Valasz Dr. T6zsér Jozsef (egyetemi tandr, MTA doktora) biraléi véleményére

Mindenekel6tt szeretném megkoszonni Dr. T6zsér Jézsefnek értekezésemrdl adott pozitiv
értékelését és a birdlat gyors elkészitését.

Formai észrevételeivel kapcsolatban elismerem, hogy a birdlé munkajat megkonnyitette
volna, ha a disszertacid alapjdul szolgdld kozlemények a disszertacido végére bekeriltek
volna. A disszertaciéo megirdsa soran magam is fontoléra vettem ezt a lehet8séget, de végll
azért dontottem mégis a cikkek kihagydasa mellet, mert szinte valamennyi publikacié
szabadon elérhet6 elektronikus adatbdzisokban. Az dbrakkal kapcsolatban azt a gyakorlatot
kdvettem, hogy a masok kozleményeibdl atvett, esetleg modositott, abrak esetében kilon
feltlintettem a forrast. Azokat az abrakat, ahol nincs forras kiilon megjelolve (az abrak
tulnyomé tobbsége), mind sajat kozleményekbdl (cikk, poszter, el6adds) vettem at. Valdban,
az egyértelmiség kedvéért szerencsésebb lett volna ezt valahogy jelezni. Egyetértek
opponensemmel, hogy a 43. oldalon bemutatott SDS-PAGE 4brajan (17. dbra) megjelend
extra savok csak a 60. oldalon taldlhaté informacidk birtokdban értelmezheték. Célszerd lett
volna, legaldbb réviden, ismertetni az extra savok eredetét mar a 43. oldalon.

Birdldmnak a dolgozatommal kapcsolatos kérdéseire adott valaszaimat az alabbiakban
foglalom Ossze.

1.) A jelélt a 11. oldalon a C1r és Cl1s aktivdloddsat kimotripszin-szerd aktivdldsként jellemzi,
ezzel szemben a 19. oldalon ezt irja a Clr és Cls CCP1-CCP2-SP fragmentumdnak
jellemzésénél: ,Az aktivdlodds mechanizmusa megegyezik a tripszinnél leirtakkal...”.
Tekintettel arra, hogy a kimotripszinogén és a tripszinogén aktivaloddsa alapvetéen eltérd,
melyik megdllapitds az igaz?

