér a globularis felépités(i HIV-1
MA fehérjéjétdl [26]. Ezzel szemben CA-szer(i doménje nagymértékben hasonld
a retrovirus CA fehérjéhez, ugyanugy tartalmazza az N- és C-terminalis
doméneket (3. dbra). ElsOként az Arc fehérje esetében irtak le részletesen, hogy
a retrovirusokéhoz hasonlé gag-szer(i doménje révén képes oligomerizaciora és
RNS molekuldk becsomagolasara, valamint a sejteket elhagyni képes virus-
szerl részecskék kialakitdsara [25]. Ezeket a szakirodalomban virus-szer(
részecskének (virus-like particle, VLP), extracellularis vezikulanak (extrcellular
vesicle, EV) vagy kapszid-szerli részecskének (capsid-like particle, CLP)
egyarant nevezik. Ebben a kdzleményben VLP-ként hivatkozunk rajuk.

Az extracelluldris részecskék kialakitasara vald képesség azonositasa azért is
volt érdekes felfedezés a retrotranszpozon-eredet(i human Arc esetében, mert
hasonld részecskék kialakitasa korabban nem volt ismert az éleszt6 Tyl
retrotranszpozon esetén [27]. A retrovirusokkal ellentétben a Tyl nem
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rendelkezik a burokfehérjéket kdédold env génnel, ezért életciklusa teljes
meértékben intracellularis. Bar a Tyl genom is kddol MA- és CA-szer( fehérjéket,
életciklusa soran mégsem hoz létre a sejteket elhagyni képes extracellularis
részecskéket.

Az Arc oligomerizaciéjaban nem kizarélagosan a CA-szerli domén vesz részt, a
MA-szer( N-terminalis doménnek is kulcsszerepe van az 6nszervezddésben [26,
28], de sziikséges hozza nukleinsavval valé kdlcsdnhatds kialakitasa is. Erdekes,
hogy az Arc fehérje annak ellenére képes RNS koétésére, hogy nem tartalmaz
DNS-kotd motivumot, azaz hianyzik beldle a cink-ujjat tartalmazdé NC-szer(
domén. Mig a HIV-1 gag esetében cink-ujj motivum felel a nukleinsavval valo
kolcsonhatasok kialakitasaért, addig az Arc esetében az oligomerizaciéért felelds
domén pozitivan toltott régidja latja el ugyanezt a feladatot. A HIV-1 gag
fehérjéhez hasonld mddon az Arc 6nszervez6dését is el6segiti az RNS kotése, de
az elektrosztatikus kolcsénhatdasok nem biztositjdk az mRNS szekvencia-
specifikus felismerését [15].

Az Arc fehérjék altal kialakitott kapszidok a sejtekrdl leflizddve hoznak létre
extracellularis VLP-ket, amiket recipiens sejtek endocitézis-fliggd mddon
képesek felvenni, majd a részecskék altal szallitott mRNS-rdl fehérjét késziteni

[25]. Az Arc fehérje a szinaptikus plaszticitas intracellularis mechanizmusainak
dinamikus szabalyozdjaként ismert. Az extracellularis VLP-k kialakitasara valo
képessége fontos szerepet tolthet be az idegrendszeri sejtek kozotti
kommunikacidoban, melyet intakt emberi agysejtek esetében még nem igazoltak
egyértelmden.

A retrovirus-szer( fehérjék kdzti homoldgia [7] alapjan feltételezhet6 volt, hogy
a rokon fehérjék hasonlé szerkezeti és mikddési sajatsagokat mutathatnak,
ezért az Arc fehérje esetében feltart sajatsagok és mechanizmusok
megismerése képezte az alapjat tovabbi fehérjék vizsgalatanak is [3, 8, 13, 22,
29, 30].

