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Bevezetés

A komplementrendszer a természetes immunitds egyik fontos, Gsi effektor agat képezi. A kb.
40 fehérjemolekuldbdl all6 rendszer szinte minden olyan tulajdonsaggal rendelkezik, ami a
teljes immunrendszerre is jellemzé: képes felismerni és megjel6lni az idegen (pl. baktérium,
virus) illetve a megvaltozott sajat (pl. apoptotikus sejt, rakos sejt) strukturakat és kiilonbozé
mechanizmusok révén megkezdi azok semlegesitését, eliminalasat. A komplementrendszer
fontos szerepet jatszik a fert6zések elleni védekezésben és az immun homeosztazis
fenntartasaban. Jollehet a komplementrendszer a velesziletett immunitas része, szamos
ponton kapcsolddik az adaptiv immunitashoz is. A komplementrendszer egyik f6 funkcidja
éppen az, hogy hidat képez a természetes és az adaptiv immunvalasz kozott: a
komplementrendszer aktivalédasa elGsegiti az adaptivimmunvalasz kialakuldsat, az adaptiv
immunvalasz sordn képz6dd antitestek viszont az antigénjikhoz kapcsolédva aktivaljak a
komplementrendszert. A  komplementrendszer  aktivaléddsdanak elsé |épésében
mintdzatfelismeré molekuldk kapcsolédnak az aktivator struktirdhoz. A veszély szignalok
felismerését végzé molekuldk szerin protedz zimogénekkel alkotnak komplexet, amelyek a
mintazatfelismeré molekuldk altal detektalt vészjelet enzimatikus jellé konvertdljdk és egy
kaszkadfolyamat keretében nagymértékben felerdsitik. A  vérben tobb, a
komplementrendszerhez hasonld, proteolitikus kaszkad talalhatd, amelyek ko6zos jellemzéje,
hogy aktivalddasuk soran tripszinszerl szerin protedzok aktivdlédnak. Ezek a protedzok
szinte kivétel nélkil tobb doménbdl allé modularis fehérjék és szubsztratjaikat limitalt
proteolizis sordn rendkivil specifikusan hasitjdk. Dolgozatomban a komplementrendszer
klasszikus és lektin GUtjdnak beinditasaban szerepet jatszo szerin proteazokkal kapcsolatos
eredményeimet foglalom 6ssze.

A komplementrendszer aktivalédasi utvonalai

A komplementrendszer komponensei a testnedvekben (els6sorban a vérben) oldott
allapotban jelenlévé fehérjemolekuldk, valamint a kiilonb6z6 sejtek felszinén elhelyezked6
receptorok és regulatorok. A komplementrendszer f6 komponensei tripszinszer( szerin
proteaz enzimek, amelyek egymast kaszkadszer(ien aktivaljak. Szintén alapveté
komponensek a tioészter kotést tartalmazo fehérjék (C3, C4) és a velik homolég C5, amelyek
ugyancsak a szerin protedzok hatdsara aktivalédnak. A komplementrendszer komponensei a
vérben inaktiv dllapotban vannak jelen és csak megfelel6 stimulusok hatdsara aktivalédnak.
Az aktivalddasnak harom alapvet6 utjat kiilonithetjik el: a klasszikus, a lektin és az alternativ
utat. A harom aktivadlédasi utvonal a komplementrendszer legnagyobb mennyiségben
jelenlévé komponensének, a C3-nak, a hasitdsanal taldlkozik és beindul az egységes
terminadlis Utvonal, ami a membrankarosité komplex kialakuldsdhoz vezet.

A klasszikus Ut mintazatfelismeré molekuldja a Clg, ami hat globularis fejbdl és az
azokhoz kapcsolddd kollagénszer(i karokbdl all. A globularis fejek kot6édnek a target
strukturdkhoz (pl. immunkomplexben 1évé IgG vagy IgM molekula), a kollagén karokhoz
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pedig szerin protedz zimogének kapcsolddnak. Egy C1q molekula valamint két Clr és két Cls
szerin proetaz (C1s-C1r-C1r-Cls szekvenciaju tetramer) alkotja a C1 komplexet. A klasszikus
ut aktivalédasanak elsé l1épése a Clq globularis fejeinek kot6dése az aktivator strukturdhoz.
A Clqg hat fejébdl legalabb kettének a kotédése sziikséges ahhoz, hogy a kollagén szdrakhoz
kapcsolddo szerin protedz zimogének aktivalddjanak. Az elsé enzimatikus [épés a klasszikus
utvonalban a Clr zimogén autoaktivalddasa. Az autoaktivalddas egy Arg-lle kotés
hasaddsdval jar a szerin protedz domén aktivacids peptid (linker) régidjaban. Aktivacié utan a
két részre hasadt polipeptidlancot (A és B lanc) egy diszulfid hid tartja 0ssze. A kovetkezd
|[épésben az aktiv Clr hasitja, és ezzel aktivdlja a zimogén Cls-t. A Cls a C1 komplex azon
enzime, amelyik tovabb viszi az enzimkaszkddot a C4 és C2 komponensek hasitdsa révén.
El6sz6r a C4 hasitasara kerll sor, aminek az eredményeként a C4-rél levalik egy kisebb
fragmentum (C4a), a nagyobb C4b fragmentum pedig tioészter kotés révén kovalensen
kotédik az aktivator felszinhez. A C4b nem rendelkezik enzimatikus aktivitdssal, viszont
megkoti a zimogén formaban jelenlévé C2 szerin protedzt, amelyet a Cls limitalt
proteolizissel aktival. Az igy keletkez6 C4b2a enzimkomplex a klasszikus Ut C3-konvertdza,
amely a C3 molekulat két fragmentumra: a kisebb C3a-ra és a nagyobb C3b-re hasitja. A C3b
fragmentum tioészter csoportja révén kotédik a felszinhez. Egy aktiv C1 komplex tébb C3-
konvertdz komplexet generdl, amelyek még tobb C3 komponenst hasitanak, vagyis a
kaszkadszer( proteolizis a kezdeti jel feler6sodéséhez vezet.

