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1. Bevezetés

Az immunrendszer alapvetd funkcidja a szervezet integritdsanak védelme mind a kilsé
korokozokkal (pl. baktériumok, virusok), mind pedig a szervezetre veszélyes megvaltozott
sajat struktarakkal (pl. rakos sejtek, apoptotikus sejtek) szemben. Az immunrendszer ezt a
feladatot sejtek és molekuldak bonyolult hdalézata révén latja el. A rendszer rendkivil
Osszetett, sokféle stimulus hatdsdra aktivalddhat és szabdlyzdasa is sokrétd. E dolgozat targya
a komplementrendszer, amely egy kb. 40 fehérjemolekuldbdl allé proteolitikus
kaszkadrendszer és lényegében minden, az immunrendszerre jellemz6 alapfunkcidval
rendelkezik: felismeri, megjeloli és semlegesiti, elimindlja a veszélyes strukturakat.
Szamomra kiilonosen leny(igd6z6, hogy egy pusztan dnszervez6d6 fehérjemolekulakbdl allé
rendszer ilyen bonyolult feladatokat legyen képes ellatni. A komplementrendszer
mUikodésének (aktivalédasanak és szabdlyozasanak) megértése kozelebb visz benniinket az
egész immunrendszer mikodésének jobb megértéséhez.

A komplementrendszer az immunrendszer velesziiletett agahoz sorolhatd. A
velesziletett (vagy természetes) immunrendszerre jellemz6, hogy a szervezetbe behatold
korokozokat azonnal felismeri és azok ellen hatékony valaszlépésekkel reagal, id6t biztositva
ezzel a joval specifikusabb adaptiv (vagy szerzett) immunitds feléplléséhez. A természetes
immunitds komponenseit szilletéslinkkor készen kapjuk, az azokat kddolé gének a
genomban nem valtoznak életiink soran. Ezzel szemben az adaptiv immunitds életiink soran
alakul ki és folyamatosan valtozik szervezetiinket éré kiils6 és belsé hatdsok fliggvényében.
Nem meglepd, hogy a természetes immunitas olyan strukturdkat, mintazatokat ismer fel,
amelyek az evolucié sordn nem valtoznak és immunrendszeriink szdmara vészjelzésként
szolgdlnak. Ilyenek pl. a baktériumok sejtfalan taldlhatdé szénhidrat mintazatok, bakterialis
endotoxinok, DNS, RNS, stb. Az evoluciés értelemben sokkal valtozékonyabb fehérje
antigének ellen (pl. virus burokfehérjék) csak a szintén rendkivili valtozékonysaggal
rendelkez6 adaptiv immunitds képes hatasos valaszt generalni. Rendkivil fontos
hangsilyozni azonban, hogy a kétféle rendszer egymadsra épul és kiegésziti egymast:
hatékony természetes immunvalasz nélkiil nem tud az adaptiv immunitds felépilni, a
természtes immunitds 6nmagdban azonban egy id6 utdan mar nem képes féken tartani a
kérokozdokat. A komplementrendszer egyik funkcidja éppen az, hogy hidat képez a
természetes és az adaptivimmunvalasz kozott: a komplementrendszer aktivalddasa elGsegiti
az adaptiv immunvalasz kialakuldsat, az adaptiv immunvalasz soran képz6ddé antitestek
viszont az antigénjikhoz kapcsolddva aktivaljak a komplementrendszert.

A komplementrendszer aktivalédasanak els6 |épésében mintazatfelismeré molekulak
(receptorok) kapcsolddnak az aktivator strukturahoz. A veszélyt jelzd szignalok felismerését
végz6 molekuldk szerin protedz zimogénekkel alkotnak komplexet, amelyek a
mintazatfelismeré molekuldk altal detektalt vészjelet enzimatikus jellé konvertaljak és egy
kaszkadfolyamat  keretében  nagymértékben felerdsitik. A vérben tobb, a
komplementrendszerhez hasonld, proteolitikus kaszkad taldlhatd, amelyek k6zo6s jellemzéije,
hogy aktivalédasuk soran tripszinszer(i szerin protedzok aktivaléodnak. Ezek a protedzok
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szinte kivétel nélkil tobb doménbdl alldé modularis fehérjék és szubsztratjaikat limitalt
proteolizis soran rendkivil specifikusan hasitjdk. Dolgozatomban a komplementrendszer
klasszikus és lektin Gtjdnak beinditasaban szerepet jatszo szerin proteazokkal kapcsolatos
eredményeimet szeretném bemutatni. Munkdm sordn elsGsorban arra kerestem a valaszt,
hogy mi a szerkezeti alapja a komplement protedzok rendkivil sz(ik
szubsztratspecificitdsanak, mi az egyes domének szerepe a protedzok miikodésében, mi a
komplementrendszer aktivalédasanak mechanizmusa és milyen élettani kovetkezményekkel
jar a rendszer aktivalodasa kiilonos tekintettel a gyulladas kialakuldsara.
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2. A munka korilményei és el6zményei, szakmai hozzajarulasok

Jelen értekezés alapjdul szolgdld publikdcidkat a komplementrendszer aktivaloddsanak
témakorében az elmult évtized sordn megjelent cikkeimbél vdlogattam (6sszesen 13
publikdcié). Ezekre az értekezésben kék szinnel hivatkozom. Ezeknek a publikacidknak a
létrejottében  kivétel nélkil meghatdrozé szerepet jatszottam, els6sorban a
problémafelvetés, a tudomanyos koncepcid kidolgozdsa, a kisérletek tervezése, az adatok
értelmezése, a kdvetkeztetések levonasa és a cikkek megirasa terén, de bizonyos esetekben
a kisérleti munkdban is részt vettem. Négy publikacidban szerepelek elsé szerzéként (1., 3.,
4., 5.), (ezek koziil hdrom (1., 3., 4) megosztott szerzGségl), 6t publikacidoban vagyok utolsé
szerz6 (6., 8., 9., 10., 12.), harom publikdciéban pedig utolsé el6tti szenior szerz6 vagyok (2.,
11., 13.), amelyek kozil az egyiknek (11.) levelezd szerz6je voltam. Két publikacidban,
amelyekben tulnyomoérészt kilfoldi szerz6k szerepelnek (2., 7.) Robert B. Sim (MRC,
Immunochemistry Unit, Oxford, UK) laboratériumabdl, olyan kisérleti eredmények keriilnek
bemutatdsra, amelyek egy részét az altalunk el&allitott rekombinans fehérjék segitségével
Budapesten végeztek vendégkutatdk (Krishnan Hajela és Anders Krarup) az irdnyitdsom alatt.
A 13. publikaciéban ismertetésre keriil6 MASP-2-C4 komplex kristdlyositasanak az otlete
t6lem szarmazik, az ehhez sziikséges MASP-2 mutdns laboratériumunkban késziilt,
résztvettem az eredmények értelmezésében és a cikk megirasaban. Az irodalomjegyzékben
feltiintetek még 30 olyan publikaciét, amelyek anyagdt részletesen nem tdrgyalom, de
kapcsolédnak a témdhoz. Ezek tulnyomé toébbsége, 27 publikacid, a Ph.D. fokozat
megszerzése (1996) utan jelent meg. Ezek kozil hatban elsé (egy megosztott szerzdségl),
haromban pedig utolsé szerzd vagyok.

Engem mindenekel6tt a komplementrendszer aktivalédasi mechanizmusanak a
megismerése érdekel, és ezt igyekszem minél tobb oldalrél megkdzeliteni. Ezért sok olyan
metodikat is hasznaltunk, amelyek laboratériumunkban nem alltak a rendelkezésiinkre.
Munkdssagom jelent8s részét képezi egyluttmikodések kialakitdsa mas kutatécsoportokkal
és a kozos munka koordinalasa. Jelen dolgozat szempontjabdl négy hazai és két kulfoldi
munkacsoportot kell els6 sorban megemlitenem. Egyes biofizikai technikak bevezetésében
és haszndlataban Kardos Jézsef (ELTE, Biokémiai Tanszék) egylttmikodése nélkildzhetetlen
volt. En magam nem vagyok krisztallografus és a csoportunkban sincs ilyen képzettség(i
ember, ezért a kristalyszerkezeteket (egy kivételével), a laboratériumunkban készilt
fehérjekristalyok felhasznaldsdval, Harmat Veronika (ELTE, Kémiai Intézet) oldotta meg. A
szerkezetek értelmezésében természetesen donté szerepem volt. Az emberi primer endotél
sejteken végzett mérések a SOTE Ill. Sz. Belgyodgyaszati Klinika Kutatdlaboratériumaban
késziiltek Cervenak Laszld és munkatarsai kozrem(ikodésével. A szelektiv protedz inhibitorok
el6allitasa fag bemutatds segitségével Pal Gabor (ELTE, Biokémiai Tanszék) laboratériumaban
tortént, aki a modszert meghonositotta Magyarorszagon. A kilfoldi egyluttmkoddim koziil
meg kell emlitenem Gregers Andersen (Aarhusi Egyetem, Ddnia) krisztallografust és Robert
B. Sim professzort (Oxford, UK), aki munkassagomat a kezdetektdl fogva figyelemmel kisérte
és tdmogatta.
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Végezetiil fontos kiemelnem, hogy ez a munka nem sziilethetett volna meg, ha nem
tdmaszkodhatom a Zavodszky Péter professzor dltal alapitott és mdkodtetett
kutatdocsoportra az MTA TTK (kordbban SZBK) Enzimoldgiai Intézetében. Zavodszky
professzor a komplement kutatds egyik fellegvarabdl, a Nébel dijas Rodney Porter oxfordi
laboratériumdabdl hazatérve, megalapitotta az egyik elsé komplementkutaté laboratériumot
Magyarorszagon. Laboratériumdban dolgozva ismerkedtem meg a témaval és el6bb az
egyetemi doktori cimet, majd a Ph.D. fokozatot is iranyitdsaval szereztem meg. Munkamat
végig tamogatta és egy olyan stabil, nyugodt hatteret biztositott, ahol semmit6l sem
zavartatva, a tudomanyra koncentralva tudtam dolgozni az elmult évek soran. Biiszke vagyok

rd, hogy mar negyedik éve csoportvezet6ként dolgozhatok melette az Enzimoldgiai
Intézetben.
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3. Tudomanyteriileti hattér

3.1 A komplementrendszer aktivalodasi utvonalai

A komplementrendszer felfedezése Fodor Jézsef magyar orvosprofesszor nevéhez flizédik,
aki 1887-ben Budapesten els6ként irta le a vérsavd baktériumolé hatdsat (Karasszon és
Csaba, 1992). Sajnos a nemzetkozi szakirodalom Fodor érdemeirdl jorészt megfeledkezve a
dicsGséget elsGsorban a francia Jules Bordet-nek tulajdonitja, aki kimutatta, hogy a szérum
baktériumolé hatasaért részben egy hGérzékeny faktor, az ,alexin” a felel6és (Bordet, 1896).
A névadénak Paul Ehrlich tekinthetd, aki 1899-ben hasznalta els6ként a komplement
elnevezést arra a szérumban taldlhatd hGéérzékeny faktorra, ami a baktériumokhoz k6t6d6
hdstabil ,,amboceptor” (mai nevén antitest) hatasat mintegy kiegészitve (komplementalva)
el6idézi a baktériumsejtek lizisét (Ehrlich és Morgenroth, 1899). Ehrlich kordban a
komplementet még egyetlen komponensnek vélték, ami a baktériumhoz kotott antitesthez
kapcsolédva fejti ki hatdsat. A huszadik szdzad sordn a komplementrél alkotott kép teljesen
megvaltozott. Egyrészt kiderilt, hogy nem egyetlen komponensrél, hanem egy molekularis
haldzatrdl van szé, masrészt nyilvanvaldéva valt, hogy a rendszer funkcidja joval széleskoribb
és alapvet6bb annal, mintsem csupdn az adaptivimmunvalasz egyfajta ,kiegészit6” effektor
mechanizmusaként szolgdljon.

A komlementrendszerhez mai tudasunk szerint kb. 40 fehérjekomponens sorolhaté
(Walport, 2001a; Walport, 2001b, Ricklin és mtsi.,, 2010). Ezek kozott talalhatok
testnedvekben (elsGsorban a vérben) oldott allapotban jelenlévé molekuldk, valamint a
kilonboz6 sejtek felszinén elhelyezked6 receptorok és reguldtorok. A komplementrendszer
f6 komponensei tripszinszerd szerin proteaz enzimek (Sim and Tsiftsoglou, 2004), amelyek
egymast kaszkadszerlen aktivaljdk. Szintén alapveté komponensek a tioészter kotést
tartalmazd fehérjék (C3, C4) és a velik homoldg C5, amelyek ugyancsak a szerin protedzok
hatdsdra aktivalédnak. A komplementrendszer komponensei a vérben inaktiv allapotban
vannak jelen és csak megfelel§ stimulusok hatasara aktivalédnak. Az aktivdlddasnak harom
alapvetd utjat kilonithetjik el: a klasszikus, a lektin és az alternativ utat (1. dbra). A hdrom
aktivalédasi utvonal a komplementrendszer legnagyobb mennyiségben jelenlévé
komponensének, a C3-nak, a hasitasanal taldlkozik és beindul az egységes terminalis Utvonal,
ami a membrankarosité komplex (membrane attack complex = MAC, vagy mds néven:
terminal complement complex = TCC) kialakulasahoz vezet.
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fazis C5b-9(m)
SC5b-9 MAC

Terminalis komplement komplex

1. dbra
A komplementrendszer aktivalédasi utvonalai
Az dbra az emberi komplementrendszer hdrom aktivdldddsi utjat mutatja. Az dltalunk
részletesen tanulmdnyozott klasszikus és lektin utvonalakat piros kerettel emeltem ki. Az
oldott és membrdnké6tott reguldtorok, illetve receptorok kiilén vannak jelélve. Az abra
részletes magyardzata a szévegben taldlhato.
(Mollnes (2002) dbraja nyoman)

Membran C4b és C3b
inhibitorok

A legrégebb o6ta tanulmanyozott aktivalédasi udtvonal, a klasszikus Ut
mintdzatfelismeré molekuldja a Clq (2. abra). A Clq heterotrimer alegységekbdl felépiilé
hexamer molekula (Reid és Porter, 1976; Kishore és Reid, 2000). Az egyenként kb. 220
aminosav hosszisdagu  A-, B- és C-polipeptidlancok C-termindlis végiikon globularis
doméneket alkotnak, mig a harom peptidlanc N-terminalis fele kollagén harmas hélixet
képez. A C-termindlis globularis domének felel6sek az aktivator strukturakhoz vald
kotédésért, mig a kollagén szarak a Clr és Cls szerin proteazokat kotik. A klasszikus utat
régebben kizardlag antitestfliggd utvonalnak tekintették, mivel a Clq globularis fejeivel
kotédik az immunkomplexben |év6 IgG és IgM molekuldk Fc részéhez. Ma mar tudjuk
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azonban, hogy a Clqg kozvetlenil is képes kot6dni bizonyos mikrébakhoz, apoptotikus és
nekrotikus sejtekhez.

Harom kiilénbbzo Szerkezeti egység Hexamer
polipeptidlanc {trimer)

00 @

Aic i

2. abra
A Clqg molekula felépitése
A C1q hdrom polipeptidldnca (A, B és C) alkot egy szerkezeti egységet, amelybél hat
taldlhatd egy C1q molekulaban.

A pentraxinok csoportjaba tartozé C-reaktiv proteinhez szintén nagyon erGsen kot6dik a Clq.
A C-reaktiv protein koncentracidja jelentésen megnd gyulladasok esetén (akut-fazis fehérje)
és a koérokozokhoz illetve apoptotikus sejtekhez kapcsolddva a C1q kotés révén beinditja a
klasszikus utat (Black és mtsi., 2004). A C1q molekuldhoz kalcium jelenlétében két Clr és Cls
multidomén szerin proteazbdl allé tetramer kapcsolddik (Ziccardi és Cooper, 1977). A Cls-
C1r-C1r-Cls szekvenciaju tetramer kalcium ionok hatdsdra spontdn mdédon 6sszedll, Clq
jelenlétében pedig szintén onszervezé mdédon keletkezik a C1 komplex (C1qC1r,C1s;), ami a
komplementrendszer klasszikus Utja els6 komponensének tekinthetd (3. abra).

Clr, - Cls, 3. abra

K A C1 komplex ,klasszikus” szerkezeti

modellje

A C1 komplex egy C1q felismeré alegységbdl
és az ahhoz kapcsolddd C1r,Cls, tetramerbél
all. Pontos szerkezeti informdcio a (1
komplexrél nem dll rendelkezésiinkre, az
elmult évtizedek sordn kiilénb6z6 modellek
sziilettek. Az dbrdn lathato ,klasszikus” C1
modell egészen a kézelmdultig széles kérl
elfogadottsagnak 6rvendett.

C1 komplex

10
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A C1 komplex szerkezetével egy késGbbi fejezetben részletesebben fogok foglalkozni. Itt
csupan annyit jegyeznék meg, hogy noha a Cl komplex szerkezetét és az aktivalodas
mechanizmusat tobb mint 6tven éve kutatjdk, teljes szerkezeti informacidval a komplexrél
ma sem rendelkezlink. A legijabb C1 modellek egyrészt egyes fragmentumok térszerkezetén
masrészt mutacidos és kotédési kisérletek eredményein alapulnak. A klasszikus ut
aktivalédasanak elsé 1épése a C1lq globuldris fejeinek kotédése az aktivator strukturahoz. A
Clq hat fejébdl legalabb kettének a kotédése sziikséges ahhoz, hogy a kollagén szarakhoz
kapcsolédo szerin protedz zimogének aktivaléddjanak. Az els6 enzimatikus Iépés a klasszikus
utvonalban a Clr zimogén autoaktivalodasa (Dodds és mtsi., 1978). Az autoaktivalédas egy
Arg-lle kotés hasadasaval jar a szerin protedz domén aktivacids peptid (linker) régidjaban.
Aktivacié utan a két részre hasadt polipeptidlancot (A és B Ianc) egy diszulfid hid tartja 6ssze.
Ebb8l az aspektusbdl a Clr és Cls aktivalédasa inkabb a kimotripszin aktivalédasara
emlékeztet, jollehet a komplement protedzok tripszinszer(i szubsztratspecificitdssal
rendelkeznek (Lys és Arg utan hasitjak a peptidlancot). A kovetkez6 Iépésben az aktiv Clr
hasitja, és ezzel aktivalja a zimogén Cls-t. A Cls a C1 komplex azon enzime, amelyik tovabb
viszi az enzimkaszkddot a C4 és C2 komponensek hasitdsa révén (Wallis és mtsi, 2010).
El6sz6r a C4 hasitdsara kerll sor, aminek az eredményeként a C4-r6l 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 formdban jelenlévé C2 szerin protedzt, amelyet a Cls limitalt
proteolizissel aktival. Megjegyzendd, hogy a C2 aktivaléddsi mechanizmusa kilonboézik a Clr
és Cls aktivalodasatél, mivel a C2 esetében a limitalt proteolizis a szerin proteaz doméntél
tavoli régidban, a ,von Willebrand faktor A” (VWFA) domén N-terminalisdn torténik és
hasitas utan a kisebb C2b (mas nomenklatura szerint C2a) fragmentum tavozik (Forneris és
mtsi., 2012). Az igy keletkez6 C4b2a enzimkomplex a klasszikus Ut C3-konvertaza, 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 toébb C3 komponenst hasitanak, vagyis a
kaszkadszer( proteolizis a kezdeti jel feler6sodéséhez vezet.

A komplementaktivalédas lektin Utjat a mult szazad nyolcvanas éveiben fedezték fel
(Ikeda és mtsi., 1987), de még a kétezres években is taldltak Uj komponenseket (Degn és
mtsi., 2009). A lektin Ut elsé kozelitésben nagyon hasonlit a klasszikus Utra, ez a hasonldsag
azonban tobbnyire felszines, a valdsagban a lektin Ut sokkal 6sszetettebb a klasszikus utnal
és még tobb a megvalaszolatlan kérdés. A klasszikus Ut egyetlen felismeré molekuldjaval
szemben a lektin Ut esetén legaldbb o6t kiilonb6z6 felismeré molekula ismert és a lista
valdszinlleg bévilni fog a jov6ben. A legkordbban felfedezett MBL (manndz koté lektin), C-
tipusi lektin és els6sorban manndz és N-acetil-glikézamin részeket ismer fel a
baktériumsejtek felszinén (Thiel, 2007). A haromféle fikolin (M, L és H fikolin/alternativ
nomenklatura: fikolin-1,-2 és -3) fibrinogénszer(i globuldris doménjeivel acetililt
vegylletekhez kétédik (Endo és mtsi., 2011). Mivel acetil csoportok leginkdbb a baktériumok
sejtfelszini szénhidratjain taldlhatdk, a fikolinok is gyakorlatilag lektinszerl molekulaknak
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tekinthet6k. Nemrég fedezték fel a kollektin-11 molekulat (CL11 vagy CL-K1), ami szintén a
lektin at felismeré molekuldja (Hansen, és mtsi. 2010). Ezek a molekuldk annyiban
hasonlitanak a C1g-ra, hogy C-terminalis globularis fejekbdl (lektin domének) és N-terminalis
kollagén szarakbol allnak (innen a gydjténév: kollektinek). Lényeges kilonbség azonban,
hogy csak egyféle polipeptidlancbdl épiilnek fel, és a homotrimer alapegységekbdl tobbféle
oligomerizaciés foku felismer6 molekuldk allhatnak o©ssze a dimert6l a hexamerig.
Valészinlleg a tetramer forma a leggyakoribb, de erre nézve nincsenek igazdn megbizhaté
adatok. Ha tekintetbe vessziik, hogy az otféle felismeré molekula legaldabb 6tféle oligomer
formaban létezhet, a lehetséges variaciék szdma toébb mint huszon6t, azaz tobb mint
huszonot kilonb6z6 felismeré molekula van a rendszerben. Nem kevésbé valtozatos a kép,
ha a felismerd molekuldkhoz kapcsolédo protedzokat (MASP= MBL-hez kotott szerin proteaz
(mannose-binding lectin-associated serine protease)) vesszilk szdmba. Kezdetben csak a
legnagyobb mennyiségben jelenlévé MASP-ot izoldltdk és annak tulajdonitottdak a C3-
konvertaz keletkezéséhez sziikséges C4 és C2 hasitast (Matsushita és Fujita, 1992). Kés6bb
kidertlt, hogy ezért nem a nagymennyiségli MASP-1, hanem a preparatumokban sokkal
kisebb mennyiségben jelenlévé rokon enzim, a MASP-2 a felel6s (Thiel és mtsi., 1997).
Kiderilt, hogy a MASP-2 képes autoaktivalddni és C4-et valamint C2-t hasitani, vagyis, mint
ezt in vitro kisérletekben bizonyitottak, egyedil képes beinditani a komplement kaszkadot. A
szérumban tobb mint hdsszoros koncentracidéban (11 pg/ml vs. 0.4 ug/ml) jelenlévé MASP-1
rendkivil kdnnyen autoaktivalddik és képes C2 hasitdsara, azonban a C4 nem szubsztratja
(Rossi és mtsi., 2001). Kovetkezésképpen a MASP-1 6nalléan nem képes beinditani a lektin
utat. A MASP-1 tényleges funkcidja, fiziolégiai szerepe, az utdbbi évek egyik legizgalmasabb
és sokat vitatott kérdése, amellyel én is behatdan foglalkoztam munkam sordan. A MASP-1
szerepének részletes tdrgyaldsdra ezért az eredmények fejezetben térek ki bévebben. A
kés6bbiek soran felfedeztek egy harmadik protedzt is: a MASP-3-at (Dahl és mtsi., 2001). A
MASP-3 N-terminalis része teljesen megegyezik a MASP-1 N-terminalis régiéjaval, a két
enzim kozti kiilonbség csak a C-terminalis szerin protedz doménben van. A MASP-3 funkcidja
még rejtélyesebb: viszonylag nagy mennyiségben van jelen a vérben (5 pg/ml), de nem
sikerlilt kimutatni, hogy barmilyen komplement komponenst hasitana. Mivel képes a
felismeré molekuldkhoz kotédni az az elmélet sziiletett, hogy kompetitiv inhibitorként
leszoritja az aktiv MASP-1-et és MASP-2-t a komplexekrdl és igy csokkenti a lektin ut
hatékonysagat. Elég nehéz azonban elképzelni, hogy egy ilyen inhibitornak miért kellene egy
aktiv szerin protedz doménnel rendelkeznie. Annal izgalmasabb az a felfedezés, hogy egy
bizonyos orokletes fejlédési rendellenesség (3MC szindréma) hatterében a MASP-3 szerin
protedaz doménjében taladlhaté mutacidk allnak (Sirmaci és mtsi., 2010; Rooryck és mtsi.,
2011). Ez a felismerés arra is ravilagit, hogy a komplementrendszernek az immunoldgiai
szerepén kivil egyéb mas fiziolégias funkcidi is lehetnek, példaul az egyedfejlédésben. Az
elmult években még két masik fehérjét is felfedeztek, amelyek kapcsolédnak a felismerd
molekuldkhoz: a MAp19 (mas néven sMAP) (Stover és mtsi, 1999; Takahashi és mtsi., 1999)
és a MAp44 (mas néven MAP-1) (Degn és mtsi.,, 2009; Skjoedt és mtsi., 2010). Ezekrdl a
fehérjékrdl kiderilt, hogy tulajdonképpen a MASP-ok N-termindlis fragmentumai. A MAp19 a

12



dc_591 12

MASP-2 els6 két doménjét (CUB-EGF) tartalmazza, mig a MAp44 a MASP-1 els6 négy
doménjébdl all (CUB-EGF-CUB-CCP), leszamitva mindkét esetben egy néhdny aminosavas C-
termindlis régiét, ami csak ezekre a fehérjékre jellemz6. Génszinten vizsgdlva a dolgot
kidertlt, hogy a MASP-2 és a MAp19 a MASP-2 gén alternativ ,splicing” termékei, mig a
MASP-1, MASP-3 és MAp44 fehérjék ugyanilyen mechanizmussal keletkeznek a MASP-1
génrél. A MAp19 és MAp44 fizioldgids szerepe szintén ismeretlen, jobb hijan ezen fehérjék
esetében is az inhibitor funkciét javasoljak. Ha figyelembe vessziik, hogy 6tféle felismer6
molekuldhoz, amelyek 6nmagukban is kiilonb6z6 oligomer formdakban l|étezhetnek, Ot
kilénboz6 fehérje kapcsolddhat kildnbdz6 kombinacidkban, a lehetséges iniciacids komplex
variaciok szama akar tobb szaz is lehet. Valdszinlileg az 6sszes lehetséges variacié nem fordul
el6 a vérplazmaban, de valéjaban nagyon kevés informaciéval rendelkeziink a komplexek
Osszetételér6l és mennyiségi megoszlasardl. Annyi bizonyos azonban, hogy a lektin Gt
aktivalédasa ugyanannak a C3-konvertdznak a keletkezéséhez vezet, mint a klasszikus ut
esetében. Ett6l a |épéstbl kezdve a két aktivalddasi Ut ugyanazon mechanizmus szerint halad
tovabb.

A komplementrendszer harmadik aktivalddasi Utja az alternativ ut. Sokaig ugy
gondoltak, hogy ennek az Utnak az esetében nincs felismeré molekula, a sajat és nem-sajat
felszinek megkiilonboztetése mas mechanizmus alapjan torténik. Az utébbi években
azonban szdmos olyan publikacid jelent meg, amely a properdin nev( fehérjemolekulanak
mintdzatfelismerd szerepet tulajdonit (Kemper és Hourcade, 2008). A properdinrél mar
régebben is tudtdk, hogy stabilizdlja az alternativ Ut C3-konvertdzat a baktériumsejtek
felszinén, azonban azt gondoltak, hogy csak a konvertdz kialakuldsa utan koétédik hozza.
Lehetséges azonban, hogy a properdin bizonyos esetekben el6bb megkotédik a baktériumok
felszinén, el6segitve ezzel a C3-konvertaz kialakuldsat. Az alternativ Ut kulcsfehérjéje a C3. A
C3 tartalmaz egy reaktiv tioészter csoportot a molekula belsejében, ami C3-konvertaz altali
hasitas révén keril a molekula felszinre és reagal amino vagy hidroxil csoportokkal. Kis
valdszinliséggel azonban, a fehérjemolekula konformacids fluktuacidinak kévetkeztében, a
tioészter kotés spontdn maddon is a felszinre keriilhet, ami a hidroliziséhez vezet (Holers,
2008). A hidrolizalt C3 molekula C3(H,0) konformacidja megvaltozik és koti a B-faktor szerin
proteadz zimogént. A B-faktor a C2-h6z hasonld szerin proteaz és C3-hoz kotott formajat a D-
faktor nevl szerin proteaz hasitja. A D-faktor hasitott, de inaktiv formaban van jelen a
szérumban, a B-faktorhoz kapcsolédva azonban aktiv formaba keril, és azt elhasitja
(Volanakis és Narayana, 1996). A keletkezé C3(H,0)Bb komplex egy C3-konvertdz, ami tobb
C3 molekulat elhasit C3a és C3b fragmentumokka. Ha a C3 hasadas sejtfelszinhez kozel
torténik, a C3b tioészter kotése révén oda lerakodik. A lerakddott C3b B-faktor zimogént kot
meg és azt a D-faktor elhasitja kialakitva az alternativ ut C3-konvertazat (C3bBb), amely
Ujabb C3 molekuldkat hasit. Minden Ujabb elhasitott C3 molekula potencidlis C3-konvertaz
forras, vagyis pozitiv visszacsatolds révén az alternativ Ut nagyon gyorsan felporog,
sokszorosara er@sitve ezzel a kezdeti komplement aktivaciot. A sajat sejtek felszinén az
alternativ Ut nem tud ilyen mddon beindulni, mert a C3 spontan hidrolizise (tick over) révén
keletkez6 C3-konvertazt kiilonbdz8 sejtfelszini inhibitorok szétszerelik, illetve lebontjak. A
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korokozokon azonban altaldban nincs ilyen védelem, ezért a pozitiv visszacsatolasi
mechanizmus révén felszinlik C3b-vel telitédik. A keletkez6 C3-konvertazokat pedig a
kordbban emlitett properdin stabilizalja, féléletidejiiket noveli. A ,,tick over” mechanizmus ily
modon folyamatosan ,teszteli” a kilonb6z6 felszineket és ahol le tud rakdédni a C3-
konvertaz, ott beindul a komplementaktivacid. Természetesen alternativ Ut C3-konvertaz
nem csak a ,tick over” mechanizmus révén keletkezhet, hanem a klasszikus és a lektin Gt
altal elhasitott C3b molekulakbdl is. Az alternativ Ut pozitiv visszacsatoldsi mechanizmusa a
C3 hasitasa utdn a klasszikus és a lektin Ut altal elinditott aktivacids folyamatot
nagymértékben felerGsiti. Egyes becslések szerint az alternativ ut altal kivaltott er6sit6 hatas
felelés az 6sszes komplement aktivacié 80-90%-aért normal human szérumban, akkor is, ha a
kezdeti aktivacié a masik két utvonal valamelyikén indult be (Harboe and Mollnes, 2008). Az
alternativ Ut tehat, nevével ellentétben, a komplementaktivalédas koézponti utja, nélkile
nincs hatékony immunvalasz.

Ahogy a felszinre lerakédott C3b koncentracidja novekszik, a C3-konvertazok (C4b2a
és C3bBb) fokozatosan C3b-t kotnek és atalakulnak C5-konvertazokka (C4b2a3b és
C3bBb3b). Ekkor beindul a terminalis utvonal. A C5-konvertaz kétfelé hasitja a C5 molekulat:
egy kisebb fragmentumra (C5a), amely nagyon erds anafilatoxikus hatassal rendelkezik,
valamint a nagyobb C5b fragmentumra (Lambris és mtsi., 1998). A C5 hasitdsa az utolsé
enzimatikus |épés a komplement kaszkdadban, az ezt kovet6 lépések pusztan a fehérjék
Onszervezddd képességén alapulnak. A C5b el6szor C6 majd C7 komponenst kot és az igy
kialakult amfipatikus C5b-7 komplex képes integralédni a sejtmembranba (DiScipio és mtsi.,
1988). A membrdanba beépiilt C5b-7 egy molekula C8-at és tébb molekula (tipikusan 10-15)
C9-et kot (Tschopp és mtsi., 1982). A kialakulé C5b-9, az ugynevezett membrdankarositd
komplex (membrane attack complex = MAC, vagy mas néven: terminal complement complex
= TCC), amely egy kb. 100 nm atmérdjl porust képez a sejtmembranban megsziintetve ezzel
a sejt integritdsat (Bhakdi és mtsi., 1980; Tschopp, 1984). Mérések szerint mar egyetlen
membrankarosité komplex jelenléte elegends lehet egy sejt liziséhez (Rapp és Borsos, 1970).
Megjegyzendd, hogy nem minden az aktivacid soran keletkez6 C5b-7 integralédik
sejtmembrdanba. Folyadék fazisban a C5b-7 vitronektint és apolipoprotein J-t (clusterin)
kdthet, ami megakadalyozza a hidrofob kdzegbe vald beépiilését. Az ezutdn kialakuld C5b-9
(sC5b-9) komplex végig oldatfazisban marad, és mennyisége a szérumban jé indikatora a
komplementaktivacidonak (Tedesco és mtsi., 1997).

3.2 A komplementaktivalodas fiziologiai kovetkezményei

A komplementrendszer aktivalédasa kovetkeztében a megtamadott sejten membrankarositd
komplex alakul ki, ami a sejt halalat okozhatja. Meglepé mddon azonban ez a mechanizmus
valdszinlleg csak kis mértékben jarul hozza a patogén mikroorganizmusok elpusztitasdhoz. A
vastag sejtfallal rendelkez6 Gram-pozitiv baktériumok eleve védve vannak a komplement
indukalt lizis ellen. A Gram-negativ baktériumok kozil is els6sorban a Neisseria fajoknal
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mutattak ki a membrankarositd komplexszel szembeni nagyfoku érzékenységet (Petersen és
mtsi., 1979).

A sokkal fontosabb effektor mechanizmus az opszonizacié, vagyis a fagocitézis
fokozasa, ami mar a komplementaktivalds korabbi fazisaiban is beindul. A megtamadott
sejtek felszinére komplement komponensek rakdédnak le, amelyeket specialis receptorok
révén a leukocitak érzékelnek és fagocitdzis altal eltdvolitjak a kérokozdkat a keringésbdl. A
mintdzatfelismeré molekuldk (Clq, MBL, fikolinok) amellett, hogy beinditjak a komplement
kaszkddot, opszoninként is szolgalnak (Ogden és mtsi.,, 2001). A legfontosabb opszonin
azonban a C3b, illetve az abbdl tovabbi proteolizissel keletkez6 iC3b, amelyet a leukocitakon
(neutrofilek, monocitdk, makrofagok) lévé komplement receptorok (CR1, CR3 és CR4)
ismernek fel (Fearon, 1981; Birmingham és Hebert, 2001). Bizonyos széveti makrofagokon
kifejez6dik az immunglobulin szer(i komplement receptor (CRIg) is, ami a C3b és iC3b mellet
egy tovabbi C3 fragmentumot, a C3c-t, is képes felismerni (Helmy és mtsi., 2006; He és mtsi.,
2008).

A leukocitdknak a fert6zés helyére vald iranyitasaban illetve aktivalasaban fontos
szerpet jatszanak a komplementaktivalédds soran felszabadulé anafilatoxinok. A két
legjelent6sebb anafilatoxin a C5a és a C3a (Haas és van Strijp, 2007). Az anafilatoxinok
egyrészt kemotaktikus hatast fejtenek ki a sejtekre, masrészt aktivaljdk azokat a G-fehérje-
kapcsolt C3aR és C5aR receptorokhoz kotddve. lly médon az anafilatoxinok elGsegitik a
hatékony opszonizaciot és gyulladast kozvetité anyagok felszabaduldsat a leukocitakbodl (van
Lookeren Campagne és mtsi., 2007).

