A kutatéasi eredmeények dsszefoglalasa

A komplement rendszer a természetes immunitdas fontos komponense
szervezetinkben, normalis mutikddése elengedhetetlen a homeosztazis fenntartdsdhoz. A
komplement rendszer elsédleges védelmi vonalat képez a patogén baktériumokkal és mas
korokozokkal szemben, ezenkivil részt vesz a megvaltozott sajat struktirak (pl. rakos sejtek,
apoptotikus sejtek) eliminacidjaban is. Rendellenes miikddése azonban sulyos betegségek
forrasa lehet, ezert fontos, hogy minél jobban megértsiik a rendszer aktivalodasanak és
szabalyozdsanak mechanizmusat, hogy szukség esetén a megfelelé pontokon be tudjunk
avatkozni. A komplement rendszer egy szerin proteazokbol all6 kaszka&drendszer, amely
haromféle Uton: a klasszikus, a lektin és az alternativ uton keresztiil aktivalodhat. Kutatasaink
sulypontjat nagyobb részben a legkevésbe jellemzett lektin dtra, valamin kisebb mértékben a
klasszikus utra helyeztik. A komplement proteazokra jellemzé, hogy tébb doménbdl allé
mozaikfehérjék, szubsztratspecificitasuk rendkivil sziik, és hatasukat nem egyedil, hanem
més protedzokkal és felismer6 fehérjékkel alkotott komplexekben fejtik ki. A klasszikus ut
felismeré fehérjéje a C1q, ehhez kapcsolodik két C1r és két C1s szerin protedz molekula. A
C1q aktivator struktarahoz kotédése utan a C1lr autoaktivalddik és limitalt proteolizis dtjan
aktivalja a Cls-t. Az aktivalt Cls hasitja a kaszkad soron kovetkezé komponenseit (C2, C4).
A lektin Ut esetén a felimer6 molekula az MBL (mann6z-koté lektin) és hozza harom
kilénbdz6 protedz: a MASP-1, MASP-2 és MASP-3 kapcsolodhat. Ezek kozil a proteazok
kozul egyértelmiien csak a MASP-2-r6l sikerllt kimutatni, hogy kepes beinditani a
komplement kaszkadot. A MASP-2 képes autoaktivalodni és C2/C4 komponenseket hasitani.
A masik két protedz (MASP-1 és MASP-3) fiziolGgiai szerepe még nem tisztazott. A Clr,
C1ls, MASP-1, és MASP-2 enzimek k6zos fiziologias inhibitora a Cl-inhibitor. Ez a szerpin
tipusu inhibitor a korai komplement proteazokon kivil még egyéb protedzokat is gatol a
verben (pl. plazma kallikrein, faktor XI, faktor XIlI), ezért fizioldgias szerepe kiemelkedéen
fontos.

A proteazokkal kapcsolatban a legfébb celkitiizéseink voltak az autoaktivacio és a
szubsztratspecificitas szerkezeti alapjainak felderitése, valamint az egyes domének
funkcioinak meghatarozasa. A proteazok katalitikus régiojat (a szerin proteaz (SP) domén és a
hozzad kapcsoldédd két komplement kontrol protein (CCP) modul) rekombinans forméban
fejeztik ki és szerkezetvizsgalathoz megfelel6 mennyiségii és mindségii (tisztasagu)

preparatumot allitottunk elé.



Rontgendiffrakcio  segitségével meghataroztuk az aktivn. MASP-2 CCP2-SP
fragmentumanak térszerkezetét 2.25A felbontasban (Harmat et al. 2004). A kristalyszerkezet
alapjan két fontos megallapitast tettink. 1.) A CCP2 és az SP domének hatarfeliilete nem
merev, hanem flexibilis, ezért ,,hinge” pontnak tekinthet6. A domének egymashoz képesti
elmozdulasa kulcsszerepet jatszhat az enzim muikodése soran. A MASP-2 dimer képes
mindazon funkciokat ellatni, amit a nala kétszer nagyobb C1s-C1r-C1r-C1s tetramer lat el a
komplement aktivacio klasszikus uUtja soran. Ehhez pedig nagyfoku flexibilitas kell. 2.)
Osszehasonlitva a MASP-2 és a nagyon hasonld szubsztratspecificitassal rendelkezé Cls
szerin proteaz doménjének térszerkezetét megallapitottuk, hogy a szubsztratspecificitas
finomhangolasaért felelés hurokrégiok eltéré szerkezettel rendelkeznek a két enzimben. Ez
arra utal, hogy a MASP-2 és a Cls mas-mas kontaktusokat alakit ki ugyanazokkal a
szubsztratokkal.