Az apai allélrol expresszalodo gén 10 (PEG10) fehérje

A PEG10 fehérjének fontos szerepe van a placenta fejlodéséhez sziikséges

folyamatokban, olyannyira, hogy deléciéja embriondlisan letalis [3]. Ez a

felfedezés az elsOk kozott vilagitott ra arra, hogy evollicidsan konzervalt

retrotranszpozon-eredetl gének alapvetd szerepet tolthetnek be az emldsok

fejlodésében. A PEG10 ,retro-eredetét” tamasztja ald tobbek kozott egy, a
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celluladris gének esetében ritkasagnak szamitd transzlacios mechanizmus
megléte is, mely a retrotranszpozonokra és retrovirusokra egyarant jellemzé. A
programozott -1 irdnyd riboszoémalis kereteletoldodas révén a PEG10 génrdl két
fehérje is atirodhat. Ha csak az elsd olvasasi keretrdl torténik fehérje szintézis,
a transzlacié megall és egy révidebb fehérje keletkezik (,reading frame 1", RF1).
Amennyiben kereteltolddas torténik, az atiras folytatddik és egy hosszabb, az
un. RF2 részt is tartalmazo fehérje keletkezik, melyet RF1/RF2-nek hivunk. Az
RF1 a gag-szer(i, mig az RF2 a PR-szer(i domént tartalmazza [31]. A PEG10 az
egyik legnagyobb méret( retrovirus-szer(i fehérje az emberi szervezetben, mely
CA-, NC-, PR- és RT-szer(i doméneket egyarant tartalmaz. Ezek koézil a RT
domén az evolucid soran elvesztette funkcidjat. Hasonldan nagyméret(i a PEG11
is, azonban a PEG10-zel ellentétben nincs szikség a kereteltolodasi
mechanizmusra a teljes hosszUsagu fehérje keletkezéséhez. Az alapvetéen
hasonlé domén-felépités ellenére a két fehérje kozti szekvencia homoldgia igen
alacsony mértékd (~20-30%), ami eltér6 funkcionalis sajatsagokra utal [2].

A PEG10 CA-szerl doménjének szerkezeti és mikoddési sajatsagait csupan az
elmult néhany év kutatasai tartak fel. Bar a fehérje retrotranszpozon-eredete -
mely alapjan feltételezhet6 volt a retrovirus fehérjékkel valé homoldgia - ismert
volt kordbban is, kisérletes szerkezetvizsgalatok csak 2022-ben szolgaltattak
egyértelmd bizonyitékot arra vonatkozdéan, hogy a PEG10 CA-szer(i domén
(3. abra). A kisérletes vizsgalatok igazoltak a hasonlésagokat a muikddési
sajatsagok esetében is; kimutattdk, hogy a HIV-1 retrovirus CA-hoz és az Arc
fehérjéhez hasonléan a PEG10 is képes dnszervezddésre és VLP-k kialakitasara

[8].

A protedz domén m(ikodését mar a PEG10 fehérjét célzé elsé kutatdsok is
vizsgaltak [31], mely azéta tovabbi kutatasoknak is célpontjat képezte [10, 22,
32]. A CA-szer(i doménhez hasonléan a PR-szerli domén is nagymérték
szerkezeti hasonldésagot mutat a retrovirus proteazokkal [10], de bizonyos
tulajdonsagai inkabb a retrovirus-szer( protedzokéhoz hasonlitanak (pl. Ddil és
Ddi2) [19].

A PEG10 protedz doménje a jelenlegi ismereteink alapjan a fehérje
autoprocesszalasat végzi, az RF1/RF2 fehérje részeként termel6d6 aktiv enzim
képes az RF1/RF2 hasitdsara, azonban a retrovirus protedzokkal ellentétben az
enzim nem hasitja ki magat a teljes fehérjébdl. A retrovirusok esetében a

BIOKEMIA
XLVIII. évfolyam 1. szam 2024. marcius
16



l REVIEW Motyan Janos Andras, T6zsér Jozsef

poliprotein processzaldasa nélkllozhetetlen a fert6z6képes virionok kialaki-
tasahoz. Bar az eddigi eredmények alapjan a protedz aktivitds a PEG10
m(ikodésében is kulcsszerepet jatszik, autoproteolizise érdekes modon nem
el6feltétele a VLP-k kialakitdsanak [22]. Annak ellenére, hogy az extracellularis
VLP-k képzésére az inaktivalt proteaz domént tartalmazé PEG10 fehérje is
képes, a proteolitikus aktivitas sziikséges a fehérje m(ikédéséhez, mert az
Onhasitas elmaraddsa nem csak a hasitatlan PEG10 felhalmozddasdhoz vezet,
de megakadalyozza a cink-ujj-tartalmu fehérjerész felszabaduldsat, ami nélkul
a PEG10 nem képes bizonyos gének transzkripciéjat beinditani [22]. A PEG10-
nek fontos szerepe van a placenta kapillaris-halézatanak kialakitasaban és
fenntartasaban, mely sulyos, akar letdlis kdovetkezményekkel jar a protedz
aktivitds hidnyaban [33]. Erdekes, hogy a PEG10 szoros egytittm(ikodésben van
egy masik retrovirus-szer(i fehérjével, a PEG11-el (masnéven RTL1),
mindkettonek fontos szerepe van az emldsok egyedfejlodése soran, tobbek
kozott a placenta fejlédésében [2, 3, 34].

A PEG10 cisz és transz proteolitikus aktivitdsanak jelentéségét toébb kutatds is
alatdmasztotta mar [10, 22, 31], azonban a mai napig sem ismert a protedz
egyetlen természetes hasitdohelye sem. Eddig kizarélag szamitogépes
vizsgalatokkal prébaltdk megbecsiini a lehetséges hasitasi pozicidokat, a
kisérletesen azonositott autoproteolitikus fragmentek mérete alapjan. Black és
munkatarsai a Ty3 retrotranszpozon esetében kisérletesen igazolt hasitasi
szekvencidk hidrofobicitasi profiljat alapul véve végeztek becslést [22].
Kutatécsoportunk a hasitohely becsléshez a PEG10 proteaz homoldég modelljét
vette alapul, a lehetséges hasitéhelyekre a szubsztratkotd zsebek és az egyes
helyekre bekotddd oldallancok mérete alapjan kovetkeztettliink [10]. Mindkét
vizsgalat alapjan a PEG10 autoproteolitikus helye a cink-ujj motivumot
tartalmazé NC-szer(i domén kozelében taldlhatd, ami dsszhangban van azon
kisérletek eredményével, melyek a DNS-kotdé fehérjerész kihasadasanak
fontossagara utalnak.