A komplementaktivacié 0Osszekapcsolja a természetes immunitdst az adaptiv
immunitdssal. A komplementaktivdlodasi termékek hatdssal vannak mind a B mind pediga T
limfocitakra. A C3d-vel opszonizalt antigén egyszerre képes kotGdni a B sejt felszinén
talalhaté immunglobulin molekuldhoz és a CR2 receptorhoz. Ez a keresztkotés aktivalja a B
sejteket stimuldlva az ellenanyag termelést (Dempsey, és mtsi., 1996). A
komplementaktivacid T sejtekre vald hatdsat mutatja, hogy C3 deficiens egérben szamos T
sejt funkcid nem teljesedik ki az immunvdlasz soran (Kopf és mtsi.,, 2002). Bizonyos
autoimmun betegségekben is kisebb a T sejtek aktivitasa, ha nincs jelen C3 (Kaya és mtsi,
2001; Marsh és mtsi., 2001). Mindezek a mechanizmusok hozzajarulnak a
komplementaktivaciéd gyulladdskelt6 (proinflammatorikus) hatdsanak kiteljesitéséhez. A
gyulladaskeltés a komplementaktivacié egyik legfontosabb kovetkezménye, amit a rendszer
tobb pdrhuzamos uton egyszerre valt ki. Kutatomunkdm soran sikeriilt felfedezniink a
komplementaktivacié egy eddig ismeretlen proinflammatorikus mechanizmusat: az endotél
sejtek kdzvetlen aktivacidjat a MASP-1 protedz altal.

3.3 A komplementaktivalodas szabalyozasa
A komplementrendszer kiegyensulyozott mikoédése rendkivil fontos az immun-
homeosztazis fenntartdsa szempontjabdl. A lokdlisan és szabdlyozottan keltett gyulladas

megvédi a szervezetet a kérokozdk elterjedésétSl. Az apoptotikus sejtek és az
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immunkomplexek szabalyozott eltavolitasa biztositja, hogy nem alakul ki elleniik autoimmun
reakcid. Ha azonban a komplementrendszer aktivacidja megfelel§ szabalyzas hianyaban
tulporog, vagy lokalis helyett szisztémas jelleglivé valik, sulyos, sokszor életveszélyes allapot
alakulhat ki. A komplementkaszkadban rejl6 tobbszords és rendkiviil hatékony erdsit6
(amplifikacids) hatas ellensulyozasara tobbféle regulaciés mechanizmus is kialakult az
evolucié sordn. A lokalis hatast els6sorban az biztositja, hogy az aktivalt komplement
komponensek és enzimatikus komplexek viszonylag rovid féléletidejliek. Az aktiv tioészter
kotést tartalmazé C3b és C4b féléletideje kb. 100 us. Ha a reaktiv tioészter kotés nem tud
azonnal, képz6dése helyén, sejtfelszini nukleofil csoporttal (-NH,, -OH) transzacilezési
reakcidba |épni, gyorsan elhidrolizal, igy nem tud tdvolabbi helyekre lerakédni. A
szupramolekuldris komplexek (C1, MBL-MASP, C3-konvertdzok), ugyancsak instabilak,
szamos inhibitor katalizalja, mig a mar korabban emlitett properdinnek stabilizalé hatdsa
van.

A korai komplement protedzoknak (Clr, Cls, MASP-1, MASP-2) k6z0s inhibitora a
szerpinek csalddjaba tartozé Cl-inhibitor (Davis és mtsi., 2008; 2010). A Cl-inhibitor
viszonylag nagy koncentraciéban (200 pg/ml) van jelen a szérumban. A szerpinekre jellemzé
madon kovalens acil-enzim komplexet képez az aktiv protedzzal, ami ezutdn tébb szubsztrat
hasitdasara mar nem képes (Gettins, és mtsi, 2002). A protedz-Cl-inhibitor komplex ezutan
disszocial a felismer6 molekularél és elimindlédik a keringésb6l. A Cl-inhibitor a
komplementrendszeren kivil még inhibitora a kallikrein-kinin (kontakt aktivalédas)
rendszernek is, aminek szintén fontos gyulladaskelt6 funkcidja van. A plazma kallireinen kivil
a Cl-inhibitor még egyéb proteazokat is gdtol a véralvadasi illetve a fibrinolitikus
rendszerben, azonban ezen gatlasok in vivo jelent6sége még nem ismert. A Cl-inhibitor
kiilonlegessége, hogy a szerpin doménen kiviil tartalmaz egy 100 aminosav hosszusagu,
erGsen glikozildlt N-terminalis domént. Ennek a doménnek a szerpin doméntdl fliggetlen
gyulladascsokkentd hatasa van. Képes példaul E- és P szelektinhez k6t6dni, akadalyozva ezzel
a leukocita-endotél sejt adhézidt és a leukocita sejtek gordilését (rolling) (Cai és Davis,
2003). A Cl-inhibitor csokkent aktivitasa a szérumban ritka, de sulyos betegség, az 6rokletes
angioddéma (hereditary angioedema= HAE) kialakulasahoz vezet (Cicardi és Johnston, 2012).
Ez a kdrkép azonban els6sorban nem a komplementrendszerrel, hanem az elszabadult
kallikrein-kinin  rendszerrel kapcsolatos. A kontroldlatlan plazma kallikrein  nagy
mennyiségben szabaditja fel a vazoaktiv bradykinin peptidet a nagy molekulasulyu kininogén
molekuldbdl, ami sulyos, akar életveszélyes 6déma kialakuldsat eredményezheti. A
vérplazma proteolitikus kaszkddrendszerei kdlcsonhatdsban allnak egymadssal, mint ezt a C1-
inhibitor példaja is mutatja. A kilénb6z6 kaszkddokhoz tartozd protedzok azonban
keresztaktivacidban is részt vehetnek. Egyes irodalmi adatok szerint példaul a trombin képes
C5-konvertazként mikodni (Huber-Lang és mtsi., 2006). Munkam soran kimutattam, hogy a
MASP-1 is képes bradykinin felszabaditasdra, ami hozzajarulhat a lokalis gyulladas
kialalkulasahoz.
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A konvertdz komplexekben talalhato szerin protedzoknak (C2, B-faktor) nincs sem
membran kotott reguldtor fehérjék katalizaljak: komplement receptor 1 (CR1; CD35),
membran kofaktor protein (MCP; CD46), lebomlast gyorsitd faktor (DAF; CD55) (Kim és Song,
2006). A lerakddott C3b és Cab degraddacidjat a komplementrendszer szabalyzd szerin
protedza, az |-faktor végzi (Nilsson és mtsi., 2011). Az |-faktor azonban csak kofaktorok
jelenlétében képes hasitasra. A legfontosabb kofaktorok a H-faktor és a C4b-kot6-fehérje
(C4BP), valamint a mar emlitetett CR1 és MCP. A H-faktor az alternativ Ut legfontosabb
regulatora, mig a C4ABP a klasszikus és a lektin Ut soran képz6dott C3-konvertdz lebontasat
segiti (Zipfel és Skerka, 2009). A kofaktorok kozds szerkezeti jellemvondsa, hogy szinte
kizarélagosan csak egyféle doménbdél, a komplement kontrol protein (CCP, mas néven szusi
vagy SCR) doménbdél épiilnek fel (Soares és Barlow, 2005). A CR1 leggyakoribb allotipusa
példaul 30 CCP modult, mig az MCP és a DAF négy CCP modult tartalmaz. A kb. 60
aminosavbdl allé CCP domének sokféle fehérje-fehérje kdlcsonhatdsban vesznek részt az
Onszervez8dd strukturak kialakulasa soran.

A szabdlyzé molekuldak kozé tartozik még az anafilatoxinokat (C3a, C5a) inaktivalé
karboxipeptidaz N (CPN) (Huey és mtsi, 1983), valamint a kordbban mar emlitett vitronektin
(Jenne és Stanley, 1985) és clusterin (SP-40) (Rosenberg és Silkensen, 1995) is. A CD59 egy
membran fehérje, ami megakadalyozza, hogy a membréanba integralddott C5b-8 komplex C9
molekuldkat késson és igy gatolja a MAC kialakuldsat (Rollins és Sims, 1990).

3.4 A komplement proteazok

A komplementrendszer 6sszesen kilenc szerin protedz enzimet tartalmaz (4. abra). Ezek
kozil hat a kaszkad beinditdsaban (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 tébb doménbdl
allnak (Forneris és mtsi., 2012). A C-terminalis szerin protedz domént megel6zi toébb (4-5)
nemkatalitikus domén. A kimotripszin folddal és tripszin-szer(i szubsztratspecificitassal
rendelkezd protedzok (family S1, clan PA) evolucidés értelemben rendkivil sikeres
fehérjéknek tekinthet6k: a vérplazma 0Osszes kaszkadrendszerét ilyen enzimek alkotjak és
mas élettani folyamatokban is kulcsszerepet jatszanak (Page és Di Cera, 2008). A vérben
tulajdonképpen a tripszinszer( szerin protedzok egy bonyolult halézatot alkotnak, amelynek
felosztasa diszkrét kaszkad rendszerekre mesterséges jellegli. Ezt az bizonyitja a legjobban,
hogy szamos kolcsOnhatas mutathatd ki a kaszkadrendszerek kozott mind aktivalds, mind
pedig gatlas (szabdlyzas) terén.
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C1r, C1s, MASP-1, @@@ Serine Protease
MASP-2, MASP-3
Factor | /:\ SRCR Serine Protease
MAC

Factor D Serine Protease

4. abra

A komplement szerin proteazok
A komplement protedzok, a D-faktor kivételével, tobb doménbdl dlld fehérjék. A C-termindlis
szerin protedz domént megel6zi a szekvencidban tébb nem katalitikus domén. Az dbrdn
haszndlt roviditések: CUB = C1r/C1s, sea urchin Uegf, bone morphogenetic protein-1; EGF =
epidermal growth factor; CCP = complement control protein; VWFA = von Willebrand factor
type A; FIMAC = factor | membrane-attack complex; SRCR = scavenger receptor cysteine-
rich; LDLR = low-density lipoprotein receptor

A komplement szerin protedzokra altaldnossdgban jellemzd, hogy hatdsukat nem
egyediil, 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 fizioldgias kovetkezménye, ha a felismerd molekula a megfelel helyre rogziti
az aktiv enzimet. Mds proteazoknak (pl. C2, B-faktor) énmagukban nincs is mérhet6
aktivitasuk, aktiv konformacidjukat csak a multimolekularis komplexekben veszik fel. Tovabbi
kozos jellemzGjiik ezeknek a protedzoknak a rendkivil szlik szubsztratspecificitas és a
viszonylag kicsi (tripszinhez, kimotripszinhez viszonyitva) aktivitas. A komplement proteazok
néhany szubsztrat rendkiviil specifikus limitdlt proteolizisét katalizaljak. Kézenfekvének
l[atszik, hogy a szlik szubsztratspecificitas kialakitasaban a nemkatalitkus doméneknek is
fontos szerepe van. Erre vonatkozdan az utdbbi id6ben egyre tébb informacié — féleg
szerkezeti jellegli — 13t napvilagot. Az eredmények részben fogom ismertetni a Clr és a
MASP-2 molekuldk nemkatalitikus doménjeinek szerepével kapcsolatos felismeréseinket.

A komplement protedzok doménszerkezetiik alapjan enzimcsalddokba sorolhatdk. A
legnépesebb csaldadot a Clr, C1s, MASP-1, MASP-2 és MASP-3 enzimek alkotjak (Gal és mtsi.,
2009). Ezeknél az enzimeknél a szerin protedz domént 6t nemkatalitikus modul el6zi meg. Az
N-termindlis CUB1 domént egy EGF domén koveti, majd egy ujabb CUB domén (CUB2)
kovetkezik. A CUB domének neviket onnan kaptak, hogy kezdetben csak a Ci1r/Cls
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protedzokban, a tengeri siin Uegf fehérjéjében és a csont (Bone) morphogenetic protein-1-
ben taldltdk meg. Ezek a kb. 110 aminosav hosszlisagu domének kalciumot kétnek, és donté
szerepet jatszanak a protedazok dimerizaciéjdban és a felismer6 molekuldhoz valé
kot6édésben (Gaboriaud és mtsi.,, 2011). A kisebb méret(i (40-50 aminosav) EGF domének
szintén kotnek kalciumot és a két CUB doménnel egyitt viszonylag kompakt egységet
alkotnak (a-fragmentum) (Bersch és mtsi., 1998). A CUB2 és a szerin protedz (SP) domén
kozott két CCP modul helyezkedik el. A CCP modulok dont6 moddon hozzajarulnak a
szubsztratspecificitas kialakitasahoz. C1lr és Cls esetében bizonyitast nyert, hogy a CCP1-
CCP2-SP fragmentum (yB fragmentum) enzimoldgai tulajdonsagait illetéen egyenértékl a
teljes hosszusagu molekulaval és nagy valdszinliséggel ugyanez igaz a MASP-okra is (Villiers
és mtsi., 1985; Lacroix és mtsi., 1989). Ez azt jelenti, hogy a CCP1-CCP2-SP fragmentum
tartalmazza az Osszes olyan kotShelyet, ami a szubsztrat molekuldkkal vald specifikus
kolcsonhatashoz szikséges. Az SP domén N-termindlis részén taldlhatd az aktivacids peptid,
amelynek hasadasaval valik a zimogén teljes aktivitasi protedzza. Az aktivalddas
mechanizmusa megegyezik a tripszinnél leirtakkal: Az Arg-lle kbtés hasadasaval keletkezd Uj
N-termindlis bekot egy arokba (,aktivacids drok”), amelynek az aljan taldlhato

194 /tripszin szdmozas) az amino csoport séhidat képez, stabilizalva ezzel

aszparaginsavval (Asp
az aktiv konformaciét (Bode és mtsi.,, 1978). Ugyanez a mechanizmus mar csak részben
érvényes az ,atipikus” komplement protedzokra, ahol a hasitott formdnak is csak akkor van
mérhet6 proteolitikus aktivitdsa, ha a protedz szubsztratot és kofaktort kot egy komplexen
beltl. Aktivacié utan a két lanc (A-lanc= CUB1-EGF-CUB2-CCP1-CCP2; és B-lanc= SP domén)
csak redukaléd korilmények kozott esik szét, mert egy diszulfid hid talalhatd kozottik. A
MASP-1 és MASP-3, amelyek alternativ ,splicing”-gal keletkeznek ugyanarrél a génrdl
(MASP-1), csupan szerin protedaz doménjikben kilonbdznek, az A-lancuk teljesen
megegyezik. A C1r/C1s/MASP csaladhoz tartoznak még a katalitikus aktivitdssal nem
rendelkez§ alternativ ,,splice” formdak: a MAp19 és a MAp44. A MAp19 a MASP-2 CUB1-EGF
fragmentuma, mig a MAp44 a MASP-1 CUB1-EGF-CUB2-CCP1 fragmentuma, mindkét fehérje

esetén egy rovid egyedi C-terminalis szakasszal (5. abra).

Cir
Ci1s
MASP-1
MASP-2

MASP-3 - MAp44  (cus )(ove2) @D

5. abra
A C1r/C1s/MASP enzimcsalad fehérjéi
A Clr és Cls fehérjéket kiilon gének kodoljak. A MASP-2 gén alternativ splice termékei a
MASP-2 és a MAp19 molekuldk, mig a MASP-1 génrdl képz6dnek a MASP-1, a MASP-3 és a
MAp44 fehérjék. A nyil az aktivdcio sordn hasado kétést jelzi.

A C2 és a B-faktor doménszerkezete megegyezik és aminosav szekvencidjuk 40%-os
azonossagot mutat (Mole és mtsi., 1984; Bentley, 1986). Az N-terminalis harom CCP domént
egy von Willebrand faktor A (VWFA) domén koveti a C-termindlis SP domén el6tt. Ezek a
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prozedzok a C3- és C5-konvertazok enzimatikus komponensei. In vitro felcserélhet6k a
konvertazokban, vagyis C2 kothet C3b-hez és B-faktor kothet C4b-hez, de valdszin(ileg ennek
nincs fizioldgias jelentGsége (Laich és Sim, 2001). A C2 zimogént az aktiv C1s oldatfazisban is
elhasitja, azonban aktiv C1s csak a klasszikus ut aktivalddasa sordn keletkezik, és csak a C4b-
hez kotott C2a képes C3-at hasitani. A zimogén B-faktort azonban a szérumban mindig
aktivalt (hasitott) formdban jelenlévé D-faktor csak akkor képes hasitani, ha az C3b-hez
kotédott.

A D-faktor az egyetlen olyan komplement protedaz, ami csak egy maganyos szerin
protedz doménbdl all (Volanakis és Narayana, 1996). A D-faktor aktivalt (hasitott) allapotban
van jelen a szérumban. Az még nem ismert, hogy mi aktivalja a proenzim D-faktort. Az utébbi
idében ellentmonddsos eredmények lattak napvilagot arra nézve, hogy a MASP-1 és/vagy a
MASP-3 lehet az aktivator (Takahashi és mtsi.,, 2010; Iwaki és mtsi., 2011). Ennek a
kérdésnek a tisztazdsdra még tovabbi kisérletek sziikségesek. Az aktivalt D-faktor
szerkezetébdl kiderilt, hogy a propetid lehasaddasa még nem eredményez aktiv szerkezetet
(Narayana és mtsi.,, 1994). Az Ures D-faktor katalitikus centruma torzult és teljesen aktiv
konformacidjat csak a szusztrattal (C3bB) vald érintkezés soran veszi fel (szubsztrat indukalt
katalizis). Ez a mechanizmus gatolja meg, hogy a szérumban aktivalt formaban jelenlévd D-
faktor az oldatfazisban lévé B-faktort elhasitsa.

Az |-faktor a komplementrendszer szabdlyozasdban vesz részt a konvertdz komplexek
lebontédsa révén. Erdekes, hogy a C2 és B-faktor protedzoknak nincs kdzvetlen inhibitora
(sem szerpin sem pedig kanonikus), hanem aktivitdsukat egy harmadik szerin proteaz
szabalyozza kofaktoruk lebontdsa révén. Az I-faktor szerin protedaz doménjét négy
nemkatalitikus domén el6zi meg a szekvenciaban (Nilsson és mtsi., 2011). Az N-terminalis
FIMAC (Factor | membrane-attack complex) domént egy SRCR (scavenger receptor cysteine-
rich) domén, majd két LDLR (low-density lipoprotein receptor) domén koveti. Az I-faktor is
aktivalt allapotban van jelen a szérumban, feltehetéleg szekrécidé kdzben aktivalddik, ami egy
pozitivan toltott tetrapeptid (RRKR) kihasaddsaval jar. Az I-faktor csak kofaktorok (H-faktor,
C4B-kot6 fehérje, CR1, MCP) jelenlétében képes kifejteni proteolitikus aktivitasat. Az I-faktor
kozelmultban publikdlt szerkezete azt sugallja, hogy a nemkatalitikus domének alkotta A-lanc
allosztérikus médon gatolja a szerin protedz domén aktivitasat (Roversi és mtsi., 2011). Ez a
gatlas akkor szlinik meg, amikor kialakul az I-faktor-kofaktor-szubsztrat komplex, midltal a

A komplement protedzok koziil csak a klasszikus és a lektin Gt inicidcids enzimeinek
(C1r, C1s, MASP-1, MASP-2) van kozvetlen inhibitoruk (Cl-inhibitor). Erdekes mddon az
ugyanebbe az enzimcsaladdba tartozé és eddig még ismeretlen funkciéju MASP-3 aktivitasat
ez a szerpin nem gatolja. A tobbi komplement proteaz regulacidja, mint azt korabban lattuk,
kozvetett modon torténik. Sajat kutatdsaim alapjan, a lektin uttal kapcsolatban, felmerilt két
masik inhibitor — az a,-makroglobulin és az antitrombin — esetleges szabalyzé szerepe is.
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3.5 Az iniciacids komplexek szerkezete

A C1 komplexet tobb mint 50 évvel ezel6tt fedezték fel és azéta prébaljdk megfejteni
szerkezetét és aktivaldodasi mechanizmusat (Ratnoff és Lepow, 1957). A nagyméretl (790
kDa) és flexibilis C1 komplex komoly kihivast jelent a szerkezeti kutatasok szamara. Nem
meglepd ezért, hogy mind a mai napig csupan kilénb6z6 modellek [éteznek, amelyek
els6sorban elektronmikroszkdpos felvételeken, bizonyos fragmentumok rontgendiffrakcios
szerkezetén és kotési illetve mutdaciés adatokon alapulnak. Nemcsak hogy a teljes C1
komplexrél nem rendelkeziink nagyfelbontdsu szerkezettel, hanem egyetlen komponensrél
sincs teljes szerkezeti informacié. Ismerjik a Clqg globularis doménjeinek térszerkezetét
(Gaboriaud és mtsi, 2003), a C1r és Cls katalitikus régidjanak térszerkezetét (Gaboriaud és
mtsi., 2000; Budayova-Spano és mtsi.,, 2002a; 2002b), a Clr EGF doménjének
oldatszerkezetét (Bersch és mtsi.,, 1998), valamint a Cls N-terminalis CUBI1-EGF
doménpadrjanak szerkezetét (Gregory és mtsi., 2003). Ez korilbelil kétharmada a teljes
komlexnek, azonban ez csupan statikus informacié: nem sokat mond 6nmagdban az
aktivaléodas mechanizmusarél, minek sordn minden valdszinliség szerint nagy konformacid
valtozdsok kovetkeznek be. Egy funkciondlis C1 modellnek a kdvetkez6 kérdésekre kell
valaszt adnia: 1.) Hogyan jon létre a C1 komplex spontdan mddon a Clqg, Clr és Cls
szubkomponensekbdl? 2.) Hogyan tovabbitddik az aktivacids szignal a C1q molekulardl a Clr
zimogén felé? 3.) Hogyan autoaktivalodik a C1r miutan megkapta az aktivacids szigndlt? (Mi
akaddlyozza a spontdn autoaktivaciot?) 4.) Hogyan aktivalja a Clr a Cls-t a komplexen belil?
5.) Hogyan képes a C1 komplexben lévé Cls hasitani a C4 és C2 komponenseket a C1
komplexen kivili térben? 6.) Hogyan fér hozza a C1-inhibitor molekula a C1 komplexben lévé
aktiv C1lr és Cls molekuldakhoz? A mai napig nem létezik olyan modell, amelyik mindezen
kérdésekre kielégit6 valaszt tudna adni.

A klasszikus C1 modellek szerint (Schumaker és mtsi., 1987; Gaboriaud és mtsi., 2004;
2007) a C1s-Clr-C1r-Cls tetramer fel van csavarodva a Clq szdrai koré (3. abra). A Cilr
kalcium hidnyaban is dimert képez a katalitikus yB fragmentumon (CCP1-CCP2-SP) keresztil.
Kalcium ionok jelenlétében a Clr molekuldk szabad N-terminalisdhoz kapcsoldodik a Cls
molekuldk N-terminalisa. Ebben a kdlcsonhatasban a CUB1-EGF domének vesznek részt,
mind a C1r, mind pedig a Cl1s részér6l. A hat tulipdnbdl allé viragcsokorra emlékeztetd alaku
Clq molekula nem csupan a klasszikus Ut mintazatfelismeré molekuldja, hanem egyben a C1
komplex szerkezeti vaza is. A hat alegységbdl allé Cl1q molekula kollagén hélixei egy koteggé
allnak 6ssze a molekula N-termindlisan és a hélix szekvencia kb. harmadanal, az un. ,kink”
régional, agaznak szét kilonallé szalakka. A ,kink” régidndl a kollagén hélixre jellemzé Gly-X-
Y ismétl6dés megszakad, ami az elagazason kivil valészinlleg flexibilitast is kolcsonoz a
molekuldnak. A Clq szdrai ily médon egy kupot alkotnak, ahol azonban az egyes szalak altal
bezart szogek valtozhatnak. A modell szerint a Clr molekula katalitikus régidja a kup
belsejében helyezkedik el, mig a Clr N-terminalis doménjei és a teljes C1s molekula a kup
kiilsején helyezkedik el, megengedve azonban, hogy a Cls molekula C-terninalis katalitikus
doménje a szarak kozott visszahajoljon a kup belsejébe, biztositva ezzel a kontaktust a Cir
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szerin protedz doménjével. A modell kiilonb6z6 valtozatai szerint a Clr,s, tetramer ketté
vagy négy Cl1q szarral érintkezik. A C1q és a tetramer kozotti kotést a Clr CUB1-EGF/ Cls
CUB1-EGF régio biztositja. Aktivalddas soran a Clq fejek kot6dnek az aktivacids felszinre,
minek kovetkeztében a karok dltal bezart szogek megvaltoznak. Ez a konformdacids valtozas
mechanikai stresszt jelent a tetramer szdmara, ami a tulajdonképpeni aktivacios szignal. A
mechanikai stressz lehetévé teszi, hogy a Clr szerin protedaz domének olyan kozel keriljenek
egymashoz, hogy elhasitsak egymast. Az aktiv Clr molekuldk ezutdn a kup belsejében
aktivaljak a Cls molekuldakat, amelyek katalitikus doménjei az oldat fazis felé fordulva ott
hasitjak a C4 és C2 komponenseket. Ez a modell tehat egy relaxdlt->fesziilt konformacio
valtozdssal magyardzza az aktivalédas mechanizmusat.

A legujabb modellek ezzel ellentétben inkdbb egy fesziilt->relaxalt mechanismust
sejtetnek (6. abra). Ezek a modellek f6leg a C1g molekula és kiilonb6z6 protedz mutansok
(Bally és mtsi., 2009), illetve fragmentumok (Phillips és mtsi., 2009) ko6z6tti kélcsdnhatasok
SPR technikaval torténé tanulmanyozasa révén szilettek.

6. abra

A C1 komplex Phillips-féle modellje
Az dbra oldalnézetbél és feliilnézetbél mutatia a Clg molekula és a Clr (narancs és
sotétzéld) és Cls (vorés és halvdnyzéld) molekuldk CUB1-EGF-CUB2 fragmentumai dltal
képzett komplexet. A C1r molekula mindkét CUB doménjén, valamint a C1s molekula CUB1
domeénjén taldlhato kétbhelyeken (bibor) keresztiil kapcsolddik a tetramer a C1q szdrakon
lévé kotéhelyekhez (kék).

E modellek szerint a Clg-tetramer koélcsonhatasokért a protedazokban a CUB domének a
felel6sek. A C1r mindkét CUB doménje részt vesz a C1g-hoz valé kotésben, mig a Cls részérdl
csak a CUB1 domén. Minden CUB domén kilon kotGhelyet képez, vagyis egy tetramer
egyszerre mind a hat Clq kollagén szarhoz képes kapcsoldédni. Ez azonban csak ugy
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képzelhet6 el, ha az egész tetramer a C1q szarai altal alkotott kup belsejében helyezkedik el.
Ehhez azonban olyan mértékben Ossze kell hajtogatni az elektronmikroszkdpos képek
tanusaga szerint tobbé-kevésbé linedris tetramert, hogy az fesziltségeket gerjeszt a
molekuldkban. Aktivalédds soran, amikor a Clq fejek lekotnek, és a karok elmozdulnak, az
Osszehajtogatott tetramer felszabadul a fesziltség aldl, a Clr szubkomponens
autoaktivalédik és felaktivalja a Cls-t, aminek fejei (SP domének) ezutan kipattannak a Clq
belsejébdl és aktivaljdk a C4-et és C2-t. E modell kétségtelen elénye a kordbbi modellekhez
képest, hogy nem igényel kiils6 mechanikai energiat az aktivdlddashoz, és mivel mind a hat
Clq szdr részt vesz a kotésben, egyszerre barmely két Clqg fej lekotése beindithatja az
aktivaciot. A korabbi modelleknél volt ketté vagy négy szabad Clq szar, ami nem volt
kdzvetlen kapcsolatban a protedzokkal. Egyik modell sem ad azonban valaszt arra az
alapvetd kérdésre, hogy milyen molekuldris mechanizmussal térténik a C1r autoaktivalédasa.
Hogyan taldljdk meg egymast a C1r monomerek katalitikus doménjei és milyen az aktivacids
komplex szerkezete? Egy valamiben azonban az 0Osszes aktivalédasi modell megegyezik:
rendkivil nagyfoku flexibilitast tételeznek fel a tetramer és ezen beliil a C1r részérél. Ennek a
flexibilitdsnak a forrasa eddig jorészt ismeretlen volt. Munkam soran sikerult azonositanom a
Clr egy régiojat, ami a flexibilitas forrasa lehet.

A lektin ut inicidcids komplexeirél, az MBL-MASP, fikolin-MASP, komplexekrél szintén
nem rendelkezlink részletes szerkezeti informaciokkal. Valészin azonban, hogy hasonldak
lehetnek a C1 komplexhez (Wallis és mtsi., 2010). Erre abbdl lehet kovetkeztetni, hogy a
,kereszt” komplexek (MBL-C1r,s, és C1q-MASP) in vitro konnyen el6allithatok és a felismerd
molekuldk kotédése utdn a protedz zimogének aktivalddnak. Nem megleps ebbdl a
szempontbdl, hogy a hexamer MBL képes a Clr,s;, tetramert leghatékonyabban aktivalni,
jollehet a tetramer az MBL leggyakoribb formaja. A hexamer MBL képes megfelel6en nagy
helyet biztositani a tetramer szamara. A MASP-ok homodimereket alkotnak az N-terminalis
CUB1-EGF domének kdzremiikodésével és ezek a dimerek kdtnek az MBL-hez és fikolinokhoz
(Teillet és mtsi., 2008). Egyes modellek szerint egy MBL csak egy protedz dimert kot, mas
elképzelések szerint tobb dimer is lehet egy felismeré molekuldn (Mayilyan és mtsi., 2006;
Petersen és mtsi., 2001). Tovabb bonyolitja a helyzetet az MBL-hez k6t6ds, de proteolitikus
aktivitassal nem rendelkezé6 fragmentumok (MAp19 és MAp44) jelenléte. Elképzelhetd, hogy
egy, a C1 komplexnél egyszer(ibb felépitésd, egy tetramer MBL-b8! és egy dimer proteazbdl
allé MBL-MASP komplexrél konnyebb lesz pontosabb szerkezeti informacidkat nyerni.
Tekintettel a nagyfokd hasonldsagra, valdszinli, hogy az igy nyert informacidk
felhasznalhatok lesznek a C1 komplex modellezésénél is.
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4. Kérdések és célkitlizések

A komplementrendszer, mint lathattuk, egy rendkiviil Osszetett, finoman szabdlyozott
kaszkadrendszer, amely a természetes immunitds egyik legfontosabb komponense. Engem a
kezdetektdl fogva lenyligozott, hogy egy pusztan onszervez6d6 fehérjemolekulakbdl allé
halézat ilyen hatékony védelmi rendszerként mikodjon, amely képes az idegen és a
veszélyes sajat strukturakat felismerni és kilonb6z6 mechanizmusok révén biztositja azok
hatékony eltdvolitdsat. Palyafutdsom kezdetén a még csak a klasszikus és az alternativ
aktivalédasi Ut volt ismert, azonban az aktivdldddsi mechanizmus részletei, az egyes
komponensek kozotti kdlcsonhatasok molekulaszerkezeti hattere még nem volt ismert. A
lektin ut felfedezésével a komplement kutatds Uj lendiiletet kapott és az aktivaldédasi
mechanizmussal kapcsolatos Ujabb  alapveté kérdések vartak megvalaszolasra.
Elmondhatom, hogy szerencsés id6ben kapcsolddtam be a komplementrendszer kutatdsaba,
akkor, amikor a rekombindns DNS technika fejl6désével lehet6vé valt a ,protein
engineering” megkozelités alkalmazasa a komplemenfehérjék kutatasaban és a kulénféle
szerkezetmeghatarozé maddszerek, elsésorban 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
erdsitése torténik aktiv proteazok altal, mig a kaszkad elején a nyugalmi allapotbdl kell,
valamilyen nagyon precizen szabdlyozott mechanizmus altal, aktiv jelet generalni.
Erdekl6désem ezért fordult a klasszikus és a lektin Ut kezdeti Iépései felé, kiilonds tekintettel
a szerin protedzok szerepére. Munkdm soran harom autoaktivalddasra képes enzimmel, a
Clr-rel, a MASP-2-vel és a MASP-1-gyel foglalkoztam részletesebben és igyekeztem a
kaszkadrendszerek aktivalédasara illetve a természetes immunvalaszra vonatkozé altalanos
érvényl kovetkeztetéseket is levonni.

A Clr a klasszikus aktivalédasi ut kulcsenzime, amelynek autoaktivalédasa a C1
komplexen belil a klasszikus Ut elsé enzimatikus Iépése. 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) protedzzal. Fizioldgids korilmények kozott kalcium-
fliggetlen dimert képez, képes autoaktivalédni és Cls-t hasitani. Mi lehet a harom
domén hozzdajaruldsa ezekhez a tulajdonsagokhoz? Mely domének vesznek részt a
dimerizacidban? Sziikség van-e a CCP modulokra az autoaktivalédashoz és a Cls
hasitasahoz? A dimerizacid el6feltétele-e az autoaktivalédasnak?

e A zimogén Clr szerkezete miben kiilonb6zik az aktivalt Clr szerkezetétél? A leguijabb
szerkezeti és funkciondlis eredmények fényében hogyan maddosithaté a C1 komplex
funkcionalis modellje? Hogyan megy végbe a Clr autoaktivaldoddsa a C1 komplexen
belll?
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e Minden C1 aktivalédasi modell k6zos eleme, hogy a Clr,Cls, tetramer nagyfoku
flexibiltasat tételezi fel a folyamat sordan. 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 flexibilitassal, ami az
autoaktivacids folyamathoz sziikséges.

A MASP-2 képes autokativalddni és C3-konvertazt generdlni C4 és C2 komponensek hasitasa
altal. Ugy tinik, hogy a MASP-2 6nmagaban képes azokat a funkcidkat ellatni, amit a
klasszikus ut soran a Clr és Cls protedzok egylttesen 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 autoaktivdléodashoz és a C4 illetve a C2
szubsztrat hasitdsahoz?

e Mi a MASP-2 sz(ik szubsztratspecificitdsanak szerkezeti hattere? Hogyan koti meg a
MASP-2 enzim a C4 szubsztratot? Milyen szerkezeti elemek alkotjak a kilsé
kot6helyeket (exosite) a CCP doméneken? A kiilsé kotShelyek 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 formdajanak proteolitikus aktivitdsa legyen? Milyen konformacidévaltozasok
mennek végbe a MASP-2 katalitikus fragmentumaban az autoaktivacids folyamat
soran?

A MASP-1 a lektin Ut legels6ként felfedezett, legnagyobb mennyiségben jelenlévé protedza,
azonban funkcidéjaval kapcsolatban felfedezése 6ta adaz vitak dulnak. A kutatast sokaig
hatraltatta, hogy nem sikerlt tiszta, MASP-2 szennyezést6l mentes MASP-1 preparatumot
elGdllitani. Tiszta, rekombindans MASP-1 birtokdban a kovetkezé kérdéseket tettik fel:

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

e Milyen inhibitorok szabalyozzak a MASP-1 aktivitasat?

