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Osszefoglalds

A koronavirus életciklusanak a fert0zés szempontjabdl legkritikusabb Iépéseiben
- a sejtbe térténd bejutasban, valamint a poliprotein feldarabolasaban - déonto
szerepet jatszanak fehérje bontd enzimek, proteazok. Ebbdl kévetkezik, hogy a
proteazok kiemelt jelent8ségli célpontok a virusellenes gydgyszerek kifejleszté-
se soran. A poliprotein feldarabolasaban kiemelked6 szerepe van a 3CL proteaz-
nak.

Bevezetés

A koronavirusok genomja pozitiv egyszaliu RNS. Ebbe a csoportba tartozik a
WHO altal COVID-19 pandémianak nevezett vilagjarvanyt okozé SARS-CoV-2
(severe acute respiratory syndrome coronavirus-2) is. 2002 o6ta két, allatrol
emberre terjed6, human patogén koronavirust azonositottak: SARS-CoV (2002)
és MERS-CoV (Middle East respiratory syndrome coronavirus, 2012). Mindkét
megel6z6 jarvanyt szerencsére gyorsan lokalizaltak; a SARS-CoV 2002 és 2003
kozott 8.098 embert fert6zott meg és 774 haldlesetet okozott a vilagon
(haldlozasi rata: 9,6%). A MERS-CoV virust 2012-ben, Szaud-Arabidban
azonositottak (>2000 megbetegedés, becsilt haldlozasi rata 35%)[1]. A
fentieken kivil négy human koronavirus ismert (HCoV-229E, HCoV-HKU1,
HCoV-NL63 és HCoV-0C43), melyek szintén léguti megbetegedéseket okoznak

[2].

A SARS-CoV-2 genomja az RNS virusok kozott a legnagyobbak kozé tartozik
(~29.700 bp). Rendelkezik az eukariéta mRNS-ek jellegzetes tulajdonsagaival,
az 5’ sapkaval és a 3’ poliA farokkal. A genomindlis RNS egy virusfehérjével
komplexben helikalis formaban helyezkedik el az atlagosan 120 nm atmérdjd
burokban, ami a gazdaseijttdl ,kdlcsonzott” foszfolipid membranbdl és az abban
elhelyezkedd virus fehérjékbdl all (1.B abra). A pozitiv szali RNS-ek a sejtbe
jutva kozvetlenldl mRNS-ként funkcionalnak, és a gazdasejt fehérje szintetizald
mechanizmusat felhasznalva biztositjdk a virus szamara szikséges fehérjék
termelését. Az eukariéta transzlacid6 mechanizmusabdl kdvetkezik, hogy egy
MRNS csak egyféle fehérje szintézisének iranyitdsara képes, a virusoknak
viszont tébb mint egy kilonféle fehérjére van szikségik reprodukciojuk
biztositdsara. Az ellentmondas feloldasanak egyik gyakran alkalmazott mddja
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az, hogy a szikséges fehérjék kdédold szekvencidit egyetlen folyamatos nyitott
leolvasasi keret formajaban tartalmazza az RNS genom. Ennek leforditdsa soran
un. poliprotein keletkezik, melynek feldaraboldsat magdban a poliproteinben
talalhatd két protedz végzi el [3]. A SARS-CoV-2 esetében két poliprotein
keletkezik, a ppla, ami az nspl-nspl1 fehérjéket foglalja magaban, és a pplab
(nspl-nsp16) (1.A abra)
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1. abra. A SARS-CoV-2 genom és a virus szerkezete. A) Az 5’ helyzetl orfla 4382
aminosavat kddol (ppla), mig az orfla 3’ végéhez kézel bekbvetkez6 -1 riboszomalis leolvasasi
keret eltolédas révén szintetizalddé pplab 7096 aminosavbdl all. B) A SARS-CoV-2 virus
keresztmetszeti sémdja. C) A strukturalis és jarulékos fehérjéket kédold un. szub-genominalis
RN.Z ek elh)elyezkedese Az sgRNS-ek a negativ szal szintézise soran keletkeznek ([4] szerint,
mddositva

A proteolitikus processzalas eredményeként 16 nem-strukturalis fehérje (nsp)
keletkezik, a mar emlitett két protedz, az RNS replikaciéjat végzé RNS
dependens RNS polimerdz (RdRp), és a replikacio, valamint a fert6z0 képesség
szempontjabdl fontos enzimek és fehérjék. A tovabbi, strukturalis virusfehérjék
szintézisét az RdRp kilonleges képessége teszi lehetdvé, az RNS genom
replikacidja soran kilonb6z6 hosszisdgu uUn. szub-genominadlis RNS-eket
szintetizal. Ezek egy-egy féle fehérje képzOdését biztositjak. A legfontosabb
ezek kozil az S (Spike) glikoprotein, ami a gazdasejt felszinén taladlhaté

receptorhoz képes kapcsoldédni (1.C abra).