A PEG10 szamos szovetben termeldédik endogén mddon, azonban fokozott
expresszidjat szamos rakos megbetegedés, tobbek kozott hepatocelluldris
karcinoma és eml6rak esetében is leirtdk mar [35]. A legUjabb kutatasok a
PEG10-et egy neurodegenerativ betegségben, az amiotréf lateradlis
szklerdzisban (ALS-ben) is a leginkabb megvaltozott expressziét mutatd
fehérjeként azonositottak [22], de patofizioldgids jelentOségét igazoltdk egy
idegrendszeri fejlddési rendellenesség, az Angelman szindréma esetében is
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[36]. Szadmos kutatds beszamolt arrdl, hogy a PEG10 tultermelése elGsegiti a

&N

gatlasa révén egyarant, valamint hozzajarul a metasztazis-képzéshez is, ami
miatt potencidlis prognosziktai biomarkerként tekintenek ra [35]. A PEG10
tultermelésének sejtekre gyakorolt hatasat kutatocsoportunk is vizsgadlta,
melynek soran megallapitottuk, hogy a PEG10 tultermelése csokkenti HEK293T
nem volt megfigyelhetd akkor, ha a sejtek a katalitikusan inaktiv protedz domént
tartalmazo fehérjét termelték [10]. Ez arra utalt, hogy a fehérje hatdsanak
kozvetitésében fontos szerepe lehet a PEG10 protedznak, azonban az
enzimaktivitas fizioldgias jelent6sége a mai napig sem tisztazott. A PEG10
m(ikodésének jobb megértéséhez jelentésen hozzajarulhat a (cisz vagy transz)
hasitdhelyek és celluldris szubsztratok azonositdsa is, de eziddig még nem
sikeriilt a protedz egyetlen természetes vagy nem-specifikus szubsztratjat sem
azonositani kisérletes moédon.

A PEG10 alkalmazasa gén-transzfer rendszerben

A PEG10-et terdpids jelentdosége mellett gyakorlati alkalmazhatésaga szem-
pontjabodl is vizsgaljak. A CRISPR (rovid, forditott ismétiédésekkel elhatarolt
szekvencidk genomi régidja/CRISPR-kapcsolt nukledz 9; clustered regularly
interspaced short palindromic repeats/CRISPR-associated nuclease 9)
genomszerkesztési rendszer Gttoréjének szamitd Feng Zhang kutatdcsoportja
végzett olyan kutatasokat, melyek célja a PEG10 altal kialakitott VLP-k gén-
transzfer rendszerben torténd alkalmazasa volt [8]. Kutatdsaik alapjaul az Arc
fehérje szerkezetének és mikddésének megismerése szolgalt, mely feltarta a
retrovirus gag fehérjékkel valé hasonldsagat, valamint az RNS kotésére és azok
kapszid-szer(i részecskék altali szallitdsara vald képességét [25]. Segel és
munkatarsai feltételezték, hogy az Arc fehérjéhez hasonléan mas fehérjék is
rendelkezhetnek ezekkel a tulajdonsagokkal, majd egér és human fehérjék
atfogd vizsgdlata alapjan a PEG10-et valasztottdk kutatasaikhoz, ugyanis a
vizsgalt fehérjék kozll ez volt képes a leghatékonyabban RNS-t kotni és VLP-ket
kialakitani. Kimutattdk, hogy NC-szer(i doménje a sajat mRNS-ében talalhato
nem-transzlaléddé régidkat (UTR, untranslated region) ismeri fel és koti meg.
Feltételezték tovabba, hogy ha a becsomagolandd mRNS-ek felismerésére
hasznalt PEG10-specifikus UTR szekvencidakat mas RNS-ekhez kapcsoljak, akkor
az RNS-kotés iranyithaté lehet. A Feng Zhang kutatdcsoportja altal kidolgozott
SEND (Selective Endogenous eNcapsidation for cellular Delivery) rendszer [8]
alapja, hogy a PEG10 képes bizonyos RNS-ek szelektiv felismerésére és
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csomagolasara, majd az extracellularis VLP-k altali szallitdsara. A
szallitérendszer a PEG10 fehérje mellett egy Un. ,fuzogén” fehérjét is tartalmaz,
mely a VLP felszinén helyezkedik el és segiti a sejtekbe torténé felvételt (4.
abra).

fuzogén cargo
RNS -

transzfekcio PEG10
(SEND plazmidok) virus-szerii
részecskék
termelése

Y

- " fuzogén
- - —

RNS membran

virus-szerl részecskék
izolalasa és tisztitasa

virus-szerii részecskék -
&
transzfere !