Az aktiv MASP-2 szerkezetébdl nem tudtunk kovetkeztetni az autoaktivalodas
mechanizmusara. Ehhez szlikséglink volt a zimogén forma jellemzésére. Mivel a MASP-2
kdnnyen autoaktivalodik megfelel6 mutacioval (R444Q) stabilizaltuk a zimogén format.
Rontgendiffrakcio segitségével meghataroztuk a zimogén CCP1-CCP2-SP fragmentum
térszerkezetét 2.4A felbontasban (Gal et al. 2005). A szerkezet analizise megerdsitette korabbi
megfigyelésiinket a CCP2/SP hatarfelilet flexibilitasaval kapcsolatban, és az is bizonyitotta
valt, hogy autoaktivalodas soran csak az SP domén térszerkezete valtozik jelentésen, a ket
CCP modulé nem. A zimogén MASP-2 SP domén a tripszin-szeri szerin proteaz zimogénekre
jellemz6  térszerkezetet mutatja: az oxianion lyuk és a szubsztratkoté zseb hianya
megakadalyozza a peptidkdtés hasitasat. A szerkezettel 6sszhangban van az a kisérleti adat,
hogy kisméretii szintetikus szubsztratok hasitasara nem képes a zimogén MASP-2. Meglep6
volt azonban, hogy ugyanez a zimogén forma a nagyméretii C4 szubsztratot igen jo
hatékonysaggal hasitotta (a zimogén forma katalitikus hatékonysaga kb. 1/8-ada az aktiv
forma hatékonysaganak). Ez csak ugy magyarazhatd, ha feltételezziik, hogy az egylancud
zimogen forma a szubsztrat hatdsara felveszi az aktiv molekuléra jellemz6 konforméciot.
Ennek a szubsztrat-indukcios mechanizmusnak a szempontjabol fontos az a megfigyelésunk,
hogy a CCP2 modul jelenléte elengedhetetlen a hatékony C4 hasitashoz. Ebbél arra
kovetkeztettink, hogy a CCP2 modul kilsé kotéhelyet (,,exosite”) tartalmaz a
fehérjeszubsztrat részére. Mivel a CCP modul szerkezete nem valtozik az autoaktivacié soran,
ezért az ,,exosite” mar a zimogén forman is jelen van. A zimogén forma tehat képes megkotni
C4 szubsztratot (ezt idokozben egy konkurens kutatocsoport kisérletesen is igazolta), ezért a

szubsztrat lokalis koncentracidja megnovekszik az SP domén koérul. A fehérjeszubsztrat



tobbszords kolcsonhatast alakit ki az SP doménnel, ezaltal stabilizalva annak aktiv
konformaciojat. A kisméreti szintetikus peptidszubsztrat viszont nem kot az ,,exosite”-hoz és
csak az aktiv centrum kodzvetlen kérnyezetével alakit ki kdlcsonhatasokat, ezért nem képes
atbillenteni a zimogén format az aktiv konforméaciéba. A MASP-2 autoaktivacidja hasonlo
szubsztrat indukcidés mechanizmus szerint mehet végbe a dimerben, ahol az egyik zimogén
jatssza az enzim a masik pedig a szubsztrat szerepét. Ezt a mechanizmust Kkisérletesen is
igazoltuk kétféle zimogén szubsztrat R444Q és S633A reakcidjaval. Az ép katalitikus triaddal
rendelkez6 de egylanci formaban stabilizadlt MASP-2 zimogén (R444Q) hasitotta a
katalitikusan inaktiv de hasithatd zimogén mutanst (S633A). Az altalunk megoldott
szerkezeteket felhaszndlva szamitogepesen (in silico) modelleztik az autoaktivalddasi
folyamatot. Tudomasunk szerint ez az els6 atomi szintii mechanizmus egy kiils6é faktorok
kozremiikodése nélkul autoaktivalodo szerin proteaz mikodésének magyarazatara.