A poliproteinek processzalasa

A koronavirusok csaladjaban a poliproteinek proteolizisét 2 protedz végzi; az

nsp3, mas néven papain-szer(i protedz (PLP®) és az nsp5 3C-szer(i protedz

(3CLP, mas néven MpP©), A PL protedz a poliproteint 3 helyen, az nspl, nsp2 és

nsp3, vagyis sajat C-terminalisan hasitja. A tovabbi 11 hasitast a 3CL proteaz
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végzi. Mindkét enzim cisztein proteaz, katalitikus centrumuk a papainra jellemz6
His-Cys diad, a protedz domén feltekeredése viszont a kimotripszin csaladéra
hasonlit. A tovabbiakban csak a 3CL proteazok ismertetésére tériink ki.

Papain-like proteinase (NSP3) 3C-like proteinase (NSP5) NSP7 RNA-directed
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2. abra. A SARS-CoV-2 altal kédolt pplab feldarabolasa révén keletkez6 fehérjék
annotdacidja és 3D modellje. (Forras: https://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/COVID-19/).

A 3CLP™ térszerkezete

A pikornavirusok korében altalanosan el6fordul egy kimotripszin-szeri
feltekeredéssel rendelkezd cisztein protedz, melyet 3C-nek neveztek. A
koronavirusokban ez a protedaz (3CLP°) egy C-terminalis helikdlis doménnel
egészllt ki. A vizsgdlatokhoz az enzimeket klonozast kovetbéen E. coli ex-
presszios rendszerekben fejezik ki. Az alkalmazott expresszidés vektoroktol
figgdéen nem minden esetben felelt meg a vad tipusnak az N- és C-terminalis.
Amennyiben az enzim terminalis szekvencidi nem ,autentikusak”, az enzim
tulajdonsagai jelentdsen megvaltozhatnak [5].

Szamos humdn és allati koronavirus enzim térszerkezete ismert. Erdekes médon
els6ként a sertés fertdz6 gasztroenteritisz virus (TGEV, Ujabban PEDV) nsp5
protedzanak térszerkezetét hataroztdk meg 2002-ben [6], majd ezt kovette
2003-ban a SARS-CoV hasonld protedza [7]. A kristalyszerkezetek alapjan a
molekula dimer. A 3. abran a jobb attekinthet6ség kedvéért csak az egyik
protomert mutatjuk. A térszerkezet 3 doménbdl all [7]. A 1. domén (8.-99.
aminosav) és a 2. domén (100.-183.) f6 szerkezeti motivuma antiparallel
B-red6, a kimotripszin csaladra jellemzd elrendez6désben. A katalitikus
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aminosavak (His41 és Cys145) a két domén kozott kialakuld szubsztrat koté
arok felé néznek. Az 5 o hélixet tartalmazé 3. domént (201.-306.) egy hosszu
hurok (184-200) koti 6ssze a kimotripszin-szerli doménnel. A monomer egység
N- és C-termindlisa kézel van egymashoz [8]. A klilonb6z06 eredet(i koronavirus
3CLP enzimeinek térszerkezete megegyezik, még akkor is, ha viszonylag
csekély kozottik a szekvencia azonossag (3. abra, 1. tablazat).

1. domén

2. domén

3. domén

3. abra. A 3CLrP~ térszerkezeti modellje. A) A térszerkezeti domének elhelyezkedése (az
egyszerliség kedvéért csak az egyik protomert mutatjuk). B) Az 1. tablazatban szereplé hat
3CLre  szerkezet egymasra helyezve.,, C) Az N-terminalis domén és a kimotripszin
2s,sze7a?<onll'tésa. A molekula grafikai abrak (3, 4, 5, 6) az UCSF Chimera [9] segitségével
esziltek.

1. tablazat. A 3. abran bemutatott enzimek szekvenciajanak és térszerkezetének
osszehasonlitasa

; szekvencia Osszes Co

A 3CLP™ forrasa ,

azonossag RMSD*
SARS-CoV-2 vs SARS-CoV 96,07% 0,542 A
SARS-CoV-2 vs MERS 49,35 % 0,839 &
SARS-CoV-2 vs HCoV-229E 39,67 % 0,813 A
SARS-CoV-2 vs Bat-HKU4 48,69 % 1,007 A
SARS-CoV-2 vs TGEV 38.08 % 0,866 A