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

e Mia MASP-1 viszonylag széles szubsztratspecificitasanak szerkezeti hattere?

e Mennyiben jarul hozzd a MASP-1 a lektin Ut beinditadsdhoz? Jelent6s-e a MASP-1
hozzajaruldsa az iniciacids folyamathoz, vagy pedig, mint ezt az altalanos vélekedés
sugallja, a MASP-1 csupdn kiegészit6 funkciot [at el a MASP-2 mellett?
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5. Moddszertan

Az alabbiakban a munka sordn alkalmazott legfontosabb mddszereket Iényegét ismertetem
roviden. Az egyes moédszerek részletes leirdsa a publikacidkban taldlhatd meg.

Rekombindns fehérjék el6dllitdsa

A kisérletekben hasznalt komplement protedazok nagy részét rekombindns fehérje
expresszioval allitottuk elS. Laboratdriumunkban rutinszerlien haszndlunk E. coli, Pichia és
bakulovirus-rovarsejt alapu expressziés rendszereket. A katalitikus fragmentumok
el6allitasara az E. coli pET (protein expression by T7 polymerase) rendszer (Novagen) valt be
a legjobban. A fragmentumoknak megfelel6 cDNS szakaszokat polimerdz lancreakciéval
amplifikaltuk a teljes hosszisagu cDNS-bdl és expresszids vektorba (pl. pET-17b) ligaltuk. A
pontmutans konstrukciok elGallitdasdhoz a QuickChange mutagenezis kitet (Stratagene)
hasznaltuk. A rekombindns plazmidokat E. coli BL-21(DE3)pLysS gazdasejtekbe
transzformaltuk és IPTG-vel (izopropil-B-D-tiogalaktozid) indukaltuk az expressziot. A
rekombinans fehérjék oldhatatlan inkluzids testeket képeztek a baktériumsejtek belsejében,
ami bizonyos esetekben kifejezetten el6nyds volt, mivel az aktiv protedzok (pl. MASP-1)
elpusztithatjdk a gazdasejteket. A sejtek feltardsa utadn az inkluzids testeket centrifugaldssal
valasztottuk el az oldhatd komponensektdl és tobbszori mosast kovetben feltdrd oldataban
(6M GuHCI, 0,1 M Tris-HCI (pH 8,3), 100 mM DTT) inkubaltuk legaldbb 3 drdn keresztil. A
szolubilizdtumot ezutdn meghigitottuk (tipikusan tobb szdzszorosdra) és renaturdcids
pufferben inkubaltuk alacsony hémérsékleten (15 °C - 4 °C) tdbb napon keresztil. A
renaturacids puffer Osszetételétél fligg a renaturdcids folyamat hatasfoka. A megfelel6
renaturacids puffer Osszetételét minden egyes rekombinans fehérje esetében kilon
el6kisérletekkel ki kell dolgozni. A tipikus renaturdaciés puffer tartalmaz valamilyen redox
rendszert és valamilyen adalék anyagot (pl. GuHCI, arginin, Ca®"). A renaturacié hatdsfoka
még optimalis esetben is meglehetdsen alacsony (~10%), azonban ez nem probléma, mivel
az inkluzidés testeket nagy mennyiségben el6 tudjuk Aallitani. A renaturalt fehérjéket
ioncserél6é kromatografidaval (FPLC) homogenitasig tisztitottuk.

A mérésekhez hasznalt tébbi komplement komponenst (C2, C3, C4, I-factor, H-factor, C1-
inhibitor) és egyéb szérum fehérjéket (antitrombin, a-2-makroglobulin) normdal human
plazmabdl tisztitottuk az irodalomban leirt mddszerek alapjan.

Fehérjék kristdlyositdsa, adatgydijtés, szerkezetmeghatdrozds

A komplement proteazok szerkezetét rontgenkrisztallogafia segitségével hataroztuk meg. A
kiilonb6z6 fehérjék kristalyositdasa fliggd csepp moddszerrel tortént tipikusan 20 °C-on. A
kristalyositasi korilmények el6zetes szlirésére a Hampton cég altal forgalmazott kiteket
hasznaltuk és a pozitiv taldlatok koriilményeit tovabb finomitottuk. A rontgendiffrakcios
adatkészleteket, egylttm(ikodé partneriink segitségével, szinkrotron sugarforrdsnal
gylijtottik. A szerkezetmegoldast egylittm{kodd partnereink végezték.
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Kalorimetria

A fehérjék konformdcids stabilitdsat DSC-vel (differential scanning calorimetry), mig a
ligandum (Ca®*) kotését ITC-vel (isothermal titration calorimetry) vizsgaltuk. A DSC
méréseket VP-DSC (MicroCal) késziiléken végeztiik. A denaturacids gorbéket 10 és 90 °C
kozott vettik fel 1 °C/perc flitési sebességet alkalmazva.

Az ITC méréseket VP-ITC (MicroCal) késziiléken végeztiik 30 °C-on.

Enzimaktivitdsok mérése

A kilonb6z6 vad tipusi és mutdns protedzok enzimaktivitasat szintetikus és fehérje
szubsztratokon teszteltiik. A szintetikus (tObbnyire tioészter) szubsztratok hasitasat
spektrofotométeren (Jasco V550), illetve a fluoreszcensen jelolt szubsztratok esetében
Wallac 1420 (Perkin Elmer) mikroplate leolvasén kovettilk nyomon. Az adatokat kiilonb6z6
szoftverek segitségével (pl. GraFit, Origin 5.0) értékeltik ki.

Fehérjeszubsztratok esetében (pl. C2, C3, C4) a proteolizis el6rehaladdsat SDS poliakrilamid
gélelektroforézis segitségével kovettiik nyomon az intakt komponens fogyasanak, vagy a
proteolitikus fragmentumok keletkezésének detektaldsaval. A Coomassie Brillant Blue
festékkel megfestett géleket denzitometraltuk (GEL DOC 100 késziilék), és az igy kapott
adatokat a Molecular Analyst (Bio-Rad) szoftverrel értékeltiik ki.

Komplementaktivdlddds mérése

A komplementaktivalédds harom kilonb6z6 uUtjat a Wieslab (Euro-Diagnostica) kittel
kovettilk nyomon. Az egyes aktivaldsi utakat specidlis aktivatorokkal (IgG, mannan, LPS)
inditjuk be és a terminalis Gtvonal végén keletkez6 MAC mennyiségét mérjik a C9
neoantigén detektalasaval.

A korabbi komponensek (C3, C4) aktivalédasat az aktiv fragmentumok (C3b, C4b)
inditottuk. A C3 esetén a szérum mintabdl kozvetlenll lerakédé C3b komponenst
detektdltuk ELISA mddszerrel, mig a C4 esetében a kdzvetlen depozicid mellett tisztitott C4
el6zetesen aktivalt MBL-MASP komplexek altali hasitasat is mértik.

Endotél (HUVEC) sejtek aktivaldddsnak detektdldsa

A sejtek aktivaldédasat els6sorban az intracelluldris ca® jel mérésével kovettik nyomon. A
sejteket Fluo-4-AM fluoreszcens festékkel toltéttiik fel és a Ca®* szint valtozasat Olympus IX-
81 fluoreszcens mikroszkdppal detektaltuk. Az adatok kiértékelését analySIS 3.2 szoftver
segitségével végeztik.

Az NF-kB nukledris transzlokaciét el6zetesen fixalt sejteken NF-kB p65 ellen nyulban
termeltetett antitesttel detektaltuk. A sejtmagot duplaszald DNS-hez kotédé festékkel
jeloltiik meg és a mintakat fluoreszcens mikroszkdppal vizsgaltuk.

A p38 MAPK foszforilaciét Western blotton mutattuk ki p38 MAPK és foszfo-p38 MAPK elleni
antitestek segitségével.
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6. Kutatasi eredmények és megbeszélésiik

6.1 A komplementaktivalas klasszikus utja

6.1.1 Cir

6.1.1.1 Az egyes domének funkcidja a C1r katalitikus fragmentumdban

Laboratériumunkban a vildgon elséként kezdtik el a komplement szerin protedzok
szerkezetének és funkcidjanak vizsgalatat ,protein engineering” technikaval. Legel&szor a
Clr protedzzal kezdtiink el foglalkozni, mivel ennek az enzimnek az autoaktivalédasa inditja
be a klasszikus utat, tehat a komplemenrendszerben betoltétt kulcsszerepe nyilvanvald.
El6ttink senkinek nem volt tapasztalata a komplement protedzok rekombindns
expresszidjaban. Laboratériumunk azéta a vildg egyik vezeté milihelyévé valt a korai
komplement protedzokkal kapcsolatos kutatdsok szempontjdbdl. Az dltalunk kidolgozott
rekombinans fehérje expresszids eljardsokat mas laboratériumok is atvették és folyamatosan
kapunk megkereséseket kiilfoldi munkacsoportoktél. Ezekben a munkdkban a kezdetektdl
fogva meghatarozé szerepet toltottem be. Az aldbbiakban a Ph.D. fokozat megszerzése 6ta
elért legfontosabb eredményeimet ismertetem részletesebben.

Els6ként a teljes human Clr molekuldt fejeztlik ki bakulovirus-rovarsejt expresszids
rendszerben (Gal és mtsi., 1989). A rekombinans Clr funkciondlisan aktivnak bizonyult,
azonban a kitermelés alacsony volt ahhoz, hogy szerkezeti vizsgdlatok céljara elegendé
mennyiségl rekombinans fehérjét allitsunk elS. Valasztasunk ezek utdn az Escherichia coli
alapu pET expresszids rendszerre esett, amely nagy mennyiségben termeli a rekombinans
fehérjét. Az E. coli altal termelt human fehérjék azonban d3ltaldban inaktiv formdban,
oldhatatlan inklzids testek alakjaban vannak jelen a baktériumsejt belsejében. Az inkllzids
testekben [év6 fehérjék renaturdlasaval altaldban vissza lehet allitani a fehérjék nativ
konformacidjat, azonban az optimalis renaturacids eljarast minden fehérje esetére kiilon ki
kell dolgozni. E. coli sejtekben kifejeztiik a Clr molekula katalitikus régidjat reprezentald
fragmentumokat: a harom doménbél allé yB fragmentumot (CCP1-CCP2-SP); a két doménbdl
allé CCP2-SP fragmentumot ; és az aktivacids peptidet is magaban foglalé maganyos szerin
proteaz (SP) domént (Kardos és mtsi., 2001) (7. dbra).

7. dbra
U A C1r molekula és a rekombinans
0@ L \)@ OQ QQ N .
&P & fragmentumok doménszerkezete
Cir m A C1r molekula katalitikus fragmentuma (yB)
hdrom doménbél  (CCP1-CCP2-SP)  dll.
CCP1-CCP2-SP D G § I Rekombindnsan kifejeztiik a VB

o\"’ase

CCP2-SP L1 fragmentumot, valamint a CCP2-SP és az SP
fragmentumokat. A vad tipusu
SP
e [RA'ESD fragmentumok mellett el6dllitottunk aktiv
S654A RI A hely (S654A) és aktivdcios hely (R463Q)
R463Q Ql s mutdnsokat is.

Az inkluzids testekben |évé rekombinans fehérjéket 6M guanidin-hidroklorid oldatban
szolubilizaltuk és kiilonb6z6 Osszetételli renaturacios elegyekben inkubdltuk. A renaturacids
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elegyek a redox rendszeren (redukalt/oxidalt glutation) és a pufferen kival altaldban
tartalmaznak valamilyen adalék anyagot is (2M GuHCI a yB fragmentum és 0,5M arginin a
CCP-SP és SP fragmentumok esetében). A renaturalt fehérjéket ioncserélé és gélsziiréses
kromatografidaval homogenitasig tisztitottuk.

Renaturdlt fehérjék esetén elsédleges fontossagl annak az igazoldsa, hogy a
polipeptidlanc visszanyerte a nativ dallapotra jellemzdé térszerkezetet. Egy enzim esetén
kézenfekvé megvizsgdlni, hogy el tudja-e latni katalitikus funkcidjat, hiszen ennek
el6feltétele a nativ szerkezet megléte. A Clr esetében, mivel ez egy autoaktivalédd protedz,
legegyszerlbb azt ellenérizni, hogy a renaturalt fehérjék hany polipeptidlancbdl alinak. A
baktériumokban termeltetett rekombindns Clr fragmentumok az inklluzids testekben,
denaturdlt formaban, egylancu alakban vannak jelen, mig a renaturalt és enzimatikus
13 11e*** kotés mentén. A
renaturalt fehérjék poliakrilamid gélelektroforézissel torténd analizise igazolta az autolizis

aktivitassal rendelkezd fehérje autolizis altal elhasad az Arg

lejatszoddsat. Nemredukald koridlmények kozott mindharom fragmentum egy éles csikot ad
a gélen a megfelel6 molekulatomegnél, mig redukalé korilmények kozott a hasitott
fragmentumok két polipeptidlancra esnek szét (8. dbra).

94 kDa 8. abra
e A rekombinans C1r fragmentumok
p- ellenérzése SDS poliakrilamid

gélelektroforézissel

1,2,3, Nemredukdlé kériilmények; 4,5,6,
i Redukdld kériilmények.

14.4 kDa Mintdk: 1,4, yB; 2,5, CCP2-SP; 3,6, SP

30 kDa

463 464

A hasitas helyét (Arg™-lle

hogy mddszeriinkkel enzimatikusan aktiv, nativ térszerkezettel rendelkez6 Cir

) fehérje szekvenalassal is ellendriztiik. Bebizonyosodott tehat,

fragmentumokat allitottunk el6. A vad tipusu fragmentumok mellett elGallitottunk olyan
mutdns maddosulatokat is, amelyek tartésan megdrzik zimogén formadjukat. Ezt kétféle
madon értiik el. Egyrészt az Arg463 aminosavat glutaminra valtoztattuk. Az R463Q mutdnsok
nem képesek autoaktivalddni, mivel a tripszinszer( szubsztratspecificitdssal rendelkezé
szerin proteazok csak bazikus aminosavak utan (Arg, Lys) képesek hasitani, glutamin utan
nem. Az R463Q mutdnsok ezért renaturdlas utan is tartdsan egyldncu, zimogén formaban

4 A64 | vy » , , 1y .. ,,
%3_11e** kotést azonban mas protedz, példaul termolizin (bakteridlis eredetii

maradnak. A GIn
metallo protedz), bizonyos korilmények kozott, képes specifikusan elhasitani. A
termolizinnel hasitott R463Q mutans a vad tipushoz hasonld proteolitikus aktivitassal
rendelkezik, ami bizonyitja a nativ térszerkezet meglétét a mutans fehérjénél is. Egy masik
megkdzelités szerint a katalitikus centrumban 1évé Ser®* aminosavat véltoztattuk alaninra.
Az S654A mutansok vad tipusd Clr-rel elhasithatok az Arg*®-11e*®* kétés mentén, azonban a
hasadt enzim hidba stabilizalédik az aktiv térszerkezetben, aktiv szerin hidnyaban a szerin

proteazokra jellemzé katalitikus triad nem képes ellatni funkciéjat.
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Jéllehet a vad tipusu fragmentumok esetén az autolitikus aktivalodas egyértelm(ien
bizonyitja proteolitikus aktivitds meglétét, ellendriztik a renaturdlt fehérjék enzimaktivitasat
szintetikus szubsztratokon (tioészter szubsztratok) is. Az Clr fragmentumok a szintetikus
szubsztratokat (Z-Lys-S-Bzl, Z-Gly-Arg-S-BzI) egyforma hatékonysaggal hasitottak (1.
tablazat).

SP CCP2-SP CCP1-CCP2-SP
Z-Lys-S-Bzl 1600 1900 1300
Z-Gly-Arg-S-Bzl 164000 210000 174000

1. tablazat
A rekombinans C1r fragmentumok katalitikus hatékonysaga (Kcat/Km (s*M™)) szintetikus
szubsztratokon

Ezekkel az eredményeinkkel két fontos, kordbban nyitott kérdésre sikerilt valaszolnunk.
El6szo6r is bebizonyosodott, hogy az autoaktivalédas a szerin protedaz domén inherens
tulajdonsaga, ahhoz nincs szikség a CCP domének jelenlétére. Kordbban, a limitalt
proteolizissel nyert yB fragmentumot hasznalva nem volt nyilvdnvald, hogy mi a Cir
autoaktivaléddsra képes legkisebb egysége. Az sem volt vildgos, hogy a dimerizacid
el6feltétele-e az autoaktivalédasnak. Kisérleteinkkel bebizonyitottuk, hogy a szerin proteaz
domén 6nmagdban tartalmazza mindazokat a kontaktfelszineket és katalitikus aparatust,
ami az autolitikus hasitdshoz sziikséges. Ezzel 6sszhangban van az az eredmény, hogy a CCP
modulok jelenléte nincs kozvetlen hatdssal az enzim aktiv centrumara. A kisméreti
szintetikus szubsztratok (egy nagyméret(i fehérje szubsztrattal szemben) csak az aktiv
centrummal és annak kozvetlen kérnyezetével lépnek kolcsdnhatasba. Az a tény, hogy a
CCP1-CCP2-SP, CCP2-SP, és az SP fragmentumok a szintetikus szubsztratokat egyforma
hatékonysaggal hasitjak, arra utal, hogy az aktiv katalitikus centrum kialakitdsdhoz nincs
sziikség a CCP doménekre.

A harom C1r fragmentum molekulatomegét gélsz(iréssel hataroztuk meg kiilénboz8
pH-ju oldatokban (9. dbra). Azt taldltuk, hogy mig az SP és CCP2-SP fragmentumok
monomerként viselkednek széles pH tartomanyban, addig a CCP1-CCP2-SP fragmentum pH-
tél figg6é mddon monomerként vagy dimerként fordul el6. A CCP1-CCP2-SP fragmentum
semleges és lugos korilmények kozott ~90 kDa molekulatomegnél eludlédik az oszloprdl,
azonban pH 5 alatt egyértelmien a monomer forma (44-47 kDa) domindl. A CCP1-CCP2-SP
fragmentum ebben a tekintetben teljesen ugy viselkedik, mint a teljes hosszusagu Clr
molekula (Arlaud és mtsi., 1980). Bebizonyitottuk tehat, hogy a Clr molekula legkisebb,
dimerizaciora képes egysége a yB fragmentum és a CCP1 modulnak kulcsszerepe van a dimer
kialakitdsaban. Ezt az eredménylinket a kés6bbi kristalyszerkezetek teljes mértékben
megerdsitették.
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9. abra
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Differencidlis pasztdzé kalorimetridval vizsgdltuk a Clr fragmentumok konformacios
stabilitasat (10. abra). Bebizonyosodott, hogy a CCP2 domén jelent&sen stabilizalja az SP
domén szerkezetét. A maganyos szerin protedz domén 47,3 °C-on olvad (denaturalédik), mig
a CCP2-SP fragmentum ennél jéval stabilabb, a h6denaturdcids dtmenet csucsa 55,4 °C-nal
van. A CCP1 domén ehhez képest mar csak kicsivel noveli a stabilitast, az atmeneti
hémérséklet 57,5 °C. A késb6bbi kristalyszerkezetek ezt az eredményiinket is igazoltak,
megmutatvan, hogy a CCP2 és SP domének hatérfeliltén (~700 A%) prolinban és tirozinban
gazdag régiok intenziv kolcsonhatdst biztositanak a két domén kozott. Ez az erbs
kolcsénhatds a szomszédos CCP2 és SP domének kozott jellemz6 a Cir/Cls/MASP
enzimcsalad tobbi tagjara is, mint azt mar kordbban szekvencia 6sszehasonlitasok alapjan is
valdszinUsitették (Gaboriaud és mtsi., 1998).

10. abra
A C1r fragmentumok DSC-vel felvett
hédenaturaciés gorbéi

Puffer: 20 mM Tris (pH 8,3), 145 mM NaCl
Fehérje koncentrdcidé: 0,1 mg/ml
Fiitési sebesség: 1 °C/perc

SP (folytonos vonal), CCP2-SP (szaggatott
T ' T : 1 vonal), CCP1-CCP2-SP (pontozott vonal)

Hémérséklet (°C)

Mig a Clr katalitikus fragmentumok kismolekulds tioészter szubsztratokat egyforma
hatékonysaggal hasitanak, fehérje szubsztratok esetében mar gyokeresen mas a helyzet.
Vizsgdaltuk a proteolitikus aktivitds hatékonysagat az autolitikus hasitds és a Cls hasitas
esetében. Az autoaktivacio tesztelésére az S654A mutanst hasznaltuk szubsztratként, amit a
vad tipusu Clr képes elhasitani, de a hasadt mutdns nem mutat proteolitikus aktivitast.
Mindkét fehérje szubsztrat esetében azt talaltuk, hogy a CCP2 modul jelenléte rendkivil
megnoveli a katalitikus hatékonysagot (2. tablazat).

31




dc_591 12

C1s hasitas Autoaktivacio
SP 28000 71000
CCP2-SP 208000 130000
CCP1-CCP2-SP 58000 6200

2. tablazat
A Clr fragmentumok proteolitikus hatékonysiga (Kc/Km (s'M™)) Cls hasitasanal és
autoaktivacional (S§654A mutdans hasitasa)

A CCP2-SP fragmentum mind Cls hasitasban, mind pedig autoaktivacidban jelent6sen
felilmulja a magdnyos SP domént. A fehérje szubsztratokkal az enzimek nagyobb feliileten
alakitanak ki kolcsonhatdst, mint a kisméretl szintetikus szubsztratok esetében. A CCP
modulok a komplement kontroll fehérjék és receptorok esetén sokféle fehérje-fehérje
kdlcsonhatas kialakitasaért felel6sek. Ezek alapjan feltételeztiik, hogy a proteazoknal is
hasonld funkciot toltenek be: extra kot6helyeket (exosite) biztositanak a nagyméret(i fehérje
szubsztratok szamara. A kés6bbi kristalyszerkezetek ezt az elképzelésiinket teljességgel
igazoltdk. Egyrészt a CCP modulok relativ helyzete olyan az SP doménekhez képest, hogy az
SP domének meghosszabbitdsaként, mintegy , nyélként” szolgdlnak, térbelileg lehet6vé téve
ezzel fehérjemolekuldk rogzitését az SP domén kozvetlen kérnyezetében, masrészt a MASP-2
molekuldk esetében a kristalyszerkezetben ki tudtunk mutatni kolcsénhatdst a protein
szubsztrat és a CCP2 domén kozott. A CCP1-CCP2-SP fragmentumok esetén a proteolitikus
reakciok hatékonysaga visszaesik a CCP2-SP fragmentumokéhoz képest. Figyelembe kell
azonban venniink, hogy a CCP1-CCP2-SP fragmentumok dimerképzése miatt a konformacios
flexibilitds csokken és az egyes kotShelyek hozzaférhet6sége korlatozottd valhat. Mint azt
kés6bb latni fogjuk, a Clr autoaktivaldddsa a C1 komplexen belil nem mehet végbe dimer
formaban, el6tte a dimernek fel kell bomlania.

6.1.1.2 Uj modell a C1r autoaktivdléddsdra a C1 komplexen beliil az aktiv yB fragmentum
térszerkezete alapjdan

Az E. coliban kifejezett és renaturdlt rekombinans human C1lr CCP1-CCP2-SP fragmentumot
sikerlt kristalyositani és a térszerkezetét meghatarozni rontgendiffrakcio segitségével 2,6 A
felbontdsban (PDB kdéd: 2QY0) (Kardos és mtsi., 2008). A vad tipusu, aktivalt (kétlancu)
allapotu CCP1-CCP2-SP fragmentum térszerkezete nagyban hasonlit a zimogén forma
kordbban, egy francia kutatocsoport altal meghatarozott, térszerkezetéhez (PDB kdd: 1GPZ)
(Budayova-Spano és mtsi., 2002a), azonban néhany fontos kilénbség is észrevehetd. A két
CCP1-CCP2-SP monomer fej-lab orientacidju dimert képez oly mddon, hogy az egyik
monomer CCP1 modulja a masik monomer SP doménjéhez kapcsolédik (11. dbra A). Az igy
létrejovs dimer legfeltlindbb sajatsaga a kozepén taldlhatd nagyméretl (30 X 13 A) nyilds. Az
is az els6 latasra nyilvanvald, hogy ez a szerkezet nem alkalmas a C1 komplexen beliili
autoaktivalédasra, mivel az egyik monomer aktiv centruma a masik monomer hasitandd Arg-
lle kotésétsl ~92 A tavolsagra helyezkedik el. Aktivacidhoz ennek a dimer szerkezetnek fel
kell bomlania és az SP doméneknek megfelel§ kozelségbe és orientacidoba kell keriilnilk
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egymashoz. Az egyik fontos kilonbség a zimogén és az aktivalt dimer formak kézott az, hogy
az utdbbit erdsebb kolcsdnhatas stabilizalja a CCP1/SP kontaktfelszinen. Az eltemetett felszin
15%-kal nagyobb, mint a zimogén esetében és tobb a hidrogén kotések és egyéb
kontaktusok szama is. Elmondhatjuk tehat, hogy az aktivadlt Clr dimerek nehezebben
bonthatédk monomerekre, mint a zimogén dimerek.

11. abra
Az aktiv C1r CCP1-CCP2-SP
fragmentum térszerkezete
(A) A Clr molekuldk fej-lab
illeszkedésli  dimert képeznek. A
kristdlyszerkezetben a szomszédos
dimerek C1r molekuldi enzim-termék
komplexet  alkotnak  egymdssal.
Minden Clr molekula a
kristdlyrdcsban egyszerre enzim és
termék is. Az dbrdn csak hdrom
dimert mutatunk.
(B) Egy enzim (cidnkék) és egy termék
molekula (sdrga és narancs) dltal
alkotott komplex szerkezete. A
hasado kétés az Arg446(P1) és az
e*”’(P1’) kézétt taldlhatd. Az enzim
és a termék molekula kézétti
kontaktusok  piros ellipszisekkel
vannak kiemelve.
(C) A termék molekula aktivdcids
peptidjének elhelyezkedése a
komplexben. A P1-P4 régio
kézremiikddésével kialakitott
hidrogénkotéseket fekete szaggatott
vonalak jelzik. (sztered dbra)
(D) Tovdbbi kélcsénhatdsok az enzim-
termék komplexben az enzim SP
doménje (cidnkék) és a termék SP
doménje (646-650 szakasz, narancs),
valamint az enzim SP doménje és a
termék CCP2 modulja (391-395 hurok,
sdrga) kézétt. (sztered dbra)

A masik fontos jellemzéje a szerkezetnek az, hogy a kristalyban két szomszédos dimer Cir
molekuldi enzim-termék komplexet alkotnak (11. abra B, C, D). A tripszinszer(i proteazokra
jellemz6 S1-P1 (Schechter és Berger (1967) féle ndmenklatura) kolcsonhatas detektalhaté az

631

enzim szubsztratkot6 zsebének (S1) aljan elhelyezkedd Asp™™" és a termék aktivacios

33




dc_591 12

8 (p1) aminosavak kozétt, amelyek séhidat létesitenek. Raadasul

peptidjén lévé Arg
kolcsonhatas detektdlhatd a termék molekula CCP2 modulja és az enzim SP doménje kozott
is (11. dbra D). Egy intermolekularis séhid detektalhaté az (enzim SP) Arg®™® és a (termék
CCP2) Glu*** oldallancok kdzott, és tovabbi viz kdzvetitett hidrogénkatés alakul ki a Ser®?’ és
a GIu*' oldallancok kézremiikodésével. Feltételezhetjiik, hogy hasonld enzim-termék
komplex alakul ki autoaktivalddas soran, ezért kristalyszerkezetiink alapjan modellezhetjik a
Cl1r autoaktivalddasat a C1 komplexen beldl.

Az aktivaldédas soran a kovetkez6 folyamatoknak kell végbemenni: 1.) A dimernek fel
kell bomlani. 2.) A katalitikus doméneknek megfelel§ kdzelségbe és orientacidba kell kerlni
ahhoz, hogy a hasitas megtorténhessen. 3.) Az aktivalt C1r molekuldaknak vissza kell térnie a
dimer szerkezetbe. A korabbi Arlaud féle aktivacios modell mechanikai stresszt tételezett fel,
ami abbdl ered, hogy a C1q molekula kollagén szarai altal alkotott kup szétnyilik, amikor a
Clq fejei lekot6édnek az aktivalo felszinre (12. dbra A). Az egymadssal ellentétes iranyba
elmozdulé Clq szarak mintegy magukkal rantjdk a hozzajuk kotott protedzokat, minek
kovetkeztében a C1s-C1r-C1r-Cls tetramerben olyan fesziltség gerjed, hogy a C1r molekuldk
kozotti kolcsonhatas felbomlik és a tetramerbdl két C1s-Clr dimer lesz. Az egyik f6 probléma
ezzel a modellel az, hogy feltételezi, hogy a kollagén szarak megfeleld iranyba és mértékben
mozdulnak el (Budayova-Spano és mtsi., 2002a). Figyelembe véve a Clq szdrainak hosszat
(70 A) és a katalitikus dimer méretét (120 A), valamint azt, hogy a tetramer a Clq szarak
kozepéhez kot (Gaboriaud és mtsi., 2004), a 92 A-6s tavolsag athidaldsa az egyik SP aktiv
helye és a masik SP aktivaciés peptidje kozott legfeljebb csak akkor képzelheté el, ha a Clq
szarak teljesen szétterlilnek a sikon. Semmi sem garantalja azonban, hogy minden esetben
ilyen extrém konformaciévaltozds megy végbe, s6t elvileg azt sem zarhatjuk ki, hogy
bizonyos aktivaciods felszineken rovidilnek a C1q szarak kdzoétti tdvolsagok. A masik probléma
a korabbi modellel az, hogy nem tudja megmagyardzni, hogy autoaktivacié utan hogyan all
helyre a Clr dimer (tetramer) szerkezet. Ha ugyanis a Clq szarai stabilan lekotédtek és
szétrantottak a tetramert, nincs ra maéd, hogy a C1r-Clr kapcsolddasi felszint alkoté CCP1 és
SP domének ujra kozel keriljenek egymashoz. A Cls-Clr dimerek monovalens médon pedig
nem, vagy csak nagyon gyengén kotnek a C1lq szarakhoz, ami a C1 komplex felbomlasahoz
vezet (Busby és Ingham, 1990). Ezen kivil ez a modell egyaltaldan nem tételez fel
kolcsonhatasokat az SP és a CCP2 domének kozott, holott a kisérleti eredmények erre
utalnak.

Az dltalunk kidolgozott ,hasadas és visszakapcsolddas” (split and reassembly) modell
ugyan tartalmaz hipotetikus elemeket is, de jobban 6sszhangban van a kisérleti tényekkel és
az altalunk meghatarozott kristalyszerkezettel, mint a koradbbi modellek (12. dbra B). Sajat
korabbi eredményeink és mdasok megfigyelései is arra utalnak, hogy a Clr dimerek spontan
maddon képesek felbomlani, jéllehet az egyensily a dimer irdnydba van er8sen eltolddva
(Dob6 és mtsi., 1999). Oldat fazisban a Clr dimerek kozott kimutathatd a monomerek
cseréje. A C1 komplex oldat fazisban, nagyon lassan, spontan mddon is aktivalddik, anélkiil,
hogy a Clq szarak barmihez is hozzakotnének (Ziccardi, 1982). Ez pedig csak ugy lehetséges,
ha a Clr dimerek spontan mddon felbomlanak a C1 komplexen beliil. Hipotézisiink szerint a
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Clq karok relativ helyzetének megvaltozdsa az aktivacids felszinhez vald kot6dés utan

111111
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12. abra

A C1r aktivalodas ,iranyitott stressz” (A) és ,,hasadas és visszakapcsolodas”
(B) modellje

Ebben a tekintetben aktivaciés modelliink inkdbb az Ujabb feszilt->relaxalt (stressed-to-
relaxed) modellhez hasonlit. Disszociacié utan a Clr SP domének olyan térbeli helyzetet
vesznek fel, ami lehet6vé teszi az autoaktivacidt, vagyis az egyik SP domén hasitasat a masik
SP domén dltal. Ahhoz, hogy erre a nagyfoku térbeli dtrendezédésre a C1 molekula illetve az
egész tetramer képes legyen, rendkiviil nagyfokd konformacids flexibilitdsra van sziikség. Ez
a flexibilitas egyébként az 6sszes C1 aktivalédasi modell alapeleme. Figyelembe kell venniink
azt is, hogy a C1 komplexen beliil sokkal nagyobb a C1r relativ koncentracidja, mint oldatban,
igy feltételezhetd, hogy disszociacié utan az SP domének konnyebben megtalaljak egymast a
megfelel6 térbeli elrendez8désben. A  kristalyszerkezetben detektalt CCP2/SP
intermolekularis kolcsénhatas atmenetileg stabilizalhatja a kialakuld aktivaciéos komplexet.
Aktivacio utan a dimer szerkezet kdnnyen helyredllhat, hiszen a C1q karok nem mozdultak el
olyan mértékben, hogy ezt meggdatolnak. A helyreadllt aktiv dimer viszont mar nem fog
konnyen Ujra felbomlani, hiszen mint azt a kristdlyszerkezet mutatja, tobb kolcsdnhatds
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stabilizdlja, mint a zimogén dimert. A Cls aktivaldodasa elvileg megtorténhet még akkor,
amikor a C1r dimerek disszocialt allapotban vannak, de akkor is, hogyha helyreallt a dimer. A
dimerben ugyanis az SP domének aktiv helyei kifelé mutatnak, igy kiilsé szubsztrat szdmara
hozzaférhet6k. Disszocidlt formdban elképzelhet6, hogy nagyobb hatékonysaggal képes a
C1r hasitani a Cls-t (mint ezt az oldatfazisbeli kisérletek is mutatjak), ha viszont helyredllt a
dimer, akkor nem all fenn az a veszély, hogy a C1 komplex szétesik. Ezt a kérdést a jelenleg
rendelkezésiinkre allé informaciok alapjan nem lehet elddnteni. A komplement aktivalédas
kovetkez6 fazisaban az aktiv Cls molekuldanak ki kell ,pattannia” a C1 komplex belsejébdl,
ahol azt a Clr aktivalta, és a C1 komplexen kiviil elhelyezkedd szubsztratokat (C4 és C2) kell
hasitania. Az aktiv Clr molekuldk altal képzett dimer szilard vazat biztosit a Cls
molekuldknak ahhoz, hogy a C1 komplexbdl kinyulva ellathassak feladatukat a komplement
kaszkad feler@sitésében.

6.1.1.3 A CUB2 domén szerepe a C1r aktivdloddsaban
Az Osszes eddig publikdlt C1 aktivalodasi modell alapfeltételezése, hogy a tetramernek
rendkivil nagy konformacids flexibilitassal kell rendelkeznie a C1 komplexen beliil. De vajon
mi lehet ennek a flexibilitasnak a forrasa? Hol keresendék a molekuldakon belil azok a
szerkezeti elemek, amelyek ezt a rendkivili flexibilitast biztositjak? A Clr, Cls, MASP-1 és
MASP-2 molekulak katalitikus fragmentumairdl késziilt kristalyszerkezetek azt mutatjak,
hogy a CCP2 és SP domének hatarfellilete korlatozott flexibilitassal rendelkezik (Gal és mtsi.,
2009). Amellett, hogy a CCP2 és SP domének viszonylag nagy hatarfeliileten érintkeznek, és
mint azt a Clr esetében lattuk, ez a stabilizdlja az SP domén szerkezetét, a kilonboz6
szerkezetekben a CCP2 és SP domének relativ helyzete némileg kiilonb6z8. Az SP domén a
CCP2 doménhez képest kissé el tud mozdulni. Ennek a relativ flexibilitasnak szerepe lehet
abban, hogy az SP domén a legkedvez6bb kblcsonhatast alakitsa ki a fehérje szubsztrattal a
proteolizis sordn, azonban a Clr autoaktivdléodasahoz sziikséges nagyfoku
konformacidvaltozashoz nem elegend6. Kordbban az is felmerilt, hogy a CCP1 és CCP2
doméneket Osszekodtd peptidszakasz lenne a felelés a szlikséges flexibilitasért (Arlaud és
mtsi., 2002). A rendelkezéslinkre 3allé rontgenszerkezetekbdl azonban az latszik, hogy a
CCP1-CCP2 hatarfeliilet konzervalt stabilizalé kolcsonhatasokat tartalmaz és a kilonb6z6
szerkezetekben hasonlé konformacidval rendelkezik. Ezek alapjan ugy tilnik, hogy a CCP1-
CCP2  hatarfeliileten inkdbb merev  domén-domén  kdlcsonhatds  alakul  ki.
Kristalyszerkezetekbdl azt is tudjuk, hogy a CUB1-EGF doménpar felelés a Clr-Cls
kolcsonhatas kialakitasaért, és ezek a domének intenziv inter és intramolekuldris
kolcsonhatasokat alakitanak ki egymdssal a tetrameren belil (Gregory és mtsi.,, 2003;
Feinberg és mtsi., 2003; Teillet és mtsi., 2008). Nem valészin(i tehat, hogy ez a régié nagyon
flexibilis lenne.