A klasszikus ut els6é enzimatikus lépése a Clr zimogén autoaktivalodasa. A Clr a
katalitikus régidjan keresztul dimert képez, amelyben dont6 szerepet jatszanak a CCP1
modulok. Elséként nekiink sikerllt kristalyositanunk az aktiv Clr (CCP1-CCP2-SP),
katalitikus fragmentumét és megoldani térszerkezetét 2.6A felbontasban (Kardos et al. 2008).
A két C1r molekula fej-1&b illeszkedéssel kapcsolodik egymashoz, a dimert intermolekuléris
CCP1-SP kolcsonhatasok stabilizaljak. A szerkezetnek két olyan fontos sajatsdga van,
amelybdl kovetkeztetni tudunk az autoaktivicidé mechanizmusara. 1.) A szomszédos C1r
molekuldk enzim-termék komplexet alkotnak: az egyik molekula szubsztratkoté zsebét a
szomszédos C1r molekula aktivalodaskor hasadd kotésenek P1 argininje foglalja el. Nagyon
valdszinti, hogy autoaktivalddas soran is hasonld elrendezésben van a két C1r molekula. 2.)
Masrészt az enzim-termék komplex stabilizadlasdban CCP2-SP  kolcsonhatasok is
kdzremiikddnek. Korabbi méréseinkben kimutattuk, hogy a CCP2 domének jelenléte
megnoveli az autoaktivacid sebesseget. Feltételeztiik, hogy — hasonléan a MASP-2-h6z - a
CCP2 modulok extra kotohelyeket tartalmaznak. Ezt a feltételezésinket a szerkezet
megerdésitette. A szerkezetbdl nyert informacidkat felhasznalva egy Gj modellt alkottunk a C1
komplex aktivalodasara, amely feloldja a korabbi modellek ellentmondasait és jobban
dsszhangban van a kisérleti eredményekkel.

Az altalunk javasolt és a korabbi C1 modellek is feltételezik a protedzok nagyfoku
flexibilitasat. Hasonloan a MASP-2-h6z a C1r katalitikus fragmentumaban is flexibilis CCP2-
SP interdomén regidra utalnak a rontgenszerkezetekbdl nyert informéciok. Ez a flexibilitas
azonban nem elég nagy ahhoz, hogy megmagyardzza az autoaktivalédas soran fellépd
nagyfoku konformacio valtozast. Korabban felvetették, hogy a két CCP modult 6sszekotd



régié rendelkezik nagyfokd flexibilitdssal. Ennek a kérdésnek a megvalaszolasara a
rontgendiffrakcié nem alkalmas, ezért NMR spektroszkdpia segitségével vizsgaltuk a CCP
doménpérok oldatbeli viselkedését. Bakteridlis expresszids rendszerben eléallitottuk a Clr
CCP1 és CCP2 moduljat, valamint a CCP1-CCP2 modul part. Az NMR mérésekhez
szilkséges N™° és C* jelolt rekombinans fehérjéket is sikeriilt megfelelé mennyiségben és
tisztasadgban el6allitani. Mind a CCP1 mind pedig a CCP2 modul jol definialt térszerkezettel
rendelkezik oldat fazisban (Gal et al. 2006). Ezt a megfigyelésiinket megerésitették a DSC
(differencidlis pasztazo kalorimetrias) méréseink is. Osszehasonlitva az individualis CCP
modulok NMR spektrumat a CCP1-CCP2 modulpar spektrumaval megéllapitottuk, hogy a két
domén hataran 1évo kapcsolddasi felliletre (interface) lokalizalhatd NMR jelek jelentésen
perturbalédnak a modulpar esetén. Ezek az eredmények arra utalnak, hogy a két CCP domén
kozott erés kolcsonhatas van, az ket 6sszekotd linker régio inkadbb rigid, mint flexibilis
jellegii. A C1r molekula nagyfoku flexibilitdsat méas regioban kell keresnunk. Legfrissebb
kutatasi eredményeink alapjan ez a régid nagy val6sziniséggel a CUB2-CCP1
fragmentumban talalhat6. Ezt a kérdést jelenleg is tovabb vizsgaljuk.

Tanulméanyoztuk a lektin Ut legkisebb mennyiségben jelenlévé és legkeveshé
jellemzett proteazat, a MASP-3-t is. A MASP-1 és MASP-3 enzimek csak Katalitikus
doménjlkben kulonbdznek egymastol, a két fehérje egy génrdl képzodik alternativ splicing
altal. A két szerin proteaz domén azonban szekvencidjaban és méretében is jelentésen
kilénbozik egymastol. Rekombinans formaban expresszaltuk a MASP-3 SP doménjet.
Eltéréen a MASP-1 és MASP-2 protedzoktol, a MASP-3 nem autoaktivalodott és nem hasitott
komplement komponenseket sem (pl. C1r, C1s, MASP-1, MASP-2, C2, C3, C4). Ugyancsak
kilonleges sajatsaga a MASP-3-nak, hogy tripszinnel felaktivalt formaja nem képzett
komplexet a Cl-inhibitorral. Mindezek a kisérleti eredmények arra utalnak, hogy a MASP-3
aktivalddasi mechanizmusa és bioldgiai funkcioja eltér6 a tobbi rokon szerin proteazétol.