A komplementaktivaldédas lektin Utjat a mult szdzad nyolcvanas éveiben fedezték fel,
de még a kétezres években is taldltak Uj komponenseket. A lektin Ut elsé kozelitésben
nagyon hasonlit a klasszikus Utra, ez a hasonlésag azonban tébbnyire felszines, a valésagban
a lektin Ut sokkal 0sszetettebb a klasszikus utnal és még tobb a megvalaszolatlan kérdés. A
klasszikus Ut egyetlen felismerd molekuldjaval szemben a lektin Ut esetén legalabb 6t
kiilonb6z6 felismeré molekula (MBL=manndzkotd lektin, H-, L- és M-fikolin, kollektin-11)
ismert és a lista valészinlleg béviilni fog a jov6ben. Ezek a molekuldk annyiban hasonlitanak
a Clg-ra, hogy C-termindlis globularis fejekbdl (lektin domének) és N-terminalis kollagén
szarakbdl allnak (innen a gydjténév: kollektinek). Lényeges kiilonbség azonban, hogy csak
egyféle polipeptidlancbdl épililnek fel, és a homotrimer alapegységekbdl tobbféle
oligomerizacids foku felismerd molekuldk allhatnak 6ssze a dimertél a hexamerig. A kollagén
szarakhoz szerin proteaz zimogének és azok katalitikus aktivitassal nem rendelkez6
fragmentumai kapcsolddnak. A vérben legnagyobb mennyiségben (11 ug/ml) taldlhaté MASP
(MASP=manndzkoté lektinhez kapcsolddd szerin protedz) a MASP-1, ami ugyan képes
autoaktivalédni és C2-t hasitani, azonban egyedil mégsem képes beinditani a
komplementkaszkddot, mivel nem tud C4-et hasitani. A MASP-1 tényleges funkcidja,
fizioldgiai szerepe, az utébbi évek egyik legizgalmasabb és sokat vitatott kérdése, amellyel én
is behatdan foglalkoztam munkam soran. A jéval kisebb mennyiségben jelenlévé (0.4 pg/ml)
MASP-2-t tartottdk iddig a lektin Ut kulcsenzimének, mivel képes autoaktivalédni és C3-
konvertazt képezni C4 és C2 hasitdsa altal. A MASP-2 tehat MBL-hez vagy fikolinhoz
kapcsolédva egyediil is képes beinditani a lektin utat. A harmadik protedz a MASP-3, aminek
funkcidja ma még joérészt ismeretlen. Jelenlegi ismereteink szerint nem jarul hozza
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lényegesen a lektin Ut aktivalodasahoz. A MAp19 és a MAp44 a felismeré molekuldkhoz
kot6dé de enzimatikus aktivitdssal nem rendelkez6 molekulak, amelyek funkcidja
valdszindleg a lektin Ut szabalyozasa.

A komplementrendszer aktivdlédasanak harmadik Utja az alternativ Utvonal. Ez az
utvonal 6nalldéan is képes aktivalddni, azonban egyik f6 funkcidja a klasszikus és a lektin ut
hatdsanak felerdsitése pozitiv visszacsatolas révén. Az aktivacios felszinre lerakédott C3b-hez
kapcsolédik a B-faktor szerin protedz, amit a szérumban hasitott formaban jelenlévé D-faktor
aktival. Az igy keletkezé C3bBb az alternativ Ut C3-konvertdza, ami djabb C3 molekulakat
hasit. A kezdeti C3b lerakddds torténhet spontan mddon, a vérben keringé C3 hidrolizise
kovetkeztében, vagy pedig a klasszikus vagy a lektin Ut C3-konvertazanak (C4b2a) hatasara.
Egyes becslések szerint az alternativ Gt dltal kivaltott erdsité hatas felel6s az Osszes
komplement aktivacié 80-90%-aért normal human szérumban, akkor is, ha a kezdeti
aktivacié a masik két atvonal valamelyikén indult be.

Ahogy a felszinre lerakddott C3b koncentrdacidja novekszik, a C3-konvertazok (C4b2a
és C3bBb) fokozatosan C3b-t kotnek és atalakulnak C5-konvertazokka (C4b2a3b és
C3bBb3b). Ekkor beindul a termindlis Utvonal, ami az ugynevezett membrankdrositd
komplex (C5b-C9,) kialakuldsdhoz vezet. A membrankarosité komplex egy kb. 100 nm
atmérgjl porust képez a sejtmembranban megsziintetve ezzel a sejt integritasat, ami a sejt
pusztulasdahoz vezet.

A membrankdrositd komplex kialakuldsan kivil a komplementrendszer egyéb
modokon is hozzajarul a patogén mikroorganizmusok eliminaldsdhoz. Az egyik legfontosabb
effektor mechanizmus az opszonizdcié, vagyis a fagocitdzis fokozdsa, ami mar a
komplementaktivalas korabbi fazisaiban is beindul. A megtdmadott sejtek felszinére
komplement komponensek rakddnak le, amelyeket specidlis receptorok révén a leukocitdk
érzékelnek és fagocitézis altal eltavolitjdk a kérokozdkat a keringésbél. A leukocitdknak a
fert6zés helyére vald iranyitasaban illetve aktivdlasaban fontos szerpet jatszanak a
komplementaktivalddas soran felszabaduld anafilatoxinok. A két legjelent&sebb anafilatoxin
a C5a és a C3a. Az anafilatoxinok egyrészt kemotaktikus hatdst fejtenek ki a sejtekre,
masrészt aktivaljdk azokat a G-fehérje-kapcsolt C3aR és C5aR receptorokhoz kodtSdve. lly
maodon az anafilatoxinok elGsegitik a hatékony opszonizaciét és gyulladast kdzvetité anyagok
felszabaduldsat a  leukocitdkbol. Ezek a  mechanizmusok  hozzajarulnak a
komplementaktivaciéd gyulladdskelt6 (proinflammatorikus) hatdsanak kiteljesitéséhez. A
gyulladaskeltés a komplementaktivacid egyik legfontosabb kovetkezménye, amit a rendszer
tobb parhuzamos uton egyszerre valt ki.