A Cl1r molekula CUB2-CCP1 régidjanak tulajdonsagait elSttiink még nem vizsgdlta
senki. Figyelemre méltd, hogy limitalt proteolizissel a C1r molekula két fragmentumra, az a
és yB fragmentumra bonthaté (Arlaud és mtsi., 1986). Az a fragmentum tartalmazza a CUB1
és EGF doméneket, valamint a CUB2 domén N-terminalis harmadat. Mivel a yB fragmentum

36



dc_591 12

tartalmazza az intakt CCP1-CCP2-SP doméneket, a limitalt proteolizis soran a CUB2 domén és
a CUB2-CCP1 hatarfeliilet peptidkotései hasadnak el. A proteolizisre vald érzékenység azt
jelzi, hogy a molekulanak ez a része lazabb, flexibilisebb szerkezetl. Elhataroztuk, hogy
rekombinans formaban elGallitjuk a CUB2-CCP1 fragmentumot és jellemezziik tulajdonsagait
(Major és mtsi., 2010). E. coli expressziés rendszerben csak a CUB2-CCP1 fragmentumot
tudtuk kifejezni és az inkluzids testekben |évé fehérjét renaturdlni. Az 6ndllé CCP1 modult
azonban el6 tudtuk allitani dgy, hogy a CUB2-CCP1 fragmentumot limitalt proteolizisnek
vetettik ala. A CUB2-CCP1 fargmentumban a termolizin, hasonldan a teljes C1r molekuldhoz,
a CUB2 domént hasitotta el, mig a CCP1 modult érintetleniil hagyta. loncserélé és gélsz(ir6
oszlopon valé tisztitds utan tehat a vizsgalatokhoz rendelkezésiinkre allt a CUB2-CCP1 és a
CCP1 fragmentum (13. dbra).

13. abra
A St B oo A Cir CUB2-CCP1 és CCP1
1 fragmentumanak ellenérzése SDS
97.0 \ e - BE% poliakrilamid gélelektroforézissel
66.0 | s 45.0
450 | w 30.0 Rekombindns CUB2-CCP1 fragmentum (A)
20,0 1NN o0 Rekombindns CCP1 fragmentum (B)
201 | 1t
14.4 }"
/
ety

A fragmentumok szerkezeti stabilitdsat differencidlis pasztdzé kalorimetridval
tanulmanyoztuk (14. abra). Azt a meglepd eredményt kaptuk, hogy mig kalcium ionok (5mM)
jelenlétében a CUB2-CCP1 fragmentum hd&denaturdcios gorbéjén két, egymastdl jol
elklonilé csucs talalhatd 41,5 és 60,4 °C-nal, addig kalcium hidnydban (EDTA jelenlétében)
csak a magasabb hémérsékleti cstcs jelenik meg. A CCP1 domén a pufferoldat Ca®*
tartalmatél figgetlenil egy h6édenaturacids csicsot mutatott 63,4 °C-nal.

- 14. abra
= %] A Clr fragmentumok DSC-vel felvett
S 4 hédenaturacios gorbéi
5 34
% 5] Puffer: 20mM Tris (pH 8,3), 140 mM NacCl.
£ Fehérje koncentraciok: 0,1-0,4 mg/ml.
g ' / F(itési sebesség: 1°C/perc.
g B e L . SR CUB2-CCP1 fragmentum, 5 mM CaCly:
& W o - folyamatos vonal; CUB2-CCP1 fragmentum,
Homérséklet (°C) 5 mM EDTA: pontozott vonal; CCP1

fragmentum (kalcium vagy EDTA
jelenlétében): szaggatott vonal
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EbbdSl arra kovetkeztethetiink, hogy a CUB2-CCP1 fragmentum esetében megjelend,
kalciumtol fliggetlen, magasabb h6mérsékletl csics a CCP1 domén olvadasanak felel meg,
m|'g az aIacsonyabb hémérsékletd, csak kalcium ionok jeIenIétében mutatkozd csucs a CUB2
levonhatjuk, hogy a CUB2 doménnek, csak Ca’ * jelenlétében van rendezett térszerkezete.
Kalcium ionok hidnydban a szerkezet 6sszeomlik, viszont Ca’* hozzdadasara a szerkezet
helyreall. Rdadasul a CUB2 hd&denaturacidja reverzibilis jellegli: a 41,5 °C-os csucsot Ujra
megkaphatjuk, ha a felf(itést csak 48 °C-ig folytatjuk és utana visszah(itjik a mintat. A szabad
CCP1 domén kissé magasabb hémérsékleten olvad, mint a CUB2-CCP1 fragmentumban lévé.
Ennek nyilvanvaldan az az oka, hogy a CUB2-CCP1 fragmentumban a denaturalédott CUB2
domén némileg csokkenti a hozzd kapcsolddd CCP1 modul stabilitdsat. A CUB2 modul
szerkezetének kalcium fliggését mas kisérleti modszerekkel is sikerlt bizonyitani. Mind a CD
spektroszkdpia, mind pedig a hidrogén-deutérium kicserél6dési mérések azt mutattdk, hogy
a CUB2-CCP1 fragmentumnak 5mM Ca2+jelenlétében jéval kompaktabb szerkezete van, mint
a®* hidnyaban. A szabad CCP1 modul szerkezetét viszont egyaltaldn nem befolyasolta a
kalcium.
A CUB2-CCP1 fragmentum Ca®* kotését izotermalis titraciés kalorimetridval is
tanulmanyoztuk (15. abra).

A 005 15. abra
1l 4w | 161l 4 A Clr CUB2-CCP1 fragmentumanak
5 0.00 ittt o W“W Ca?*—kété képessége ITC modszerrel
K% V V VW vizsgalva
S -0.05 -
f l 5 mM Ca** tartalmu puffert (20mM HEPES,
Q -0.10+ 1 140 mM NaCl, pH 7,45) 4, 8, és 16 ul-es
015 | e aliquotokban a  kaloriméter cellajgba
0 100 200 300 400 Injektdltunk, amely a Clr CUB2-CCP1
Id6 (perc) fragmentum oldatdt tartalmazta 48 uM
koncentrdciéban Ca®* nélkiili pufferben.
B 0.00 —+———F———————— (A) A titrdlasi gérbe a Clr fragmentum
0.0 0 LA fokozatos Ca** telit6dését mutatja.
3 0251 e . (B) A titrdldsi reakciébdl szamitott entalpia
§ o 50_' ’."‘ ] vdltozdsok 1:1 sztéchiometrigju kdtésre
;3 o .66° | utalnak. A disszocidcios dllando 430+20 uM-
= 0751 o 1 nak adédott.
= | & |
-1.00 — ,‘ —
I | [ > I ,
5 10 15 20
Mélarany

Megallapitottuk, hogy egy CUB2-CCP1 molekula egy kalcium iont kot 430420 uM
disszociacids allanddval. Ez 6sszhangban van azzal a feltételezéssel, hogy egy CUB domén egy
kalcium ion kot6hellyel rendelkezik. Kordbban a Cls CUB1-EGF fragmentum
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kristalyszerkezeténél mutattak ki el6szér, hogy a CUB (ebben az esetben a C1s CUB1) domén
képes kalciumot kotni (Gregory és mtsi.,, 2003). Szekvencia 06sszehasonlitds alapjan
feltételezték, hogy a C1r/C1ls/MASP enzimcsaldd minden tagjanak CUB1 és CUB2 doménjei
egyenként egy kalcium iont képesek megkdtni, azonban mi voltunk az elsék, akik ezt a Clr
CUB2 domén esetében, kisérletesen is igazoltuk. Késébb a MASP-1 CUB2 doménjének Ca**
kotését vizsgdltak ITC-vel és a mi eredménylinkh6z hasonld disszocidcids allandét kaptak (Kqg
= 500 puM) (Gingras és mtsi.,, 2011). A MASP-1 CUB2 doménje tehat nagyon hasonldan
viselkedik a C1lr CUB2 doménjéhez, és ennek jelentGsége lehet a MASP-1 autoaktivdldddsa
soran. A CUB1 domént tartalmazé Clr a-fragmentum joval er8sebben, egy nagysagrenddel
kisebb Kp-vel (32uM), koéti a kalcium iont (Thielens és mtsi., 1990). A C1r CUB2 gyengébb
kalcium kotése a Glu226Asp mutacido kovetkezménye lehet, ami megvaltoztatja a CUB
doménekre jellemz6 kalciumkoté konszenzus szekvencidt (Glu-Asp-Asp) (Bally és mitsi.,
2009). Ha figyelembe vessziik, hogy az emberi vérben a szabad Ca** koncentracidja 1,2 mM
(Moore, 1970), a mért disszociacios allanddéval szamolva azt az eredményt kapjuk, hogy a Clr
molekuldkban |év6é CUB2 doméneknek csak 74%-a van kalciummal telitve, azaz csak
ennyinek van rendezett térszerkezete. A kalciumot éppen nem koété CUB2 doméneknek (a
CUB2 domének tobb mint egy negyede) rendezetlen, flexibilis szerkezete van, ami kell§
mozgékonysagot biztosithat az egész molekulanak az autoaktivacié soran.

Annak bizonyitasara, hogy a kalcium ion a CUB2 doménen keresztil tényleg
szabalyozza a Clr autoaktivalédasat, megvizsgdltuk a szérumbdl preparalt teljes hosszusagu
zimogén Cl1r molekula autoaktivacids sebességének kalcium koncentracié fliggését (16.
abra). Annyit mar régebben is lehetett tudni, hogy a Ca®* stabilizlja a Clr és a tetramer
zimogén formdjat (Thielens és mtsi., 1994), azonban pontos koncentraciéfiiggést el6ttiink
még nem mért ki senki. Az autoaktivacié el6rehaladdasat SDS poliakrilamid
gélelektroforézissel és immunoblottal kévettik nyomon. A Ca®* koncentraciokat a vérben
szabadon 1évS Ca®* koncentraciét (1,2 mM) figyelembe véve vdlasztottuk meg. Kalcium
hidnyaban, illetve alacsony kalcium koncentracié mellett (250 uM) az autoaktivalédas
gyorsan végbemegy. Novekvd kalcium koncentraciéd hatasara (500, 1000, 2000 pM) a
reakcidsebesség fokozatosan csokken, a zimogén Clr lassabban hasad szét A és B lancra. Az
autoaktivécids sebesség Ca’* koncentracio fliggésébsl szamolhatd Kp érték (474+54 pM) jé
egyezést mutat az ITC mérésbél szamolt Kp értékkel (430+20 pM). Mivel a Clr a-
fragmentuman talalhaté kalciumkoété helyek jéval nagyobb affinitasuak, az a-fragmentum
mar a legalacsonyabb Ca®* koncentracié (250 uM) mellett is teljesen telitett. Raaddasul a
CUB1 domén szerkezete nem valtozik kalciumkotés hatdsara (Thielens és mtsi., 1999). Az
autoaktivalddasi sebesség kalcium ion koncentracié fliggése tehat a CUB2 domén kalcium
kotésének kdszonhetd.
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o 16. abra
A R Tl A Ca®** ion hatasa a szérumbodl
97 kDa A zimogén C1r izolalt C1r molekula
66 kDa S autoaktivacidjara
e Zimogén Clr-t inkubdltunk 37 °C-on
30 kDal pufferben (20 mM Tris, 140 mM NaCl, pH
7,4) 100 uM EDTA vagy 250, 500, 1000,
2000 uM Ca** jelenlétében.
Bo
=10 . .
\© (A) Reprezentativ immunoblot, ami a C1r
g autoaktivdcidjdt mutatja ca’
- hignydban.
<054
p= (B) Az autoaktivdcids folyamat idébeli
ﬂg’) lefutdsa. Az dbra a zimogén C1r frakcid
E 0.0 ardnydt mutatja az id6 fiiggvényében.
I 100 uM EDTA (0); 250 uM Ca** ($); 500
1d8 (perc) uM Ca®* (A); 1000 uM Ca** (V); 2000
uM ca** (O).
C 0.087
o 3 (C) Az autoaktivdcio sebességének ca**
'g 0.067 koncentrdcio  fiiggése. A  pontokra
% A illesztett gérbébdl szamitott disszocidcids
% £0.04- dllandé: Kp = 474+54 uM.
R
N
e
£ 0.027
@
8 -
3
< 0.00+——T——T—— T
0 500 1000 1500 2000

[Ca”"] (uM)

Eredményeink szerint a CUB2 modul a C1r molekula legflexibilisebb része és ennek a
flexibilitasnak kulcsszerepe lehet a C1 komplex aktivdlédasa sordan. A ,hasadas és
visszakapcsoldddas” (split and reassembly) modell feltételezi, hogy a két C1lr molekula CCP1-
belil az aktivalddas soran. A CUB2 domén kalcium nélkili, rendezetlen formdja biztosithatja,
hogy a merev CUB1-EGF és CCP1-CCP2-SP régiok megfelel6 mértékben elmozdulhassanak
egymashoz képest. Az egész folyamatot a Ca®* jon koncentracié szabdlyozza. A szérum
szabad Ca®' ion koncentracidja mellet a CUB2 domén a stabilitdsanak a hataran van és
biztositja az aktivaldédasi folyamathoz sziikséges flexibilitast. Ebbdl a szempontbdl érdekes az
a megfigyelés, hogy fert6zés indukalta gyulladas esetén a lokalis Ca®* jon koncentracio
lecsokken a szérumban (Zhang és mtsi., 2009). Ebben az esetben a CUB2 domének nagyobb
szazaléka lesz rendezetlen allapotban, nagyobb lesz a flexibilitds, felgyorsul az aktivacios
folyamat. Az Ujabb C1 szerkezeti modellek szerint a C1r CUB2 modulja hozzdjarul a tetramer
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Clqg-hoz valdé kotédéséhez (Bally és mtsi., 2009; Phillips és mtsi., 2009). A tetramer hat Clq
koté helyébdl kettét a Clr CUB1 domének, kett6t a C1ls CUB1 domének, kettét pedig a Clr
CUB2 domének szolgaltatnak. Konkrét szerkezeti informacidval csak a rokon MASP-1 proteaz
CUB2 doménjének egy kollagén peptiddel képzett komplexérél rendelkeziink (Gingras és
mtsi., 2011). Ebben az esetben a kollagén peptid egy lizin oldalldnca kdzvetlen kapcsolatot
létesit a Ca®* ion kdtésében résztvevs savas oldallancokkal. Ha hasonld kétést tételeziink fel
kovetkeztében gyengill a Clg-tetramer kélcsdnhatas. Ezt a Ca®* kotShely mutacidjaval is
bizonyitottak (Bally és mtsi., 2009). Ezek alapjan elképzelhets, hogy aktivalédas kozben,
kilonodsen, ha csokken a kalcium koncentracid, a tetramer és a Clq kozotti kdlcsonhatds
fellazul és a tetramer képes valtoztatni helyét (,,ugralni”) a Clq karok kozoétt. Ily mdédon a
tetramer képes felvenni a szdmdra legoptimalisabb poziciét a C1 komplexen beliil, ami az
aktivalodashoz illetve Cls dltali C4 és C2 aktivalashoz sziikséges.

Fehérjeszerkezeti szempontbdl érdekes, hogy a C1r CUB2 domén reverzibilis kalcium
kapcsoldként mikodik. Kalcium nélkil rendezetlen a szerkezete, a kalcium ionok viszont
indukaljak a rendezett konformacié kialakuldsat. Ligandum, illetve fémionok altal indukalt
konformacidvaltozasra egyéb példak is vannak az irodalomban (Hazy és Tompa, 2009;
Chenal és mtsi.,, 2009; Yamniuk és mtsi., 2007). A rendezetlen fehérjékre (intrinsically
unstructured proteins= IUP) jellemz8, hogy jol definidlt térszerkezetet csak megfelel6
partnerrel valé kélcsénhatas sordn alakitanak ki. A C1r CUB2 szekvencidjat elemeztiik abbdl a
szempontbdl, hogy mutat-e az IUP-kra jellemz6 tulajdonsagokat. Mind az IUPred (Dosztanyi
és mtsi., 2005), mind pedig a PONDR program (Romero és mtsi., 2001) azt valdszinUsitette,
hogy a CUB2 domén nem tartozik a rendezetlen fehérjék csoportjdba, szekvenciaja alapjan
inkabb a globularis fehérjék osztalydba sorolhaté. Ennek alapjan elmondhatjuk, hogy a Cir
CUB2 doménje és a hozza hasonlé domének a globuldris fehérjék kilénleges csoportjat
képezik. Jellemz8 rajuk, hogy stabilitdsuk hatardan mikédnek, flexibilitasuk fontos lehet
nagyobb fehérjék vagy fehérje komplexek m(ikodése szempontjabdl, proteolizisre
érzékenyek, rendezett térszerkezetlik kialakulasat ligandum kotése indukalhatja. Ezek a
szekvencidjuk alapjan globuldris fehérjék sok tulajdonsdagukban mégis a rendezetlen
fehérjékre (IUP-kra) hasonlitanak. Ezek az altalunk ,flexibilitas doméneknek” (flexibility
domain) elnevezett fehérjék azt példdzzak, hogy hasonldé funkcidkat elldthatnak kilonb6z6
evolucids hatter(i fehérjék.
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6.2 A komplementaktivalas lektin utja
6.2.1 MASP-2
6.2.1.1 Az egyes domének funkcidja a MASP-2 katalitikus fragmentumdban

A komplementaktivalédas lektin Gtjdnak a proteazaival, a MASP-okkal, a 2000-es évek elején
kezdtiink el foglalkozni. Csak a kilencvenes évek végén fedezték fel, hogy az MBL
molekuldhoz nem egy, hanem két szerin protedz is kapcsolédik, és a joval kisebb
mennyiségben jelenlévé MASP-2 molekula az, amely a C3 konvertaz képz6déséhez sziikséges
C4b és C2a fragmentumokat el6allitja. A MASP-2 felfedezését leird 1997-es Nature cikk (Thiel
és mtsi., 1997) megjelenése ota az egyik legtobbet kutatott probléma az, hogy mi lehet a
ELISA rendszert csak nemrégiben sikerillt, egy dan kutatécsoporttal egylttm(ikddve,
bedllitanunk (Thiel és mtsi., 2012). A mérési eredmények azt mutatjdk, hogy a MASP-1
koncentracidja még a vartnal is magasabb. Egy régebbi cikk alapjan a MASP-1 &atlagos
szérumkoncentraciéjat ~6 pg/mil-re becsulték (Terai és mtsi., 1997), kiderult azonban, hogy
az valdjaban ~11 pg/ml. Ehhez képest a MASP-2 koncentracidja valdban elég alacsony (0,4
ug/ml), azaz korulbelul 30-ada a MASP-1 koncentracidjanak. Id6kozben az is kiderilt, hogy
van egy harmadik MASP is (MASP-3), aminek a koncentracidja, ~5 pg/ml, szintén joval
felilmulja a kulcsfontossagunak tulajdonitott MASP-2-ét. Ha ehhez még hozzavessziik a
felismerd molekulakhoz kapcsolédd nemkatalitikus fragmentumokat (MAp44, C=~1,7 ug/ml;
MAp19, C=~0,4 pug/ml), kdnnyen megérthetjiik a MASP-ok szerepét leird korai cikkek miért
tartalmaztak olyan sok ellentmondast. Mivel ezek a molekuldk sok tulajdonsagukban (pl.
molekulatomeg, fellleti toltés, hidrofobicitds) hasonlitanak egymashoz, szinte lehetetlen
szérumbdl vagy plazmabdl tiszta MASP-1 vagy MASP-2 preparatumot el8allitani. A kezdeti
zavart az okozta, hogy az egymadssal keresztszennyezett, és igy nem jol definidlt MASP
preparatumok eltéré6 modon viselkedtek kiilonb6z6 laboratériumok kilonb6z6 méréseiben.
A zavart tovabb fokozta, hogy gyakran megelégedtek pusztan a proteolizis tényének
demonstralasdval, de pontos enzimkinetikai paramétereket (kcat, Km) nem hatdroztak meg.
igy olyan proteolitikus reakciékat is specifikusnak mindsitettek, amit csak irredlisan nagy
enzimfelesleg hozzdaddsara és/vagy hosszu inkubalasi id6 utan lehetett detektalni.

A MASP-1 és MASP-2 jellemzésének problémaira a rekombindns fehérje expresszid
jelentette az egyik megoldast. Sikeriilt tiszta formaban MASP-1 és MASP-2 preparatumokat
elGallitanunk olyan mennyiségben, hogy az nem csak funkciondlis mérésekhez, hanem
szerkezetvizsgalathoz is elegend6nek bizonyult. A MASP-1 és MASP-2 katalitikus
fragmentumait (CCP1-CCP2-SP) a C1r molekula expresszidjanal alkalmazott mdodszer alapjan
termeltettiik (Ambrus és mtsi.,, 2003). A katalitikus fragmentumoknak megfelel6 human
cDNS szakaszokat pET-17b expresszios vektorba szubklonoztuk és a fehérje expressziot E. coli
BL21(DE3)pLysS sejtekben végeztiik. Az inklizids testek renaturaldsara szolgald optimalis
procedurat minden egyes fehérje fragmentum esetére kilon ki kellett dolgoznunk. A

42



dc_591 12

renaturalt fehérjéket ioncserélé kromatografia (Q-Sepharose Fast Flow, Mono-S)
segitségével homogenitdsig tisztitottuk. Végul is sikerllt tiszta formaban elGallitanunk a
MASP-1 CCP1-CCP2-SP (a Cir/s analdgidjara nevezhetjuk yB fragmentumnak is), a MASP-2
CCP1-CCP2-SP, CCP2-SP és SP fragmentumait (17. dbra).

a . 17. abra

i3 3 4 TR A rekombinans MASP-1 és -2
W—— fragmentumok ellenérzése SDS
S i poliakrilamid gélelektroforézissel
$kDa —» A (a) redukdlo kériilmények, (b)

— nemredukald kériilmények.

N — . . Mintdk sorrendje: 1, MASP-1 CCP1-CCP2-
20kDa —p- SP; 2, MASP-2 CCP1-CCP2-SP; 3, MASP-2
P CCP2-SP; 4, MASP-2 SP.

A renaturalt fehérjék nemredukalé SDS poliakrilamid gélen egy savot adnak az elektroforézis
sordn, mig redukaléd korilmények kozott két ldncra esnek szét. Ezzel sikerilt
bebizonyitanunk, hogy fehérjéink enzimatikusan aktivak, és mind a MASP-1, mind pedig a
MASP-2 képes autoaktivalédni. Ez meglep6nek tlnt elsé latasra, mivel a Clr és Cls
analégiajara az tlnt valdszinlbbnek, hogy csak az egyik proteaz fog autoaktivalédni, ami
azutan aktivalja a masikat. A MASP-1 rendkiviil gyorsan autoaktivalédott: az inkluzids
testekben még egylanct forma teljes mennyisége elhasadt a renaturalds sordn az Arg**-
411 kotés

mentén), azonban csak az ioncserél6 kromatografia soran, ahol a fehérje koncentracidja az

I1e** kotés mentén. A MASP-2 fragmentumok szintén autoaktivalodtak (az Arg

oszlopon megnovekszik (elérheti az 1-2 mg/ml-t). A korilmények megfelelé
megvalasztasdval, mint azt késSbb Iatni fogjuk, lehetséges vad tipusi MASP-2 zimogént
tisztitani, mig MASP-1 esetében ez csak mutansokkal lehetséges. A MASP-2 SP
fragmentumanak autoaktivalddasi képessége ebben az esetben is, ugy, mint a Clr esetében
azt bizonyitja, hogy az autoaktivalddas a szerin protedaz domén sajatja, ahhoz a tobbi domén
jelenléte nem sziikséges. A tobbi domén jelenléte legfeljebb gyorsithatja ezt a reakciét, de
nem esszencidlis. Kordbban egy francia kutatécsoport el6éllitotta bakulovirus-rovarsejt
rendszerben a MASP-2 CCP1-CCP2-SP és CCP2-SP fragmentumait és csak a haromdoménes
fragmentum rendelkezett autoaktivalodasi képességgel (Rossi és mtsi., 2001). Ebbdl levontak
azt a kovetkeztetést, hogy a CCP1 domén sziikséges az autoaktivaciohoz. A mi eredményeink
cafoljdk ezt a megallapitast, és altaldnos érvénylivé emelik azt a nézetet, hogy az
autoaktivalédas a szerin protedaz domén inherens tulajdonsaga.

A MASP-2 fragmentumok reakcidkészségét vizsgalva megallapitottuk, hogy
természetes szubsztratjait, a C4 és C2 fehérjéket nagy hatékonysaggal hasitja ( 3. tablazat).
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c2 ca
kcat/KM (M_l S-l) kcat/KM (M-l S-l)
MASP-2 CCP1/2-SP 5x10°+9x10° 5,5x10°+5x10"
MASP-2 CCP2-SP 1,3x10°+2x10° 5,7x10°45,510°
MASP-2 SP 2,5x10°+1,3x10° 1,3x10°+3,0x10"

‘ 3. tablazat A MASP-2 fragmentumok C2 és C4 hasitasanak kinetikai paraméterei

A szubsztratok hasaddsat SDS poliakrilamid gélelektroforézissel kbvettilk nyomon (18. abra)
és denzitometralas segitségével hataroztuk meg a kinetikai paramétereket.

s’ 1' 18 2 3 §& 7 9 13 18 25 33 &S 18' ébra
WD A C2 fehérje MASP-2 CCP1-CCP2-SP
i T e e e fragmentum altali hasitasanak
Lty —— oo o &9 nyomonkovetése SDS poliakrilamid
P gélelektroforézissel

Az emésztést 37 °C-on végeztiik, 1:500
enzim:szubsztrdt molardny mellett.

29 kDa—»

A harom fragmentum katalitikus hatékonysagat vizsgdlva azt az érdekes megallapitast tettik,
hogy a C2 szubsztratot mar az SP domén is igen jél hasitotta, s6t a CCP modulok jelenléte
inkabb csokkentette a hatékonysagot. Ugy t(inik tehat, hogy az SP domén &nmagdaban
tartalmazza az 6sszes szerkezeti elemet, ami a C2 szubsztrat specifikus megkdtéséhez és
elhasitdsdahoz sziikséges. Mint azt a DSC méréseink mutatjdk, a CCP2 modul a MASP-2
esetében is, hasonléan a Clr-hez, stabilizalja az SP domén szerkezetét (Harmat és mtsi.,
2004). A CCP2-SP fragmentum magasabb hémérsékleten (50,8 °C) élesebb, kooperativabb
olvadasgorbét mutat, mint a maganyos SP domén (46,0 °C). Ez a stabilizalé hatds azonban
nem sziikséges a hatékony enzimatikus aktivitdshoz és minden valdszin(iség szerint a CCP
modulok nem vesznek részt a C2 megkotésében.

A rendkivil nagyméret( (203 kDa) C4 szubsztrat esetében azonban gyokeresen mas a
helyzet. A maganyos SP domén hasitja ugyan a C4-et, azonban a katalitikus hatékonysag
dramai mdédon megndvekszik a CCP2-SP fragmentum esetében (~44-szeres novekedés a
keat/Km €rtékben). A CCP1-CCP2-SP fragmentum szintén sokkal hatékonyabb a C4 hasitasanal,
mint az SP domén, jéllehet nem éri el a CCP2-SP fragmentum hatékonysagat. A CCP modulok
feltételezhet6en extra kot6helyet (exosite) tartalmaznak a C4 szubsztrdt részére, ezért
tudjdk ilyen nagymértékben megnoévelni a proteolitikus reakcid hatékonysagat. Hasonld
jelenséget tapasztaltunk a Clr esetében is, de ebbdél a szempontbdl a MASP-2 leginkabb a
Cls-hez hasonlit. A Cls hasonld fragmentumait bakulovirus-rovarsejt expresszids
rendszerben fejezte ki egy francia kutatécsoport (Rossi és mtsi., 1998). A szabad SP domén a
C2 szubsztratot hatékonyan hasitotta, mig a C4-gyel szemben nem mutatott semmiféle
aktivitast. A hatékony C4 aktivalashoz sziikség volt mind a két CCP domén jelenlétére. A Cls
és a MASP-2 kozott tehat sok hasonldsag van: egyrészt kozosek a szubsztratjaik (C4 és C2),
masrészt a CCP domének részt vesznek a C4-gyel vald kolcsonhatdsban. Mindkét enzim
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aktivitasa hatékonyan gatolhatdé Cl-inhibitorral. Az egyetlen nagy kiilonbség az, hogy a
MASP-2 képes autoaktivalédni, mig a C1ls nem.

6.2.1.2 A MASP-2 katalitikus fragmentuma két kiilsé két6helyen keresztiil is kapcsolodik a C4
Szubsztrdthoz

Enzimkinetikai méréseink a MASP-2 fragmentumokkal egyértelm(ien arra utalnak, hogy a
CCP modulok kotShelyeket tartalmaznak a nagyméret(i C4 szubsztrat szamara. Id6kozben
laboratériumunkban meghataroztuk az aktiv MASP-2 CCP2-SP fragmentum térszerkezetét
(PDB kod: 1Q3X) (Harmat és mtsi., 2004), ami azt mutatja, hogy a CCP2 modul flexibilis
hatarfellleten keresztil illeszkedik az SP doménhez. Logikus feltételezni, hogy a CCP2 modul
megkoti a C4 szubsztratot és a CCP2/SP hatarfeliilet olyan konformaciét vesz fel, hogy a
hasadd kotés optimalis modon illeszkedhessen az SP domén aktiv centrumaba. Ez azonban
csak igen valdszinli feltételezés mindaddig, amig nincs a kezlinkben konkrét szerkezeti
bizonyiték. A CCP2 modulon lévé koét6helyet mi is probaltuk (és mas laboratériumok is
probaltak) kilonb6z6 mddszerekkel (pl. mutagenezis, fag bemutatas) azonositani, azonban
nem jartunk sikerrel, és nem &llt rendelkezéslinkre olyan szerkezet sem, ahol a proteaz aktiv
centrumat szubsztrat vagy inhibitor molekula foglalta volna el. A remény akkor csillant fel
arra nézve, hogy el6re tudunk |épni ezen a téren, amikor 2010-ben Ddaniaban, az Aarhusi
Egyetemen tartottam kutatdsaimrol el6addst a Dan Immunolégiai Tarsasag meghivasara. Ott
taldlkoztam Gregers Andersen krisztallografussal, aki kdzolte velem, hogy vannak kristalyai
human szérumbdl preparalt C4 fehérjébdél (ami nagy elérelépés, hiszen ezt a fontos fehérjét
régéta probalta tobb kutatdcsoport is kristalyositani sikerteleniil) és kifejezte készségét,
hogy egylUttm(kodne kutatdcsoportunkkal. Nekem természetesen azonnal az jutott
eszembe, hogy egyltt kellene kristalyositani a C4 molekulat a MASP-2-vel és a komplex
szerkezete valaszt adhatna az évek 6ta tanulmdanyozott kérdésekre. Szerencsénk volt -
ugyanis egy fehérje molekula, és f6leg egy komplex kristalyositdsahoz a szakértelmen és
tapasztalaton kiviil nagy adag szerencsére is sziikség van — a kristalyositas sikerrel jart és
meghataroztuk a MASP-2 (CCP1-CCP2-SP)- C4 enzim-szubsztrat komplex térszerkezetét.
El6ljaroban csak annyit jegyzek meg, hogy a komplex szerkezet minden pontban igazolta
el6zetes feltételezéseinket.

Ahhoz, hogy létre tudjuk hozni a MASP-2-C4 kristalyt aktiv  MASP-2-re volt
sziikséglink. Azonban az aktiv MASP-2 1:1 moélardnyban, nagy toménységben, hosszu
inkubdcio soran a C4-et valdszinlileg teljesen elemésztette volna. Azonkivil, ha csak egy
helyen, az aktivacié sordn hasadd Arg’>°-Ala”’ kétésnél torténik is a hidrolizis, maris enzim-
termék komplexszel allunk szemben, ami kevésbé értékes szamunkra, mint a hasadas el6tti
enzim-szubsztrat komplex. Ezért el6dllitottuk a MASP-2 mutans formdajat, ahol a katalitikus
szerint alaninra cseréltik (Ser633Ala). Az aktivacids peptid Arg***-1le*” kotését MASP-1
protedzzal hasitottuk el, amit azutan tisztitds soran eltavolitottunk a MASP-2 mell8l. igy
tehat elGallitottunk egy aktiv konformacioban lévs, de proteolitikusan mégis teljesen inaktiv
MASP-2 CCP1-CCP2-SP fragmentumot, amelyet egyuttkristalyositottunk a szérumbdl izolalt
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C4 fehérjével. Sikerllt meghataroznunk a komplex térszerkezetét 3,75 A (PDB kod: 4FXG) és
a szabad C4 szerkezetét 3,6 A felbontasban (PDB kdd: 4FXK) (Kidmose és mtsi., 2012) (19.
abra). A szabad C4 szerkezete hasonlé a rokon C3 és C5 molekuldk kordbban mar publikalt
szerkezetéhez. A tovabbiakban a MASP-2-C4 komplex szerkezetét targyalom részletesebben,
mivel elsésorban ezt tekintem sajat eredménynek.

A B

19. abra
A szabad C4 molelula (A) és a MASP-2-C4 komplex (B) térszerkezete

A komplex térszerkezete szinte mindenben igazolta elGzetes varakozdsainkat, s6t
még egy vdratlan meglepetéssel is szolgalt. A MASP-2 CCP1-CCP2-SP fragmentum
mindharom doménje kapcsolddik a C4 fehérjéhez 6sszesen 1800 A? kontaktfelileten
keresztil (19. dbra B). A CCP domének a C4 fehérje C-terminalis C345C doménjéhez kdtnek
500 A? feltleten keresztiil. A C4 egy felszini hurokrégidja (Asp748-1le760, a tovabbiakban R-
hurok), amely tartalmazza az aktivalodds soran hasadé Arg”®-Ala’’ (P1-P1’) kétést, benyulik
a MASP-2 szerin protedz domén szubsztratkoté arkaba az aktiv centrumdhoz. Ezen kiviil
azonban az SP domén a C4 egyéb részeivel is kdlcsonhatasba ép. Legfontosabb ezek koziil a
C4 szulfotirozin régidja, ami egy ,toltés szendvics” szerl kot6helyen (exosite) keresztil
kapcsolédik az SP doménhez. Ennek a nem vart extra kot6helynek a |étezése azt bizonyitja,
hogy komplement proteazok rendkivili specificitasat a tripszin szerl protedzokra jellemzé
kanonikus két6helyen kiviil egyszerre akar tobb extra két6hely is biztosithatja. Az SP domén
ezen kivil még néhany gyengébb kdlcsonhatast is létesit a C4 MG8 és C345C doménjével.
Minden kot6helyet figyelembe véve az SP domén és a C4 kozotti kontaktfelszin ~1300 A?
nagysagu. Az SP domén felszini hurokrégidi koziil, amelyek fontos szerepet jatszanak a szilk
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szubsztratspecificitas kialakitasaban (Harmat és mtsi., 2004), az A, B, D, E, valamint a 2-es és
3-as vesznek részt a szubsztrat kotésében. (A tovabbiakban a hurkok megnevezésére a

Perona és Craik (1997) altal javasolt nomenklaturat hasznalom.) A C4 R-hurok egy csavart U

658

betlire hasonlit, amely a MASP-2 2-es hurokrégiéjanak Met>™ oldallancdval valé van der

Waals kontaktus kdvetkeztében a Gly”*°-GIn" kétés mentén meghajlik. A P1 Arg oldallanc a

MASP-2 szubsztratkot zsebébe illeszkedik, ahol a kanonikus S1-P1 (MASP-2 Asp®%’-C4

73%) kdlcsdnhatason kivil, hidrogénkétést képez a MASP-2 Ser®”?® és Ser®’ oldallancaval.