"recipiens” sejtekre e
” —

4. abra. A SEND rendszer miikodésének vazlata és a virus-szerii részecske felépitése.
Késziilt Riecken és mtsai [37], valamint Gutkin és mtsai [38] alapjan.

A VLP-k elGallitasara szolgald rendszer alkalmazasahoz harom plazmid DNS-re
van szlkség, melyek transzfekcidval juttathaték azokba a sejtekbe, melyek
majd eldallitjdk az RNS molekulakat szallité VLP-ket. Az egyik plazmidrél irédik
at a szallitandé gén mRNS-e (un. ,cargo RNS”), mely tartalmazza a PEG10 &ltal
specifikusan felismert UTR szekvencidkat is. A masik plazmidrél expresszaldodik
a PEG10 fehérje, ami a VLP kialakitasahoz és a ,cargo mRNS” megkdtéséhez
szikséges. A harmadik plazmid kédolja a burokfehérjének (envelope) megfeleld
felszini fehérjét (fuzogén), mely lehet a vesicular stomatitis virus burokfehérijéje
(VSVg), de egy teljesen endogén SEND rendszer |étrehozasa érdekében ez a
virdlis fehérje akar pl. a retrovirus burokfehérje-eredetli endogén szincicin
(syncytin) fehérjével is helyettesithetd lehet. A megfeleld fuzogén kivalasztasa
révén nem csak az immunogenitas csokkenthetd, de lehetbvé teheti a vezikulak
sejt- vagy szovetspecifikus moddon torténd célba juttatasat is. Az mRNS
szallitasara alkalmas részecskéket a transzfektalt sejtek kibocsajtjak, melyek a
tapfolyadékbdl torténd tisztitast kovetden felhasznalhatéak lehetnek gén-
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transzfer eljarasokban [8].

Az mRNS-ek célba juttatasara lipid- vagy nanorészecske-alapu, tovabba in vitro
elektroporacids eljarasokat is alkalmazhatnak, melyek limitalé tényezé6je lehet
az alacsony hatékonysag vagy a sejtekre gyakorolt karosité hatds is. A SEND
rendszer alkalmazasa segithet kikliszobolni ezeket a hatdsokat, tobbek k&zott
endogén fehérjék alkalmazasa révén. A SEND a jelenleg alkalmazott gén-
transzfer rendszerek alternativajaként is szolgdlhat, azonban kihivast jelenthet
a modszer jelenleg ismert korlatainak kikiiszobolése, beleértve maganak a
géntranszfernek vagy a csomagolas hatékonysaganak a novelését, vagy a
részecskék megfelel6 mennyiségben torténé hatékony elballitasat [37, 38].
Fontos figyelembe venni tovabbd, hogy a PEG10 tulzott expresszidja 6nmagaban
is karos hatasokat valthat ki, ahogyan azt az ALS esetében is megfigyelték [22],
ezért a jelenleg is folyd kutatasok feladata lesz a SEND rendszer optimalizalasa.

A paraneoplasztikus antigén Ma2 (PNMA2)

A paraneoplasztikus neurolégiai szindrémak ritka neuroimmun korképek,
melyekre jellemz6 az olyan autoantitestek megjelenése, melyek a betegség
biomarkereként is hasznalhaték. A PNMA gének, koztik a PNMA2, rak altal
kivaltott paraneoplasztikus szindromakkal allnak kapcsolatban [39].

A Ty3 retrotranszpozon-eredet(i PNMA2 is CA-szeri domént tartalmazé fehérje
(1. abra). A PNMA csalad mas tagjaihoz - igy a PNMA3, 5 és 6A fehérjékhez
hasonldan [8] - a PNMA2-rdl is kimutattdk, hogy képes extracellularis VLP-k
kialakitdsara, azonban a PNMA2 esetében egy korabban a retrovirus-szeri
fehérjék esetében nem leirt jelenséget tartak fel a vizsgalatok. Az izolalt PNMA2
részecske-frakcid proteindz K enzimmel vald kezelése esetén a fehérje
a proteinaz K kezeléssel szemben ellendllénak bizonyultak. Ez a megfigyelés
arra utalt, hogy a sejtek altal kibocsajtott virus-szer(i PNMA2 kapszidok nem
membran-hatarolt formaban jutnak ki a sejtekbdl, amit elektronmikroszkdpos
vizsgalatok eredményei is alatdmasztottak [29]. Kimutattdak tovabba, hogy a
paraneoplasztikus szindromaban nagy mennyiségben termelédnek olyan PNMA2
elleni antitestek, melyek a részecskék felszinén |év6 felszini ,tliske”-szer(
kapszidot ismerik fel. Erdekes, hogy a mddositott, oligomerizéciéra és virus-
szerl kapszid-struktura kialakitasara nem képes fehérjeformdak nem voltak
képesek hasonld modon heves autoimmun reakciot kivaltani, igazolva a
szerkezetileg intakt gag-szer( fehérje immunogenitasat [29].