A komplement proteazok

A komplementrendszer 0sszesen kilenc szerin protedz enzimet tartalmaz. Ezek kozil hat a
kaszkad beinditasaban (Clr, Cls, MASP-1, MASP-2, MASP-3, D-faktor), ketté a
felerGsitésében (C2, B-faktor), egy pedig a regulacidjaban (I-faktor) vesz részt. A komplement
szerin protedzok a D-faktor kivételével valamennyien mozaik fehérjék, vagyis tobb doménbdl
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allnak. A C-terminalis szerin protedz domént megelGzi tébb (4-5) nemkatalitikus domén. A
kimotripszin folddal és tripszin-szer{ szubsztratspecificitassal rendelkez6 proteazok evolucios
értelemben  rendkivil sikeres fehérjéknek tekinthet6k: a vérplazma  Gsszes
kaszkadrendszerét ilyen enzimek alkotjak és mas élettani folyamatokban is kulcsszerepet
jatszanak. A vérben tulajdonképpen a tripszinszer( szerin proteazok egy bonyolult halézatot
alkotnak, amelynek felosztdsa diszkrét kaszkad rendszerekre mesterséges jellegli. Ezt az
bizonyitja a legjobban, hogy szamos kdlcsonhatas mutathatd ki a kaszkadrendszerek kozott
mind aktivalas, mind pedig gatlas (szabalyzas) terén.

A komplement szerin protedzokra dltalanossagban jellemzd, hogy hatasukat nem
egyedil, hanem egy nagyobb enzimkomplex részeként fejtik ki. Bizonyos enzimeknek
izolaltan is van proteolitikus aktivitasuk (pl. Cls, MASP-2), azonban ennek az aktivitasnak
csak akkor van fiziologias kovetkezménye, ha a felismerd molekula a megfelel helyre rogziti
az aktiv enzimet. Tovabbi kozos jellemzGjik ezeknek a protedzoknak a rendkivil szlk
szubsztratspecificitas és a viszonylag kicsi (tripszinhez, kimotripszinhez viszonyitva) aktivitas.
A komplement protedzok néhany szubsztrat rendkiviil specifikus limitdlt proteolizisét
katalizaljak. Valdszinl, hogy a szlik szubsztratspecificitds kialakitdsdban a nemkatalitkus
doméneknek is fontos szerepe van.

A komplement protedzok doménszerkezetiik alapjan enzimcsalddokba sorolhatok. A
legnépesebb csalddot a Clr, C1ls, MASP-1, MASP-2 és MASP-3 enzimek alkotjdk. Ezeknél az
enzimeknél a szerin protedz domént 6t nemkatalitikus modul el6zi meg. Az N-terminalis
CUB1 domént egy EGF domén koveti, majd egy Ujabb CUB domén (CUB2) kévetkezik. A CUB
domének nevilket onnan kaptak, hogy kezdetben csak a C1r/C1s protedzokban, a tengeri slin
Uegf fehérjéjében és a csont (Bone) morphogenetic protein-1-ben taladltak meg. Ezek a kb.
110 aminosav hosszusagl domének kalciumot kotnek, és donté szerepet jatszanak a
proteazok dimerizacidjaban és a felismeré molekulahoz valé kot6désben. A kisebb méretd
(40-50 aminosav) EGF (epidermal growth factor) domének szintén kotnek kalciumot és a két
CUB doménnel egyutt viszonylag kompakt egységet alkotnak (a-fragmentum). A CUB2 és a
szerin proteaz (SP) domén kozott két komplement kontroll protein (CCP) modul helyezkedik
el. A CCP modulok dont6 mdédon hozzajarulnak a szubsztratspecificitas kialakitdsahoz. Clr és
Cls esetében bizonyitdst nyert, hogy a CCP1-CCP2-SP fragmentum (yB fragmentum)
enzimoldgai tulajdonsdagait illetéen egyenérték(i a teljes hosszusagu molekulaval és nagy
valdszinliséggel ugyanez igaz a MASP-okra is. Ez azt jelenti, hogy a CCP1-CCP2-SP
fragmentum tartalmazza az 6sszes olyan kotShelyet, ami a szubsztrat molekuldkkal vald
specifikus kolcsonhatdshoz szikséges. Az SP domén N-termindlis részén talalhatd az
aktivacios peptid, amelynek hasaddsaval vdlik a zimogén teljes aktivitdsu proteazza.
Aktivacio utan a két lanc (A-lanc= CUB1-EGF-CUB2-CCP1-CCP2; és B-lanc= SP domén) csak
redukdld koriilmények kozott esik szét, mert egy diszulfid hid talalhatd kozottiik. A MASP-1
és MASP-3, amelyek alternativ ,splicing”-gal keletkeznek ugyanarrdl a génrél (MASP-1),
csupan szerin protedaz doménjikben kiilonbdznek, az A-lancuk teljesen megegyezik. A
C1r/C1s/MASP csaladhoz tartoznak még a katalitikus aktivitassal nem rendelkezd alternativ
,splice” formak: a MAp19 és a MAp44. A MAp19 a MASP-2 CUB1-EGF fragmentuma, mig a
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MAp44 a MASP-1 CUB1-EGF-CUB2-CCP1 fragmentuma, mindkét fehérje esetén egy rovid
egyedi C-termindlis szakasszal.