A 3. abrahoz és az 1. tablazathoz felhasznalt koordinatak: SARS-CoV-2: 6Y2G; SARS-CoV:
2BX3; MERS: 4YLU; HCoV-229: 1P9S; Bat-HKU4: 4YOI; TGEV: 1LVO.*RMSD: négyzetes
k6zépérték eltérés.
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Dimerizacid
A kristaly szerkezetekben a vad tipusd 3CLP° mindig dimer. A két protomer
egymasra merélegesen helyezkedik el. A kontakt felszin ~2300 A2, ebb8l ~1250
Az apolaros, 950 A2 polaros felszin. A fehérje méretéhez (68 kDa homodimer) az
apolaros kontakt felszin csekély, ami jelzi azt, a dimer nem tul stabil, oldatban
monomer-dimer egyensuly all fent. A dimer szerkezet klilonlegessége, hogy
mindkét protomer N-terminadlis els6 7 aminosava, az ,N-finger” beékelddik a
sajat protomer harmadik, helikdlis doménje és a partner protomer masodik
doménje kozé, annak katalitikus centruma kézelében [7, 8]. A 4.A és B abran
lathatjuk a protomerek, kiemelve az N-terminadlis szekvenciak elhelyezkedését
a dimerben. A 4.C és D abra alapjan megallapithatd, hogy az N-terminalis
szekvencidk a dimerek illeszkedési felszinén, gyakorlatilag teljesen eltemetve
helyezkednek el. Az aktiv centrum kialakitdsdban bet6ltott szerepikre
visszatérink. A dimer stabilizadldsdban a C-terminalis domén is fontos szerepet
jatszik.
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4. abra. Az N-finger elhelyezkedése a SARS-CoV-2 3CLr™ szerkezetében. A) A dimer
molekula szalagszerkezetében mindkét alegység N-termindlis 7 aminosava térkitolté modellként
latszik. Szintén kiemelve a katalitikus diad (His41-Cys145) és a Glul66.A-Serl.B sohid. B) A
molekula ,hatoldala” az y tengely mentén tértént 180-os elforgatas utan. C) és D) A fenti
nézetek a VdW felszinek feltiintetése utan. (PDB ID: 6Y2G)
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Az oldat fazisu dimerizacié egyensulyi allanddjanak meghatarozasara leggyak-
rabban analitikai ultracentrifugat, gélszliréses kromatogafiat (SEC), kis sz6gl
rontgen szérast, valamint a specifikus aktivitds koncentracié fliggését
hasznaltak. A kapott K, értékek széles tartomanyban (nM és és néhany 100 uM)
szértak [10-15]. A szokatlanul nagy szoéras hatterében nemcsak az alkalmazott
technikak kialénboz6sége, hanem az enzim nagymértékl szerkezeti flexibilitasa,
illetve a nem autentikus terminalis szekvencidk is allhatnak.

A 5. abra a katalitikus centrum legfontosabb elemeit mutatja be. A szerkezetben
a His41l kozelében 1évé piros korong egy viz molekuldt reprezentdl
(,water@His41”). Ez a viz molekula foglalja el azt a helyet, ahol a
kimotripszinben az Asp102 talalhatd [7]. A peptid oldallancok kotését biztositd
S1-S4 helyek is fel vannak tlintetve. Lathaté az abran, hogy az N-finger
terminadlis aminosava (Ser1B) kett6s H-hiddal kapcsolddik a Phe140-hez (Ser1B
CO-Phel140 NH 3,149 &; Ser1B N-Phel40 O 2,776 A) és ezen kiviil a protonalt
alfa amino csoportja ionpart képez a Glul66-tal. Az abran fel nem tlntetett
tovabbi koélcsonhatasok (Arg4B-Glu290 ionpar, Ala7B-Val125 kett6s H-hid, és
szamos hidroféb kontakt) biztositjdk a stabil kapcsolatot az N-finger és a
molekula tobbi része kozoétt. Amennyiben ez a kapcsolat |étrejon, a Phel40 és
zseb kialakulasat. A SerlB &s Glu166 ionpar rogziti a Glu166 oldallancanak
helyzetét, és megakadalyozza, hogy az lefedje az S1 szubsztrat ko6t zsebet.

5. abra. A SARS-CoV aktiv centruma a katalitikus Cys145-His41 diaddal és az aktiv
centrum stabilitasat biztosito legfontosabb aminosavakkal. Zélddel bekeretezve az
oxianion hurok (Gly143,Ser144), pirossal bekeretezve a B protomer (Serl1B) kélcsénhatasai. A
piros korong egy viz molekula. (PDB ID: 6Y2G)

BIOKEMIA
XLIV. évfolyam 2. szam 2020. junius
32



Szilagyi Laszld

Az oxianion atmeneti termék stabilizalasat a Gly143, Ser144 és Cys145 peptid
amidok altal alkotott oxianion hurok latja el. Ennek a huroknak megfelel6

« 7

biztositja.