A komplementrendszer szerin protedzai kivétel nélkil a kimotripszin csaldadba (Clan PA,
Family S1) tartoznak. Ezeknek a protedzoknak a szerkezetére jellemzé az uUn. kimotripszin
fold, (az értekezésben szerepl6 szerkezetek tobbségénél, a szerin protedz domén esetében, a
kimotripszinre jellemz6 szamozast is feltlintettem), és aktivalédasuk is hasonlé. Ugyanakkor
a korai komplement protedzok (Clr, Cls, MASP-1/2) tripszin szer( szubsztratspecificitassal
rendelkeznek, mivel bazikus aminosavak (lizin és arginin) utdn hasitanak. Ez az oka annak,
hogy az irodalomban hol tripszin, hol pedig kimotripszin szer(i enzimeknek nevezik a korai
komplement protedzokat. Ami az aktivalédas mechanizmusat illeti, a kulcslépés mind a
tripszinogén, mind pedig a kimotripszinogén esetében a 15. és 16. aminosavak kozotti
peptidkotés (Lys15-lle16 tripszinogén, Argl5-llel6 kimotripszinogén) hasadasa az aktivacios
peptidben. Az igy keletkezd (lle16-tal kezd6d6) uj N-terminalis fizioldgidas pH-n protonalt
amino csoportja séhidat hoz létre az Asp194 deprotonadlt karboxil csoportjaval. A folyamat
soran az ,aktivaciés doménben” konformacidvaltozas kovetkezik be, amelynek
eredményeként kialakul az oxianion kot6 és a szubsztratkots zseb és a protedz elnyeri teljes
aktivitasat. Ez a mechanizmus tehat kozos a két protedz esetében. Ugyanakkor vannak
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jelent6s kiilonbségek is az aktivalédas mechanizmusaban. Az egyik legfontosabb kiilonbség
az, hogy a tripszin képes autoaktivaciéra, mig a kimotripszin nem. Fiziolégias koérilmények
kozott a tripszinogént kezdetben az enterokinaz hasitja, azonban az igy kialakult aktiv
tripszin hatékonyan hasitja és aktivdlja a tobbi tripszinogén molekuldt. A kimotripszinogént
szintén az aktiv tripszin aktivalja fel, ebben a folyamatban a kimotripszin nem vesz részt.
Ebben a tekintetben a Clr, MASP-1 és MASP-2 protedzok aktivalédddasa inkdbb a tripszinére
emlékeztet, hiszen ezek az enzimek autoaktivalédasra képesek; mégpedig definicionk szerint
,valddi autoaktivdldoddé” protedzok, ami alatt azt értjik, hogy zimogén formadabdl kiilsé
protedaz kozremilkodése nélkul aktiv formdba jutnak. A teljesesség kedvéért érdemes
megjegyezni, hogy kimotripszin esetében az Argl5-llel6 peptidkotés hasaddsa utan
keletkez6 mar aktiv un. m-kimotripszin autolizissel tovdbb hasad, két kisebb peptid tavozik,
és kialakul a hdarom lancbdl allé a-kimotripszin. Ebben a tekintetben sem hasonlitanak a
komplement protedzok a kimotripszinre, mivel az aktivacids peptid hasadasa utan tovabbi
hasitdsok mar nem torténnek. Abban a fontos tekintetben viszont a kimotripszinre
emlékeztetnek az altalunk tanulmanyozott protedzok, hogy az aktivaciés kotés hasaddsa
utdn az aktivacidés peptid nem tdvozik a molekularél, hanem diszulfid hid dltal a szerin
protedaz doménhez rogzitve marad, és kialakul az aktiv protedzokra jellemz6 kétlancu
struktura. Osszefoglalva elmondhatjuk, hogy a komplement proteazok aktivaléddsa bizonyos
szempontbdl a tripszinre, mig mas tekintetben a kimotripszinre emlékeztet; egyértelm(
kijelentés nem tehetd. Ez az oka az irodalomban és a dolgozatomban is talalhaté latszélagos
ellentmonddsnak, amit remélem, hogy ezuton sikerdlt feloldanom.

2.) A jel6lt bakteridlis expresszioban kapott megfelel6 kitermeléssel enzimeket. Ugyanakkor
ismert, hogy a glikozildcio ezen esetekben nem térténik meg. Milyen bizonyitékok igazoljdk,
hogy a bakteridlis expresszidval el6dllitott rekombindns fehérjék enzimkinetikailag és
funkciondlisan is ekvivalensek az eukaridta sejtekben termelt fizioldgids fehérjével?

A rekombindns protedzok termelésére a bakteridlis expressziét valasztottuk, mert csak
ezuton tudtunk megfelel6 mennyiségl aktiv enzimet el6allitani funkcionalis és szerkezeti
vizsgalatok céljara. Ez kilondsen igaz a MASP-1-re, amelynek aktiv formaja citotoxikusnak
bizonyult eukariota expresszids rendszerekben. A kdzelmultban jelent meg egy publikacid,
amelyben MASP-1-et termeltettek HEK sejtekben (Degn és mtsi. 2013 Protein Expr Purif.
88:173). Ez azonban csak ugy volt lehetséges, hogy a MASP-1 mellett inhibitorat, a C1-
inhibitort is kifejezték, amely zimogén formaban tartotta a MASP-1-et. Az expresszid szintje
azonban alacsony volt, a MASP-1 tisztitasara kisérletet sem tettek, a szérummentes
médiumot tartalmazé sejtfelliliszot kdzvetlenil hasznaltak funkcionalis kisérletekhez. Ez a
megkozelités szerkezeti munkdra (pl. kristalyositds) nyilvan nem alkalmas, és az anyag
funkcionalis megbizhatdsaga is vitathatd. A bakteridlis expresszids rendszer kivalasztasa
tehat egyfajta kényszer volt. A bakteridlis expresszids rendszerek egyik nagy hatranya, hogy
nem képesek az eukariota proteineket megfelel6en processzalni; igy nem képesek
glikozilaciéra sem. Szerencsénkre azonban, egyik f6 kisérleti objektumunk, a MASP-2
esetében, ez nem probléma, hiszen a MASP-2 az eukariéta sejtekben sem glikozildlodik. A