A komplement protedzok koziil csak a klasszikus és a lektin Ut inicidcidés enzimeinek
(C1r, Cls, MASP-1, MASP-2) van kozvetlen inhibitoruk (Cl-inhibitor). Erdekes mddon az
ugyanebbe az enzimcsalddba tartozé és eddig még ismeretlen funkcidju MASP-3 aktivitasat
ez a szerpin nem gatolja. A tébbi komplement protedz kozvetett médon, elsésorban az I-
faktor szerin protedz kézremikodésével, regulalédik.

Kérdések és célkitlizések

A komplementrendszer egy rendkivil Osszetett, finoman szabdlyozott kaszkadrendszer,
amely a természetes immunnitas egyik legfontosabb komponense. Engem a kezdetektdl
fogva lenyligozott, hogy egy pusztan onszervez6dd fehérjemolekuldkbdl allé haldzat ilyen
hatékony védelmi rendszerként m(ikddjon, amely képes az idegen és a veszélyes sajat
strukturakat felismerni és kiilonb6z6 mechanizmusok révén biztositja azok hatékony
eltdvolitdsat. Palyafutdsom kezdetén még csak a klasszikus és az alternativ aktivalédasi ut
volt ismert, azonban az aktivalédasi mechanizmus részletei, az egyes komponensek kozotti
kdlcsonhatasok molekulaszerkezeti hattere még nem volt ismert. A lektin Ut felfedezésével a
komplement kutatds Uj lendiletet kapott és az aktivalédasi mechanizmussal kapcsolatos
Ujabb alapvet6 kérdések vartak megvalaszolasra. ElImondhatom, hogy szerencsés id6ben
kapcsolédtam be a komplementrendszer kutatdsdba, akkor, amikor a rekombinans DNS
technika fejlédésével lehetévé valt a ,protein engineering” megkozelités alkalmazdsa a
komplemenfehérjék kutatdsdban és a kilonféle szerkezetmeghatdrozé maoddszerek,
elsGsorban a rontgendiffrakcid, egyre szélesebb kdrben valtak hozzaférhet6vé.

A komplementrendszerben, és tulajdonképpen barmilyen proteolitikus
kaszkadrendszerben, a kezdeti |épések a legérdekesebbek, hiszen kés6bb mar ,csak” a jel
erGsitése torténik aktiv protedzok altal, mig a kaszkad elején a nyugalmi allapotbdl kell,
valamilyen nagyon precizen szabdlyozott mechanizmus altal, aktiv jelet generdlni.
Erdekl6désem ezért fordult a klasszikus és a lektin Ut kezdeti Iépései felé, kiilonds tekintettel
a szerin proteazok szerepére. Munkam sordn harom autoaktivalédasra képes enzimmel, a
Clr-rel, a MASP-2-vel és a MASP-1-gyel foglalkoztam részletesebben és igyekeztem a
kaszkadrendszerek aktivaloddasara illetve a természetes immunvalaszra vonatkozd altalanos
érvényl kovetkeztetéseket is levonni.

A Clr a klasszikus aktivalédasi at kulcsenzime, amelynek autoaktivdloddsa a C1
komplexen belil a klasszikus Ut els6 enzimatikus lépése. A C1r mikodésével kapcsolatban a
kovetkez6 kérdésekre kerestiik a valaszt:

e A Clr CCP1-CCP2-SP (yB) fragmentuma enzimatikus tulajdonsagaiban egyenértéki a
teljes hosszusagu (hatdoménes) proteazzal. Fizioldgids korilmények kozott kalcium-
fliggetlen dimert képez, képes autoaktivalddni és Cls-t hasitani. Mi lehet a harom
domén hozzdjaruldsa ezekhez a tulajdonsdagokhoz? Mely domének vesznek részt a
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dimerizacidban? Sziikség van-e a CCP modulokra az autoaktivalédashoz és a Cls
hasitdsahoz? A dimerizacio el6feltétele-e az autoaktivalédasnak?

e A zimogén Clr szerkezete miben kilonbo6zik az aktivalt Clr szerkezetét6l? A legujabb
szerkezeti és funkciondlis eredmények fényében, hogyan mddosithaté a C1 komplex
funkcionalis modellje? Hogyan megy végbe a Clr autoaktivdldddsa a C1 komplexen
belll?

e Minden C1 aktivalédddsi modell k6zos eleme, hogy a Clr,Cls, tetramer nagyfoku
flexibiltasat tételezi fel a folyamat soran. Nem ismert azonban, hogy a C1r molekula
melyik szerkezeti egysége a forrdsa ennek a flexibilitasnak. Korabbi hipotézis szerint a
CCP1-CCP2 domének kozotti linker régid lehet ilyen flexibilis. Az Ujabb eredmények
fényében ez azonban kevéssé tlnik valdszinlinek. Megvizsgaltuk, hogy a C1r molekula
proteolizisre érzékeny CUB2-CCP1 régidja rendelkezik-e akkora flexibilitdssal, ami az
autoaktivacids folyamathoz sziikséges.