Vizsgéltuk a lektin Gt protedzainak fizioldgids szerepét is. Korabbi munkankban
megmutattuk, hogy a MASP-1 képes hasitani fibrinogént és a Xlll-as faktort
(transzglutamindz), ezaltal térhalos fibrin polimert hozva létre. A MASP-1 tehat kapcsolatot
teremt a vérben talalhato két proteolitkus kaszkad, a komplement és a véralvadas koézott. Jelen
palyazat soran pontosabban jellemeztiik a MASP-1 aktivitasat a fenti szubsztratokon (Krarup
et al. 2008). N-terminalis szekvenaldssal bebizonyitottuk, hogy a MASP-1 és a trombin
azonos helyen hasitja a Xlll-as faktort. A trombin atalakitasi szdma (turnover number)
azonban 650-szerese a MASP-1-ének. A fibrinogént a MASP-1 némileg eltéré6 modon hasitja,

mint a trombin, azonban kimutattuk a gyulladaskelté hatasu fibrinopeptid B felszabadulasat.



A MASP-2 szubsztratspecificitasat vizsgalva Ujabb kapcsolatot is sikerilt kimutatnunk a
véralvadasi és a komplement kaszkad kozétt. Megmutattuk, hogy a MASP-2 képes hasitani és
aktivalni a protrombint, amely azutan hasitja a fibrinigént és a Xlll-as faktort (Krarup et al.
2007). A jelenség fizioldgiai jelentéséget jelzi az a tény, hogy az MBL-MASP-2 komplexszel
boritott baktérium felszinén kovalensen kotott fibrin mutathaté ki. Valoszint, hogy hasonléan
a gerinctelenekhez, a limitalt véralvadas szerepet jatszik az emberi természetes
immunvalaszban is. Az is valdszinii, hogy a két proteolitikus kaszkadrendszer egy 6si
kaszkadrendszerbdl fejlédott ki az evolucio soran (Gal et al. 2007).

A mozaik szerin proteazok szerkezet-funkcid vizsgalatahoz kiméra molekulat is
terveztink. A MASP-1 szerin protedz doménjéhez a Clr CCP2 moduljat illesztettiik. A
kiméra molekulat kifejeztlk bakteridlis expresszios rendszerben. A kiméra autoaktivalodott és
képes volt Cls-t hasitani. A rekombinans fehérjét homogenitasig tisztitottuk és
kristalyositottuk. A kristalyokrol rontgendiffrakcios adatkészletet vettink fel szinkroton
sugarforrasnal. A szerkezet megoldéasa folyamatban van.

A C1r, Cls, MASP-1 és MASP-2 kozos inhibitora, a Cl-inhibitor, amely szerpin
tipusu inhibitor. A szerpin domén mellett a molekula tartalmaz egy erésen glikozilalt N-
terminalis domént is. A Cl-inhibitor fiziologiai jelentésége igen nagy, hianya egy sulyos
betegség, az 6rokletes angioodéma (HAE) kialakulasahoz vezet. Elettani fontossaga miatt a
Cl-inhibitor térszerkezetét mar évtizedek oOta probaljak meghatarozni a vilag vezeto
laboratériumaiban. Mi is regota prébalkoztunk a fehérje kristalyositasaval. A vérbél izolalt
fehérjét nem lehet kristalyositani, valoszinileg az erésen glikozilalt N-terminalis domén
jelenléte miatt. Rekombinans DNS-technikéval olyan C1-inhibitor konstrukciot hoztunk létre,
amely protedzgatld aktivitasat megoérizte, azonban gyakorlatilag nem tartalmazza az N-
terminalis domént. A maradék glikozilacids helyeket specifikus mutagenezissel tavolitottuk
el. A rekombinans expressziohoz tobbféle expresszios rendszert is kiprébaltunk, és végul is az
éleszté (Pichia pastoris) vezetett eredményre. Az élesztében termeltetett C1-inhibitor kétféle
formaban volt jelen: egyreszt egy funkciondlisan aktiv, mésrészt egy inaktiv, magasabb
olvadaspontu (DSC-vel mérve) forma. Az utobbi format sikertlt kristalyositani és szerkezetét
meghatarozni 2,35A felbontasban (Beinrohr et al. 2007). A szerkezet a Cl-inhibitor eddig
még nem azonositott latens formajat mutatja, ahol a reaktiv hurok (reactive center loop=
RCL) egy hétszalu B-lemezbe van beintegralédva. A szerkezet felszini toltéseloszlasanak
elemzése alapjan hipotézist dolgoztunk ki a Cl-inhibitor mikddésének heparin altali
modulaciojara. A ,,szendvics modell” szerint a kétédé polianion (heparin) learnyékolja a

szerpin domen pozitiv toltését, ami ezutan megvaltozott sebességgel inaktivalja a kilonb6zo



protedzokat. A kristalyszerkezet elemzése alapjan meg tudtuk magyardzni olyan betegséget

okozd mutéaciok hatasat, amelyeket a szerkezet ismerete nélkil eddig nem tudtak ertelmezni.
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