BIOKEMIA
XLVIII. évfolyam 1. szam 2024. marcius
20



l REVIEW Motyan Janos Andras, T6zsér Jozsef

A PEG10 esetében végzett kutatasok igazoltdk a fehérje lehetséges
felhasznaldasat SEND-alapu génterdpids eljarasokban, melynek egyik el6nyos
tulajdonsdaga az endogén CA-szer(i fehérjék potencidlisan alacsonyabb
immunogenitasa [8, 37]. Azonban a PNMA2 a&ltal kivaltott autoimmunreakcid
felhivta a figyelmet arra, hogy egyes retrovirus-szerli fehérjék ilyen jellegl
alkalmazasa korlatokba Utkozhet. Jelenleg nem all rendelkezésre informacio arra
vonatkozdan, hogy a PNMA fehérje csalad mas tagjai altal kialakitott kapszidok
membrannal hataroltak-e. Osszehasonlitd vizsgdlatok sem tartdk fel eddig
azokat a kulénbségeket, melyek meghatarozzak, hogy mely retrovirus-szer(
fehérjék és miért lehetnek képesek membran-burkolt (pl. Arc) vagy

membrannal nem korilhatarolt (pl. PNMA2) részecskék kialakitasara. Ezeknek a
kérdéseknek a megvalaszolasaban az dsszehasonlité elemzések révén feltart
szerkezeti informaciok is segitségilinkre lehetnek, és hozzajarulhatnak kevésbé
immunogén kapszidok tervezéséhez.

A retrovirus-szeri aszpartil proteaz 1 (ASPRV1)

Az ASPRV1 fehérjét bor-specifikus (retrovirus-szerl) aszpartil protedznak is
nevezik (SASPaz), mivel els6ként a bGrben azonositottak [20]. Az ASPRV1 a
stratum corneum-ban és granulosum-ban expresszalddik nagy mennyiségben,
fontos része a bérben mikod6é proteolitikus kaszkadnak, aktivitdsa révén
hozzajarul a bér nedvesség-tartalmat szabalyozé folyamatokhoz [40].

Az ASPRV1 egy 37 kDa méret(i prekurzor fehérjeként expresszalddik (SASP37),
mely tartalmazza a 14 kDa molekulatémegl protedz domént is (SASP14). A
SASP14 a teljes hosszlsagu SASP37 fehérje autoproteolizise révén szabadul fel
a prekurzorbdl, az 6nhasitds révén eld0szér egy rovidebb, 28 kDa méretl
fehérjeforma keletkezik (SASP28), ebbdl hasitja ki magat a PR. Ez a
mechanizmus azonos azzal, ahogyan a retrovirusok PR-a kihasitja magat a
viralis poliproteinbdl. Ugyan az ASPRV1 nevet hasznaljdk elterjedten a fehérje
azonositasara, ennek ellenére mégis a SASPaz név alapjan torténik a teljes
hosszUsagu prekurzor (SASP37) és a belGle kihasad6 fehérjék (SASP28 és
SASP14) megkllonbdztetése. Az ASPRV1 név esetében nem terjedt el a
molekulatdmeg-alapu nevezéktan alkalmazdsa, pedig ezt az is indokolna, hogy
szamos vizsgalat igazolta, hogy a funkciondlis ASPRV1 fehérje nem
kizarélagosan a bérben expresszalddik [41].

Az ASPRV1 is tartalmaz a retrovirdlis CA fehérje N-terminalis doménjével
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homoldg, Un. kapszid-szer( régiot, azonban a C-terminalis doménnek megfeleld
szakasz hianyzik beldle (1. abra). Ez lehet az egyik oka annak, hogy - a PEG10,
a PEG11, az Arc/Arg3.1 és egyes PNMA fehérjékkel ellentétben - nem képes
extracellularis VLP-k kialakitdsara [8]. A CA-szeri domén funkcionalis
jelent0ségére vonatkozdan ezidaig egyetlen kutatds szolgaltatott informacidkat,
melyek alapjan ez a domén fontos szerepet tolt be az ASPRV1 muikddését
szabdlyozé fehérje-fehérje kolcsbénhatas kialakitdsaban [42]. Jelenlegi
ismereteink alapjan a protedz domén tolt be meghatarozé szerepet az ASPRV1
m(ikodésében, szamos vizsgalat igazolta ezen domén szerkezeti és funkcionalis
jelentéségét [11, 20, 41, 42].