A MASP-2 képes autokativalodni és C3-konvertazt generalni C4 és C2 komponensek hasitasa
altal. Ugy tinik, hogy a MASP-2 dnmagaban képes azokat a funkcidkat elldtni, amit a
klasszikus Ut soran a Clr és Cls proteazok egyiittesen latnak el. A MASP-2 esetében a
kovetkez6 kérdéseket vizsgaltuk:

e Mi az egyes domének szerepe a MASP-2 katalitikus fragmentumaban? Hogyan
jarulnak hozzd az egyes domének az autoaktivdldodashoz és a C4 illetve a C2
szubsztrat hasitasahoz?

e Mi a MASP-2 sz(ik szubsztratspecificitasdanak szerkezeti hattere? Hogyan koti meg a
MASP-2 enzim a C4 szubsztratot? Milyen szerkezeti elemek alkotjak a kilsé
kotShelyeket (exosite) a CCP doméneken? A kiils6 kot6helyek szempontjabdl
mennyire hasonlit egymasra a MASP-2 és a C1s? Milyen mechanizmus biztositja azt,
hogy ugyanaz a MASP-2 (illetve Cls) molekula képes elhasitani a C4 és a C2
molekuldkat a C3-konvertaz képz6&dés soran?

e Mi az autoaktivdlodds mechanizmusa? Lehetséges-e, hogy a MASP-2 egylancy,
zimogén formajanak proteolitikus aktivitasa legyen? Milyen konformacidévaltozasok
mennek végbe a MASP-2 katalitikus fragmentumaban az autoaktivacids folyamat
soran?

A MASP-1 a lektin Ut legelsGként felfedezett, legnagyobb mennyiségben jelenlévé protedza,
azonban funkcidéjaval kapcsolatban felfedezése 6ta adaz vitdk dulnak. A kutatast sokaig
hatraltatta, hogy nem sikerilt tiszta, MASP-2 szennyezést6l mentes MASP-1 preparatumot
elGallitani. Tiszta, rekombinans MASP-1 birtokaban a kovetkez6 kérdéseket tettik fel:

e Mi a MASP-1 szubsztratspecifictdsa? Mdikodhet-e a MASP-1 6nmagdban C3-
konvertazként? Milyen hatékonysaggal hasitja a MASP-1 a C2 és C4 szubsztratokat?
Vannak-e a MASP-1-nek a komplementrendszeren kiviili szubsztratjai?

e Milyen inhibitorok szabalyozzdk a MASP-1 aktivitasat?



dc_591 12

Képes-e a MASP-1, a trombinhoz hasonldan, kdzvetlenil aktivalni sejteket? Milyen
sejtfelszini receptorok vesznek részt ebben az aktivdlasi folyamatban? Milyen
proinflammatorikus mechanizmusokat aktival a MASP-17?

Mi a MASP-1 viszonylag széles szubsztratspecificitdsanak szerkezeti hattere?
Mennyiben jarul hozzd a MASP-1 a lektin ut beinditdsdhoz? Jelentés-e a MASP-1
hozzajaruldsa az iniciaciés folyamathoz, vagy pedig, mint ezt az altalanos vélekedés
sugallja, a MASP-1 csupdn kiegészit6 funkciot 1at el a MASP-2 mellett?

Uj tudomanyos eredmények 6sszefoglalasa

A komplementrendszer aktivaldddsdnak klasszikus utja

A Cl1r szerepével, aktivaléddsi mechanizmusaval kapcsolatos legfontosabb Uj eredményeink

a kovetkez6k:

Megmutattuk, hogy az autoaktivacio a szerin protedz (SP) domén inherens
tulajdonsaga, ahhoz a tébbi domén jelenlétére nincs sziikség. A szerin protedz domén
Onmagdban tartalmazza az Osszes kotShelyet és a katalitikus apparatust, ami az
autoaktivaléddshoz szikséges. A CCP domének jelenléte felgyorsithatja az
autokativacié folyamatdat, azonban nem nélkiilozhetetlenek a folyamathoz. A (CCP1-
CCP2-SP), dimer képz6dése szintén nem eléfeltétele az autoaktivacionak.

A CCP doménekrdl kimutattuk, hogy stabilizadljdk az SP domént és jelenlétik
fehérjeszubsztratok esetén megnodveli a katalitikus hatékonysagot. Ez arra utal, hogy
a CCP domének kils6é kot6helye(ke)t (exosite) tartalmaznak a nagyméret(
fehérjeszubsztratok szamara. Ez nagy valdszinliséggel igaz a Clr/Cls/MASP
enzimcsalad tébbi tagjara is.

Felderitettiik, hogy a CCP1 modul kulcsszerepet jatszik a Clr dimerizacidjaban. Ezt az
eredménylinket a kés6bbi kristalyszerkezetek teljes mértékben megerdsitették
megmutatvan, hogy a két CCP1-CCP2-SP monomer fej-lab orientacidju dimert képez
oly mdédon, hogy az egyik monomer CCP1 modulja a masik monomer SP doménjéhez
kapcsolodik.

Az aktiv C1r CCP1-CCP2-SP fragmentum kristalyszerkezete alapjan kimutattuk, hogy
az aktiv dimert erésebb kolcsonhatas stabilizalja a CCP1/SP kontaktfelszinen, mint a
zimogént. Az aktiv dimer tehat nehezebben bomlik monomerekre, mint a zimogén
forma. Mivel a dimerben az egyik C1r monomer aktiv centruma ~92 A tavolsagra
helyezkedik el a mdasik monomer hasitandd Arg-lle kotésétdl, az autoaktivacidhoz a
dimer szerkezetnek fel kell bomlania. Az aktiv Clr kristdlyszerkezetében két
szomszédos dimer molekulai enzim-termék komplexet alkotnak.