631

Arg

és Ser®? félanc amidcsoportjai
756

Az oxianionk6td zseb, amit a vadtipusu enzimben a Gly
alkotnak, a Ser633Ala mutdcié kovetkeztében kissé torzult, azonban igy is koti a P1 Arg
karbonil oxigénjét. A P1’-P4’ szakasz (Ala’>’-1le”®°

stabilizaljak a MASP-2 Thr*®’ és a Gly®>® aminosavak kézrem(ikodésével.

A vdaratlanul felfedezett szulfotirozin extra koét6hellyel kapcsolatban elmondhatjuk,
hogy annak alapjat a C4 fehérje egy negativ toltésklasztere képezi. Ebben a negativ toltésu
régioban (1405-1427 aminosavak; a C4 a-ldnc C-termindlis régidja) taldlhatdé harom
szulfotirozin és Gsszesen hét aszparaginsav/glutaminsav, valamint a C-terminalis karboxil
csoport. A 1415-1420 aminosavak dltal alkotott negativ toltésl peptidlanc beilleszkedik a
MASP-2 felszinének egy pozitiv toltési régidja és a szintén pozitivan téltott C4a domén kdzé

(20. abra).

20. abra
Kuls6 kotéhely (exosite) a MASP-2 SP
doménjén a C4 szubsztrat szamara

A C4 negativan téltétt szulfotirozin tartalmu
peptidldnca beékelddik a MASP-2 SP domén
pozitivan téltétt felszini régidja és a szintén
pozitivan toltétt C4a domén kézé.

A felszini téltéseloszlds jelblése: pozitiv
toltés: kék; negativ téltés: piros

Ebben a ,toltés szendvicsben” a negativan toltott peptidldanc mintegy elektrosztatikus
,ragasztéként” tartja 6ssze a pozitivan toltott MASP-2 SP és C4a doméneket. A C4 Tyr1417 -
SO3™ csoportja elektrosztatikus kolcsénhatast képez a MASP-2 Lys503 oldallancaval, mig a C4
Asp™? oldalldnca a MASP-2 Lys*°, Arg®”® és Arg®® oldalldncéval 1ép kolcsénhatasba. A C4

1416 "4 oldallanca felé iranyul. A szulfotirozin kdtshely

Asp oldallanca viszont a Cda Lys
jelent6ségét kiemeli, hogy a Cls SP doménjén is megtalalhatd az a pozitivan toltott régio,
ami a MASP-2-ben részt vesz a kot6hely kialakitasaban. Bar kozvetlen szerkezeti adatok nem
allnak rendelkezésiinkre, nagyon valdszin(, hogy a Cls-C4 enzim-szubsztrat komplexben is
létrejon a fent vazolt ,toltés szendvics”. Ez megmagyarazhatja azt a kisérleti tényt, hogy
miért van szikség tizszeres Cls koncentracidora ahhoz, hogy a nem-szulfonalt C4-et
ugyanolyan hatékonysaggal hasitsa a Cls, mint szulfondltat (Hortin és mtsi., 1989).

Eredményeink publikaldasaval egyid6ben jelent meg egy cikk egy ausztral kutatdcsoporttdl,
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amelyben télink fliggetleniil, de a mi ,protein engineering” megkozelitésinket atvéve,
enzimkinetikai mérésekkel bizonyitjdk a szulfotirozin ,exosite” létét a Cls SP doménen
(Duncan és mtsi., 2012).

A MASP-2-C4 komplex teljes egészében igazolta a CCP modulok szerepére vonatkozé
korabbi feltételezéseinket és megmagyarazza a kisérleti eredményeinket. A szerkezet jol
mutatja, hogy mindkét CCP modul részt vesz a C4 kot6hely kialakitdsdban, bar a CCP2 domén
tobb kdlcsénhatdssal jarul hozza (21. abra).

21. abra
Kulsé kotdhely (exosite) a MASP-2
CCP doménjein a C4 szubsztrat
szamara

A CCP domének negativ kétéfelszinéhez a C4
C345C doménjének négy argininje (1716,
1719, 1722, 1724) kapcsolddik.
A felszini toltéseloszlds jeldlése: pozitiv
toltés: kék; negativ téltés: piros

A kot6hely alapjat az a CCP domének altal kialakitott negativan toltott felszin képezi,
amelyhez a C4 1716-1725 régidjanak (a C345C modul C-terminadlis hélixe) négy argininje
(RY16, RY1? RY2 RY2%) kst A MASP-2 (és a Cls) CCP1 doménjének konzervélt Glu®*
oldalldnca elektrosztatikus kolcsénhatasba l1ép a C4 Arg'’**-gyel. A CCP2 domén Asp>®
14921 gvel létesit kolcsdnhatast, mig az Asp>®
aminosavak felé irdanyul. A MASP-2-C4

kdlcsonhatasban tehat az SP domén kanonikus koétéhelyein kivil két ,exosite”, a CCP

aminosavanak félanc komponense a C4 Thr

, 171 171 1724
oldalldnca a C4 Arg'’*® ?

, Arg és Arg
modulok és a C345C domén kozotti, valamint a szulfotirozin koté régid jatszik fontos
szerepet. Ezek a kiils6 kot6helyek nagymértékben novelik a kolcsOnhatds erdsségét és
specificitasat. A C3, bar rokon a C4-gyel, de esetében mégsem johet |étre a CCP modulokkal
elényos kolcsonhatds, mivel a megfelel6 régié (1716-1725) negativ toltése miatt taszitd
hatas lépne fel (Janssen és mtsi., 2005). A szulfotirozin régié szintén hianyzik a C3-bdl. Ez
megmagyarazza a MASP-2 és a Cls szelektivitasat a C4 iranydba. A CCP domének altal

kialakitott kotéhely jelentSségét mutageznezis kisérletekkel is igazoltuk. A CCP1 modul Glu**?

3% aminosavéanak megvaltoztatasa jelentésen csdkkentette a C4 hasitas

vagy a CCP2 Asp
hatasfokat, a kettGs mutans pedig egyaltaldn nem emésztette a C4-et. A CCP1 domén Pro>*°
és a CCP2 Pro>®® aminosavanak mutagenezise hasonlé eredménnyel jart, bar a kettés mutans
itt nem lett teljesen inaktiv. SPR mérésekkel azt is megmutattuk, hogy rekombinans C4
C345C domén kot6dik MASP-2-h6z 21 nM-os disszocidcios dllanddval. Mindezek a kisérleti
eredmények Osszhangban vannak a szerkezettel és megerdsitik a CCP domének 3ltal

kialakitott kotGhely fontossagat.
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A MASP-2 és a C1s CCP doménijei kozotti hasonldsag alapjan valdszindsithet, hogy a
Cls is a MASP-2-h6z hasonldan koti a C4-et. A CCP modulok felileti téltéseloszlasa nagyon
hasonld a C4 kot6hely kornyezetében a két fehérjében (22. dbra). Ezt az is aldtamasztja, hogy
feleslegben adott rekombinans C345C doménnel gatolni lehetett a C4 C1s altali hasitasat. Az
SPR mérések tanusdga szerint a C1s a MASP-2-nél kicsit gyengébben (Kp=37nM) koti a C345C
domént. A MASP-2 CCP moduljainak erésebb C4 kotése lehet az oka annak, hogy a MASP-2
hatékonyabban hasitja a C4-et, mint a C1s. Rossi és munkatdrsai (2005) bakulovirus-rovarsejt
expresszidos rendszerben  kifejezett Cls-MASP-2  kimérak vizsgalataval hasonld
kovetkeztetésre jutottak.

Mindezek alapjan elmondhatjuk, hogy mind a MASP-2 mind pedig a C1s ugyanazokkal
a kilsé kot6helyekkel rendelkezik a C4 szubsztrat szamara. A szulfotirozin kot6hely és a CCP
modulok C345C két6helye mindkét enzim esetében donté jelentéségl a hatékony proteolizis
szempontjabdl. Igaz ugyan, hogy az SP domén felszini hurokrégidi eltér6ek a két enzim
esetén (Harmat és mtsi.,, 2004), és ennek példaul a MASP-2 autoaktivalédasaban lehet
fontos szerepe, viszont a C4 kotésében szerepet jatszd kiilsé kotShelyek (,exosite”-ok)
hasonléak. Ahhoz, hogy pontosan meg tudjuk mondani, hogy minként koti a C1s SP doménje
a C4 R-hurokrégiojat sziikség lenne a C1s-C4 enzim-szubsztrat komplex szerkezetére.

A CCP modulokon |évé C4 kot6helynek mas fontos jelentGsége is lehet a klasszikus és
a lektin Ut C3-konvertdzanak (C4b2a) kialakuldsa, a komplementaktivalédas szabdlyozasa
szempontjabdl. Nagyon fontos ugyanis, hogy a MASP-2, illetve a C1s miutan elhasitotta a C4-
et, az a tioészter kotése révén az MBL-MASP komplex (illetve a C1 komplex) kdzelében
rakédjon le az aktivacios felszinre, ahol a hozza kot6d6 C2 molekulat ugyanaz a MASP-2 vagy
C1s el tudja hasitani. Ellenkez6 esetben a frissen képzddott C4b eliszna és jobb esetben
elhidrolizalna, rosszabb esetben egy ,artatlan” sajat sejt felszinére kot6dne le ,bystander”
lizist indukalva. A C4 hasitasa utdn a bekdvetkezd konformdacidvaltozas kovetkeztében a
MASP-2 SP domén-C4 R-hurok koélcsénhatas meggyengiil, a ,toltés szendvics” pedig
megszlinik a C4a tavozasaval, de a CCP modulok a C4-et tovabbra is kotni fogjak a C345C
doménen keresztiil. A hasitott C4 (C4b) tehat tranziens jelleggel kotve marad a proteazhoz és
nagy valdszinliséggel annak kozelében fog tioészter csoportja elreagalni egy felszini
nukleofillel. A felszinhez rogzitett C4b ezutdn megkoti a C2-t, amit ugyanaz a protedz el tud
hasitani. Ez a mechanizmus biztosithatja a hatékony és biztonsagos C3-konvertaz képzédést.
Eredményeinkkel 6sszhangban vannak Chen és Wallis (2004) megfigyelései, miszerint a C4b
tioészter kotésének reakcidja a sejtfelszini nukleofillel korilbeliil egy nagysagrenddel
gyorsabb folyamat, mint a MASP-2-C4b enzim-termék komplex disszocidcidja. Szerkezetiink
alapjan az viszont kevéssé latszik valdszinlinek, hogy a MASP-2 Ggy el tudna hasitani a C4b-
hez kotott C2-t, hogy kozben a CCP modulok még kotik a C4b C345C doménjét. Ezeknek a
kérdéseknek a tisztdzasahoz sziikség lenne a MASP-2-C4b dimer, illetve a MASP-2-C4b-C2
trimer komplexek szerkezetére.

A C4-MASP-2 szerkezet segitségével azt is meg tudjuk magyarazni, hogy a MASP-1
miért nem képes C4-et hasitani, miért nem képes egyediil beinditani a lektin utat. A MASP-2-
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vel és a Cls-sel szemben, a MASP-1 CCP doménjeinek (kilondsen a CCP2-nek) a fellleti
toltése a potencidlis kotShely kdrnyezetében pozitiv (22. dbra).

MASP-1

22. abra
A MASP-2, C1s és a MASP-1 CCP doménjeinek feliileti toltéseloszlasa a
MASP-2 esetében azonositott kiillsé kotéhely kornyezetében

A Cls CCP doménjei hasonld negativ feliileti téltéssel rendelkeznek, mint a MASP-2, ezért
joggal feltételezhetd, hogy a Cls esetében is miikédik a kiils6 kétéhely. A MASP-1 CCP
doménjei azonban pozitiv feliileti téltéssel rendelkeznek ebben a régioban, ezért nem
képesek megkétni a C4 pozitivan téltétt C345C doménjét.

A felszini téltéseloszlds jel6lése: pozitiv téltés: kék; negativ téltés: piros

Ezért vonzas helyett taszitd hatas lépne fel a MASP-1 CCP moduljai és a C4 C345C doménje
kozott. Masrészt a MASP-1 SP doménjének hosszu B-hurokrégidja akadalyozhatja a C4 R-
hurokrégidjat az aktiv hellyel valé kolcsonhatasban (Dobd és mtsi., 2009). Mivel a MASP-1
C2-t viszont tud hasitani, az is nyilvanvaldnak latszik, hogy a C4 esetében kimutatott kiilsé
kotShelyek a C2 megkodtésében nem jatszanak szerepet.

A MASP-2-C4 komplex szerkezete teljes mértékben igazolta a CCP2/SP hatarfelllet
flexibilitdsanak fontossdgdt. Az Ures aktiv MASP-2 szerkezettel 6sszevetve a MASP-2-C4
komplexben az SP domén 29 fokos szogben el van fordulva a CCP2 modulhoz képest. A
CCP2/SP flexibilis hatarfellleten torténé elfordulas (,hinge” mozgas) teszi lehet6vé, hogy a
MASP-2 enzim egyszerre tudjon kotddni a C4 molekuldhoz a CCP és az SP doméneken |év6
kotShelyeken keresztiil. Ez a flexibilitdas tehat valdéban kulcsfontossagu a proteolizis
szempontjabdl, azonban az autoaktivalddashoz sziikséges nagyfoku flexibilitdshoz
valdszinlleg nem elegendd. Ebbél az aspektusbdl érdemes megjegyezni, hogy a CCP1-CCP2
doménpdr konformacidja a komplex szerkezetben teljesen megegyezik a (kés6bb
részletesebben ismertetésre keriil6) zimogén MASP-2 szerkezetben |év6é CCP1-CCP2
doménpar konformacidjaval. A rigid CCP1-CCP2 hatarfelllet tehat sem az aktivalodas, sem
pedig a szubsztratkotés soran nem valtozik. Ez tovabb erGsiti azt, a Clr esetében mar
emlitett nézetet, hogy a CCP1-CCP2 régié a C1r/C1s/MASP enzimcsalad tagjaiban merevnek

50




dc_591 12

tekinthetd, a sziikséges flexibilitas forrasa mashol keresendd. Bar erre jelenleg semmiféle
kisérleti bizonyitékunk nincs, a Clr analégidjara feltételezhetjliik, hogy a CUB2 modul a
MASP-2 esetében is nagyfoku flexibilitast biztosit a molekuldnak.

6.2.1.3 A zimogén MASP-2 proteolitikus aktivitdsa az autokativdcios folyamat kulcsa

A MASP-2-C4 komplex szerkezetébdl sok informaciot nyertiink arrdl, hogy miként makodik
az aktiv proteadz. Tudjuk azonban, hogy a komplement protedazok a vérben zimogén
formaban vannak jelen és csak megfelel6 stimulus hatasara aktivalédnak. Ez a folyamat a
kaszkadrendszer indité |épésénél a legérdekesebb, ahol nem egy mdsik proteaz aktivalja a
proenzimet, hanem sajat maga. A komplement protedzok koézil a Clr, MASP-1 és MASP-2
rendelkezik autoaktivacios képességgel. Az E. coli-ban termeltetett és inkluzios testekbdl
renaturalt MASP-2 fragmentumok alacsony koncentraciéban (~0,1 uM) viszonylag hosszu
ideig megbrzik egylancu, zimogén szerkezetiiket. Az autoaktivalddasi folyamat akkor gyorsul
fel, amikor a zimogén prepardtumot betoményitjiik. Ez egyértelmlen arra utal, hogy az
autoaktivalédds bimolekulds folyamat, vagyis két MASP-2 zimogén molekula taldlkozasakor
az egyik képes elhasitani és ezzel aktivadlni a masikat. Valdszinlileg ez a mechanizmus
érvényes a Clr és MASP-1 enzimekre is. Ez utdbbi két protedz azonban olyan gyorsan
autoaktivalédik, hogy rekombindns formaban nem tudtuk el6allitani a zimogén alakjukat. Az
autoaktivalédasi folyamat tanulmanyozasara a MASP-2 idedlis objektumnak [atszott, mivel
mar megel6z6en is sokat vizsgaltuk és sok szerkezeti és funkcionalis informdciéhoz jutottunk.
Alapfeltételezésiink az volt, hogy, bizonyos korilmények kozott, a zimogén forma is
rendelkezik  jol  detektdlhatd  proteolitikus  aktivitdssal. Az  autoaktivalodas
tanulmanyozdasahoz tehat a zimogén forma tulajdonsdagait kell tiizetesebben megvizsgalni.

Ezekhez a vizsgalatokhoz elGallitottuk a MASP-2 CCP1-CCP2-SP fragmentumanak
R444Q mutansat (Gal és mtsi., 2005). Mivel az aktivalédas soran hasado Arg444—lle445 kotés
igy GIn***-11e**” kétésre valtozott a P1 glutamin utan a tripszin szerl protedzok nem képesek
elhasitani a peptidkotést. Ezért a MASP-2 katalitikus fragmentumanak ez a formaja stabil,
egyldncu zimogén, amely sem autoaktivaciéra nem képes, és mas tripszinszer(i szérum
protedazok sem tudjak elhasitani. Fontos, hogy a zimogén mutans forma nagy
koncentracidban, hosszu idejl inkubalds soran (pl. kristalyositas) is megérizze egylancu
szerkezetét. Az R444Q mutdns MASP-2 valdban nagyon stabilnak bizonyult, még 37°C-on
torténd 24 6ras inkubalds sordn sem hasadt el. Ez egyben azt is bizonyitja, hogy a
rekombinans MASP-2 preparatumunk nincs szennyezve egyéb (pl. E. coli eredet()
protedzokkal. Fontos volt azonban bebizonyitani, hogy az R444Q mutacion kivil ez a MASP-2
molekula teljesen olyan, mint a vad tipusli zimogén. Ezt dgy mutattuk meg, hogy egy
bakteridlis eredetli metallo proteazzal, a termolizinnel, megfelel6 korilmények kozott,
sikeriilt specifikusan elhasitani a GIn***-11e**> kétést. A termolizinnel hasitott MASP-2 R444Q
mutdns redukald kortlmények kozott a vad tipusu aktiv MASP-2-vel azonos savokat adott a
poliakrilamid gélelektroforézis soran (23. dbra) és a vad tipusi enzimhez hasonlé
hatékonysaggal hasitott szintetikus és fehérje (C4) szubsztratot (4. tablazat).
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1 2 3 4
45 kD Intakt CCP1-CCP2-SP
— © fragmentum
- termolizin
30KkDa - e ; 'SP dGiah
20.1 kDa - - CCP1-CCP2 doménpar
14.4 kDa -
23. abra

A vad tipusu és az R444Q mutans MASP-2 CCP1-CCP2-SP fragmentum
ellenérzése SDS poliakrilamid gélelektroforézissel
Mintdk sorrendje: 1, marker; 2, vad tipusu autoaktivdlodott MASP-2 fragmentum; 3,
zimogén mutdns R444Q MASP-2 fragmentum; 4, termolizinnel aktivdlt mutdns R444Q
MASP-2 fragmentum

kcaJKM (M-ls-l) kcat/KM (M-ls-l)

Z-Gly-Arg-S-Bzl Cc4
MASP-2 CCP1-CCP2-SP 9,40x10°+6,2x10* 5,50x10°+5x10*
MASP-2 CCP1-CCP2-SP R444Q aktivalt ® 1,30x10°+1,7x10° 8,50x10°+2,5x10°
MASP-2 CCP1-CCP2-SP R444Q _b 7,36x10*+1,0x10*

4. tablazat A vad tipusu és R444Q mutians MASP-2 fragmentumok katalitikus
hatékonysaga szintetikus és C4 szubsztraton
? termolizines hasitassal aktivalva; b A detektalasi hatar alatt

Sikerdlt a zimogén MASP-2 CCP1-CCP2-SP R444Q mutanst kristalyositani és
meghatarozni a szerkezetét 2,4 A felbontasban (PDB kdd: 1ZJK) (Gal és mtsi.,, 2005). A
zimogén MASP-2 SP doménje a tripszinszer( szerin protedz zimogének jellegzetességeit
mutatja. A katalitikus triad (His*®*, Asp>?, Ser®*)

¢57, c102, c195) konformacidja nagyon hasonlit az aktiv enzimben |év6 konformacidhoz,

(kimotripszin szdmozas a tovabbiakban:

azonban az oxianionk6td zseb és a szubsztratkotd zseb erGsen torzultak (24. dbra). Az S1
Asp627 (c189), ami az aktiv enzimben a koét6zseb aljan helyezkedik el, a zimogén MASP-2
szerkezetben a molekula felszinére fordult ki. Az S1 zseb bejarata egyébként is blokkolva van

830 (c192) oldallanc &ltal, ami elektrosztatikus kélcsonhatds révén akadalyoznd egy P1

az Arg
argininnel vagy lizinnel rendelkez8 szubsztrat kotését. Térszerkezete alapjan tehat a zimogén
MASP-2 molekula teljesen alkalmatlan arra, hogy barmilyen szubsztratot megkdsson, és azt

elhasitsa.
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24. abra
A zimogén és az aktiv MASP-2 szerkezetének 6sszehasonlitasa
Egymdsra illesztettiik a zimogén és az aktiv MASP-2 szerkezetét az aktiv centrum
kérnyezetében. A zimogén szerkezetet sdrga, mig az aktiv szerkezetet z6ld szinnel jel6ltiik. A

mindkét formdban azonos szerkezeti elemek sziirke sziniiek. Az oxianionkéts zseb (Gly™™

kérnyezete) az aktiv formdndl sététkék, mig a zimogénnél rézsaszinnel van jel6lve. Az dbrdn
a kimotripszin szamozdst haszndlom.

Szintén tipikus jellegzetesség az, hogy a zimogén forma szerkezete lazabb, flexibilisebb, mint
az aktiv enzimé. A Huber és Bode (1978) 4ltal a tripszinszer(l protedzokra definialt aktivacids
domén, amely magaban foglalja az aktivacids peptidet és harom felszini hurokrégiot (1, 2 és
D), a szerkezetben kisebb elektrons(rliséggel és magasabb B-faktorral rendelkezik. A
tripszinszerld enzimek zimogén formai metastabil szerkezettel rendelkeznek. Az aktivacios
peptid hasadasa utan az aktivaciés domén stabilabb szerkezetbe rendezédik, minek soran az
Uj N-terminalis bekotédik az aktivacids peptid altal a zimogénben fedett arokba és kialakul
egy so6hid az N-terminalis lle protondlt aminocsoportja és egy konzervalt aszparaginsav

(Asp194 tripszin, Asp632

MASP-2) kozott. A zimogén MASP-2 szerkezetet 0sszehasonlitva az
aktiv enzim szerkezetével tovabbi jelentés konformdcid valtozasokra is fény derilt: a 3-as
hurok és a szubsztratkot6é zseb kialakitdsahoz hozzajaruld A, B és C-hurokrégidk helyzete
szintén valtozik aktivacio soran. Ezeknek a hurokrégiéknak a szerkezete altaldban valtozatlan
marad a tripszinszer(i enzimek aktivalédasa soran, de a Clr autoaktivalédasa soran szintén
valtozik. Valdszinli, hogy az autoaktivaciés képességgel rendelkezd szerin protedzok a
,normal” szerin protedzokénal flexibilisebb szerkezettel rendelkeznek és ez a flexibilitas
dontd fontossagu az autoaktivalédds szempontjabdl. Az autoaktivaldédasi folyamat csak ugy
képzelhet6 el, ha az inaktiv, egylancu zimogén forma tranziens jelleggel fel tudja venni az
aktiv enzimre jellemz6 konformaciét. Ehhez pedig extra flexibilitdsra van szlikség. A
klasszikus aktivacios domént tehat kiegészithetjiik az A, B, C és 3-as hurokrégiokkal és
definidlhatjuk az un. ,autoaktivacios domént”. A zimogén forma metastabil allapotat
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bizonyitjak a DSC mérések is (25. dbra). Az aktiv forma olvadaspontja 50,8°C, ami 2,6°C-kal
magasabb, mint a zimogéné. A nagyobb kalorimetrids entalpiavdltozds szintén stabilabb
szerkezetre utal az aktiv enzim esetében.

18000 25. abra

16000 A zimogén és az aktiv

14000 MASP-2 CCP1-CCP2-SP

12000 - fragmentumok DSC-vel

— felvett hédenaturaciés
gorbéi

48.0°C Aktiv: folytonos vonal;

zimogén: szaggatott vonal.

Puffer: 20mM Hepes, 145 mM

NaCl, pH 7,4.

Fehérje  koncentrdcio: 0,2

8000 +

6000 —

Cp (cal/mol/°C)

4000 +

2000 4

04

-2000 +—————————————1————1————————1— |
20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 mg/m.

Hoémérséklet (°C) Flitési sebesség: 1 °C/perc.

A zimogén (R444Q) MASP-2 CCP1-CCP2-SP kisméreti szintetikus szubsztraton (Z-Gly-
Arg-S-Bzl) nem mutat mérheté proteolitikus aktivitast. Ez teljesen 6sszhangban van a
kristalyszerkezetével, ami, mint lattuk, egy inaktiv térszerkezetet mutat. A nagyméretl C4
fehérjeszubsztrattal szemben a zimogén azonban meglep6en aktiv enzimként viselkedik (4.
tablazat). A C4 hasitds MASP-2 specifikus voltat az is megerdsitette, hogy Cl-inhibitor
alkalmazasaval sikerilt azt teljesen meggatolni. Ezzel egyértelmlen sikerllt igazolni
alapfeltételezésiinket, vagyis azt, hogy bizonyos korilmények kozott a MASP-2 zimogén
formaja aktiv enzimként viselkedhet. A MASP-2 zimogenecitasa, vagyis az aktiv enzim és a
zimogén forma katalitikus hatékonysaganak (kct/Km) a hanyadosa (Madison és mtsi., 1993),
a C4 szubsztrat esetében igen kicsi (~8), mig a szintetikus szubsztrattal mérve gyakorlatilag
végtelen nagy. A zimogenicitds definiciéja tehat csak akkor egyértelm(, ha azt is megadjuk,
hogy milyen szubsztratra mérjik. A zimogenicitast altaldban szintetikus szubsztratra szoktak
megadni. Tripszin esetében ez az érték igen nagy (~107), a Xlla faktorra ~4000, mig a széveti
tipusu plazminogén aktivatornak (tPA) szintetikus szubsztrattal szemben is meglepGen kicsi a
zimogenecitdsa (~5-10). A tPA zimogén kristdlyszerkezete azonban, eltér6en a MASP-2
zimogénétdl, aktivszer(l konformaciot mutat (PDB kdéd: 1BDA) (Renatus és mtsi. 1997). Ez
azdltal lehetséges, hogy az enzim egylancu formajaban egy pozitiv t6ltési aminosav oldallanc
(Ly5156
Asp194—gyel (26. abra), stabilizalva ezzel az aktiv enzimre jellemz6 konformaciét. A MASP-2

) veszi at a kétlancu formaban jelenlévd ,Uj” N-terminalis szerepét és séhidat képez az

zimogén szerkezetében azonban semmi ehhez hasonld jelenséget nem detektaltunk, az
alacsony zimogenicitas oka tehat masban keresendé.
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26. abra

és az Asp™™*
kézott kialakuld belsé sohid stabilizdlja. A MASP-2 esetében nincs ehhez hasonlo
kélcsénhatds az ,lires” enzim szerkezetében. A zimogén MASP-2 aktiv konformdcidja csak a
fehérjeszubsztrdttal vald kélcsénhatds sordn stabilizaldodik.

Kézenfekv6nek latszik az a feltételezés, hogy a MASP-2 zimogén esetében az aktiv
konformacidt a nagyméret(i fehérjeszubsztrat stabilizalja. Mint lattuk a zimogén MASP-2
molekuldnak meglehetésen flexibilis a térszerkezete. A MASP-2 zimogén valdszin(leg
spontan maddon, konformacids fluktuacidk révén, fel tudja venni az aktiv enzimre jellemz6
térszerkezetet, azonban az egyensuly igen erdsen el van tolva az inaktiv forma irdnyaba.
Ezért nem tudunk aktivitast detektalni kismolekulds szintetikus szubsztraton. A szintetikus
szubsztrat csak az aktiv centrum kozvetlen kérnyezetével tud kolcsonhatasba Iépni, ez pedig
nem elég ahhoz, hogy a tranziens jelleggel létrejov6 aktiv konformaciot stabilizalja. Ezzel
szemben egy nagy fehérje szubsztrat, mint a C4, nagy kontaktfelszinen (1800 A?) keresztiil
kapcsolédik az aktiv formahoz, ami mar elegend6 arra, hogy megakadalyozza az inaktiv
formaba vald visszaalakuldst. Ezzel kapcsolatban két nagyon fontos tényt kell figyelembe
venniink: 1.) a CCP domének térszerkezete nem valtozik az aktivalédas soran, és 2.) a CCP
domének kotbhelyet tartalmaznak a C4 C345C doménje szamara. Ez pedig azt jelenti, hogy
mar a zimogén forma is képes a C4 kotésére. A MASP-2 zimogén a CCP doméneken keresztil
megkoti a C4-et, ezzel megnodveli a szubsztrat lokalis koncentraciojat az SP domén kozelében,
ami atmenetileg stabilizalodik az aktiv konformacidban és elhasitja az R-hurokrégidt. Ezt az
elméletet tamasztjak ald az enzimkinetikai paraméterek is (5. tablazat).
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kcat (5-1) KM (M) kcat/KM (M-ls-l)

MASP-2 CCP1-CCP2-SP 0,90+0,4 1,60x10°+5x10” 5,50x10°+5x10"
MASP-2 CCP1-CCP2-SP R444Q  0,026+0,006  3,77x107+1,5x107  7,36x10*t1,0x10*

5. tablazat Az aktiv és a zimogén (R444Q mutans) MASP-2 katalitikus fragmentum C4
hasitasanak kinetikai paraméterei

A Ky a zimogén esetében is rendkivil kis értéket vesz fel, ami er6s enzim-szubsztrat
kdlcsonhatasra utal. A kea viszont csaknem két nagysdgrenddel kisebb a zimogén esetében
az aktiv formdhoz képest és ez az oka az alacsonyabb katalitikus hatékonysagnak. A
maganyos C4 és a C4-MASP-2 komplex szerkezetének Osszevetésébdl az is kiderl, hogy a
C345C megkotése a MASP-2 CCP modulok altal olyan konformaciévaltozast indukal a C4
szerkezetében, ami stabilizalja az R-hurokrégiot, alkalmasabbd téve ezaltal a proteolitikus
hasitasra (Kidmose és mtsi.,, 2012). Vagyis a szubsztrat megkotése a kils6 kotShelyen
keresztll mind az enzim, mind pedig a szubsztrat esetében jelentés konformaciévaltozast
okoz. Patkany eredetli MASP-2 zimogén és a C4 kozotti kolcsOnhatast analitikai
ultracentrifugas kisérlettel is igazoltdk (Chen és Wallis, 2004). Az MBL-hez kapcsolédo
zimogén MASP-2 azonban nem kot C4-et. Az MBL-MASP-2 komplexben tehat a CCP modulok
nem férhet6k hozza a C4 szdmdra, azok valdszin(leg csak aktivalddaskor keriilnek a komplex
felszinére. Ezért nem valdszinli, hogy a C4 zimogén MASP-2 altali hasitasanak barmilyen
fizioldgiai jelent6sége lenne, viszont a jelenség rendkivil szemléletesen példazza a zimogén
MASP-2 proteolitikus aktivitasat fehérje szubsztrattal szemben.

A zimogén proteolitikus aktivitdsa teszi lehetévé az autoaktivalédast is. Annak
bizonyitdsara, hogy az R444Q zimogén mutans képes MASP-2 szubsztratot is hasitani,
tanulmanyoztuk a vad tipusi MASP-2 autoaktivacidjat. Kdzvetlenil renaturdcié utan a vad
tipusi MASP-2 CCP1-CCP2-SP fragmentum még egylancu formaban van jelen, csak a tisztitasi
l[épések soran aktivalédik. Vad tipusu zimogént ugy tudtunk prepardlni, hogy a pH-t 5,5-re
allitottuk és a kromatografidas l|épéseket 4°C-on végeztik. pH 5,5-6n a katalitikus triad
hisztidinje protonalédik, igy nem tudja katalitikus funkcidjat ellatni. Az igy preparalt zimogén
MASP-2 hosszu ideig stabil marad, viszont gyorsan felaktivalédik, ha a pH-t 7,5-re allitjuk
(t1/2=26 perc). Az aktivalédast gélen, az egylancu forma eltlinésével, illetve a kétlancu forma
megjelenésével kovethetjilk nyomon. A vad tipusi MASP-2 aktivacios gorbéje egy tipikus
autoaktivacids folyamatot mutat (27. dbra).
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27. abra
R A vad tipusu zimogén
1" . * MASP-2  CCP1-CCP2-SP

eern® 4 " R ’ fragmentum
. SP domen autoaktivalodasanak

= 4 idébeli lefolyasa
1.0x10° A m 37 °C-on inkubdltunk 1,84 uM
. kezdeti koncentrdcidju
zimogént. SDS poliakrilamid
gélelektorforézissel  kévettiik
aa t = . nyomon az egyldci forma
0.0 , , , , , ‘ ‘ eltiinését, illetve az SP domén

T T T T T T T
0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 megjelenéSét.
1d5 (s)

7 De10® 1 Egylancu forma

Koncentracio (M)

L. Fy
5.0x107 -

Az autoaktivacid elsé lépésében zimogén protedz hasit zimogént. Ez egy lassu, erGsen
koncentraciofiiggé folyamat. Ez megfeleltethet6 a szigmoid gorbe els6, alacsony
meredekségl részének (lag fazis). A gobe exponencidlis részében mar az aktiv MASP-2
prozedzok hasitanak zimogén protedz molekuldkat. Ennek a masodik |épésnek a
hatékonysaga sokkal nagyobb, mint az els6é. A zimogén MASP-2 proteolitkus aktivitdsanak
demonstralasara az autokativalddasi folyamat elején 10-szeres moldris feleslegben R444Q
mutanst adtunk a rendszerhez. Az alacsony koncentracidban (0,07 uM) jelen 1évs, és
onmagaban csak lassan autoaktivalédo vad tipusi MASP-2 aktivalédasi sebessége csaknem
megharomszorozdédott a zimogén MASP-2 hatdsara (28. abra). Ne felejtsiik el, hogy az R444Q
mutdns hasitani ugyan tud, de 6nmaga nem hasithatd, ezért csak az elsé lépésben tud részt
venni.