glikozilacié tekintetében tehat a baktériumokban termeltetett MASP-2 megegyezik az
eukaridta sejtekben termelt fehérjével. A tobbi proteaz esetében azonban nem ilyen jé a
helyzet. Az altalunk elSallitott katalitikus fragmentumokon a Clr és a MASP-1 esetében
kett6, mig a Cls esetében egy N-glikozilacios hely taldlhaté. A Clr és Cls human szérumbol
viszonylag nagy mennyiségben izoldlhatd, igy Osszehasonlithatjuk a természetes és a
rekombinans fehérjék tulajdonsdgait. C1r és Cls fragmentumokat mas kutatécsoportok is
el6allitottak E. coliban (Wijeyewickrema és mtsi 2013 J. Biol. Chem. 288:15571; Perry és
mtsi. 2013 J. Biol. Chem. 288:15821) és rovarsejtekben (Rossi és mtsi 1998 J. Biol. Chem.
273:1232) is. A sajat és mas kutatdcsoportok mérései alapjan elmondhatjuk, hogy a nativ és
a rekombinans fehérjék enzimoldgiai tulajdonsagai gyakorlatilag megegyeznek. A glikozilacid
jelenléte vagy hidnya nem befolydsolja Iényegesen a szubsztratok hasitasat.
Osszehasonlithatjuk az &altalunk meghatdrozott Clr kristalyszerkezetet a rovarsejtekben
kifejezett Clr kristalyszerkezetével (Budayova-Spano és mtsi. 2002 EMBO J. 21:231), ami
tartalmaz, ugyan az emlGs sejtekétdl eltérd, glikozilaciot. Megdllapithatjuk, hogy a
glikozilacié jelenléte nem befolydsolja a fehérje szerkezetét és a szénhidrat oldallancok,
elhelyezkedésiik alapjan, valdszinlileg nem lépnek kolcsonhatdsba a szubsztratokkal. Ezek
alapjan nagy valdszinlséggel elmondhatjuk, hogy a Clr és Cls esetén a bakterialis
rendszerben termeltetett fehérjék enzimkinetikailag és funkcionalisan megegyeznek a
szérum fehérjékkel. A probléma ebben az esetben is a MASP-1-gyel van, mivel jelenleg nincs
olyan mddszer, amellyel human szérumbdl nagy mennyiségben, tisztan izolalni lehetne a
MASP-1-et. Nem tudjuk ezért dsszehasonlitani a kétféle eredetl (szérum és rekombinans)
fehérje enzimoldgiai és funkcionalis tulajdonsagait. A C1r, Cls és MASP-2 analdgidja alapjan
legfeljebb valdszinlsiteni tudjuk, hogy a rekombinans MASP-1 tulajdonsdagai is megegyeznek
a szérum fehérje tulajdonsagaival. A MASP-1 viszonylag nagy mennyiségben (11 ug/ml; 143
nM) van jelen a normal human szérumban, ehhez képest mégis meglepd, hogy izolalasa
nehézségekbe (tkozik. Ennek oka részben az lehet, hogy a MASP-1 tobbféle felismerd
molekuldhoz (MBL, haromféle fikolin, CL-11) is kapcsolddik, tisztitds kdzben aktivalédik és
degradalddik. Nemrégiben dan egylttmikodbink segitségével Uj médszert dolgoztunk ki a
szérum MASP-1 dusitasara (Megyeri és mtsi. 2014 Mol. Immunol. 59:39). A mddszer Iényege,
hogy a szérumhoz nagy feleslegben rekombindns MBL-t adunk és manndan oszlopon affinitas
kromatografidval izolaljuk az MBL-MASP komplexeket. A feleslegben levé MBL elvonja a
MASP-1-et a mas (pl. fikolin) komplexekbdl és igy prepardtumunkban felddsul a MASP-1.
Ezzel a mddszerrel sikerlilt 20-szorosara novelni MASP-1-re nézve a kitermelést az eredeti
protokollhoz képest. Sajnos azonban még ez a mddszer sem alkalmas arra, hogy megfelel6
mennyiségben, tisztan izoldljuk a szérum MASP-1-et. A megfelel6 protokoll kidolgozasa
jelenleg is kutatécsoportunk egyik f6 célkitlizése.