A korai vizsgalatok soran a molekula harmadik, C-terminadlis helikalis doménjét
dimerizaciés doménnak nevezték [7]. Az N-terminadlis 7 aminosav, vagyis az N-
finger delécidja utan is megfigyelték a dimer kialakuldsat, ugyanakkor az enzim
inaktiv volt [11] A 3. doménnek a dimerizacioban betdltétt fontos szerepét
megerdsitette Shi és mtsai [10] vizsgalata is. Kulén-kulon kifejezték az N-
terminalis és a C-termindlis domént. Az N-terminalis stabilan monomer volt és
enzimatikusan inaktiv, mig a C-termindlis monomer és dimer formaban is
el6fordult, de a két forma egymdsba nem tudott atalakulni. A jelenség okara
Zhong és mtsai oldat fazisi NMR vizsgalatai deritettek fényt [14]. A dimer
stabilitdsat az eredményezi, hogy az 6t a hélix kozll az elsé (al) kolcséndsen
helyet cserél a két protomerben, szorosan illeszkedve a masik alegység
szerkezetébe. A jelenség megfigyelhetd volt a teljes 3CLP° molekula esetében is,
és szuperaktiv oktamerek kialakulasahoz vezetett [16]. Arra nincs adat, hogy
ilyen szerkezetek fizioldgidsan is eléfordulnanak.

Enzimkinetikai vizsgalatokbdl kidertlt, hogy a 3CLP° specifikus aktivitasa
novekszik, ha a mérést toményebb enzimmel végzik, ami arra utal, hogy a dimer
a funkcidképes, aktiv forma [17, 18]. Ez indokolta, hogy intenziv kutatas
iranyult a dimerizaciot stabilizalé oldalldncok felderitésére. A dimerizacid
megakadalyozdsa az enzim aktivitdas gatlasanak egyik maddja lehet. Harom
pontmutacio — R298A, S139A és G11A - a dimerizacid teljes vagy részleges
elvesztését eredményezte [19-21].

A vad tipusu (wt) 3CLPe és az R298A mutans szerkezete lathaté a 6. abran.
Ennek a két enzimnek az 6sszehasonlitasaval analizalhatdk a dimerizacio és az
N-terminalis inzercié hatdsara bekovetkez6 térszerkezeti valtozasok. Ameny-
nyiben a C-terminalis doménre korlatozzuk az atfedést, szinte tokéletes az
illeszkedés (Ca atomokra RMDS = 0,416 A). Ugyanakkor a teljes N-terminalis
domén mintegy 400°-kal elfordul a C-termindlishoz képest (6.A abra). Az N-
terminalisban bekovetkezett valtozasokat akkor lathatjuk részletesebben, ha ezt
a két domént illesztjik egymasra. Itt is még meglehetlsen jé az illeszkedés (Ca
atomokra RMDS = 0,665 R), de az aktiv centrum kérnyékét kiemelve jelentds
ktlonbséget lathatunk. A Cys145 oldallanca elfordul a szubsztrat kété zsebtdl,
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és a 143-144-es hurok lefutdsa teljesen megvaltozik, nem alakulhat ki az amido
hidrogének oxianion stabilizalast biztositd elrendez6dése, az enzim elveszti
aktivitdsat. A medfigyelt valtozdsok a fent vazoltnal joval kiterjedtebbek,
részletes elemzésiik megtalalhatd a [19] és [22] hivatkozasban.

6. abra. A dimerizacié hatasara bekévetkezé konformacio valtozasok. A) Vad tipusu
3CLrPe (z6ld, PDB ID: 6Y2G) és az R298A dimerizaciora képtelen mutans (bibor, PDB ID: 2QCY)
C-terminalis doménjei egymasra illesztve. B) Az N-terminalisok egymasra illesztve, kiemelve az
oxianion hurok.

A folyamat analdg a tripszinogén-tripszin atalakulassal. Az inaktiv tripszinogén
amino terminalisan egy 8 tagu extra peptid szakasz taldlhatd. Az enterokinaz
ebben a peptidben a Lys|IleVal kotésnél elhasitja a peptid lancot. Az Gj N-
terminalis sohidat képez az Asp194 oldallanccal, és hidroféb kdlcsonhatasokkal
is stabilizal egy olyan konformaciéo valtozast, ami az oxianion hurok
kialakuldsahoz vezet [23]. Nem elhanyagolhaté kilonbség azonban, hogy a
tripszin esetében ez a valtozas intramolekularis, mig a 3CLP™® esetében ez a
valtozas dimerizaciét kovetden, vagy azzal egy idOben jatszddik le. Azt is meg
kell emliteni, hogy a tripszin és a hasonld szerin protedzok esetében az N-
terminadlis csak egy helyre kétédhet, a 3CLP° N-termindlisa azonban része a
felismerési szekvencianak, ezért a szubsztrat koté felszin P’ helyeihez is
kapcsolddhat.

Tobb esetben is megfigyelték, hogy a dimer kristalyszerkezetben a két protomer
szerkezete nem azonos. Az egyik protomer az aktiv konformaciéban van, a
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masikban az oxianion hurok torzult. Ilyen példaul a PDB ID 1UK2 szerkezet;
SARS CoV 3CLP™ pH 8,0 [24]. A két szerkezet molekularis dinamikai vizsgalata
szerint a killonbség oldat fazisban is fenndll. A szerz6k ebbdl arra
kovetkeztettek, hogy a dimerben csak az egyik protomer aktiv. Amennyiben
azonban a baktériumban termelt fehérje termindlisai pontosan azonosak a
természetes szekvencidval, vagyis ,autentikusak”, mindkét alegység a
katalitikusan kompetens konformaciét veszi fel [5]. Ez a jelenség is azt mutatja,
hogy mind az N-, mind a C-terminalis fontos szerepet jatszik az enzim
aktivitasaban.