Az ASPRV1 azonositasa oOta eltelt kézel 20 év alatt is minddsszesen egyetlen
természetes szubsztratjat azonositottdk. Ez a fehérje a bdrben taldlhatd
filaggrin, melynek elbalakjat, a profilaggrint az ASPRV1 proteolitikusan hasitja,
ez a hasitas az elbfeltétele a hidratacioért felel6s faktor el6allitdsanak [20]. A
bér barrier emlOs-specifikus jellegére utal, hogy az ASPRV1 és a profilaggrin is
kizdrédlag az eml0sok tobbrétegd epitéliumaban termelddik, ezért
hozzajaruldasuk az emldsok tdbbrétegli hamrétegének kialakitasahoz evollcids
szempontbdl igen jelentésnek tekinthetd [2, 43]. Az elmult években a fehérje
m(ikodésének jelentéségét tovabbi sejttipusokban is igazoltdk, ami indokolhatja
az ASPRV1 név hasznalatat a ,bOr-specifikus” elnevezés (SASPaz) helyett.
Neutrofilek esetében mutattak ki, hogy ezek a sejtek specifikusan expresszaljak
az ASPRV1-et, mely expresszié fokozodik a sclerosis multiplex gyulladasos
demielinizacids betegség modelljenként hasznalt kisérletes autoimmun
encephalomyelitis (EAE) esetén, a neutrofilek kdzponti idegrendszerbe torténd
besz(irédése soran [41]. Emiatt az ASPRV1-et jelenleg mint bizonyos
gyulladasos betegségek neutrofil-specifikus biomarkerét és terapias célpontjat
tartjdk szamon. Pontos szerepe még nem ismert, de feltételezhet6, hogy az
ASPRV1 enzimatikus aktivitasanak fontos szerepe lehet ebben a sejttipusban is,
eddig ismeretlen szubsztratok proteolitikus processzaldsa révén. Ujabb
szubsztratok azonositdsa segithet majd jobban megérteni a protedz
specificitdsat és a fehérje fizioldgids jelentéségét is. Az azonositast
megnehezitheti, hogy a HIV PR-hoz hasonléan az ASPRV1 PR esetében sem
definidlhaté konnyen a hasitasi specificitds, mert az nem kotott konszenzus
szekvenciakhoz.

Annak ellenére, hogy ezidaig szamos, az ASPRV1 PR doménjét érintd mutaciét
azonositottak, az enzimaktivitds megvaltozasanak patobiokémiai jelent0ségét
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eddig csak az orokletes halbdr-betegség (ichthyosis) esetében igazoltak. Olyan
mutdcidkat azonositottak a PR-ban, melyek az enzimatikus domén
inaktivalodasat okozva a természetes szubsztrat (filaggrin) felhalmozédasahoz

vezetnek, ami a bér elszarusodasanak zavarat okozza [44]. Szamos vizsgalat
igazolta eddig, hogy az ASPRV1 expresszidja jelentdsen megvaltozik (jellemzden
fokozddik) bizonyos korilmények hatdsara (pl. betegségek, kezelések), azonban
nem ismert, hogy az ASPRV1 fehérje mennyiségének megvaltozasa milyen
hatassal lehet a sejtek miikodésére és ehhez a hatashoz milyen formaban jarul
hozza a potenciadlisan megvaltozé proteolitikus aktivitas.

Retrovirus-szerii fehérjék lehetséges gatloszerei

Tobb retrovirus-szer(i fehérjére (pl. ASPRV1, PEG10) mar napjainkban is
potencidlis gyogyszer-célpontként tekintenek, amit bizonyos betegségekben
betoltétt szerepiik indokol. Az eddigi kutatasok ezidaig jellemzéen a retrovirus-
szeri PR-t potencidlisan gatolni képes, tulnyomd tdbbségében terapias
hasznalatra mar engedélyezett molekuldk vizsgalatat céloztak. A HIV-1 PR elleni
inhibitorok vizsgalatanak alapjat az a feltételezés képezte, hogy a HIV-1 PR-t
gatolni képes molekuldk hatékonyan gatolhatjdk a szerkezetileg homoldg
retrovirus-szerl enzimeket is, igy a Tyl retrotranszpozon [12], az ASPRV1 [11],
a PEG10 [10] és a Ddi proteazokat egyarant [45].

Kutatécsoportunk eredményei alapjan a human ASPRV1 proteazt csak az
indinavir képes gatolni [11], mig a human PEG10 protedz aktivitasara egyik
vizsgalt HIV-1 protedz-gatld sem volt hatdssal [10]. A human Ddi2 proteazt a

nelfinavir képes hatékonyan gatolni [45]. Az altalanos aszpartil protedz inhibitor
acetil-pepsztatin képes a Tyl retrotranszpozon protedz és az ASPRV1 gatlasara
is, aminek azonban nem a terapias alkalmazas, hanem els6sorban in vitro
aktivitasvizsgalatok szempontjabdl lehet jelent6sége.