3.) A jelélt a renaturdlt Clr fragmensek megfelelé feltekeredésének bizonyitékaként az
autoproteolizist tekinti. Ez azonban csak abban az esetben lenne teljes mértékben bizonyito
erejli, ha intramolekulds aktivdlds térténne, mikézben intermolekuldris aktivdlds torténik.
Epp ezért az elsé tdbldzat adatai csak abban az esetben Gsszevethetdek, ha feltételezziik,



hogy a feltekeredési hatékonysdg mindegyik fragmentum esetén azonos mértéki. A
feltekeredés hatékonysdgdnak vizsgdlatdra végeztek-e aktiv centrum titrdldst?

Teljesen egyetértek birdldmmal abban, hogy a megbizhatd enzimoldgiai jellemzés
alapfeltétele, hogy a rekombinans katalitikus domének feltekeredését aktiv centrum
titralassal ellendrizziik. Az 4dltaldanosan hasznalt aktiv hely titralé reagensek olyan
szubsztratok, amelyeknél az acilezés gyorsan megtorténik és valamilyen kdnnyen
detektalhaté (pl. kromogén) jelet general, mig a deacilezés kell6en lassu folyamat ahhoz,
hogy az acilezés sordn keletkezett jelet lemérhessiik addig, amig a protedz Ujabb szubsztratot
nem hasit. Ez gyakorlatilag azt jelenti, hogy a reakcié befagy az acil-enzim fazisban. Sajnos az
altalunk kiprébalt és mas szerin protedzok esetében bevalt kromogén szubsztratok egyike
sem volt alkalmas arra, hogy azzal megbizhaté aktiv hely titralast végezziink a komplement
protedzoknal. Szerencsére azonban, a Clr, Cls és MASP-ok természetes inhibitora, a
szerpinek csalddjdba tartozé Cl-inhibitor, acil-enzim intermedier képz&dése révén ejti
csapdaba a protedzokat. Ezt a folyamatot, vagyis a Cl-inhibitorral valé kovalens komplex
képz6dését, poliakrilamid gélelektroforézissel nyomon kovethetjik és a gélt
denzitometriaval kiértékeljik. Ezzel a mddszerrel hataroztuk meg a feltekeredés hatasfokat a
tisztitott fehérjékre, ami minden esetben igen hatékonynak (>95%) bizonyult. Enzimoldgiai
mérésekhez, csak ezzel a mddszerrel el6zetesen ellenérzott prepardtumokat hasznaltunk.

4.) A 61. oldalon bemutatott MASP-1 C3i hasitdsndl 1:5 enzim-szubsztrdt ardnyt vdlasztottak.
Ez milyen megfontoldsok alapjdn tértént?

A MASP-1 C3, illetve a MASP-1 C3i reakcié esetén, 0Osszhangban a tdbbi hasonld
enzimkinetikai méréssel, ugy valasztottuk meg a kisérleti kérilményeket, hogy a fehérje
szubsztrat korilbelil fele hasadjon el a mérés els6 20 percében, egy mérés se tartson 50
percnél tovabb és a reakcid jél nyomon kovethet6 legyen poliakrilamid gélelektroforézissel.
Mivel a C3 szubsztratok hasitdsa alacsony hatékonysagu folyamat, a fenti feltételeknek csak
a magas (1:5) enzim-szubsztrat ardny felelt meg. Egy hatékonyabb reakcié esetén (pl. MASP-
2 C4) ez az arany joval kisebb, 1:1000, volt.

Végezetll ismételten szeretném megkdszonni Dr. T6zsér Jozsef birdlatat és pozitiv
véleményét.

Budapest, 2014. februar 17.

Gal Péter