Katalitikus mechanizmus

A cisztein proteazok katalitikus mechanizmusat a prototipusnak tekintett papain
vizsgalata alapjan ismerjik [25]. A papain aktiv centrumat a Cys25-His 159
ionpar alkotja, melynek orientdlasat az Asn175 végzi. A papainra jellemzo
hidrolitikus reakcid elsO Iépésében, az acilezésben a negativ toltés( tiolat anion
intéz nukleofil tdmadast a szubsztrat csoport ellen.

A peptid hidrolizis masik mechanizmusa az altaldnos bazis katalizis. Ennek
tipikus példaja a kimotripszin katalitikus triadja: Asp102-His57-Ser195. A His57
hidrogén hidas kapcsolatban fokozza a Ser195 nukleofilicitasat. Ezt az
aszimmetrikus toltés eloszlast stabilizalja az Asp102 negativ toltése.

1. séma : \ \
E+S«—=*ES—>P,+ES' Z>E +P,
K HOH
2. séma

ke ke
E +S<:I>ES4:2’ES'.B L»(E YA P])*L»R, + ES’ ;—»E + P,
ki k2 HOH

7. abra. A szerin/cisztein proteazok hidrolitikus reakcéjanak modellje. Az 1. séma a
minimalis modell 3 lépéses reakcié; Michaelis komplex (ES) képzddik reverzibilis reakciéban,
majd a k, sebességi allandoval acilenzim (ES’) keletkezik és felszabadul a P, termék (amin
komponens). Az acil-enzim hidrolizise a szabad enzim (E) és a P, termék megjelenését
eredményezi. A 2. séma szerint a P, termék gyorsitott leadasat elbsegité konformacid valtozas
toérténik az (ES’.P,)* komplexben [26].

Huang és mtsai folyamatos kolorimetrids mérésekkel tanulmanyoztak a SARS

3CLPe tobb mutdnsanak aktivitdsat. Megallapitottak, hogy a 2 katalitikus

oldallanc alaninra cserélése az aktivitas teljes elvesztését eredményezi, mig a

C145S (kimotripszin-szer(i) mutans megtartja aktivitdsanak 2,5%-at. Az

aktivitds pH fliggésébdl meghatarozott pKa értékek a kovetkezOk: vad tipus
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His41 - 6,38, Cys145 - 8,43; szerin mutans His41 - 6,15, Ser,145 - 9,09. Ebbdl
és a kinetikus izotdp effektus mérések eredményébdl arra a kovetkeztetésre
jutottak, hogy annak ellenére, hogy papain-szer( katalitikus diddja van az
enzimnek, a hidrolizis az altaldnos bazis mechanizmus szerint zajlik le, és nem
keletkezik tiolat-imidazolinium ion par [27].

Amid és észter szubsztratokon végrehajtott vizsgadlatok [28] finomitottdk a
mechanizmusrdél alkotott képet. A kisérletek soran egyrészt a teljes hasitasi
szekvenciat tartalmazé peptid szubsztratot, masrészt a P1 GIln-hoz kapcsolédé
kromofor p-nitroanilid és p-nitrofenil észter szubsztratokat hasznaltak.
Megallapitottak, hogy a teljes peptiden mért k__ /K, nagyobb, mint az alapvet6en
jobb tavozd csoportokat tartalmazé kromofdér szubsztratokon, vagyis a tavozo
C-termindlis peptid szakasz jelenléte fokozza a katalitikus hatékonysagot.
Hasonlé jelenséget mutatott ki Polgar a papain kinetikajat vizsgalva [29].
Kulénb6z6 pH-kon végzett steady-state és pre-steady-state mérések, valamint
a kinetikus izotép effektus alapjan meghatarozott proton leltdar és a
jodacetamiddal torténd inaktivalas eredményeit értékelve a kovetkez6 képet
alakitottak ki: (1) a reakcid els6 |épésében (acilezés) ionpar alakul ki, (2) az els6
termék (P,) leadasa gyorsitott az enzim konformacié valtozasaval, (3) a
dezacilalas az altalanos bazis mechanizmussal torténik.