28. abra

2 0x10® T A vad tipusu zimogén
£ MASP-2  CCP1-CCP2-SP
£ .l fragmentum
T autoaktivacioja R444Q
@ § mutans forma jelenlétében
tnol- -‘CS 1.0x10%
< g A reakcidelegyeket 3 6rdn
22, .0 = keresztiil inkubdltuk 37 °C
I hémérsékleten.

0.0
vad MASP-2 zimogén vad MASP-2 zimogén
(0,064 nM) + R4440Q) mutins

(0,064 pM : 0,64 M)

A fenti kisérlet egyértelm(ien bizonyitotta, hogy a zimogén MASP-2 képes zimogén
MASP-2-t hasitani és ez a folyamat az autoaktivdlddas kulcsa. A rendelkezésiinkre allo
zimogén és aktiv MASP-2 CCP1-CCP2-SP szerkezeteket felhaszndlva molekuldris szinten
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dokkolassal beillesztettik a zimogén MASP-2 SP doménjét. A MASP-2/MASP-2 zimogén
komplex szerkezeti modell kiterjedt kontaktfelszineket (1500-1600 A%) j6sol a két molekula
kozott (29. abra). Az S1-P1 séhid kozvetlen kornyezetét hidrofdb kdlcsénhatdsok stabilizaljak,
mig a kotd régid hataran négy toltott és polaros aminosavakbodl allé régidé elektrosztatikus
kdlcsonhatasokkal jarul hozza a komplex Osszetartasahoz. Ha a modellben az aktiv MASP-2
molekuldt is zimogénre cseréljiik, a kedvezd kolcsonhatdsok nagy része tovdbbra is
fennmarad, de kedvezétlen, taszitd jellegli kolcsonhatasok is megjelennek, azoknak a
régioknak a részvételével, amelyeknek el kell mozdulniuk az aktiv konformacid
kialakulasahoz. Az egyik ilyen taszité kolcsonhatds a szubsztrdt P1 argininje és az enzim
szubsztratkots zsebét ledrnyékold Arg®® kozott alakul ki. Lehetséges azonban, hogy éppen
ez az a taszitd kolcsénhatads, ami indukdlja a zimogén enzimben az aktiv konformacid
kialakuldsat az 1-es hurokrégié elmozduldsa révén hozzdjarulva az oxianionkot6 zseb és a
szubsztratkotd zseb kialakuldsahoz.

A

aktiv forma zimogén forma (szubsztrat)

™

29. abra
A MASP-2 enzim-szubsztrat komplexek modellje
(az abrakon szétnyitott komplex lathato)

(A) Az aktiv protedz és a zimogén enzim kozétt kialakukd komplex. A hidrofob kélcsénhato
felszineket sdrga szinnel, mig a poldrosokat piros szinnel jeléltiik.

(B) Két zimogén molekula kézétt kialakuld enzim-szubsztrat komplex. A kedvezd
kélcsénhatdsokat kék szinnel, mig a kedvezétleneket narancsszinnel jeléltiik. A piros nyilak
az enzim szerepét jdtszo molekula aktivdcios doménjében taldlhaté hurokrégidkra (loop)
hato taszitd kélcsénhatdsokat reprezentdljdk.
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Osszefoglalva tehat megallapithatjuk, hogy az autoaktivalodas két 1épésbél all (30.
abra). Az elsé6 |épésben két zimogén molekula taldlkozik, és az egyik elhasitja a masikat. Az
autoaktivaciés domén nagyfoku flexibilitdsa révén az egyik MASP-2 zimogén molekula (az
»enzim”) képes felvenni az aktiv enzimre jellemz6é konformdaciét. Ezt a folyamatot segitik,
illetve az aktiv szerkezetet stabilizaljdk azok a kedvez6 kolcsonhatdsok, amelyek az ,,enzim”
és a ,szubsztrat” zimogén MASP-2 molekuldk kozott alakulnak ki. Az aktivacios peptid
elhasaddsa utdn a szubsztrat MASP-2 molekula aktiv enzimmé valik, és a komplex szétesik.
Az autoaktivacios folyamat masodik, gyors |épésében az el6z6ekben keletkezett aktiv enzim
hasit zimogén molekuldkat, ami a folyamat nagymértékd felgyorsuldsdhoz vezet.

1. 1épés 2. 1épés 30. abra

Az autoaktivacié mechanizmusa
a Az autoaktivdcios folyamat két lépésbél dll.
{‘ Az elsé lépésben zimogén hasit zimogént,

mig a mdsodikban aktiv enzim zimogént.
Kiindulasi Az inaktiv zimogén konformdcidju SP
domént kék, az aktivszerli konformdcioju
zimogén SP domént narancs, mig a
kétldncu aktiv SP domént cikldmenvérés
szin jeléli. Zéld nyil: kedvezé kélcs6hatds,
piros nyil: kedvezétlen kélcsénhatds a
komplexen beliil. A flexibilis CCP2/SP

Inaktiv/aktiv-szerQ
atmenet

Michaelis
komplex

Enzigigakeio hatdrfeliilet elGsegqiti a komplex
kialakuldsahoz sziikséges domén-domén
OO@ orientdcio létrej6ttét (sdarga nyil).
Tennélql‘lévozésa
)\SY
N

Ugy gondolom, hogy ez a mechanizmus nem csak a MASP-2-re, hanem a tdbbi
autoaktivacioéra képes proteazra (Clr, MASP-1) is érvényes. Az autoaktivaciés folyamat elsé
I[épésénél nagyon fontos, hogy a zimogén molekuldak megfelel§ orientacidéban talalkozzanak.
A C4 molekula zimogén MASP-2 3altali hasitasanal lattuk, hogy a nemkatalitikus CCP
moduloknak a szubsztrat megkotésében és orientdldsaban mekkora szerepe van. Ebben a
tekintetben mindenképpen figyelembe kell venni, hogy fiziologids koriilmények kozott az
autoaktivacié nem oldatfazisban, hanem a felismeré komplexeken beliil, esetleg az MBL-
MASP komplexek esetében, az aktivacids felszinre lek6tott komplexek kozott megy végbe. A
komplexekben a proteazok a felismeré molekuldk kollagén szdraihoz vannak rogzitve, ezért
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az SP domének lokalis koncentracidja sokkal nagyobb, mint oldatfazisban lenne. A
mintdzatfelismer6é molekuldk egyrészt az aktivacids felszinhez kotik a komplexet, masrészt
kedvezé korulményeket biztositanak az autoaktivacid szamara. A komplexeken belil, a
nemkatalitikus domének segitségével, az SP domének konnyebben taldlkozhatnak megfelel6
orientacidban az autoaktivalddas soran, mint a felismeré molekulak nélkil, oldatfazisban.

6.2.2 MASP-1
6.2.2.1 A MASP-1 széles specificitdsu protedz, sok tulajdonsdgdban a trombinra emlékeztet

A MASP-1 tanulmdnyozasat rendkiviil megnehezitette, hogy szérumbodl nehezen tisztithatd
és rekombinans formaban vald termeltetése is problémas, mert a vad tipusu MASP-1 a
legtobb gazdasejtet elpusztitja. Idedlis megoldas ezért E. coliban, inklUzids testek formadjaban
kifejezni ezt a fehérjét, mivel proteolitikus aktivitdsa csak a renaturdldsi procedura utan, in
vitro korilmények kozott jelenik meg. Mint azt mar korabban emlitettem, a MASP-1
katalitikus fragmentuma (CCP1-CCP2-SP) renaturdcid soran autokativalédik, ami az aktivacios
peptid Arg**®-1le** kotésének a hasadasaval jar. Huzamosabb inkubalds, hosszabb tarolas
soran autolitikus folyamat kovetkeztében egy Ujabb kotés, az Arg”**-Asp®, is elhasad az SP
doménen belil. Az 1le*-Arg®® fragmentum tartalmazza a katalitikus tridgd hisztidinjét
(His*®), ezért ennek a peptidszakasznak a disszociacidja a proteolitikus aktivitas

elvesztéséhez vezet (31. abra).

31. abra

aktiv MASP-1 A MASP-1 katalitikus régiojanak
autodegradacioja

autolizis az
Arg504-Asp505

kotés mentén

@@I prine Protease inaktiv MASP-1

Az autolitikus hasitas kovetkezményeként jelenik meg az SDS poliakrilamid gélelektroforézis
soran egy extra csik a MASP-1 preparatumokban (redukalé koriilmények kozott 24 kDa,
nemredukalé kortlmények kozott 39 kDa) (17. dbra a/l1 és b/1 savok). A tobbi korai
komplement proteaz (Clr, Cls, MASP-2) nem hajlamos ilyen mértékben az autolizisre. Ez a
tény is jelzi, hogy, mint azt késébb részletesebben is latni fogjuk, a MASP-1 proteolitikus
tulajdonsagaiban (aktivitas, szubsztratspecifitas) jelentésen kilonbozik a rokon enzimektél.
A MASP-2 felfedezése utan nyilvanvaldova valt, hogy a C3-konvertaz (C4b2a) képzési
képesség, amit addig a MASP-1-nek tulajdonitottak, a MASP-1 preparatumok MASP-2
szennyezésének volt koszonhetd. Mint kideriilt, a MASP-1 nem képes C4-et hasitani, ezért
egyediil nem tudja beinditani a komplement kaszkddot. A MASP-1-et felfedezd japan kutatd
azonban nem nyugodott bele, hogy fehérjéjét ,lefokozzak”, és azzal a meglepd, de mint latni
fogjuk nem tul megalapozott feltételezéssel allt el6, hogy a MASP-1 kozvetleniil is képes C3-t
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hasitani (Matsushita és Fujita, 1995; Matsushita és mtsi., 2000). Ezzel révidre zarta a dolgot,
hiszen igy nincs szikség C4 és C2 hasitasra, a MASP-1 6nmagdban is egyféle C3-
konvertazként mdkodik. Erre a bizonyiték egy SDS PAGE volt, amin MASP-1-gyel inkubalt
(37°C, 1h), és részben hasadt C3 volt lathaté. A széban forgd publikaciébdl nem derdl ki a
reakcidban haszndlt MASP-1 pontos mennyisége (koncentrdcidja) és enzimkinetikai
paramétereket sem hatdroztak meg. A kisérletet mds laboratériumok is megismételték és
meglehetGsen eltér6 eredményeket kaptak. Voltak, akik igen hatékony C3 hasitdst
detektdltak, mig masok gyakorlatilag egydltalan nem tudtdk reprodukdlni a japan kutaték
eredményeit. A kutatoi tarsadalom két részre szakadt, C3 hasitas hivékre és ellenz6kre. A
hiv6k szerint a MASP-1, ugyan nem tul nagy, C3 hasitasi képessége arra mindenképpen
elegendd, hogy annyi C3b keletkezzék, amennyi beinditja az alternativ utat. Az ellenz6k
szerint viszont a C3 nem fizioldgids szubsztratja a MASP-1-nek. Mivel laboratériumunkban
rendelkezéslinkre 3allt tiszta, ismert koncentracidju rekombinans MASP-1 és MASP-2,
elhataroztuk, hogy tisztazzuk ezt a fontos kérdést (Ambrus és mtsi., 2003). Ennél a kisérletnél
azonban nem csak az enzim, hanem a szubsztrat minésége is rendkivil fontos. Tudjuk, hogy
a C3 egy labilis tioészter kotést tartalmaz a molekula belsejében, ami normal esetben csak a
C3a fragmentum lehasadasakor keril a felszinre és reagal nukleofilekkel, azonban nagyon
lassan, spontdn moddon is elhidrolizdlhat (tick over). Ezért a kisérleteinknél egyrészt
szérumbdl frissen preparalt C3-at hasznaltunk, aminek a min&ségét I|-faktorral vald
hasitdssal, H-kofaktor jelenlétében, ellenériztiik és csak akkor haszndltuk, ha az ép C3
mennyisége legalabb 95% volt. ElGallitottuk a C3 tioészter hasitott vdltozatat is, ahol
nuleofilként ammoniat haszndltunk. A C3 preparatumot 90 percig inkubaltuk 0,2 M
ammoénium-hidrogén-karbonat oldatban 37°C-on (pH=8,0). llyen koérilmények kozott a
tioészter kotések teljesen elreagdlnak az ammodnidval és C3(NHs) keletkezik. Méréseink
szerint a C3 tioészter hasitott formajat (C3(NHs)) a MASP-1 lassan, de j6l mérhet6en hasitja
(keat/Km= 61002600 M™s™) (32. dbra), mig az intakt C3-mal szemben egy nagysagrenddel
kisebb az aktivitasa (ket/Ky= 30030 M™'s™).

o 1"18 2 ¥ & P 12 18 27 W 32 ébra
A MASP-1 C3i hasitasanak
205kDa —» nyomonkovetése SDS

poliakrilamid gélelektroforézissel

116 KDa ™ gy | s AP ——

it~ e o S S5 WD =D e A reakcioelegyet 37 °C-on inkubdltuk
e 1:5 enzim-szubsztrdt ardnyt
e e e e e S Ce ew e e alkalmazva.

45 kDa —n

Kilénosen kicsiknek tlinik ez az aktivitds, ha egy valédi C3-konvertdz, a C3bBb katalitikus
hatékonysagaval vetjuk Ossze (kcat/Kv= 310000 Mist). A specificitdsi konstansok kozotti
harom nagysdgrendbeli kilénbség jol mutatja, hogy a MASP-1 nem m(ikédik hatékony C3-
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konvertazként. Az intakt C3-mal szemben mutatott kis aktivitas valdszinlleg annak a
kovetkezménye, hogy a C3 lassan hidrolizal és mi tulajdonképpen a hidrolizis sebességét
mérjuk, vagyis a MASP-1 az intakt C3 molekuldt egyaltaldan nem képes hasitani, tehat a mért
reakcionak nincs fiziolégias kovetkezménye. Hogy a reakci6 mennyire nem MASP-1
specifikus az is mutatja, hogy hasonlé hatékonysaggal, és valdszinlileg hasonld
mechanizmussal, a MASP-2 is képes C3 komponenst hasitani (keat/Kv= 350120 M'ls'l).
Nyilvanvalova valt tehat, hogy az eltéréseket a kilénboz6 laboratériumok mérési
eredményei kozott az okozta, hogy a MASP-1 preparatumok és fGleg a szubsztratként
haszndlt C3 preparatumok minGsége eltérd volt. Egy régebben készitett (esetleg vasarolt) és
hosszabb ideig tarolt C3 mintaban jéval tobb C3(H,0) van, mint egy frissen preparaltban. Akik
ilyen szubsztratot haszndltak, azok jéval nagyobb hasadast detektdltak, mint akik frissen
preparaltak C3 fehérjét szérumbdl. Ezek alapjan kimondhatjuk, hogy a C3 nem fizioldgias
szubsztratja a MASP-1-nek. Ugyan kisérletlink bizonyité erejl volt, a C3 hasitas hivei még
sokaig probaltak védelmezni elméletiiket. Kovetkeztetésiink helyességét évekkel kés6bb a
MASP-2 knock-out egerek szérumaval végzett kisérletek is teljes mértékben aldtamasztottak.
Ezekben az egerekben ugyanis nem detektdlhaté lektin ut aktivitas, holott szérumuk
ugyanolyan mennyiségben tartalmaz MASP-1-et, mint a vad tipusu egéré (Schwaeble és
mtsi., 2011). Ha a MASP-1 6ndllé C3-konvertazként mlkoédne, akkor a MASP-2 knock-out
egerek szérumaban is mikodnie kellene a lektin Utnak.

Rekombinans MASP-1 fragmentumunkkal végzett kisérleteink azt is megerGsitették,
hogy a MASP-1 nem képes szamottevé mértékben C4-et hasitani (keat/Kv= 6901400 M'ls'l). A
mért kis proteolitikus aktivitds ebben az esetben is - hasonléan a C3-hoz - valészin(leg a
hidrolizalt C4 hasitdsanak a kovetkezménye. A C2 az egyetlen komplement komponens,
amivel a MASP-1 viszonylag hatékonyan reagal (kcat/Km= 30000£12000 M'ls'l). A C2-t ugyan a
MASP-2 CCP1-CCP2-SP fragmentum sokkal jobban hasitja (kcat/Kv= 500000£9000 M'ls'l), ha
azonban figyelembe vesszilk, hogy a MASP-1 koncentraciéja a vérben csaknem
harmincszorosa a MASP-2 koncentracidjanak, akkor valdszinGsithet§, hogy a C2 MASP-1
altali hasitasanak fiziolégiai jelentGsége lehet. A lektin Ut aktivalédasa soran csak a MASP-2
képes szamottevé mértékben C4-et hasitani. Azonban a C3-konvertaz masik komponensét, a
C2-t mar mindkét protedz hasitja, ezért ez a folyamat nagyon hatékonyan mehet végbe
(Chen és Wallis, 2004; Moller-Kristensen és mtsi., 2007). Ez lehet az oka annak, hogy mig a
lektin Gt aktivalédasa soran a felszinre lerakdédé minden C4b molekula C3-konvertaz része
lesz, addig a klasszikus Ut esetén csak minden negyedik (Rawal és mtsi., 2008). A MASP-1
altali C2 hasitast C1-inhibitorral és a,-makroglobulinnal is gatolni lehetett.

A MASP-1 és a tobbi rokon szerin proteaz (Clr, Cls, MASP-2) enzimatikus aktivitdsa
kozott az egyik legfeltlin6bb kiilonbség az, hogy a MASP-1 szubsztratspecificitasa nem
annyira sz(ik, mint altaldban a komplement proteazoké. Ennek egyik leglatvanyosabb
bizonyitéka az, hogy a MASP-1 aktivitasa detektalhato zselatin zimografidval (33. abra), mig a
MASP-2, Cl1r és C1ls nem mutat ilyen aktivitas (Gal és mtsi., 2007). A zselatin zimografia a
tripszinszerd szerin protedzok kimutatasanak egy nagyon érzékeny maddszere, komplement
proteazokra azonban dltalaban nem mdkoédik azok szlk specificitdsa miatt. A MASP-1 lazabb
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szubsztratspecificitasat, mint azt a kés6bbiekben latni fogjuk, a kristalyszerkezete is

aldtamasztotta, valamint az a tény, hogy az id6k folyamdan szdmos potencialis szubsztratjat
azonositottuk.

MASP-2 MASP-1 33. abra

MASP-1 és MASP-2 proteazok
zselatin zimografiaja

ikos A rekombindns CCP1-CCP2-SP
fragmentumokat (2ug/minta) 0,2%
(w/v) zselatint tartalmazo
nemredukdld poliakrilamid gélen (10%)
futattuk meg. Elektroforézis utdn a
gélt 37 °C-on inkubdltuk egy éjszakdn
dt a reakcidpufferben (20 mM Tris-HCI,
200 mM NaCl, 4 mM CaCl,, pH 7,4),
majd megfestettiik.

66 kDa

45 kDa
30 kDa

20.1 kDa

14.4 kDa

A MASP-1 és MASP-2 szubsztratspecificitdsat oligopeptid szubsztrat konyvtar
segitségével is vizsgaltuk (Ambrus és mtsi., 2003). A szubsztrat konyvtar 7 kilonbozé,
egyenként 13 tagu, oligopeptid keverékét tartalmazta (Antal és mtsi.,, 2001). Az
oligopeptidek szekvencidja minddssze a P1 helyen kiilonb6zott: His-Ala-Ala-Pro-Xxx-Ser-Ala-
Asp-lle-GIn-lle-Asp-lle, ahol az Xxx aminosav Lys, Arg, Tyr, Leu, Phe, Trp, vagy prolin volt.
Ebben a kisérletben tehat a protedazok P1 specificitasat teszteltik. Az enzimeket az
oligopeptid szubsztratok keverékéhez adtuk, tehadt a reakcid sordn a protedzok
kivalaszthattak a szdmukra legkedvez6bb szubsztratokat. Nem meglep6 moddon a
rekombinans MASP-1 és MASP-2 CCP1-CCP2-SP fragmentumok csak a P1 helyen lizint vagy
arginint tartalmazo oligopeptideket hasitottdk el (34. dbra).

34. abra
A MASP-1 és MASP-2 proteazok
P1 specificitdsanak tesztelése
oligopeptid szubsztratokon

Lys OArg

888883888

-

Hasitott szubsztrat (%)

A |

o $ & 10 15 o 1 5 10 15'
MASP-1 CCP1-CCP2-SP MASP-2 CCP1-CCP2-SP
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Ebben nem kiilonboznek a tobbitripszin szerl protedaztdl. Felt(ing kilonbség van azonban a
MASP-1 és MASP-2 kozott abban a tekintetben, hogy a MASP-1 erés preferencidt mutat a P1
helyen arginint tartalmazé szubsztrat irant. 15 perc alatt a MASP-1 a szubsztratkeverébdl a
P1 Arg szubsztrat 90%-at elhasitja, mig ugyanezen id6 alatt a P1 Lys szubsztratnak csak a
20%-at emészti. Hasonléan extrém arginin szelektivitast ebben a rendszerben a trombin
esetében mutattak ki korabban. A MASP-2 is P1 Arg preferenciat mutat, de korantsem olyan
erGset, mint a MASP-1. A MASP-2 P1 Arg/Lys preferencia tekintetében inkabb a tripszinhez
hasonlithaté.

A MASP-1 proteolitikus aktivitasat teszteltilk néhdny szérum proteinen is (Hajela és
mtsi., 2002; Krarup és mtsi., 2008). Kiderilt, hogy mind a rekombindans MASP-1, mind pedig a
szérumbdl tisztitott enzim képes hasitani a trombin két fontos szubsztratjat: a fibrinogént és
a Xlll-faktort (plazma transzglutamindz). Ily médon a MASP-1 képes térhalds fibrinpolimer
kialakitdsara (35. abra).
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35. abra
A MASP-1 hasitja a fibrinogént

Kereskedelmi fibrinogén prepardtumot, amely szennyezéként Xlll-faktort is tartalmazott, 2
mg/ml-es koncentrdciéban feloldottunk pufferben (20 mM HEPES, 140 mM NaCl, 5mM
CaCl,, pH 8). 60 ug fibrinogént emésztettiink 0,5 ug MASP-1-gyel 70 ul végtérfogatban 37
°C-on. Az emésztést és a polimer képzédést SDS poliakrilamid gélelektroforézissel kévettiik
nyomon. A reakcio kezdetén csak a fibrinogén intakt o, 8 és y ldnca (monomer) volt jelen
szdmottevé mennyiségben. Két ora elteltével az a és y Idncok csaknem teljesen elhasadtak,
és a Xlll-faktor kézremiikddésével y dimerek és o polimerek (o) képzédtek. A Cl-inhibitor
teljesen gdtolta a reakciot.

Ez 6sszhangban van az oligopeptid szubsztratkeverék emésztésébdl levont kdvetkeztetéssel,
miszerint a MASP-1 egy trombinszer(i specificitdssal rendelkez6 enzim. Specificitasi
konstanst a reakcidkra nem hataroztunk meg, de a MASP-1 Iényegesen gyengébben emészti
ezeket a szubsztratokat, mint a trombin. Becslésiink szerint a MASP-1 aktivitdsa (turnover
rate) ~650-ed része a trombinénak. A MASP-1 a fibrinogén emésztése soran felszabaditja a
proinflammatorikus tulajdonsaggal rendelkezé fibrinopeptid B-t. A véralvadas és a
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komplementrendszer kozott sok kapcsolatot tartak fel. A két rendszer kolcsondsen képes
aktivalni egymast. Egy publikacid szerint a C3 knock out egerekben is elhasad a C5, és ez
kdzvetlenil vagy kdzvetve a trombin aktivitdsanak kdszonhetd (Huber-Lang és mtsi., 2006). A
MASP-2-rél pedig azt mutattuk ki, hogy képes aktivalni a protrombint és ezzel lokalis
koagulaciét indukalni a baktériumsejt felszinén (Krarup és mtsi.,, 2007). Ha tehdat a
komplementrendszer lektin Utja aktivalddik, akkor az a véralvadasi kaszkadra is hatassal van.
Ezzel kapcsolatban fontos megjegyezni, hogy a lokalis koagulacié a természetes immunitas
egyik Gsi mechanizmusa (Delvaeye és Conway, 2009; Zhu és mtsi.,, 2005). A fert6z6
mikroorganizmusok szervezeten belll vald elterjedését megakadalyozza, hogyha korilotte
térhaldés polimer képz6dik. Ez a mechanizmus jol ismert az atlanti térfarkd radk (Limulus
polyphemus) esetében, ahol a fert6z6 mikroorganizmus behatoldsa a hemolimfaba a
fibrinnel homolog koagulogén polimerizacidjat valtja ki. A folyamatban résztvevé C-faktor és
G-faktor a gerinces komplement és véralvadasi protedzokhoz hasonlé multidomén enzimek
(Gaboriaud és mtsi., 1998; Muta és mtsi., 1991). A t6rfarku rdk szintjén a véralvadasi és az
immunoldgia funkcidk szétvalaszthatatlanok. Valdszinli, hogy a modern véralvadasi és
komplementrendszer egy &si kaszkadrendszerbdl fejlédott ki. A MASP-1 egy 0Osszekotd
kapocs a két rendszer kozott és lehetséges, hogy a koagulacids folyamatokra is hatassal van.
Erre vonatkozdan az utdbbi id6ben egyre tobb publikacid 1at napvildgot (Gulla és mtsi., 2009;
Takahashi és mtsi.,, 2011; La Bonte és mtsi.,, 2012; Hess és mtsi., 2012). Ha evolulcids
szempontbdl vizsgaljuk a komplement proteazokat, kideril, hogy a MASP-1 egy Gsibb
allapotot képvisel, mint a rokon C1r, C1s, MASP-2 és MASP-3.

Krem és Di Cera (2001; 2002) harom markert javasolnak a tripszinszer(i szerin
protedzok evoluciés statuszanak jellemzésére. A marker konfiguracidk alapjan
rekonstrudlhatjuk a protedzok valdszinl evolucids kronoldgidjat és jobban megérthetjik a
kiilonb6z6 kaszkadrendszerek kialakuldsat és a koztik lévé kapcsolatokat. Mindhdarom
marker a katalitikus apparatus kialakitasaban résztvevé konzervativ aminosav, amelyeknek

195
), a
102

két allapota, egy 6si és egy modern, lehet. Az egyik ilyen marker a katalitikus szerin (Ser
214 Ez utdbbi a katalitikus triad Asp
aminosavanak helyzetét stabilizalja. A markerek G&si véltozataban a szerint TCN (N =

masik pedig a szintén nagyon konzervativ Ser

barmilyen bazis) triplet kddolja a DNS-ben, a modern véltozatban viszont AGY (Y =Cvagy T) a
kéddon. A harmadik marker a 225-0s pozicidoban talalhaté, és az &si valtozatban prolin, a

2% tartalmu szerin protedzok Na® ionnal allosztérikusan

modernben pedig tirozin. A Tyr
aktivalhatok, mig a Pro®”® markerrel rendelkezé proteazok nem kétnek natriumot. A legésibb
marker konfiguracio tehat a Ser*® (TCN)/ Ser®** (TCN)/ Pro*?; a legmodernebb pedig a Ser'®
(AGY)/ Ser’™ (AGY)/ Tyr**. A szerin protedzok ezen markerek alapjan elméletileg nyolc
kategdridba sorolhaték. A kaszkadrendszerek protedzainak ilyen besoroldsa, és még néhany
egyéb megfontolas alapjan Krem és Di Cera arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy a korai
evolucids allapotot egyetlen Gsi kaszkadrendszer jellemezte, amely, mint azt a térfarkd rak
példajan is lattuk, elsésorban immunoldgiai funkcidt latott el. A toérzsfejlédés soran késébb
jobban szétvaltak a kiilonb6z6 kaszkadrendszerek, és a modern véralvadasi kaszkad a

természetes immunitas egyfajta ,melléktermékének” tekinthet6. Ha a Di Cera féle
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osztalyozast alkalmazzuk a komplement prozedzokra és dsszehasonlitjuk 6ket a véralvadas
és a fibrinolizis enzimeivel, kiderll, hogy a MASP-1 az egyik legGsibb komplement proted:z
(G4l és mtsi., 2007) (36. abra).

Serl95:TCN
Ser2 1.4 :TCN
Pro225

Ser1o5:Ton| ) o I seraosien
(94, up [ SerzaarTcn [Serz1a:7eN
Pro22s | Prozzs |

Kezdeti konfiguracio

Elso 1épés

Clr, Cls

MASP-2
| Ser214:TCN | Masp-3

thrombin

Masodik Iépés

Harmadik lépés

36. abra
A komplement, a véralvadasi és a fibrinolitikus kaszkad proteazainak
evolucios statusza a Krem és Di Cera altal javasolt markerek alapjan
fX = X-faktor (pl. fD = D-faktor), tPA = széveti tipusu plazminogén aktivator, uPA = urokindz
tipusu plazminogén aktivdtor

A legGsibb marker konfiguraciéval az egydoménes D-faktor rendelkezik. A MASP-1 marker
konfiguracidja csak egy ponton (Tyr’?®) kiilonbozik a leg8sibbtél, ezért viszonylag koran
jelenhetett meg az evolucié soran. A MASP-1 az egyediili komplement proteaz, amely a
Ser'®® (TCN)/ Ser®™® (TCN)/ Tyr**® evollciés vonalba tartozik. Ugyanezen az evollcids szinten
(egy marker kulénbség a D-faktortdl) talalhatéd ugyanakkor a C2, B-faktor, I-faktor, tPA, uPA
(Ser™® (TCN)/ Ser®™* (AGY)/ Pro*®), valamint a plazmin (Ser'®® (AGY)/ Ser*** (TCN)/ Pro*®). Ez
a besorolds azt sugallja, hogy a fibrinolitikus kaszkad enzimei el6bb - a MASP-1-gyel egy
id6ben - jelentek meg az evolucié sordn, mint a modern véralvadasi protedzok. Elképzelhet6
tehat, hogy egy, a MASP-1-hez hasonld enzim valdban els6sorban koaguldciés funkcidval
rendelkezett és ezért volt sziikség a fibrinolitikus rendszer jelenlétére is. A kovetkezé
evoluciés szinten (két marker kiulonbség a D-faktortdl) az Osszes enzim egy
markerkonfiguraciéval rendelkezik (Ser195 (AGY)/ Ser?! (TCN)/ Tyr225). Ide sorolhaté a Cir,
C1s, MASP-2, MASP-3 és a trombin. A D-faktor és a B-faktor 6sibb markerkonfiguracidja jelzi,
hogy az alternativ Ut el6bb jelent meg a klasszikusnal. Az elmélet szerint az evollcié soran
legkésébb megjelend, Ser'® (AGY)/ Ser’™ (AGY)/ Tyr’® vonalba tartoznak a Vil-faktor, IX-
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faktor és a X-faktor véralvadasi protedzok. A MASP-1-nek a C1r/C1s/MASP enzimcsalad tobbi
tagjahoz képest evollciésan Gsibb mivoltdra mas jelek is utalnak. A MASP-1 SP doménjében
tobb diszulfid hid van, mint az enzimcsalad tobbi tagjaban. Az evollcié soran csokken a
diszulfid hidak szama a tripszinszer( protedzokban (Kénesi és mtsi., 2003). A humadn tripszin
1-ben még o6t diszulfid hid talalhato, mig a C1r/Cls-ben csak kett6. A MASP-1-ben azonban
még jelen van a tripszinekre jellemzé Cys*’-Cys®® diszulfid hid, az un. hisztidin hurok.
Ugyancsak a MASP-1 kiilonleges statuszat jelzi a C1r/C1s/MASP enzimcsalad tagjai kozott,
hogy SP doménjét hat exon kédolja a genomban (Endo és mtsi., 1998), mig a tobbi proteazét
csak egy. Mindezek a tények megerésitik azt a feltételezést, hogy a MASP-1, noha bizonyos
tulajdonsagai (MBL-hez kot, C2-t hasit, Cl-inhibitor gdtolja) alapjan egyértelmien a
komplementrendszerhez sorolhaté, 6sszekotd kapcsot jelenthet mas kaszkadrendszerek felé
és szubsztratjait nem csak a komplement fehérjék kozott érdemes keresni.

A MASP-1 kilénb6z6 protedz inhibitorokkal szembeni viselkedése is eltér a tobbi
korai komplement protedztdl. Méréseink szerint a MASP-1 aktivitdsa gatolhaté C1-
inhibitorral (ka.ss=6,2i1,OX1O3 M'ls'l) (Dobd és mtsi., 2009), bar nem annyira hatékonyan,
mint a MASP-2 aktivitasa (ka$$=3,5-_+0,2X105 M'ls'l). A heparin, ami altaldban megnoveli a
proteaz-szerpin gatlas hatékonysagat, a MASP-1/Cl-inhibitor reakcidra nincs szamottevd
hatdssal, mig a MASP-2 esetében egy nagysagrenddel noveli a sebességi allandét
(kass=2,8i0,1X106 M'ls'l). Egy masik szerpin, az antitrombin, szintén gdatolja a MASP-1
proteolitikus aktivitdsat, azonban a gatlas hatékonysagat ebben az esetben a heparin
jelentésen (~30-szorosara) megnoveli. Heparin nélkil a sebességi dllandd 1.4 £ 0.1 x 10> M’
s mig 50 ug/ml heparin jelenlétében 4.0 + 0.2 x 10* M™s™. Ezek alapjan azt a meglep6
megallapitast tehetjik, hogy a MASP-1 eddig ismert leghatékonyabb inhibitora nem a
komplement protedzokat gatld Cl-inhibitor, hanem a véralvadast (trombint) gatld
antitrombin. Ez a MASP-1-nek egy Ujabb trombinszer( jellegzetessége. A heparin hatasanak
koncentraciofliggésében azonban eltér a két protedz. A trombin esetében az un, ,bridging”
mechanizmus az érvényes, ami azt jelenti, hogy a heparin egyszerre kot a trombinhoz és az
antitrombinhoz, mintegy hidat képezve a protedz és a szerpin kozott. Mint azt a MASP-1
kés6bb ismertetésre kerilé térszerkezet mutatja, a MASP-1 SP doménjén nem taldlhaté
olyan pozitivan toltott régid, amely alkalmas lenne heparin kotésre (Dobd és mtsi., 2009).
Valészinlinek tlinik ezért, hogy a heparin nem kétédik a MASP-1-hez, hanem aktivalé hatdsat
az antitrombinon fejti ki allosztérikus médon. Az allosztérikus mechanizmusra utal a heparin
MASP-1/antitrombin reakciét gyorsitd hatasanak koncentraciofiiggése (37. abra), ami egy
szigmoid gorbe, szemben a ,,bridging” mechanizmus alapjan varhaté haranggorbével.
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A vérben magas koncentracidban (1-2 mg/ml) jelenlévé széles specificitasu proteaz
inhibitor, az a,-makroglobulin, szintén gatolja a MASP-1 aktivitdsat (Ambrus és mtsi., 2003).
1-3-szoros moldris feleslegben teljesen gatolja a protein szubsztratok emésztését, és
gélelektroforézissel a MASP-1/a,-makroglobulin  komplex kialakuldasa is detektalhatd.
Ugyanakkor a MASP-2 aktivitasat csak magas relativ koncentracidban (40-szeres moldris
felesleg) képes gdatolni az a,-makroglobulin. Funkciondlis esszéken (C3-, C4-depozicio)
alapulé legujabb méréseink az antitrombin lektin Ut gatld hatdsat teljes mértékben
megerdsitették, mig az a,-makroglobulin fiziolégias hatdsdval szemben erGs kétségeket
tdmasztottak.