Az aktiv Clr kristdlyszerkezete alapjan 0j modellt dolgoztunk ki a Cir
autoaktivalédasara a C1 komplexen belil. Az Aaltalunk javasolt ,hasadas és
visszakapcsolddas” (split and reassembly) modell jobban 6sszhangban van a kisérleti
tényekkel, mint a kordbbi modellek. A zimogén Clr dimerek képesek spontan mddon
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is felbomlani, azonban aktivacié soran, amikor a Clq fejei lekdtédnek az aktivacids
felszinre, a spontan disszocidcio felgyorsul. Disszociacié utan a Clr SP domének olyan
térbeli helyzetben taldlkoznak, ami lehet6évé teszi az autoaktivaciot, vagyis az egyik SP
domén hasitasat a masik SP domén altal. A kristalyszerkezetben detektalt CCP2/SP
intermolekularis kolcsonhatas hozzdjarulhat az atmeneti aktivaciés komplex
stabilizdlasahoz. Autoaktivacié utan a Clr dimer szerkezet kdnnyen helyredllhat,
hiszen modelliink, mas modellekkel ellentétben, nem igényli a Clq karok olyan
mértékl elmozduldsat, ami ezt meggdatolna. A helyredllt aktiv dimer viszont mar nem
fog konnyen ujra felbomlani, mivel tobb kolcsonhatas stabilizalja, mint a zimogén
dimert. A zimogén Cls Clr altali aktivacidéja megtorténhet akar a disszocidlt akar az
Ujra 6sszekapcsolddott allapotban. Az aktiv C1lr molekuldk altal képzett dimer szilard
vazat biztosit a C1s molekuldknak ahhoz, hogy a C1 komplexbél kinyulva a C4 és a C2
molekuldkat hasitani tudjak. Modelllink, akar csak az 6sszes t6bbi funkcionalis C1
modell, a tetramer nagyfoku konformaciods flexibilitasat tételezi fel az aktivalédas
soran a C1 komplexen belil.

Megmutattuk, hogy a CUB2 modul kalcium hidnydban nagyfoku flexibilitassal
rendelkezik, ami kulcsfontossagu lehet az aktivalddas soran. A C1r CUB2 doménjének
csak Ca®* ion jelenlétében van rendezett térszerkezete, Ca’* ion hidnyaban
rendezetlen, flexibilis szerkezettel rendelkezik. Méréseink szerint normal human
szérumban a Clr molekuldk kb. egynegyede nem kot kalciumot a CUB2 doménen
keresztlil, ami kell6 mozgékonysagot biztosithat az egész molekuldnak az
autoaktivacié soran. A Ca’* ion koncentracié szerepét a Clr autoaktivalédasanak a
szabalyozasaban szérumbdl izolalt teljes hosszUsagl zimogén Clr preparatumon is
ellendriztiik. Ezek a mérések megerGsitették, hogy a szérumban a CUB2 domén
stabilitdsanak hataran van és biztositja az aktivalodasi folyamathoz sziikséges
flexibilitast.

A komplementrendszer aktivdléddsanak lektin utja

A MASP-2 idedlis objektumnak bizonyult az autoaktivalddas illetve a C3-konvertaz képzés

mechanizmusanak tanulmdanyozasara. Legfontosabb Uj eredményeink ezen a terilileten a

kovetkezok:

Megmutattuk, hogy a MASP-2 maganyos SP doménje a C2 szubsztrdtot nagy
hatékonysaggal hasitotta, mig a hatékony C4 hasitdshoz sziikség van legaldabb a CCP2
modul jelenlétére. EbbGl azt a kovetkeztetést vontuk le, hogy az SP domén
tartalmazza mindazon kotShelyeket és katalitikus apparatust, ami a C2 szubsztrat
hasitasahoz sziikséges, a nagymértl (203 kDa) C4 szubsztrat szdmdra viszont kiilsé
kot6helyek (exosite) vannak a CCP modulokon. Ezek a kilsé kot6helyek mar a
zimogén MASP-2 molekulan is megtalalhatdk, mivel a CCP domének szerkezete nem
valtozik az aktivacio sordan.
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A MASP-2-C4 enzim-szubsztrat komplex térszerkezete igazolta a CCP domének
szerepével kapcsolatos korabbi kovetkeztetéseinket. A MASP-2 CCP doménjei a C4
fehérje C-terminalis C345C doménjéhez kétnek 500 A® feliileten keresztiil. Egy masik,
nem vart, kilsé kot6helyet (exosite) is detektaltunk a C4 szulfotirozin régidja és a
MASP-2 SP doménje kozott. A MASP-2 és a Cls szerkezetének és enzimatikus
tulajdonsagainak 6sszehasonlitdsa alapjan valdszinlsithetd, hogy a két extra kotéhely
a Cls molekuldn is megtalalhaté. A CCP doméneken taldlhaté kilsé kotéhely, mivel
szerepet jatszik a C3-konvertdz (C4b2a) kialakulasanak mechanizmusaban.

A MASP-2 zimogén térszerkezete proteolitikusan inaktiv konformaciét mutat: a
szubsztratkotd zseb és az oxianionkots zseb erdsen torzult. Ezzel 6sszhangban van az
a tény, hogy a zimogén MASP-2 szintetikus szubsztratot nem képes hasitani.
Ugyanakkor meglep6en hatékonyan hasitja a nagyméretl C4 fehérjeszubsztratot. A
MASP-2 zimogén, egylancu formdja tehat tranziens jelleggel képes felvenni az aktiv
enzimre jellemz6 térszerkezetet, amit a fehérjeszubsztrattal vald kolcsénhatds
stabilizadl. A zimogén proteolitikus aktivitdsa az autoaktivalédasi folyamat kulcsa,
aminek els6 lépésében egy zimogén protedz hasit egy masik zimogén molekuldt. Az
autoaktivaciés képességgel rendelkezé szerin protedzok SP doménje flexibilisebb
térszerkezettel rendelkezik, mint a nem-autoaktivalédoké.