Az inhibitor tervezés szempontjabdl is fontos a katalizis soran lejatszédé proton
transzfer |épések ismerete. Paasche és mtsai [30] Osszehasonlitd
molekuladinamikai modszerrel vizsgaltak a szubsztrat és inhibitor kotése soran
bekbvetkez6 toltés allapot valtozasokat. Azt taldltdk, hogy alapallapotban a
Cys145-His41 diad semleges, szubsztrat kotéskor viszont Cys145(—)-His41(+)
ionpar indukalédik. Ugyanez a valtozds nem kovetkezik be akkor, ha egy
inhibitor kotddik az aktiv centrumhoz. Azt gondoljak, hogy ez a magyarazata
annak, miért sokkal lassabb egy elektrofil tdmadd csoportot (epoxid, o,p-
telitetlen észter, benzotriazol észter) tartalmazé inhibitor bekétése (k. ~ 103 st)
mint egy ugyanolyan szekvenciaju peptid hasitasa (k_,~3 s*) [31].

Szubsztrat specifitas

A 3CLPe szubsztrat specifitdsanak ismerete alapvetd fontossagu hatdsos
inhibitorok kifejlesztéséhez. Lai és mtsai. [32] meghataroztdk 3CLP™ relativ
hatékonysagat a SARS-CoV poliproteinben elhasitandd szekvenciat hordozé 11
peptid szubsztaton (2. tablazat) A hasitast HPLC-vel kovették.
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Valamennyi peptid a P1 helynek megfelelé glutamin utdn hasadt. Egyértelmd,
hogy a leggyorsabban a 3CLP™-1 N-terminalisa hasad el, ezt kdveti a 3CLP°-1 C-
termindlisan torténd hasitds. Ezek az adatok azt mutatjdk, hogy a protedz
el6szOr sajat magat hasitja ki. Nehéz azt megitélni, hogy a tovabbi hasitasok
sorrendje koveti-e a kinetikai adatokat, de feltind, hogy az RdRp N-terminalisan
a leglassabb a hasitas.

2. tablazat. A SARS-CoV 3CLP~ relativ hatékonysaga a poliprotein hasitéo helyeit
reprezentalé 11 polipeptiden [32]

Cterm/Nterm hasité hely szekvencidja (Keat/Ku)re
nsp4/3CLPr TSAVLQ/SGFRK-NH; 1,00
3CLP®/nsp6 SGVTFQ/GKFKK-NH: 0,41
nsp6/nsp7 KVATVQ/SKMSD-NH2 0,03
nsp7/nsp8 NRATLQ/AIASE-NH: 0,05
nsp8/nsp9 SAVKLQ/NNELS-NH: 0,02
nsp9/nsp10 ATVRLQ/AGNAT-NH:2 0,22
nsp10/RdRp REPMLQ/SADAQ-NH> 0,002
RdRp/Hel PHTVLQ/AVGAC-NH: 0,08
Hel/ExoN NVATLQ/AENVT-NH> 0,09
ExoN/NendoU TFTRLQ/SLENV-NH: 0,28
NendoU/nsp16 FYPKLQ/SSGAW-NH; 0,27

Az egyes fehérjék elhelyezkedése, illetve a roviditések magyarazata leolvashato a 2. abrardl.

A kulénbdz6 koronavirusokban a hasitd helyek &ltaldban konzervaltak. Erdekes
viszont, hogy a SARS-CoV-2 poliproteinben a 3CLP™ C-terminalisan a szekvencia
a koOvetkezd: sgvtfg/savkr. A 9. abra adatai alapjan azonban ezekben a
pozicidkban a hatékonysag kevéssé fiigg a szekvenciatél. A SARS-CoV-1 3CLP
szekvencidja csak 12 pozicidban kilénbozik a SARS CoV-étél. Az aminosav
cserék altaldaban nem okoznak polaritds, illetve hidrofobicitdas valtozasokat,
kivéve a Thr285—Ala szubsztitlciot. Ez a mutacio ndveli az enzim aktivitasat, és
esetleg hozzajarulhat a SARS CoV-2 fokozott fert6z6 képességéhez [33].

Chuck és mtsai [34] a SARS CoV 3CLrP szubsztrat specifitasat a 8. abran lathato
molekulaval tesztelték. A 3CLPe N-terminalis hasitasi szekvenciat reprezentald
12 tagu polipeptid kapcsolja 6ssze a cian és sarga fluoreszcens fehérjét. A P5-
P3’ szakaszon valamennyi pozicidban egyenként 19 mutaciot hajtottak végre. A
peptid hasitasa a FRET szignal csokkenésével detektalhatd, és meghatarozhato
az enzim specifikus aktivitasa (k_ , /[3CLP™]).

Az eredmények azt mutatjak, hogy a P1 és P2 pozicidé kivételével a tobbi helyen
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el6fordulhat olyan aminosav, amely a konszenzus aminosavval azonos vagy
annal valamivel jobb szubsztrat. A P5 hely tolerdlta a legtobb aminosavat, és
tobbséglik jobb volt, mint a vad tipus.

430 nm 530 nm

* ‘A .