6.2.2.2 A komplementrendszer uj funkcidja: A MASP-1 kézvetleniil aktivdlja az endotél
sejteket

A komplementrendszer egyik legfontosabb funkcidja a gyulladdskeltés. A kaszkad aktivacidja
soran felszabaduld proteolitikus hasitasi termékek, az anafialtoxinok kemotaktikus hatdast
fejtenek ki a leukocitdkra és G-fehérje kapcsolt receptorok révén aktivaljadk az immunsejteket
és az endotél sejteket. Hasonld aktivitdst mds rokon kaszkadrendszereknél is leirtak. A
kallikrein-kinin rendszer aktivalédasa soran a kininogénbdl felszabaduld bradykinin erésen
vazoaktiv hatasu pepetid, mig példaul a koagulacios kaszkad aktivalddasanak kovetkeztében
a trombin altal a fibrinogénrél lehasitott fibrinopeptidek szintén rendelkeznek
proinflammatorikus tulajdonsagokkal. A megtdmadott sejtek felszinére lerakddd
komplement komponensek szintén hatnak az immunsejtekre kilénb6z6 receptorokon
keresztlil. A proteolitikus termékeken keresztili sejtaktivacidé azonban nem az egyetlen
maddja annak, ahogy a protedz kaszkadok gyulladaskelté hatasukat kifejtik. Csaknem husz éve
fedezték fel, hogy bizonyos, els6sorban szerin, proteazok kodzvetlenil is képesek aktivalni
sejteket egy addig nem ismert mechanizmus szerint (Vu és mtsi.,, 1991). Ezen proteazok
legismertebb képvisel6je a trombin, amely az ugynevezett protedz aktivalt receptorokon
(PAR) keresztil kozvetlendl is képes aktivalni endotél sejteket és vérlemezkéket (Coughlin,
2000; 2005). A protedz aktivalt receptorok olyan G-fehérje kapcsolt receptorok, amelyeket
nem oldott ligandumok aktivalnak, hanem ligandumukat magukon hordozzak. Ez a ligandum
azonban rejtve marad mindaddig, amig egy proteadz a receptor N-termindlis régiéjat egy
meghatdrozott helyen el nem hasitja. Az ekkor napvilagra kerilé Uj N-terminalis szekvencia
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hordozza a ,kipanyvazott” (tethered) ligandumot, amely a hét transzmembran domént
tartalmazdé receptor masodik extracellularis hurokrégiéjdhoz kapcsolddva beinditja az
aktivaciot (38. abra). Ez az addig ismeretlen mechanizmus teljesen Uj megvilagitasba helyezte
a protedzokat. Ebben az esetben a proteazok tulajdonképpen a receptorok agonistdiként
muikodnek, és hatdsukat kozvetlenll a receptorok limitdlt proteolizisével fejtik ki. Mai
tuddsunk szerint négy PAR-t ismerilink, amelyek koziil a trombin képes a PAR1, PAR3 és PAR4
hasitasara (Adams és mtsi., 2011). A PAR2 legismertebb agonistdja a tripszin, bar ennek
élettani jelent6sége még vitatott. A P1 pozicid mind a négy PAR esetében bazikus aminosav
(PAR1/2/4 Arg; PAR3 Lys), jelezvén, hogy a PAR-ok agonistai tulnyomorészt (bar nem
kizardlag) tripszinszerd szerin protedzok lehetnek.

Thrombin PAR1 PAR1*

38. abra

A proteaz aktivalt receptorok miikodése
Az abran a trombin (z0ld gobmb) hasitja a PAR1 receptor N-terminalis régiéjat. A hasitas
kovetkeztében felszabadul a ,kipanyvazott” ligandum (sdrga rombusz), amely a receptorhoz
kotédve annak aktivacidjat véltja ki. A PAR1 szekvencidja tartalmaz egy hirudinszer(
kotbhelyet (piros ellipszis) is a trombin szamara, amely megndveli a hasitas hatékonysagat.
(Coughlin, 2000)

A protelolitikus hasitaskor felszinre kerilé Uj N-terminalis szekvencia els6 néhdny (tipikusan
hat) aminosavat reprezentdld peptidek képesek proteolizis nélkil is receptor aktivaciot
kivaltani. A PAR-ok tehat tulajdonképpen olyan peptid receptorok, amelyek peptid
ligandumukat ,, maszkirozva” magukon hordjak, ami azonban csak limitalt proteolizis révén
valik hozzaférhet6vé a receptor kot6helye szamara. Kézenfekvének latszik az analdgia a
tripszinszerl protedz zimogének aktivdldoddsdval, ahol szintén egy limitdlt proteolizis révén
felszabaduld Uj N-termindlis meghatarozott pozicioban vald kotédése stabilizadlja az aktiv
konformacidt. Az Uj N-termindlist imitalé peptidekkel (pl. Arg-lle dipeptid) ebben az esetben
is kivalthatd aktivacio (Bode és Huber, 1976, Bode, 1979). A trombin altali PAR1 és PAR4
hasitas szamos fizioldgias kovetkezménnyel jar: a vérlemezkék aggregalddnak; az endotél
sejtek alakja, ennek kovetkeztében pedig az érfal permeabilitdsa megvaltozik, adhézids
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molekuldkat (szelektinek) és gyulladaskelté citokineket (interleukinek) expresszalnak
el6segitve a leukocitdk toborzasat, adhézidjat és gordilését (,rolling”-jat). A leukocitakon és
endotél sejteken jelenlévé PAR2 hasitasanak szintén proinflammatorikus kdvetkezménye
van, bar ez esetben az agonista mibenléte nem olyan egyértelm(. A tripszin ugyan hasitja a
PAR2-t, de aktiv tripszin jelenléte példaul a vérplazmaban, normal esetben, szinte kizart. In
vitro kisérletekben a Xa-faktor és a Vlla-faktor aktivalta a PAR2-t. A kézelmultban szamos
proteazrdl kimutattdk, hogy, legaldbbis in vitro, hasitjak és aktivaljak valamelyik PAR-t (6.
tablazat).

protedz PAR1 PAR2 PAR3 PAR4

trombin + + +
tripszin +
granzyme A
katepszin G
plazmin
Xa-faktor
kallikreinek
MMP-1
triptaz
akrozin
matriptaz
gingipainok
tripszin IV +
Der P1, P2, P3

Pen C13 +

=+

+ + 4+ + + +
+ + + +

+ + + + + 4+ +
+

6. tablazat
A proteaz aktivalt receptorok agonistai

Erdekes azonban, hogy ezek kdzétt egyetlen komplement protedz sem volt, viszont mas
rokon kaszkadrendszerekbdl (pl. véralvadds) tobb szerin protedz is képviseltette magat.
Szamomra logikusnak t(int, hogy egy olyan proteolitikus kaszkddrendszer, amelynek egyik f6
funkcidja a gyulladaskeltés, és amely a természetes immunitds egyik elsé védvonalat képezi,
kihasznalja a sejtaktivacionak PAR-ok altal kozvetitett mddjat. Ha sikerlilne PAR agonista
komplement proteazt talalni, akkor a komplementrendszer egy Uj funkcidjat fedeznénk fel.
Ugy éreztem, csupan id6 kérdése, hogy mikor igazolja egy kutatécsoport ezt a
mechanizmust, (késGbb bebizonyosodott, hogy valdban nagy volt a nemzetkozi verseny), és
igyekeztem kihasznalni a korai komplement proteazok kutatdsa soran felhalmozott
tapasztalatainkat. A PAR agonista komplement protedz keresése soran figyelmem a MASP-1-
re iranyult, mivel: 1.) A vérben viszonylag nagy mennyiségben van jelen és tobbféle felismerd
molekuldhoz is kapcsolddik; 2.) Szubsztratspecificitdsa lazabb a rokon protedzokénadl, ezért
komplementrendszeren kiviili szubsztratja is lehet; 3.) Mint el6z6ekben Ilattuk, sokban
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hasonlit a PAR agonistak prototipusahoz, a trombinhoz, ezért els6sorban PAR1 és/vagy PAR4
hasitasara lehet képes.

El6zetes elképzeléseimet a MASP-1-gyel végzett kisérletek teljes mértékben igazoltak.
Sikerilt a vildgon els6ként igazolnunk a komplement proteaz altali kozvetlen sejtaktivaciot
(Megyeri és mtsi.,, 2009). Kilénb6z6 laboratériumi sejtvonalakon teszteltik a MASP-1
hatdsat, azonban attorést akkor értiink el, amikor primer humdan endotél sejttenyészeten, a
koldokzsindr vénabdl prepardlt HUVEC (human umbilical vein endothelial cell) sejtvonalon
sikeriilt egyértelmien igazolnunk a MASP-1 hataséat. ElGszor az intarcelluldris Ca®* szint
valtozdasat tanulmanyoztuk Fluo-4-AM festékkel feltoltott HUVEC sejtekben. A rekombindns
MASP-1 CCP1-CCP2-SP katalitikus fragmentum jelent6sen, a trombinnal 6sszemérheté
mértékben, megemelte a sejten beliili Ca** koncentraciét (39. abra).
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39. abra

A MASP-1 kalcium jelet valt ki az endotélsejtekben

Az intracelluldris Ca** jelet fluoreszcens mikroszkdpiaval mértiik Fluo-4 festékkel feltéltétt
sejtekben. A protedzokat (MASP-1, MASP-2, trombin) a 10. mdsodpercben adtuk a
sejtekhez. (A) 430 nM MASP-1 és 100 nM trombin dltal eléidézett ca* jel idébeli lefutdsa.(B)
A MASP-1 és a trombin dltal kivdltott Ca** jel koncentrdcid fiiggése. (C) a MASP-1 dltal
kivdltott Ca®* jel gdtldsa Cl-inhibitorral. A hisztamint pozitiv kontrollként haszndltuk. (D) A
PAR4 agonista peptid és a MASP-2 hatdsa az endotél sejtekre. 500 uM PAR4 agonista peptid
(AYPGKF-NH,), 1050 nM MASP-2, 430 nM MASP-1 és 100 nM trombin (pozitiv kontroll) dltal
kivdltott Ca’ jelet detektdltuk.
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Az effektus koncentraciéfiiggd volt és szignifikans jelet detektaltunk a MASP-1 fizioldgias
koncentraciéjanak (143 nM) megfelel6 tartomanyban. Annak bizonyitasara, hogy az észlelt
effektus valdban a MASP-1 proteolitikus hatdasanak a koévetkezménye, ekvimolaris
mennyiségl Cl-inhibitort adtunk a rendszerhez. A Cl-inhibitor a Ca®" jelet a hattér szintjéig
szoritotta le. Ezzel egyértelmuen kizartuk, hogy a HUVEC sejteket egy szennyezé (pl. E. coli)
protedz aktivalta volna. Hasonlé sejtaktivalast aktiv MASP-2 CCP1-CCP2-SP fragmentummal
még igen magas koncentraciéban (1050 nM) sem tudtunk kivaltani (39. dbra D). A
kontrollkisérleteket késGbb kiegészitettiik zimogén mutans (R448Q), illetve proteolitikusan
inaktiv mutdns (S646A) MASP-1 preparatumokkal végzett mérésekkel is (40. dbra). Ezek a
mérések minden kétséget kizaréan bizonyitottak, hogy a HUVEC sejteken beliili Ca®* szint
emelkedés egyértelmlien a MASP-1 proteolitikus aktivitdsanak a kovetkezménye. Kizarhatjuk
tehat azt az eshetdséget, hogy pusztan a MASP-1 kotédése (aktiv vagy inaktiv formdaban) egy
receptorhoz énmagéaban barmilyen hatast kivéltana a sejteken. A MASP-1 altal kivaltott Ca®*
jel kinetikaja hasonlit a trombin altal kivaltotthoz, bar lecsengése kevésbé meredek.
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40. abra

A zimogén (egylancu) és a proteolitikusan inaktiv MASP-1 nem képes Ca”*
valaszt indukalni az endotélsejtekben
(A) 1000 nM MASP-1, 2000 nM zimogén (R448Q) MASP-1 és 2000 nM S646A mutdns MASP-
1 dltal kivéltott Ca** jel idSbeli lefutdsa. Pozitiv kontroll: 100 nM trombin. (B) A MASP-1, a
MASP-1 R448Q és S646A mutdnsok és a trombin dltal kivéltott Ca** jel maximuma.

A kovetkez6 kisérletekben megvizsgdltuk, hogy a MASP-1 kezelés milyen
proinflammatorikus Gtvonalakat aktivdl a HUVEC sejtekben. A trombinrdl leirtdk, hogy,
tobbek kozétt, a Ca®* valasz mellett, beinditja a p38 mitogén-aktivélt protein kindz (MAPK)
utvonalat, valamint elSidézi az NF-kB transzkripcids faktor nuklearis transzlokaciojat
(Steinhoff és mtsi., 2005). Ezeket az Utvonalakat a MASP-1 is képes volt aktivalni. Az NF-kB
nuklearis transzlokaciéjat sikeriilt doézisfiiggé modon kivaltanunk a sejtek MASP-1-gyel valé,
egy oran keresztiil tartd inkubdldsaval, bar a mért effektus nem éri el a bakterialis
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lipopoliszahariddal (LPS) indukalhatd szintet (41. abra). Mivel a rekombinans MASP-1
preparatumunkat bakterialis (Gram-negativ) forrasbdl izolaltuk, fontos volt kizarni, hogy a
mért effektus nem az esetleges LPS szennyez6désbdl szarmazik. Az LPS altal kivaltott hatdst a
polimixin-B antibiotikummal vissza lehet szoritani. Kisérleteinkben a polimixin-B-vel inkubalt
MASP-1 ugyanolyan jelet adott, mint a polimixin-B nélkili, mig az LPS kontroll jelét a
polimixin-B kezelés az eredeti érték 1%-ara csokkentette. Ezzel egyértelmden igazoltuk, hogy
a mért hatas a MASP-1-t8l szarmazik.
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41. abra
A MASP-1 koncentraciofiiggd
médon NF-kB transzlokacioét
idéz el6 az endotélsejtekben

«se

MASP-1-gyel illetve LPS-sel (pozitiv
kontroll) kezeltiik 60 percen keresztiil.
A kezelést kévetben a sejteket fixaltuk
és anti-NF-kB  (p65) antitesttel
inkubdltuk, majd Alexa568 festékkel
konjugdltatott mdsodlagos antitesttel
tettiik Iathatovd. A sejtmagot Hoechst
33342 duplaszdalu DNS-hez ké6té
festékkel jeldltiik meg.

(A) Az NF-kB nukledris transzlokdcio
mikroszkopos képének megjelenitése
(piros: NF-kB, kék: sejtmag).

(B) A sejtmagban és citoszdlban
taldlhato piros fluoreszcencia
ardnydbdl kalkuldlt relativ nukledris
transzlokalizdids értékek.

(C) A polimixin-B kezelés nem
sziintette meg a MASP-1 dltal
kivaltott NF-«kB nukledris

transzlokaciot. A sziirke oszlopok a 10
ug/ml  polimixin-B-vel el6kezelt
mintdk hatdsat mutatjdk.

A p38 MAP-kinaz utvonal szintén egy fontos proinflammatorikus Utvonal az endotél

sejtekben, ami raadasul tobb ponton is kapcsolédik az NF-kB Utvonalhoz (Viemann és mtsi.,
2004). Harminc perces MASP-1 kezelés a HUVEC sejtekben erds, dozisfliggé p38 MAP-kinaz
foszforilaciot indukalt (42. dbra). A MASP-1 hatdsara kivaltott jel nagysaga 6sszemérhetd volt

a trombin altal generalt jel nagysagaval.
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42. abra
A A MASP-1 beinditja a p38 mitogén-
aktivalt protein kinaz (MAPK)
~ MASP-1(nM)  Trombin (nM) jelatviteli utvonalat
S — endotélsejtekben

A . A S A sejteket MASP-1-gyel (95 nM, 268 nM,
P-p38| ——— S vagy 860 nM) illetve trombinnal (30 nM,
total p38| - 100 nM, vagy 300nM) kezeltiik 30 percen
keresztil. A  sejtlizditumokban  lévé
fehérjéket  gélelektroforézissel — méret
B szerint elvdlasztottuk, majd nitrocelluléz
p <0.0001 membrdnra vittiik dat és foszforildlt p38,
vagy teljes (totdl) p38 elleni antitestekkel

inkubdltuk.
(A) Egy reprezentativ példa a foszforildlt
44 és totdl p38 elleni antitesttel inkubdlt

membrdn Western blot képére.

24 (B) A Western blot képek
denzitometrdldssal térténd kiértékelése.
o Az oszlopok a kezelés  hatdsdra
bekévetkezett p38 foszforildciot mutatjdk.
MASP-1 (nM) Trombin (nM) Az értékeket a teljes p38 mennyiségével
standardizdltuk, és a nbvekedés mértékét
a kezeletlen kontroll mintdkhoz képest

dbrazoljuk.

Relativ P-p38

Miutdn bebizonyitottuk, hogy a MASP-1 proteolitikus aktivitasa révén stimuldlja a
HUVEC sejteket, a kovetkez6 1épés annak a receptornak az azonositdsa volt, amely a MASP-1
enzimatikus jelét kozvetiti a sejt belseje felé. Természetesen elsGsorban a PAR-ok johetnek
szbba. Az irodalomban sajnos nincs egységes allaspont arrdl, hogy az endotél sejtek milyen
PAR-okat fejeznek ki, eddig a PAR1, PAR2 és PAR4 expresszidjat irtdk le (Coughlin, 2005). A
PAR1 és PAR4 trombin receptorok, ezért potenciadlis MASP-1 szubsztratok is lehetnek. A
PAR2-t ugyan nem hasitja a trombin (a Xa-faktor viszont igen), azonban jél detektalhatdan
megjelenik az endotél sejtek felszinén és szerepe lehet a gyulladasok kialakuldsaban.
Megvizsgaltuk ezért, hogy a MASP-1 képes-e hasitani ezeknek a receptoroknak az N-
termindlis szakaszat ugy, hogy felszabaditsa a rejtett peptid ligandumot. Fluoreszcensen
jelolt oligopeptid szubsztratokat szintetizaltattunk, amelyek a PAR-ok specifikus hasitéhelyeit
hordoztdk (P5-P1-AMC) és ezek segitségével teszteltilk a MASP-1 szubsztratspecificitasat.
Kontroll enzimekként trombint és MASP-2-t hasznaltunk. Minden esetben meghataroztuk a
kinetikai paramétereket (7. tablazat).
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kcat (s-l)a I(M (pM)a kcat/KM (M-ls-l)b kcat/KM (M-ls-l)c
MASP-1
PAR1 0.85+0.05 70.7+7.1 1.21+0.14x 10"  1.10 +0.05 x 10*
PAR2 1.26 £ 0.39 76.5 +36.8 1.65+0.94 x 10  1.51+0.05 x 10*
PAR4 12.47 £1.79 41.6+11.2 3.00+0.92x10° 1.80%0.10 x 10°
trombin
PAR1 22.13 +1.42 15.7 +2.2 1.41+0.22x10° 1.63+0.30x 10°
PAR2 —d —d N/A —d
PAR4 7.78 +0.88 221+4.7 3.53+0.85x10° 5.33+0.50 x 10°

7. tablazat A peptid szubsztratok MASP-1 és trombin altali hasitasanak kinetikai

paraméterei

A mérésket HBSS pufferben végeztik 25°C-on.

®Michaelis-Menten kinetika alkalmazasaval a kezdeti reakciésebességekbdl szamolt értékek

® Az egyedi k. és Ky értékekbdl szamitva

© A termékkeletkezési gdrbékbsl kdzvetleniil meghatarozva, amennyiben [S] « Ky, a kdvetkezd egyenlet

_kcatEO t

hasznalataval [P] = [F’]O0 + ([P]o — [P]w) xg fu

4 A detektaldsi hatar alatt

A MASP-1 a PAR4 szubsztratot hasitotta a legnagyobb hatékonysaggal (kcat/Kv=
1,8+0,1 X 10° M™s™), mig a PAR1 és PAR2 szubsztratok esetében egy nagysagrenddel
alacsonyabb aktivitast mutatott (PAR1 Keat/Km= 1,120,05 X 10* M™*s™; PAR2 keat/Km= 1,50,05
X 10* Ms?). A trombin a PAR4 szubsztratot a MASP-1 hatékonysagaval Gsszemérhetd
mértékben hasitotta (keat/Km= 5,3+0,5 X 10° M's?). Ez az érték jO0 egyezést mutat a
rekombinans PAR4 exodoménen korabban mért katalitikus hatékonysaggal (kcat/Km= 4,1 X
10° M's™), ami egyben validalja is oligopeptid szubsztratokon alapulé mérési rendszeriinket
(Nieman és Schmaier, 2007). A PAR1 szubsztratot a trombin igen hatékonyan hasitotta
(keat/Km= 1,6%0,3 X 10° M'ls'l), jollehet ez az érték egy nagysagrenddel alacsonyabb, mint a
rekombinans exodoménen mért érték (ke/Kv= 1,1 X 10’ M'ls'l). Figyelembe kell azonban
venni, hogy a PAR1 exodomén szubsztrat a vessz6s helyeken (a P1 csoporttél C-terminadlis
iranyba) tartalmaz egy hirudinszerld szekvenciat, amely egy kiilsé koét6helyen (exosite)
keresztll kotédik a trombinhoz (38. abra). Mivel a MASP-1 nem gatolhatd hirudinnal,
valdszin(, hogy ilyen effektussal ennek az enzimnek az esetében nem kell szamolnunk, tehat
az oligopeptid szubsztratok megbizhaté adatokat szolgdltatnak. Ugyancsak az elvarasainkkal
volt 6sszhangban az a tény, hogy a trombin a PAR2 szubsztrdton nem mutatott mérheté
aktivitast. A MASP-2, varakozasainknak megfelelGen, szintén teljesen inaktivnak mutatkozott
mind a harom peptidszubsztrattal szemben. A fenti adatok alapjan az tlinik a
legvaldszinlbbnek, hogy a MASP-1 a PAR4 receptor hasitasan keresztil fejti ki sejtaktivald
hatdsat a HUVEC kulturdban, bar a PAR1 és PAR2 receptorok kézrem(ikodését sem vethetjik
el teljesen.
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A kulénb6z6 PAR-ok szerepét az endotél sejtek aktivalasaban receptor antagonistak
alkalmazasaval is prébaltuk tesztelni. Egy PAR1 antagonista (SCH 79797) 10 uM
koncentracioban erésen gatolta a trombin altal kivaltott kalcium jelet, mig a MASP-1 altal
generdlt szigndlra nem volt hatdssal. Ennek alapjan kizarhatjuk, hogy a PAR1 lenne a felel6s a
MASP-1 sejtaktivalé hatasaért. A PAR2 antagonista FSLLRY-NH,; peptid szintén nem gatolta a
MASP-1 hatdsat, mig a PAR2 agonista peptid (SLIGKV-NH,) altal kivaltott jel nagysagat
csokkentette. Ennek alapjan ugy tlinik, hogy a PAR2 receptor sem jatszik lényeges szerepet a
MASP-1 3ltal indukalt szignal transzdukciéban. Az igazan bizonyité erejl kisérlet az lett volna,
ha PAR4 antagonistaval sikerilt volna jelentSsen csokkenteni a MASP-1 &ltal generalt Ca®*
szigndlt. Sajnos azonban, az egyetlen rendelkezésiinkre allé6 PAR4 antagonista (Tc-YPGKF-
NH;) a HUVEC sejteken agonistaként viselkedett, - mint ezt korabban mas kutaték is észlelték
(Hollenberg és mtsi.,, 2004) - ezért mdas modszert kellett keresni a PAR4 szerepének a
tisztazasara.

Az irodalmi adatok ellentmondasosak abban a tekintetben, hogy a HUVEC sejtek
expresszalnak-e PAR4-et (O’Brien és mtsi, 2000; Fujiwara és mtsi.,, 2004). Valds idejl
polimeraz lancreakcié (RT PCR) segitségével vizsgaltuk a PAR4 mRNS jelenlétét a sejtekben.
Azt taldltuk, hogy a PAR4 ugyan viszonylag alacsony szinten, de kifejez6dik a HUVEC
sejtekben. Raadasul IL-1B és TNF-a kezelés indukalta a PAR4 mRNS szintjét, hasonldan a
koszoruér artéria eredetl endotél sejteknél kordbban tapasztaltakkal. Ezek alapjan teljes
bizonyossdggal allithatjuk, hogy a HUVEC sejtekben megtorténik a PAR4 gén transzkripcidja,
azonban az aktiv receptor jelenlétének az igazolasara a sejtek felszinén tovabbi kisérletek
voltak sziikségesek.

Az egyik legnyilvanvalébb bizonyitéka a PAR4 jelenlétének a HUVEC sejteken az, hogy
PAR4 agonista peptid (AYPGKF-NH,) a MASP-1-gyel és a trombinnal 6sszemérhet6 nagysagu
ca® jelet indukalt a sejtek belsejében (39. abra D). A receptor jelenlétét a HUVEC sejteken
Western-blot kisérlettel is megerGsitettik (43. abra). A vizsgadlathoz olyan antitestet
valasztottunk, ami a PAR4 fehérje intakt, tehat protedz agonistak altal nem hasitott N-
Western-bloton, mig a MASP-1 és a trombin kezelésnek aldvetett sejteknél a jel halvanyabb
volt. Ezzel igazoltuk, hogy a MASP-1 és a trombin a sejtek felszinén hasitja a PAR-4 N-

e sz

miszerint a trombin hatékonyabban hasitja a PAR4-et, mint a MASP-1.
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43. abra

A A MASP-1 és a trombin hasitja a

Kezeleten MASP-1  Trombin PAR4-et az endotélsejtek felszinén
A HUVEC sejteket MASP-1-gyel (860 nM),
trombinnal (100 nM) vagy puffer
kontrollal kezeltiik 5 percig 37°C-on. A
PAR4 | T sejteket lizdltuk és a PAR4 mennyiségét
Western blottal hatdroztuk meg. A
kisérletben haszndlt anti-PAR4 antitest
csak az intakt, (nem-hasitott) PAR4

Aktin

o

:00 receptort ismeri fel.
§80- p < 0.001 (A) Egy reprezentativ Western blot
f§°g60- p < 0.001 analizis Ifepe. A F,’AR4, /I{etvle a Ibelso
Zs — kontrollként haszndlt 6-aktin lathatd.
2%40. (B) . A 5 PAR4 m?nnyliségének
3 § denzitometrids meghatdrozdsa a
<< 20 4 kezelések utdn. A PAR4 szinteket
0 . i normalizdltuk a megfelel6  B8-aktin

Kezeleten  MASP-1 Trombin kontrollal, és a kezeletlen konroll
szdzalékaban fejeztiik ki.

A trombin és a MASP-1 hasonldan aktivaljak a HUVEC sejteket, a trombin altal
kivaltott jel azonban szinte minden esetben erGsebb. Ennek oka taldn az lehet, hogy a
trombin a PAR1 és PAR4 receptorokon keresztiil fejti ki a hatasat, mig a MASP-1 csak a PAR4-
en keresztll. A tormbin olyan fontos proinflammatorikus folyamatok beinditdsaban jatszik
szerepet, mint a leukocitdk toborzdsa, letapaddsa és gordiilése (rolling). Vergnolle és
munkatarsai (2002) azonban kimutattdk, hogy ezek a proinflammatorikus hatdsok a trombin
PAR4 aktivalo képességével vannak kapcsolatban, a PAR1-nek ezekhez nincs hozzajaruldsa.
Elmondhatjuk tehat, hogy a PAR4 nagyon fontos receptor a gyulladaskeltés szempontjabdl,
és egy komplement protedz, a MASP-1, képes aktivalni ezt a receptort.

A MASP-1 PAR4 aktivalo hatdsanak tovabbi kbvetkezményei is lehetnek: interleukinek
(IL-6, 1L-8), citokinek és adhéziés molekuldk expresszidja, az érfal permeabilitdsanak
megvaltozasa, stb. Ezeknek a proinflammatorikus jelenségeknek a vizsgdlatat egylittmikodé
partnereinkkel jelenleg is folytatjuk, és el6zetes eredményeink aldtdmasztjak a MASP-1
szerepével kapcsolatos varakozasainkat. Tovabbi fontos kérdés, hogy az endotél sejteken
kiviil a MASP-1 képes-e mas, a gyulladasokban szerepet jatszd, sejteket is aktivalni. Ezen a
terlileten biztatd el6kisérleteket végeztiink human primer monocitakkal. Hipotézisiink
szerint, a MASP-1 egyszerre aktivalja az endotél sejteket és a leukocitdkat, ami a
proinflammatorikus hatas feler6s6déséhez vezet.

A fenti proinflammatorikus hatasokat képes mind a trombin, mind pedig a MASP-1
kivaltani. Fontos ugyanakkor megjegyezni, hogy a két kaszkadrendszer, a komplement és a
véralvadas, kiilonb6z6 stimulusok hatdsara aktivalodik. Elképzelhet6 ezért olyan fiziolégias
vagy patoldgids szituacid, ahol csak az egyik protedz van aktiv dllapotban. Az
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immunrendszerre egyébként is nagyfoku redundancia jellemzd, egy adott veszély szignal
egyszerre tobb parhuzamos védekezési Utvonalat is mozgdsit, ezzel biztositva a hatékony
valaszt.

ver (ii) krokozéhoz ktott
MASP-1 proteaz

aktivalodik

SN

(i) MBL-MASP komplex
felismeri a kérokozot

MASP-1 alegységek

®
4
MBL alegységek

MBL-MASP komplex

&, leukocita migracio,
endotélium atjarhatésag,
gyulladas, ...

(i) MASP-1 elhasitja a

PAR4 receptort

(iv) PAR4 receptor
aktivacio receptor \
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W -
D& £

%

endotélium sériilés,
korokozok bearamlasa

44. abra
A MASP-1 altal kdzvetlenil eléidézett proinflammatorikus folyamatok fert6zés

soran
A vérdramba behatolé mikroorganizmusokhoz kapcsolédnak a vérben keringé MBL-MASP-1
vagy a fikolin-MASP-1 komplexek és a MASP-1 autoaktivdlddik. Az MBL-MASP-1, fikolin-
MASP-1 komplexekkel boritott mikroorganizmusok kézvetleniil érintkeznek az endotél
sejtekkel, amit a sejtek feliiletén lévé MBL receptorok elGsegithetnek. A MASP-1 elhasitja a
PAR4-et az endotélsejtek felszinén, ami beinditja a kiilénbéz6 proinflammatorikus
folyamatokkal kapcsolatos jeldtviteli utvonalakat.

A MASP-1 a vérben, zimogén formdban, kiilonb6z6 felismeré molekuldkhoz (MBL,
fikolinok) kapcsolédva talalhaté. Felmeril a kérdés, hogy ilyen koérilmények kozott, hogyan
tud az aktiv MASP-1 az endotél sejtek és a leukocitak felszine kozelébe keriilni, hogy ott a
PAR4-et elhasitsa. Sériilés esetén a véraramba behatold baktériumok felszinére lerakddnak
az MBL-MASP, fikolin-MASP komplexek és a MASP-1 autokativalédik. A hajszalerek atmérgije
Osszemérhetd a baktériumsejtek méretével, ezért ebben az esetben a baktériumsejt
felletén 1évé aktiv MASP-1 molekuldk kozvetlendil érintkezhetnek az endotél sejtekkel (44.
abra). Azt is leirtak, hogy az endotél sejtek kot6helyeket tartalmaznak az MBL kollagén szara
szamara (Oroszlan és mtsi., 2007). Egy MBL-MASP komplexekkel boritott mikroorganizmus
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tobb ponton is kapcsolédhat az MBL receptorokkal rendelkezé endotél sejthez és ezzel a
lokalis aktiv MASP-1 koncentracid megnoévekszik a sejtek kdrnyezetében. Arra is vannak
adatok, hogy bizonyos patolégias helyzetekben, példaul iszkémia, az endotél sejtek felszinén
olyan ligandumok jelennek meg, amelyek kotik az MBL-t a C-terminalis lektin doménjein
keresztiil (Collard és mtsi., 2000, 2001; Montalto és mtsi., 2001). Ebben az esetben tehat az
MBL-MASP komplexek az endotél sejtek felszinén fognak aktivalédni és a MASP-1
kdzvetlendl kifejtheti proinflammatorikus hatasat. Ez a mechanizmus szerepet jatszhat az
iszkémia-reperfuzios sérilés kialakuldasaban is.

6.2.2.3 A MASP-1 bradykinint szabadit fel kininogén szubsztratbol

A MASP-1 fizioldgias szerepének tovabbi tisztdzasa céljabdl Gjabb potencidlis MASP-1
szubsztratokat kerestiink a vérplazmdban. Proteomikai mddszert valasztottunk: a human
plazmat rekombindans MASP-1 CCP1-CCP2-SP fragmentummal inkubdltuk és a valtozasokat
differencialis gélelektroforézissel (DIGE) analizaltuk (Dobd és mtsi., 2011). Az altalunk a
kisérletekben hasznalt human plazmabdl elézetesen eltdvolitottak hét nagy mennyiségben
jelen 1évé komponenst: az albumint, a transzferrint, a haptoglobint, az IgA és IgG-t, az
antitripszint valamint a fibrinogént. A DIGE kisérlet alapjan az egyik legfeltlin6bb kiilonbség a
MASP-1 kezelt és a kezeletlen plazma kozott a kininogén hasitas volt (45. dbra A). Mivel a
kontakt rendszer aktivalédasa soran a nagymolekulasulyd kininogénbdl (HK) felszabaduld
bradykinin az egyik legfontosabb vazoaktiv peptid (Kaplan és mtsi., 2002), részletesebben
elemeztik a MASP-1 kinin-hasitd képességét. Vizsgaltuk a MASP-1 proteolitikus aktivitasat
izolalt HK preparatumon. Kontrollként rekombinans MASP-2-t és a kininogént fiziolégidsan
emésztd plazma kallikreint valasztottunk. Mindharom proteaz hasitotta a kininogént,
leger8sebben a plazma kallikrein, a MASP-1 jéval gyengébben, a MASP-2 pedig a legkisebb
hatékonysaggal (45. dbra B). A Cl-inhibitor, ami mindharom protedz specifikus inhibitora,
molaris feleslegben alkalmazva teljesen meggatolta a proteolizist mindharom esetben (45.
abra C).
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45, abra
A nagymolekulasulya kininogén
hasitasa MASP-1, -2 és kallikrein
altal

(A) Kininogén hasitdsi termékek
azonositdsa  2D-DIGE  kisérlettel.
Humdn plazmadt inkubdltunk magdban
vagy MASP-1 jelenlétében. A zdld
pontok csak a MASP-1-gyel kezelt
mintdban vannak jelen.

(B) Kininogént (200 ug/ml)
inkubdltunk kallikreinnel (0,5 ug/ml),
MASP-1-gyel (25 ug/ml) és MASP-2-vel
(25 ug/ml) HBS pufferben 37 °C-on.

(C) A Cl-inhibitor mindhdrom protedz
esetében meggdtolta a kininogén
hasitdsat.