A MASP-1 szubsztratspecificitasa, fizioldgias szerepe egyike volt a legvitatottabb

kérdéseknek az elmult évtized sordn. Munkdnk soran szamos Uj megallapitast tettiink a

MASP-1 szerepével kapcsolatban. Legfontosabb Uj eredményeink a kovetkez6k:

Megmutattuk, hogy a MASP-1 a MASP-2-nél gyorsabban autoaktivalédik, és az aktiv
MASP-1 tovabbi autolizisre hajlamos az Argsc"‘—Asp505 kotés mentén. A MASP-1
proteolitikus aktivitdsa detektdlhatd zselatin zimografidval, ami egyedildllé a
komplement protedzok kozott és jelzi, hogy a MASP-1 enzimatikus tulajdonsagaiban
eltér a rokon protedzoktdl.

Megcafoltuk, azt a téves nézetet, miszerint a MASP-1 6énmagdaban C3-konvertazként
mikodne. A MASP-1 a tioészter kotésében hidrolizalt C3 molekuldt viszonylag
hatékonyan hasitja, azonban az intakt C3 molekulat csak kis sebességgel. Valészinlleg
a MASP-1 csak a hidrolizalt C3 molekuldt képes hasitani és az intakt C3 esetében mért
aktivitas a hidrolizis kovetkezménye. Az irodalomban korabban kozo6lt
ellentmonddsos eredmények a mérésekhez hasznalt C3 preparatumok eltéré C3(H,0)
tartalmanak voltak készonheték.

Kimutattuk, hogy a MASP-1 a komplement komponensek kozil egyediil a C2-t hasitja
szamottevs hatékonysaggal (Kea/Km=30000 M*s™). Ez 6nmagdban nem elegendé a
C3-konvertaz (C4b2a) képzéshez, viszont a MASP-2 C3-konvertdz képz6
hatékonysagat megnovelheti.

A MASP-1 szubsztratspecificitasat vizsgalva szamos jel utal arra, hogy a MASP-1
hasonlit a trombinra. A MASP-1 a P1 helyen arginint tartalmazé szubsztratokat
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preferdlja és hasitja a fibrinogént és a XllI-faktort, térhalds fibrin polimert hozva létre.
A lokdlis koagulaci6 a természetes immunitds egyik &si mechanizmusa, ami
megakaddlyozza a fert6z6 mikroorganizmusok szervezeten bellli elterjedését. A
MASP-1, mint a C1r/Cls/MASP protedz csalad leg6sibb tagja, hidat képez a
komplement és a koaguldciés kaszkad kozott. Megmutattuk, hogy a MASP-1
leghatékonyabb inhibitora az antitrombin heparin jelenlétében.

Felfedeztik a komplementrendszer egy 0j funkcidjat, a protedz altali kozvetlen
sejtaktivalast. A MASP-1 proteolitikus aktivitdsa révén képes endotél sejteket
aktivalni. A MASP-1, a trombinhoz hasonldan, hasitja a PAR4 receptort az endotél
sejtek felszinén. A PAR4 hasitdsanak proinflammatorikus kévetkezményei vannak:
kalcium szigndl, NF-kB transzlokdcid, p38 MAP-kindaz foszforilacié. A PAR4 Altali
endotél sejtaktivacid elésegitheti a leukocitdk toborzasat, letapaddsat és gordiilését
(rolling).

Proteomikai mddszerrel azonositottuk a MASP-1 egy Ujabb szubsztratjat: a
nagymolekulasulyd kininogént. A MASP-1 képes a kininogénbdl felszabaditani a
vazoaktiv hatasli bradykinin peptidet. A reakcié hatékonysaga meglehetGsen
alacsony, azonban lokalisan hozzajarulhat a komplementaktivalds altal gerjesztett
gyulladasos folyamatokhoz.

A MASP-1 CCP1-CCP2-SP katalitikus fragmentumanak altalunk meghatarozott
térszerkezete magyardzatot ad a MASP-1 viszonylag széles szubsztratspecificitasara.
A MASP-1 felszini topoldgidja inkdbb hasonlit a széles szubsztratspecificitassal
rendelkezé tripszinéhez, mint a szlk specifictdsi komplement protedzokéhoz. A
MASP-1 szubsztratkoté arka széles és viszonylag nyitott. A MASP-1 potencidlis
proteolitikus aktivitasat ugyanakkor csokkenti a hosszu B-hurok (60-as hurok) és az a

%49) alakit ki egy belsé arginin oldallanccal

belsé sohid, amit az S1 aszparaginsav (Asp
(Arg677).

In vitro evolucidés technikdval (fag bemutatas) lektin Ut specifikus inhibitorokat
fejlesztettiink ki. A napraforgd tripszin inhibitorbél kiindulva olyan kanonikus
inhibitorokat szelektaltunk, amelyek csak a MASP-okat gatoljak. Az SFMI-2 inhibitor
csak a MASP-2-t gdatolja (K;=180 nM), mig az SFMI-1 erGsen gatolja a MASP-1-et
(Ki=65 nM), a MASP-2-t viszont csak joval gyengébben (Ki=1030 nM). Mindkét
inhibitor szelektiven gatolta a lektin utat, azonban a MASP-1-et is gatld inhibitor a
mérésben hatékonyabbnak bizonyult, mint a csak MASP-2-t gatld. Azt is kimutattuk,
hogy, zimogén komponensekbdl kiindulva, a MASP-1 gatlasa megakadalyozta a C4
MASP-2 altali hasitdsat. Eredményeink egyértelmdien arra utalnak, hogy a MASP-1-
nek fontos szerepe van a lektin Ut beinditasaban. A MASP-1 egyedil nem képes
beinditani a lektin utat, mivel nem képes C4-et hasitani, azonban normal human
szérumban mégis kulcsszerepet jatszik az aktivdldodasban, nagy valdszinlséggel a
zimogén MASP-2 gyors hasitdsan keresztlil. Mindezek alapjan a MASP-1 egy Uj
targetnek tekinthet6 a patologikus komplementaktivalodas gatlasaban.
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e (sszefoglalva elmondhatjuk, hogy a MASP-1 a legérdekesebb, legsokoldalibb
protedz a komplementrendszerben. Egyik legfontosabb funkcidja a lektin ut
beinditasa MASP-2 aktivalasa és C2 hasitasa altal, mig a komplementrendszeren kivdli
szubsztratjainak hasitdsa révén hozzdjarul egy hatékonyabb természetes
immunvalasz feléplléséhez. A MASP-1, hasonléan a trombinhoz, egyszerre széles
specificitasu és szelektiv, mivel az 6sszes eddig azonositott természetes szubsztratja
az immunvdlasszal kapcsolatos. A MASP-1 szerepe a felismer6molekuldak 3altal
kozvetitett veszély szigndlokra adott sokrét(i valasz beinditasaban van.