CFP ' @O@O000@F K v YFP

P6 P5 P4 P3 P2 P1 f°1’ P2' P3' P4’ P5' P6’

3CLpro

8. abra. FRET (Forster resonance energy transfer) szubsztrat a SARS-CoV specifita-
sanak meghatarozasara. Az arnyékolt 8 helyen egyenként 19 mutaciét végeztek, igy egy
8x19 tagu peptid kényvarat kaptak. ([34] alapjan, modositva).

A szubsztrat azon pontjain, ahol az oldallanc az oldészer felé fordul (P5, P3, P3’)
pozitiv toltésd oldallancok (K, R) nagymértékben preferdltak a negativ tolté-
sliekkel szemben. A szerz6k szerint a jelenség magyardzata az lehet, hogy a
pozitiv toltés koOzelsége elektrosztatikusan stabilizdlhatja a katalizis soran
atmenetileg kialakuld oxianion intermediert. A P4 oldallanc egy kis méret(
hidrofob zsebbe illeszkedik, a relativ aktivitds korreldl az oldallanc hidro-
fobicitasaval.

?[P5 (ser) P4 (Ala) P3 (Val) P2 (Leu)
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9. abra. A SARS-CoV 3CLr specifikus aktivitasa a P5-P3’ poziciékban. Az értékeket a vad
tipusu szekvenciaban el6fordulo aminosavéra normaltak [34].
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Toltott aminosavak itt nem talalhatok, a kedvezé6tlen deszolvatacidés energia
miatt. A P3 helyen a B lemezt kedvel6 oldallancok részestilnek elényben, mig a
P2 helyen a nagy méretl, de B eldgazast nem tartalmazo hidroféb oldalldancok
szerepelnek. A varakozasnak megfeleléen a P1 poziciéban a legjobb szubsztrat
a glutamint tartalmazé volt, de hisztidin és metionin utan is tértént hasitas.
Természetes hasitd helyeken ezek az aminosavak nem fordulnak el6. A P1’
helyen csak 50 A3 térfogatnal kisebb oldalldncii aminosavak lehetnek. A P2’ és
P3’ poziciéban, a mar emlitett pozitiv toltés preferencian kivil mas korlatozas
nem figyelhetd meg. Hasonld atfogo analizis a SARS CoV-2 3CLP® enzimmel nem
készilt, de a nagyfokl szekvencia azonossag alapjan jelentds kilénbségek nem
varhatoék.

Az érési folyamat

Az izoldlt enzimen végzett aktivitds mérések alapjan nem lehet egyértelmien
kovetkeztetni a poliprotein érési folyamatanak mechanizmusara. A poliprote-
inben a 3CLP* az nsp4 és az nspb6 kozott helyezkedik el. A tapasztalat azt
mutatta, hogy ha a rekombinans vad tipusu 3CLP™ szekvencidja mind az N-,
mind a C-terminalison tartalmazta a teljes felismerd szekvenciat , vagyis az N-
terminalison az nsp4 utolsd 6t, a C-terminalison az nsp6 els6 6t aminosavat, az
autoprocesszalas mar a sejt lizatum készitése soran bekovetkezik. EIO lehet
viszont allitani az inaktiv C145A mutans kovetkezd valtozatat: Trx-10aa-
C145A3CLP-10aa-GST (Trx-tioredoxin, GST-glutation S-transzferaz). A mole-
kulat a vad tipusu 3CLP™ elhasitja. A folyamatot SDS-PAGE segitségével kdvetve
megallapitottak, hogy az N-terminalis kb. 50-szer gyorsabban hasad, mint a C-
termindlis [35]. Bar nagysagrendi az eltérés, ez kvalitative megegyezik a
peptideken mért arannyal.

A poliprotein processzalasi mechanizmusanak felderitésében rendkivil jelentds
a Hilgenfeld csoport hozzajarulasa. Tobb, oldat fazisban dimer kialakitasara
képtelen és ezért inaktiv mutans (R298E, E290R és R4E) esetében megfigyelték,
hogy amennyiben a konstrukcidk tartalmaztak a teljes felismerd szekvenciat,
szintén bekdvetkezett az autoprocesszalas a lizatum készités soran. Nem tortént
autoprocesszalds a C145A/E290R kett6s mutdnsnal, bizonyitva, hogy a
terminalisok modositdsat nem valamelyik baktérium protedz végzi. Ha az igy
eldallitott ,éretlen” protedzt Osszekeverték az E290R, processzalt, de
onmagaban dimerizalasra képtelen, és ezért az ,éretlen” allapotra jellemzo