Bar egyes inhibitorok esetében a PR-t gatlo hatast in vitro vizsgalatok igazoltak,
tovabbi mérések sziikségesek annak megallapitdsara, hogy ezen anyagok
alkalmasak lehetnek-e terdpidsan relevans koncentraciéban a megfeleld hatast
kifejteni a cellularis enzimekkel szemben. Az eziranyu kutatdsokat segitheti,
hogy a HIV-1 PR inhibitorok tobbségét hosszu évek o6ta alkalmazzak a terapias
gyakorlatban, igy lehetséges hatasaik és mellékhatasaik jelent6s része mar
ismert.
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A hatékony gatlasi stratégiak kidolgozasat segitheti a retrovirus és retrovirus-
szerl protedzok dsszehasonlitd vizsgalata is [46], mely révén meghatarozhaté
annak a molekularis hattere, hogy az eukariéta szervezetek retrovirus-szerd(
protedzai miért rendelkeznek természetes rezisztencidval a legtébb
antiretroviralis terapiaban alkalmazott HIV-1 PR inhibitorral szemben és miért
érzékenyek mas-mas inhibitorral szemben. Ez irdnyd vizsgalatokat
kutatdcsoportunk is végzett. A HIV-1 és ASPRV1 PR szekvencidjanak
osszehasonlitasaval megallapitottuk, hogy az ASPRV1 tobb olyan aminosavat is
tartalmaz, melyek szerkezetileg ekvivalens poziciéban a HIV-1 PR esetében
rezisztencia kialakuldsahoz jarulhatnak hozza [11]. Ugyan a HIV-1 PR
inhibitorokkal szembeni rezisztencia részben magyarazhaté lehet a szekvencia
ilyen jellegd sajatsagaival, azonban fontos figyelembe venni az elsddleges
szerkezet sajatsagai mellett a negyedleges szerkezet egyedi jellemzoit is.
Példaul a retrovirus-szer( proteazok a felszin felé joval nyitottabb aktiv hellyel
rendelkeznek [17], mely alapvetéen eltéré enzim-inhibitor kolcsonhatasok
kialakitasat teheti lehet6évé, mint a retrovirus proteazok esetében.

A retrovirus-szer( protedzok gatolhatésaganak vizsgalatara iranyuld kutatdsok
kozéppontjaban eddig jellemzden a klinikai felhasznalasra mar engedélyezett
HIV-1 PR inhibitorok alltak, azonban a célzott és hatékony gatlas elérésében az
Uj, specifikus gatloszerek fejlesztése hozhat attorést. Ismereteink alapjan a
PEG10 PR az egyetlen retrovirus-szer( protedz, mely esetében aktiv kutatasok
zajlanak potencidlis gatloszerek azonositasara, melyek szabadalmaztatasi
eljarasa jelenleg folyamatban van [22]. A retrovirus-szer( protedzok nagyfoku
szerkezeti hasonlésdgot mutatnak, igy lehetséges, hogy ezen inhibitorok
tobbiket is potencialisan gatolni lehetnek képesek (pl. PEG10, ASPRV1 és Ddi
protedzok). A PEG10 inhibitorok elérhetévé valasa utan sziikséges lehet gatlasi
profiljuk meghatarozasa és annak feltérképezése, hogy mely homoldég enzimek
lehetnek még érzékenyek a gatlasra.

Napjainkig nem ismertek olyan molekuldadk, melyek a gag-szer(i doméneket
célozva lennének képesek a retrovirus-szerl fehérjék m(ikodését befolyasolni.
Napjainkban egyetlen olyan gatldszer elérhetd, melynek molekularis célpontja
egy szerkezeti gag fehérje. A kézelmultban engedélyezték a lenacapavirt mint
az els6 HIV-1 CA inhibitort, mely a HIV-1 életciklusanak tobb Iépésére is hatva
képes a virus replikacié gatlasara [47]. Az egyik ilyen lépés a kapszid
oligomerizaciéja. A lenacapavir képes fokozni a kapszid oligomer struktira
kialakulasat, a kapszid monomerek kozti kélcsénhatasok erdsitése révén pedig
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egyuttal csokkenteni az oligomer szétesésének sebességét is. A kapszid
domének kozti szerkezeti homoldgia alapjan [13] feltételezhetd, hogy a HIV-1
kapszid inhibitor hatassal lehet a human retrovirus-szer( fehérjék m{ikodésére
is.

HIV proteaz inhibitorok és a SARS-CoV-2

A HIV PR inhibitorok molekuldris célpontjai lehetnek mas, a HIV-1 PR-hoz
hasonld aszpartil protedzok is, beleértve mas retrovirusok vagy emldsok
retrovirus-szer( protedzait is. Erdemes megemliteni azonban, hogy ezeknek a
gatloszereknek fontos szerep jutott a sulyos akut |égzdszervi szindroma-
koronavirus 2 (SARS-CoV-2) esetében is.