Tovabbi tervek, perspektivak

A komplementrendszer kutatdsa vilagszerte reneszdnszat éli. Ennek oka elsGsorban az, hogy
egyre tobb betegségrdl, koztiik sulyos, sok milli6 embert érinté népbetegségrél, deril ki,
hogy patogenezisében szerepet jatszik a komplementrendszer kontrolalatlan aktivitasa. llyen
példaul a szivinfarktus vagy a stroke soran fellépd iszkémia-reperfuzids sérilés, ami
els6sorban a lektin uttal kapcsolatos. Az Alzheimer kér esetén a klasszikus Ut érintettségét
mutattak ki, mig az id6éskori makula degeneracié az alternativ ut f6 inhibitoranak, a H-
faktornak a hibas, elégtelen m(ikodésével kapcsolatos. Erthetd, hogy a komplementrendszer
aktivalédasi mechanizmusanak felderitésére és gyodgyszerként alkalmazhaté komplement
gatloszerek kifejlesztésére nagy eréfeszitéseket tesznek nemzetkozi szinten.

Ebben a nemzetkdzi versenyben szamos olyan kérdés merll fel, amelynek

megvalaszolasdhoz kutatdcsoportunk, egylittmikodGink segitségével, a siker reményében
lathat hozzad. A legtobb nyitott kérdés kedvenc kutatasi témammal, a lektin uttal,
kapcsolatban meril fel. A masodik legnagyobb mennyiségben (5 pug/ml) jelenlévé proteaz, a
MASP-3, szerepe meglehet8sen tisztazatlan. Genetikai vizsgalatok kapcsolatba hoztak egy
fejlédési rendellenességgel, a 3MC szindrémaval, azonban szubsztratspecificitasa és
aktivalédasi mechanizmusa nem ismert és nem rendelkeziink rdla kristalyszerkezettel sem.
El6kisérleteink szerint, a MASP-3 nem képes autoaktivaldédni, tehat egy masik protedznak kell
aktivalnia. Az irodalmi adatok szerint, a komplementrendszer aktivalasahoz a MASP-3 nem
jarul hozza, s6t mivel képes a felismeré molekulakrdl leszoritani a MASP-1-et és MASP-2-t,
inkabb inhibitorként viselkedik. Magam részérdl nehezen hihet6 elképzelésnek tartom, hogy
egy proteolitikusan aktiv szerin protedznak ilyen inhibitor jellegl szerepe lenne.
A kozelmultban felmeriilt a lektin 4t és az alternativ Ut kapcsolata. Ugyanabbdl a
laboratdriumbdl szarmazé egymasnak részben ellentmondd adatok alapjan a pro-D-faktor
hasitasaért a MASP-1 és/vagy a MASP-3 a felelGs. A lektin Ut és az alternativ Ut esetleges
kdlcsonhatasainak tisztdzasa nagyon fontos, hiszen az alternativ Ut a komplementrendszer
legfontosabb jelerésit6 mechanizmusa. Ha a lektin Ut normalis m(ikdodése valdban
el6feltétele az alternativ ut aktivaldodasanak, akkor a komplementrendszerrél eddig kialakult
képet alaposan fellil kell vizsgalnunk. MASP-3 specifikus, in vitro evollciés technikaval
eléallitott, kanonikus inhibitorok segitségével ezt a kérdést egyértelmlien meg tudndank
valaszolni.
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Ugyancsak évek ota tisztazatlan kérdés az MBL-MASP és fikolin-MASP komplexek 6sszetétele
és szerkezete. Kliléndsen érdekes ez a kérdés annak az eredménylinknek a fényében, hogy a
MASP-1 aktivalja a MASP-2-t. Tovabbi nyitott probléma a nemkatalitikus fragmentumok, a
MAp19 és a MAp44 szerepe. Kiléndsen érdekes ebbdl a szempontbdl az a tény, hogy a
MAp44 legnagyobb mennyiségben a szivizomban fejezédik ki. Elképzelhets, hogy a MAp44
természetes inhibitorként védi a szivizmot a lektin Ut tulzott aktivadlédasatdl, példaul
iszkémia-repefluzids esetén.

A lektin ut specifikus inhibitorok mellett a masik két Utvonalra szelektiv inhibitorokat
is fejlesztiink. A klasszikus utat a Clr vagy Cls gatlasdval, mig az alternativ utat a D-faktor
gatlasaval lehetne szelektiven blokkolni. Az atvonalspecifikus inhibitorok segitségével
allatmodellekben vizsgalhatjuk a harom aktivalédasi Ut részvételét a kiilonb6z6 betegségek
patomechanizmusaban. Az utvonalspecifikus inhibitorok gyogyszerfejlesztés szempontjabol
is igéretes molekuldk, mivel a komplementkaszkad elején avatkoznak be a folyamatba és
nem okoznak teljes immunszupressziot.
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