7 e

hasitasa [36]. EbbGOl kovetkezik, hogy a nativ poliprotein processzalasanak
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kezdeti |épéseként elegendd két ,éretlen” monomer kapcsolata egy intermedier
dimer formajaban. Ebben az allapotban az egyik inaktiv protomer N-terminalisa
kapcsolodik a masik szintén inaktiv protomer szubsztrat kotd arkaba és azt
aktivalja. Bekovetkezik a hasitas, és a felszabaduld N-terminalis beilleszkedik a
2. és 3. domén kozé és stabilizadlja az aktiv konformaciét. Az aktivalt alegység
elhasitja a masik protomer N-termindlisat, és az intermedier dimer aktiv
allapotba kerlil. Ezt a folyamatot egyes szerz6k, az intermedier dimert egy
egységnek tekintve, cisz hasitdsnak nevezik. Az elnevezés nem korrekt, mivel a
hasitandd peptid szakasz és a hasitast katalizalé aktiv centrum nem azonos
polipeptid szdlon van. Az ,éretlen” protomerek taldlkozasat valdszinlleg
el6segiti, hogy a folyamat membranhoz kotott allapotban jatszédik le. A 3CLP
a poliproteinben az nsp4 és az nsp6 kozott helyezkedik el. Mindkét szomszédos
fehérje membran fehérje, N- és C-termindlisuk az endoplazmatikus retikulum
citoplazmatikus oldalan helyezkedik el [37].

Inhibitorok keresése

A PubMed adatbazisban a ((3clpro) OR (Mpro)) AND (inhibitor) kombinaciéval
szlirve 2020. majus végén 191 kozlemény talalhatdé. A kozlemények id6beli
eloszlasa harom maximumot mutat, a harom koronavirus-jarvanynak megfe-
leléen, de messze a legtobb kozlemény idén jelent meg.

Az inhibitor kutatds alapfeltétele a molekula térszerkezetének ismerete. A
térszerkezetet leird els6 kozlemény [7] cime megjeldlte a kutatdsok céljat:
n-.3CLP™ Structure: Basis for Design of Anti-SARS Drugs”. Ennek az elvnek
megfeleléen szamos olyan térszerkezetet oldottak meg, melyekben a 3CLrPr
kovalensen ko6tott inhibitort tartalmazott. Az inhibitor elektrofil tdmadd csoportja
klérmetil keton (CMK) [7, 8], a—p telitetlen észter [38, 39] vagy peptid aldehid
[40] volt. Az ilyen reaktiv csoportokat tartalmazoé vegylletek nem alkalmasak
gyogyszernek, toxikusak, szamos kellemetlen mellékhatast valtanak ki. Az
inhibitorral gatolt enzim térszerkezete azonban alkalmas arra, hogy abbdl az
inhibitort eltavolitva virtualis szlréssel nem-kovalens, er6sen két6 molekulakat
keressenek. Az els6 nem-kovalens inhibitor, amely SARS-CoV altal fertdzo6tt Vero
E6 sejteken hatasosnak bizonyult (IC,=1,5+0,3 pM), az ML188 jell vegyilet
((R)-N-(4-(tert-butyl)phenyl)-N-(2-(tert-butylamino)-2-oxo-1-(pyridin-3-
yl)ethyl)furan-2-carboxamide) volt [41]. Kombinatorikus kémiai szintézissel
szamos mas hasonld vegyilletet is szintetizaltak, jelentésen jobbat eddig nem
talaltak [42, 43].

A bioaktiv, gydgyszer hatasi molekuldk ChEMBL adatbazisabdl kivalasztott
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1.485.144 vegyllet vizsgalatat végezte el M. Tsuji [44]. A SARS-CoV-2 3CLrr
szerkezetéhez (PDB ID: 6Y2G, [45]) rDoc és AutoDock Vina 1.1.2 szoftverekkel
illesztette a vegylleteket. A szelekciot a kotési szabadenergia alapjan végezte.
A legjobb 29 vegyllet kozott két, bizonyitottan protedz gatld vegyllet
(sepimostat és curcumin) is szerepel.

A hatékony gydgyszer keresésének egyik gyors, és koltséghatékony mddja az
Latiranyitas” (repurposing). Ennek a kozismert példai az eredetileg malaria
gyogyszerként alkalmazott hidroxi-klorokvin, illetve a HIV gydgyszerként
alkalmazott lopinavir/ritonavir kombinacié. A hidroxi-klorokvin hatdsossaga
valészinlileg nem a 3CLPe gatlasanak koszonhetd. A lopinavir/ritonavir
kombinacié viszont hatékonyan gatolja a HIV proteazt, de in silico analizis azt
mutatja, hogy a 3CLPe katalitikus helyére is képes bekdtni [46]. Tovabbi
vizsgalatok azt mutattdk, hogy tovabbi két HIV protedz inhibitor (indinavir és
darunavir) képes a 3CLP aktiv centrumahoz koétédni [47]. Megjegyzendd hogy
a HIV protedz aszpartil protedz, és a térszerkezete sem homolég a 3CLP™
enzimével. Funkciojuk azonban hasonld, a HIV proteaz is poliproteint hasité
enzim, bar felismerd szekvenciai [48] klilonboznek a 3CLPe-étdl.

Az aktiv centrum tamadasa mellett masik igéretes lehet6ség a dimerizacio
blokkoldsa. Ezen a terlileten azonban érdemi el6rehaladas eddig nem tortént
[49].
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