A SARS-CoV-2 altal okozott vildagméretli jarvany kirobbanasat kovetd
id6szakban nem alltak rendelkezésre olyan koronavirus-specifikus gyogyszerek,
melyeket a koronavirus fert6zottek kezelésében lehetett volna hatékonyan
alkalmazni. A lehetséges terapias szerek azonositasanak az egyik stratégiaja a
mar engedélyezett gydgyszerek ,Ujrahasznositdsa” volt (drug repurposing),
hiszen az ilyen tipusu gydgyszerek ,bevetése” esetén nem lett volna sziikség az
Uj gyoégyszermolekuldk kifejlesztése, vizsgdlata és engedélyeztetése altal
jelentett, meglehet6sen sokaig tartd folyamatokra [48]. A HIV fert6zottek
kezelésére mar engedélyezett protedz inhibitorokra is olyan molekulakként
tekintettek, melyek képesek lehetnek a koronavirus f6 protedzanak (Mpro)
gatlasara annak ellenére, hogy ezek alapvetden eltérd szerkezet(i és katalitikus
mechanizmusu enzimek. Mig a HIV-1 PR az aszpartil, addig a SARS-CoV-2 Mpro
a cisztein protedzok csaladjaba tartozik és bar mindkét enzim homodimerként
m(ikodik, aktiv helyik felépitése és specificitdsuk jelentés mértékben
kilonbozik. Erdekes modon tobb szamitdgépes szerkezeti elemzés eredménye
is arra utalt, hogy a HIV-1 PR inhibitorok hatékonyan lehetnek képesek kotddni
a koronavirus kimotripszin-szerli f6 protedazahoz, azonban az eredmények
ellentmondasosak voltak és az egyes vizsgalatok mas-mas inhibitort
azonositottak potencidlisan hatékony gatlészerként. Kisérletes vizsgalatok,
koztlik kutatocsoportunk kutatdsai is igazoltak, hogy valéjaban egyik HIV-1 PR
inhibitor sem képes terapidasan relevans koncentracioban a SARS-CoV-2 Mpro
gatlasara [49]. Ennek ellenére azonban a HIV-1 PR inhibitorok kézil a ritonavir
2022. év elején engedélyezték COVID-19 (koronavirus betegség-19) betegek
kezelésére a Paxlovid nevl gydgyszert, melynek f6 hatdanyaga a nirmatrelvir,
ami a SARS-CoV-2 Mpro reverzibilis kovalens inhibitora. A Paxlovid a
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nirmatrelvir mellett ritonavirt is tartalmaz, mely ugyan nem képes hatékonyan
gatolni a SARS-CoV-2 Mpro-t, azonban a citokrém-rendszer gatlasa révén képes
ndvelni a nirmatrelvir stabilitdsat, ezaltal fokozva annak hatékonysagat.

A HIV PR inhibitorokat mar régoéta alkalmazzak HIV fert6zottek kezelésében,
azonban alkalmazasuk szempontjabdl az egyik legjelentésebb kihivast az
ellentk kialakulé rezisztencia jelenti. Ennek oka az RNS virusokra jellemzd
nagymértékd mutacios képesség. A celluldris retrovirus-szer(i proteazok
nagyobb mértékben konzervaltak, igy esetlikben az inhibitorokkal szembeni
rezisztencia kialakulasanak valdszinlsége kismérték(. Ezzel szemben (és a HIV-
1 PR-hoz hasonldéan) a SARS-CoV-2 RNS virus is igen jelent6s valtozékonysagot
mutat, ezért az Mpro aktiv helyét érintd mutacidk potencidlisan a proteaz
inhibitorokkal szembeni rezisztencia kialakuldasahoz vezethetnek. A SARS-CoV-2
Mpro és a nirmatrelvir kozti atomi koélcsénhatdsokat, valamint az inhibitorral
szembeni rezisztencia lehetséges kialakulasanak hatterét kutatdcsoportunk is
vizsgalta. Eredményeinket egy Osszefoglald kozleményben mutattuk be [46],
azok részletesebb targyaldsa azonban nem targya ezen publikacionak.

Koszonetnyilvanitas
Kbszonet a Retroviralis Biokémiai Kutatd Laboratérium munkatarsainak, akikkel
az elmult években egyltt dolgoztunk vagy jelenleg is dolgozunk, sok mas
fehérje mellett a retrovirus-szer( fehérjék vizsgalatan, kilén kdszonet illeti Dr.
Golda Mariat és Nagyné Veres Agotat. Koszonet Dr. Golda Maridnak és Dr. Kristof
Endre Karolynak (Debreceni Egyetem, Altaldnos Orvostudomanyi Kar, Biokémiai
és Molekularis Bioldgiai Intézet) a kéziratot érintd kritikai észrevételeikért. A
TKP2021-EGA-20 szamu projekt a Kulturalis és Innovacids Minisztérium Nemzeti
Kutatasi Fejlesztési és Innovacids Alapbdl nyujtott tamogatasaval, a TKP2021-
EGA palyazati program finanszirozasaban valdsult meg. A kutatdomunka a
Magyar Tudomanyos Akadémia Bolyai Janos Kutatasi Oszténdij (BO/
00110/23/5) tdmogatasaval jott létre. A Kulturalis és Innovacidés Minisztérium
UNKP-23-5-DE-486 kdédszamu Uj Nemzeti Kivaldsag programjanak a Nemzeti
Kutatasi, Fejlesztési és Innovacios Alapbdl finanszirozott szakmai tdmogatasaval
készillt. A projekt részben az MTA post-COVID jelenségek kutatdsara irdnyuld
nagy kockazatu palyazatok tdmogatasaval valdsult meg (POST-COVID
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