Ezek utan megvizsgaltuk azt is, hogy vajon a MASP-1 képes-e felszabaditani a kininogénbdl a

bradykinint. A reverz fazisu HPLC kromatogramja egyértelmden bizonyitotta, hogy a MASP-1

nem csak emészti a kininogént, hanem képes a bradykinin kihasitasara is (46. abra). A MASP-

1 altal felszabaditott bradykinin molekulatomegét tomegspektrometrias méréssel is

ellendriztiik. A MASP-2 esetében azonban nem tudtunk kimutatni bradykinin felszabaditast,
jollehet a kininogént a MASP-2 is hasitotta. Ugy t(inik tehdt, hogy a bradykinin generalas a
MASP-1 specifikus tulajdonsaga a lektin Ut proteazai kdzott. A proteolizis kinetikajat az intakt

kininogén fogyasanak gélen valdé kovetésével

vizsgaltuk. A MASP-1 CCP1-CCP2-SP

fragmentum kb. 400-szor kisebb hatasfokkal (ke/Km= 4,0£0,2 X 102 M?s?) hasitotta a
kininogént, mint a plazma kallikrein (keat/Km= 1,5%0,1 X 10°> M™'s™). A MASP-2 még gyengébb
protedaznak bizonyult ebben a reakcidban (ke/Km= 2,7%0,2 X 10° M'ls'l). A hasitas
hatékonysagat teszteltiik szérumbdl preparalt keverék MBL-MASP komplexek alkalmazasaval
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is. Ebben az esetben nem tudtuk pontosan meghatarozni a keverék MASP-1 és MASP-2
tartalmat, de abbdl kiindulva, hogy a MASP-1 kb. harmincszoros koncentracidoban van jelen a
MASP-2-h6z képest a szérumban, feltételezhetjlk, hogy prepardtumunkban is a MASP-1 a f6
protedaz komponens. A becsilt ket/Kv érték egy nagysagrenddel nagyobbnak bizonyult a
fragmentumokra meghatarozott értékeknél (kea/Kv= 1-3 X 10° M'ls'l), jelezvén, hogy az
MBL-MASP komplexben |év6 protedzok hatékonyan hasitjdk a kininogént. Mivel a plazma
kallikrein rendkivil hatékonyan hasitja a kininogént és a kininogén prepardtumok
tartalmazhatnak prekallikrein szennyezést, (a plazmaban a prekallikrein mintegy 85%-a
kininogénnel komplexben van jelen), ki kellet zdrnunk azt a lehet&séget, hogy a MASP-1
esetében észlelt bradykinin felszabaditas kozvetett jellegli és a szennyezd prekallikrein
MASP-1 altali aktivadlasanak a kovetkezménye. Kisérleteink azt mutattak, hogy a MASP-1 a
prekallikreint még hosszu (100 perc), 37°C-on térténd, inkubalas alatt sem képes aktivalni. Az
altalunk felfedezett bradykinin képz6dési mechanizmus tehat teljesen fliggetlen a kontakt
aktivaldédasi uttol.

50 v Y . - ' y . 100
40
— 80
o 304
l=) o
o === ~ 60
Sa HK + kallikrein
X 204
IS %B
c
S L 40
& 10 4
s HK + rMASP-1
0 - 20
-10 4
T T v =T T T v T 0
20 22 24 26 28
elucios térfogat (ml)
46. abra

Kallikreinnel és MASP-1-gyel emésztett kininogén mintak analizise HPLC-vel
A mintdkat Source5 RPC ST 4.6/150 oszlopon futattuk meg. A fligg6leges pontozott vonal a
bradykinin ellcids poziciéjat jelzi. A szaggatott vonal az eluens (ecetonitril gradiens) %-os
értékét jelzi (%B). Kontrollként szintetikus bradykinint haszndltunk. A MASP-1 altal
felszabaditott bradykinint tomegspektrometridval is azonositottuk.

Bebizonyitottuk tehat, hogy a proteomikai moddszerrel taldlt szubsztratot, a
nagymolekulasulyu kininogént, a MASP-1 specifikusan hasitja és bel6le a bioldgiailag aktiv
bradykinint szabaditja fel. A jelenség fizioldgias jelentéségét nehéz megbecsiilni, mivel a
reakcié hatékonysaga igen alacsony. Elképzelhet6 azonban, hogy lokdlisan, ha a felismer6
molekuldk kininogén tartalmu felszinre rogzitik az MBL-MASP komplexeket, a MASP-1 altali
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bradykinin generalasnak fiziologias vagy patoldgias jelent6sége lehet. EbbdSl a szempontbdl
érdemes megemliteni az orokletes angioodémat (HAE), amelyet a Cl-inhibitor csokkent
mikodése okoz (Cicardi és Johnston, 2012). Ez a betegség, amennyiben nem ismerik fel és
nem kezelik megfelel6en, sulyos, akdr életveszélyes 6démds rohamokkal jarhat. Az aktiv C1-
inhibitor csokkent mennyisége miatt a plazma kallikrein, 6démds rohamok esetén,
kontrolalatlanul hasitja a kininogént és szabaditja fel a bradykinint. A C1-inhibitor azonban a
MASP-1-et is gatolja, igy elképzelhets, hogy az 6démds rohamok kialakuldsahoz, és/vagy
sulyossagdhoz a kallikrein mellett, a vérben 1év6é MASP-1 is hozzdjarul. Ennek a kérdésnek a
tisztdzdsahoz tovabbi vizsgalatok, példdul az angio6démads betegek vérében lévé MASP-1
szintjének és aktivalddasi statuszanak meghatarozasa, lenne sziikséges.

6.2.2.4 A MASP-1 széles szubsztrdtspecificitdsdnak szerkezeti hdttere

A MASP-1, mint mar eddig is lathattuk, sok tulajdonsagdban eltér a tobbi rokon komplement
protedztél. Az egyik legfeltlin6bb kilonbség a MASP-1 széles szubsztratspecifictdsa. A Clr,
Cls és MASP-2 enzimek esetében a szlk szubsztratspecificitds oka az, hogy az SP domén
felszini hurokrégiéi er6sen learnyékoljak a szubsztratkoté arkot, és csak néhany
fehérjeszubsztrat kot6dését teszik lehet6vé. Erdemes tehat megvizsgalni a MASP-1
térszerkezetét is ebbdl a szempontbdl és 6sszehasonlitani a rokon enzimekével.

Sikertilt kristdlyositani a MASP-1 CCP1-CCP2-SP fragmentumat és megoldani a
szerkezetét 2,55 A felbontdsban (PDB kdd: 3GOV) (Dobd és mtsi., 2009). Mivel a MASP-1
protedz autolizisre hajlamos, a kristalyositasi elegybe inhibitort (20 mM benzamidin) tettlink,
ami azonban a kristalyszerkezetben nem jelenik meg. A MASP-1 CCP1-CCP2-SP fragmentum
globalis szerkezete hasonlit a rokon Cl1r, Cls és MASP-2 szerkezetéhez (47. abra).

 cat.triad
Y /

47. abra
A MASP-1 CCP1-CCP2-SP fragmentum térszerkezete

A két CCP modul mintegy nyélként kapcsolddik az SP doménhez. A CCP2/SP kontaktfelszin
csak kissé kiilonbozik a tobbi protedznal tapasztalt kontaktfelszintél. Osszehasonlitva a
MASP-1, MASP-2, Clr és Cls CCP2/SP kontaktfelszinét taldlunk néhany konzervalt
kolcsdnhatdst. A CCP2 domén Pro*®-Tyr*®L-Tyr*%?

-Tyr yr'% motivuma, az aktivaciés peptid Pro***-
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Val*>-Cys*® szakasza és az SP domén Pro°’® aminosava részei ennek a konzervalt
kolcsdnhatési struktiranak. Csak a MASP-1 szerkezetre jellemzé viszont a C-terminalis Asn®°
karboxilcsoportja és a CCP2 modul Lys*®® oldallanca kézétt kialakuld séhid. A CCP2/SP
szerkezetek hasonldsaga alapjan feltételezhetjlik, hogy a kontaktrégié a MASP-1 esetében is
csuklorégidként (,hinge point”) mdikodik. A CCP2/SP kontaktfelszin konzervaltsdga nem
meglepd, ha meggondoljuk, hogy a MASP-1 és a MASP-3 esetében ugyanaz a CCP2 modul
kapcsolédik kilonb6z6 SP doménekhez. Ugyan a MASP-3-ré6l még nem all rendelkezésiinkre
kristdlyszerkezet, de feltételezhets, hogy a katalitikus fragmentum globalis szerkezete
hasonld a rokon protedzokéhoz. A CCP1/CCP2 hatarfelilet szintén konzervalt az
enzimcsaladon beliil, itt azonban féleg f6lanc hidrogénkotések és hidrofob kélcsénhatasok
domindlnak, ami egy meglehet6sen merev csatlakozasi pontra utal.

48. abra
A MASP-1 szubsztratkoto arka

A MASP-1 szubsztrdtkété drka viszonylag
széles és  kényebben  hozzdférhetd
kiilbnb6z6 szubsztartok szamdra, mint a
tébbi komplement protedzé.

(A) A trombin, MASP-1 és a tripszin (PDB
kod: 1K90) szubsztratkété régidja. A
trombin-antitrombin komplex (PDB kod:
1TB6) esetében az antitrombin P5-P2’
peptidjét (sdrga pdlcikdk) mutatjuk a
trombin szubsztrdatkété drkaban. Ugyanezt
a peptidet (modell peptid) illesztettiik be a

ey

\

» ), S El S
MASIz-1 (+ modell peptid)
Ry "\} \

& . . .

(B) A MASP-1 szubsztrdtk6tsé régiojanak
Osszehasonlitdsa a tripszin, Clr, Cls és
MASP-2 hasonlé régidjaval. A MASP-1
szerkezetére (z6ld) szuperpondltuk a tébbi
proetdz szerkezetét (piros). A modell peptid

g | , kénnyen beilleszthet6 a MASP-1 és a
C1r/MASP-1 (+ modell peptid) tripszin szubsztrdtk6té drkaba, mig a

felszini hurokrégiok nagyban akaddlyozzdk
a peptid bekétédését a Clr, Cls és MASP-2
esetében.

(sztereo abrak)

MASP-1/MASP-2 (+ modell peptid)

Az SP domén a kimotripszin csaladra jellemz6 folddal rendelkezik, a katalitikus triad,
az oxianionkot6 zseb és a szubsztratkétd régid kanonikus konformaciét mutat. A MASP-1
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szubsztratkot6é arkat osszehasonlitottuk a Clr, Cls, MASP-2, trombin és a tripszin
szubsztratkotd régiojaval (48. abra). A MASP-1 felszini topoldgidja inkabb hasonlit a széles
szubsztratspecifictdssal rendelkez8 tripszinéhez, mint a szlik specificitdsu komplement
protedzokéhoz. A MASP-1 szubsztratkété arka széles és viszonylag nyitott. A Clr, Cls és
MASP-2 esetén az S1 hely kdrnyéke er6sen le van arnyékolva a behajlé hurokrégiok altal, mig
a MASP-1 esetében ez a hatds sokkal kisebb. Az S1-S1’ kot6helyek kérnyezetében példaul a
nagyméretd c¢192-es oldalldnc leszlkiti a szubsztratkoté arkot a tobbi komplement

843 sokkal kevésbé van

proteazndl, mig a MASP-1 esetében a hasonld pozicidban Iévs Ala
ilyen hatassal. A viszonylag nyitott szubsztratkété arok 6sszhangban van a MASP-1, a rokon
komplement protedzokéhoz képest, szélesebb szubsztratspecifcitasaval.

A MASP-1 specificitasa szélesebb ugyan, mint a tobbi komplement proteazé, de a
tripszinhez képest a MASP-1 specifikusabb és kevésbé aktiv. Van a MASP-1 SP doménjének
két olyan jellegzetessége, amely magyardzatot adhat erre. Az egyik jellegzetessége a
szerkezetnek a hosszd B-hurok (masnéven 60-as hurok), amely az S1-S3 kotShelyek

kornyezetében taldlhatd a szubsztratkoté régidban (49. dbra A).

L;% é :
JJ

Loop2
I~

Loop

49. abra
A szubsztratkotd arkot felépité hurokrégidk (loop-ok) a MASP-1 és a rokon
proteazok szerkezetében
(A) A MASP-1 (zéld), MASP-2 (vildgoskék), trombin (magenta) és a tripszin (sdrga)
szerkezete Az antitrombin P4 P3’ peptidje (narancs) a kdtétt szubsztrdtot reprezentd/ja A
zsebében egy belsé ionpdr (Asp®*’/Arg®”’, c189/c224) taldlhatd. (C) A D- faktor (narancs)
szerkezetében egy hasonld belsé sohid (Asp™*°/Arg?*®) taldlhaté.
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Ebben a tekintetben a MASP-1 a trombinhoz hasonlit, ahol ez a hosszu hurokrégio hozzajarul
a szubsztratspecificitds kialakitdsahoz azaltal, hogy egy aromas aminosavakbdl allé klaszter a
szubsztrat P2 oldallanca félé hajlik. A MASP-1 esetében a B-hurok még a trombinénal is
hosszabb és lazan kapcsolddik az enzim felszinéhez. Azt ugyan az ,Ures” (vagyis szubsztrat
nélkuli) enzim szerkezetbdl nem lehet egyértelmlen megallapitani, hogy miként viselkedne
ez a hurokrégioé szubsztratkotés kozben, a stabilizald hidrogén kotések eloszldsa azonban azt

496 498

jelzi, hogy a B-hurok képes lehet a szubsztrat P2 csoportja folé hajolni, és a Leu™", Pro™" és

Pro>*!

oldallancok kapcsolatba Iéphetnek a szubsztrat kisméretl hidroféb P2 oldallancaval.

A masik, és talan legvaratlanabb jellegzetessége a MASP-1 SP domén szerkezetének
egy belsé séhid, amit a P1 specificitast megszabd S1 aszparaginsav alakit ki egy arginin
oldalldnccal (49. dbra B). Az Arg®”’ és az Asp®® oldalldncok koézétt kialakulé séhid
megakaddlyozhatja, vagy legaldabbis megnehezitheti a szubsztrat P1 oldallancdnak bekotését
a kotézseb aljara. Ez a kolcsonhatas mérsékelheti a MASP-1 proteolitikus aktivitasat, de
alkalmas szubsztrat kotédése esetén nyilvan ugy alakul at a szerkezet, hogy a szubsztrat P1
oldallanca kiszoritja a belsé arginint a sohidbdl. Ehhez hasonld jelenséget egy madsik

komplement protedz, a D-faktor, esetében irtak le, ahol az S1 Asp'®

218

szintén egy bels6
) alkot séhidat (Narayana és mtsi., 1994) (49. abra C). A D-faktor, annak
ellenére, hogy aktivacios peptidje le van hasitva, proteolitikusan inaktiv formaban kering a

argininnel (Arg

vérben és csak a megfelel6 enzim-szubsztrat komplexben (C3bBD) veszi fel aktiv
konformacidjat (Jing és mtsi., 1999). Az emlitett séhidon kivil a D-faktor szerkezetében még
egyéb torzuldsok is tapasztalhatdk az aktiv hely és a szubsztratkot6 zseb kornyékén, amelyek
felel6sek az inaktiv konformacié kialakuldasaért. A MASP-1 szerkezetében nem talalhatok
meg ezek a torzuldsok, a szubsztratkoté zseb szabadon hozzaférhet6, ami arra utal, hogy a
bels6 séhid dnmagaban nem teszi a proteazt inaktivvd, nem is korlatozza a specificitast,
csupan csokkenti aktivitasat a tripszinhez képest.

Osszefoglalva elmondhatjuk tehdt, hogy a MASP-1 szerkezete magyarazatot ad a
tobbi rokon szerin protedzétdl eltér6é enzimatikus tulajdonsagaira. A MASP-1 szubsztratkot6
arka szélesebb, nyitottabb, mint a Clr, Cls és MASP-2 esetében. A specificitast azonban, a
trombinhoz hasonldéan, valamelyest korlatozza a hosszd B-hurok, amely kolcsénhatast
alakithat ki a szubsztrat P2 csoportjaval. Az enzim aktivitasat csokkenti az a belsé soéhid,
amely megneheziti a szubsztrat szamara az S1-P1 kodlcsonhatas kialakitasat.

6.2.2.5 A MASP-1 fontos szerepet jatszik a lektin ut beinditdsaban

Az eddigi eredmények azt sugalljadk, hogy a MASP-1 szerepe a komplementrendszer
aktivaldsa szempontjabdl inkdbb csak kiegészité jellegli, mivel 6nmagdban nem képes
beinditani a lektin utat, viszont a MASP-2-vel egy id6ben aktivalédik és trombinszerd,
proinflammatorikus aktivitdsa révén jelent6sen hozzajarul egy hatékonyabb immunvalasz
kialakitdsahoz. A MASP-1 lazabb szubsztratspecificitdsa révén 6sszekot6 kapcsot képez a
komplement és a véralvadasi kaszkad, valamint a humoralis és a cellularis immunvalasz
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kozott. Mennyiségét tekintve a MASP-1 a lektin Ut f6 proteaz komponense, ami azt sugallja,
hogy fontos szerepet tolt be. Mint korabban lattuk, a komplement protedzok természetes
inhibitorai viszonylag széles specificitasu szerpinek. A MASP-1 két legfontosabb inhibitora, a
Cl-inhibitor és az antitrombin, egyszerre gatol tobb proteazt a komplement és a koagulacids
kaszkadban. A MASP-ok bioldgiai funkcidjanak tisztdzdsdban nagy segitséget nyujtana, ha
rendelkeznénk olyan inhibitorokkal, amelyek szelektiven csak egy enzimet gatolnanak. llyen
inhibitorokat a gyodgyszerkutaték mar régota prébdlnak fejleszteni, mivel a patologikus
komplementaktivaciét a szerin protedzok gatldsa révén lehetne a legegyszer(ibben
visszaszoritani (Ricklin és Lambris, 2007). Az eddig taldlt kismolekulds gdatlészereknek
azonban éppen az a hidnyossaguk, hogy alacsony a specificitasuk (Qu és mtsi.,, 2009). A
vérben keringd kilonb6z6 tripszinszerl szerin protedzok aktiv centruma meglehetGsen
hasonlé, ezért egy kis szerves molekula, ami az egyik protedz aktiv centrumaba nagy
affinitassal be tud kétédni, a rokon enzimek aktiv centrumat is nagy valdszintiséggel felismeri
és kapcsolddik hozzajuk. J6 példa erre a FUT-175 (6-amidino-2-naftil-4-guanidinobenzoat
dihidroklorid), ami a komplement protedzok egyik leghatékonyabb szintetikus inhibitora,
gatolja azonban a tripszint, a plazmint, a plazma kallikreint és a trombint is (Fujii és Hitomi,
1981). Specifikusabb gatlészerek kifejlesztésére akkor van esély, ha az enzimmel nagyobb
kontaktfelszinen kolcsonhaté molekuldkat fejlesztiink. Ebb6l a szempontbdl érdekes
megemliteni, hogy a vérplazmaban szinte kizardlag szerpin tipusu inhibitorok talalhatok, a
protedz inhibitorok masik f6 tipusa, az un. kanonikus inhibitorok, egy kivételtél (TFPI)
eltekintve (Adams, 2012), nem fordulnak el6. A kanonikus inhibitorok kisméret( (tipikusan
kevesebb, mint 100 aminosav) fehérjék, amelyek szubsztratszeri mdédon bekétédnek a
protedz aktiv centrumaba, azonban ez a kot6dés olyan er@s, hogy a kanonikus inhibitor
hurok elhasitdsa utan sem disszocidlnak az enzimrél (Krowarsch és mtsi., 2003). A
szerpineknél tapasztalt kovalens protedz-inhibitor komplex tehat nem alakul ki, de a kotés
erGssége olyan nagy lehet (Ki<10® M), hogy a proteaz-inhibitor kélcsénhatas gyakorlatilag
irreverzibilisnek tekinthet6. A kanonikus inhibitorok egy fehérjevazbél és az ahhoz
kapcsolédd merev inhibitor hurokbdl allnak. Az inhibitor hurok a proteaz aktiv centrumaba
vald kotGdése soran tobb ponton alakit ki kdlcsonhatdst az enzimmel, ami erés és specifikus
kapcsolatot eredményez.

A kanonikus inhibitorok tehat elvileg alkalmasak lehetnének arra, hogy nagy
specificitdssal gatoljanak egy komplement szerin protedzt. Mivel természetes forrasbél nem
izoladlhaték ilyen inhibitorok, elhatdroztuk, hogy mesterséges evollcids technikaval allitunk
el ilyen molekuldkat. A kanonikus inhibitorok, mivel kis fehérjemolekulak, funkciondlisan
aktiv dllapotban megjelenithet6k M13 fag felszinén. Az inhibitorhurok proteazzal
kdlcsonhatd aminosav pozicidi (kb. 6-7 pozicid) meglehetdsen toleransak a mutaciokkal
szemben, igy lehet6ség nyilik egy nagyméretd (~10%) inhibitor-fag konyvtar létrehozasara,
amibdl kotési tesztek alapjan kiszelektalhatjuk a leghatékonyabb inhibitorokat (Szenthe és
mtsi., 2007).

A MASP-1 és a MASP-2 molekulak ellen szelektaltunk fag bemutatasi technikaval
inhibitor molekuldkat (Kocsis és mtsi., 2010). Kiinduldsi molekulaként a napraforgd tripszin
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inhibitort (SFTI) valasztottuk, ami a legkisebb természetes tripszin inhibitor (Luckett és mtsi.,
1999). Az SFTI 14 aminosav hosszusagu ciklopeptid, ami egy diszulfid hidat is tartalmaz. A
tripszint rendkiviil hatékonyan gatolja (Ki<10® M), a MASP-1 és MASP-2 proteolitikus
aktivitdsara azonban nincs hatdssal. Az SFTI szerkezeti szempontbdl tulajdonképpen a
nagyobb méretli Bowman-Birk kanonikus inhibitoroknak a protedzokkal kolcsonhaté
hurokrégidjat képviseli. Az inhibitorfunkcié ellatasahoz sziikséges merevséget a diszulfid hid
és a szekvencidban egymds mellett elhelyezkedé két prolin adja. Erdekes médon a
ciklikussag viszont nem jatszik donté szerepet a funkcid szempontjabdl, az SFTI linearizalt
(Gly* és Asp™ koz6tt) verzidja is igen erésen gétolja a tripszint (Ki= 0,1 nM) (Zablotna és mtsi.,
2002). A linearis SFTI kirakhato a fagok felszinére a p8 burokfehérjéhez fazionaltatva,
lehetévé téve SFTI konyvtarak szlirését immobilizalt MASP-1 és MASP-2 proteolitikus
fragmentumokat tartalmazé fag-ELISA rendszerben. A Bowman-Birk inhibitorok szekvencia
elemzése alapjan hatdroztuk meg, hogy mely aminosavakat valtoztatjuk meg az SFTI
szekvencidjaban (50. dbra).

50. abra
A Az SFTI konyvtar tervezése
(A) Az SFTI gydrit a Gly-Asp™ kétés
mentén nyitottuk fel. A szerkezeti
szempontbdl  fontos ciszteineket és
prolinokat (narancs) megdriztiik. A nem
konzervativ randomitdlt pozicidkat kék
szinnel, mig a Bowman-Birk
inhibitorokban konzervdlt, de a
B = kényvtdrunkban randominzdlt pozicidkat

Q4GWU5 (SFTI1_HELAN) IPPI , 3 o | ,

P01055 (IBBL_SovEN)  -DQ POCRCSDM- sdrga szinnel jeléljiik. A piros nyil a

pomiimons: vl FOERCTDK=  phroteolizis sordn hasadé kotést jelzi.

P12940 (IBB_HORVU) -DKAT] VDE - . . , ,

P80321 (IBB_MEDSC) ~DFCPETRST PROCOCTDV - (B) Szekvencia dsszerendezés az SFTI és

Q8W4Y8 (IBB_LENCU) =D¥ PPT VDV~ _Ri . )

b —pscolkel iy rokon Bowman-Birk inhibitor hurkok

P85172 (IBB1_LUPAL)  -DSC I TDI- kézott. A bal oldali oszlopban az UniProt

-DR ) DV~ Py . .. ..
el s e o azonosit szémokat tiintettiik fel,
201058 (IBB1 PHAAN)  -DQCISCITK KCRCSDI -
P3P 91'}91@2’ P3 P4

A szerkezeti szempontbdl esszencidlis két ciszteint és két prolint valtozatlanul hagytuk. A
proteadzzal kolcsdnhatasba |ép6 csoportokat teljesen randomizaltuk hat pozicidban (32
kil6nb6z6 kddon), a P1 pozicid esetében, mivel tripszinszerld enzimekrél van szé, lizint vagy
arginint engedtink meg. A randomizdlt poziciok kozé tartozott, a Bowman-Birk vazban
egyébként konzervalt, P2 treonin és P1’ szerin. A fag konyvtarunk igy elvileg 32°X2=2,15X
10° egyedi klént tartalmazhatott, amit meg is kézelitett kényvtarunk valds mérete (~2 X 10°).
Harom szelekcids kort végeztiink MASP-1 és MASP-2 enzimeken, aminek eredményeként
két, funkcionalisan kiilonb6z6 inhibitor populacidt kaptunk. Az egyik inhibitor populdcio
tagjai mindkét proteazt gatoltak és mindkét proteazon valé szelekcié soran megjelentek, mig
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a masik populacio tagjai csak MASP-2-t gatoltak és nyilvanvaldéan csak a MASP-2 jelenlétében
tortént szelekcié sordn jelentek meg. Vagyis MASP-2 szelektiv inhibitorokat sikerilt
nyernink a MASP-2 elleni szelekcid soran, viszont a MASP-1 ellen szelektalt inhibitorok a
MASP-1 mellett a MASP-2-t is gdatoltdk, ugyanakkor ilyen, kevésbé szelektiv inhibitorokat
MASP-2 elleni szelekcié soran is kaptunk. Megterveztiik és megszintetizaltattuk az inhibitor
populdcidkat reprezentald konszenzus szekvencidkat és a tovabbi kisérleteket ezekkel
végeztik (51. dbra). A MASP-1-et is gatld konszenzus szekvencia: SFMI-1 (GICSRSLPPICIPD),
és a MASP-2 szelektiv konszenzus inhibitor szekvencia: SFMI-2 (GYCSRSYPPYCIPD) minddssze
harom pozicidban tér el egymastdl (aldhuzassal jeldlve).

51. dbra

Az SFMI-1 és SFMI-2 inhibitorok szekvenciaja
Az SFTI szekvencidtdl eltér6 aminosavakat zéld, mig a ciszteineket sdrga szinnel jeléljik. A
piros nyil a proteolizis sordn hasadé kétést mutatja.

A két inhibitor hatdsat el6szor a rekombinans MASP katalitikus fragmentumokon
teszteltiik. Az SFMI-2 a MASP-2-t hatékonyan gatolta (K; = 180 nM), a MASP-1-re viszont nem
volt hatassal. Az SFMI-1 a MASP-1-et erGsen gatolta (K; = 65 nM), mig a MASP-2-t csak joval
gyengébben (K; = 1030 nM). Elmondhatjuk tehat, hogy az SFMI-1 els6sorban a MASP-1-et
gatolja és gyengébb MASP-2 inhibitor, mint az SFMI-2. Az SFMI-2 6-szor erGsebben gatolja a
MASP-2 aktivitasat, mint az SFMI-1. Az SFMI-1 viszont, 16-szor er6sebben gatolja a MASP-1-
et, mint a MASP-2-t.

Az SFMI inhibitorok hatasat a harom komplement aktivalasi Utra a Wieslab kittel
mértiilk meg. A Wieslab kit kiilon méri a harom aktivacids Utvonalat és a membrankarositd
komplex kialakuldsa soran keletkez6 C9 neoantigént detektdlja (Seelen és mtsi., 2005). Ez azt
jelenti, hogy ezzel a mddszerrel a komplementkaszkad ,teljes hosszaban” mérhetjik az
inhibitorok hatdsat. Ha inhibitoraink barmelyik aktivalodasi uUtvonal barmelyik |épését
gatoljak, annak tikrozédnie kell a képz6d6 membrankdarositd komplexek mennyiségében.
Varakozasainknak megfelel6en az SFMI-1 és SFMI-2 inhibitorok csak a lektin utat gatoltak,
mig a klasszikus és az alternativ Utra nem voltak hatdssal (52. dbra). Levonhatjuk tehat azt a
fontos kovetkeztetést, hogy az SFMI-1 és az SFMI-2 valdban MASP-specifikus inhibitorok, a
tobbi komplement szerin proteazt (Clr, Cls, C2, B-faktor, D-faktor) nem gatoljak.

89




dc_591 12

Figyelemremélté ugyanakkor, hogy az SFMI-1 haromszor olyan hatékony inhibitornak
bizonyult (ICso= 3,2 uM) a Wieslab esszében, mint az SFMI-2 (IC5o=9,9 uM).

52. abra
A I ~ SPMHT " Az SFMI inhibitorok hatidsa a
3 s ™ kiilonb6z6 komplementaktivalodasi
@ 801 % utvonalakra
2] \
L °
£ o ‘
§ \\ A Wieslab kit a termindlis komplex
(—; i i . kialakuldsat detektdlja. Lektin ut (®),
& klasszikus ut (R), alternativ Ut (A)
5 o
oL, . . . i
3 AZI - #a 0 " 1 2 Az SFMI-1 (A) és az SFMI-2 (B) csak a lektin
og:{pegiid. H) utat gdtoljdk, a klasszikus és az alternativ
B SFMI-2 ut aktivdléddsat nem befolydsoljdk. Az
@100" ’”‘”“‘\-—-‘:ﬁf‘il?l",”“l SFMI-1 hatékonyabb lektin ut inhibitor,
% 804 o 4 mint az SFMI-2, jollehet 6-szor gyengébb
& . MASP-2 inhibitor.
-‘§ 60+ \.
& IC,=9.9uM
m \
[ L]
O 204
2 @
)
04

: log .ipepti(()i |JM)1

Figyelembe véve, hogy az SFMI-1 6-szor gyengébben gatolja a MASP-2-t, mint a MASP-2
specifikus SFMI-2, a mérési eredmények a MASP-1, eddig még nem ismert, szerepére utalnak
a lektin 4t aktivalédasaban. Ha a lektin Ut aktivalédasaban csak a MASP-2 jatszana szerepet,
akkor az SFMI-2-nek kellene az er@sebb inhibitornak lennie a Wieslab esszében.

Hasonlé tendencia figyelhet6 meg a C3 depozicids esszében is, ahol a C3 hasitds
hatékonysagat mérjik (53. abra E,F). Itt azonban mar majdnem 6-szoros a kilénbség az I1Csg
értékek kozott az SFMI-1 javdra (ICso SFMI-1 = 0,04 uM; ICso SFMI-2 = 0,22 uM). Ezek a
mérések egyértelm(ien arra utalnak, hogy a MASP-1 valamilyen médon jelent6sen hozzajarul
a C3 hasitdsdahoz. Tudjuk ugyanakkor, hogy a MASP-1 koézvetlen C3 hasitd képessége
elhanyagolhatdan kicsi. A hozzajarulas tehat csak kézvetett mddon valdsulhat meg.
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C4 depozicié
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53. abra

Az SFMI inhibitorok hatasa a C4 és C3 hasitasra
(A), (B): C4 depozicio mérése elére aktivalt MBL-MASP komplexek jelenlétében
(C), (D): C4 depozicio mérése intakt (zimogén) szérumbaol
(E), (F): C3 depozicio mérése intakt (zimogén) szérumbol

A MASP-1 egyediil nem képes beinditani a komplement kaszkddot, mert nem hasit
C4-et. A C4 hasitds a C3 konvertdz képzés elsé lépése és a lektin Ut soran csak a MASP-2
képes ra. Erdemes ezért alaposabban megvizsgalni, hogy inhibitoraink hogyan befolyasoljak
a komplementaktivalédasnak ezt a lépését. A C4 hasitast kétféle C4 depozicids esszével
vizsgaltuk. Az els6ben el6re aktivalt MBL-MASP komplexek C4 hasitd hatasat vizsgaltuk. Ezt
ugy valésitottuk meg, hogy mikrotiter lemezek manndénnal boritott felszinére, nagy
ionerGsség mellett, MBL-MASP komplexeket rogzitettliink, majd mostuk a lemezeket, hogy
eltavolitsuk a tobbi szérum komponenst. Nagy ionerésség mellett az MBL-MASP komplexek
kotédnek a mannanhoz, de nem torténik C4 hasitds. A mosasok kdozben az MBL-hez kotott
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MASP-ok felaktivalédnak. Az aktivalt MBL-MASP komplexeket tartalmazd lemeziinkhoz
ezutdn izoldlt C4-et adtunk (inhibitorral vagy anélkiil) és mértik a C4b depozicidjat ELISA
tipusu esszével. Ebben a kisérletben az SFMI-2 sokkal hatékonyabban gatolta a C4 hasitast
(ICso = 2,65 uM), mint az SFMI-1 (ICsg = 25 uM) (53. dbra A,B). Ez teljesen 0sszhangban van
azzal, hogy a K; értékek szerint az SFMI-2 er6sebb MASP-2 inhibitor, mint az SFMI-1. Egy
masik kisérleti 6sszeallitasban friss, még nem aktivalt (,zimogén”) szérumhoz kozvetleniil
hozzaadtuk az inhibitorokat miel6tt a mannannal boritott lemezre vittiik volna. Ez az esszé
nagyon hasonlé a korabban ismertetett C3 depozicios méréshez. Ebben a C4 depozicids
kisérletben az SFMI-1 hatékonysaga dramai modon megvaltozott, mig az SFMI-2 ugyanazt az
ICso értéket adta, mint az aktivalt szérum esetén. Az SFMI-1 egy nagysagrenddel erésebb
inhibitornak bizonyult (ICsp = 0,23 uM), mint az SFMI-2 (ICso = 2,7 uM) (53. abra C,D) és két
nagysagrenddel er6sebbnek, mint az el6z6 kisérletben. Ez a kisérlet egyértelm(ien bizonyitja,
hogy intakt, nem aktivalt szérumban a MASP-1 aktivitasanak a gatlasa gatolja a C4 MASP-2
altali hasitasat. Ez pedig csak azzal magyarazhato, hogy a MASP-1 jelentGsen hozzajarul a
MASP-2 aktivdldasdhoz. Ugyan két kilonboz6 kisérleti dsszedllitds esetén dvatosnak kell
lennlink az ICsq értékek kozvetlen Gsszevetésénél, azonban az a tény, hogy az SFMI-2-re
vonatkozd ICsq értékek gyakorlatilag megegyeznek a két kisérletben, arra utal, hogy mindkét
esetben az aktiv MASP-2 gatlasat mérjik. Ez pedig azt sugallja, hogy a zimogén MASP-2 6
aktivatora a MASP-1. Eredményeink 6sszhangban vannak azzal a korabbi megfigyeléssel,
hogy MASP-1 knock out egerek szérumdban a lektin Ut sokkal lassabban indul be és nem
olyan hatékony, mint a vad tipusu egerek széruma esetén (Takahashi és mtsi., 2008). A
MASP-1 knock out egerek szérumabdl azonban a MASP-1 mellett hidnyzik még a MASP-3 és
a MAp44 is. Nem lehet ezért biztosan megmondani, hogy a mért effektus melyik komponens
hidnyanak a kovetkezménye. Mdsrészt a MASP-1 mennyiségénél fogva a lektin at f6
komponense, ezért eltdvolitdsa a szérumbdl teljesen megvaltoztatja az MBL-MASP
komplexek Osszetételét, a kiilonb6z6 formak eloszlasat. A mi kisérleti rendszeriinkben az
MBL-MASP komplexek 6sszetétele és eloszldsa nem valtozik meg és a kisméretl peptid
inhibitor nagy valdszinliséggel kdnnyen hozzafér a komplexben |év6 MASP-hoz és nem
disszocialtatja 6ket az BML-rél. Kisérleti eredményeink azért kilonosen értékesek, mivel a
normal fiziolégids dllapot minimadlis megzavarasaval kaptuk &ket, szemben mas
megkozelitésekkel, ahol er6sen manipuldlt szérumokat haszndltak (Mgller-Kristensen és
mtsi., 2007). Eredményeink alapjan elmondhatjuk tehat, hogy a MASP-1 nem csak kiegészitd
szerepet jatszik a lektin Ut aktivaléodasaban, hanem a MASP-2 mellett a masik fontos
komponens. Ez alapjan egy Uj modellt javasolhatunk a lektin ut aktivalédasara (54. abra). Az
SFMI inhibitorokkal végzett kisérletek alapjan, mivel nincs teljesen MASP-1 specifikus
inhibitorunk, nem tudjuk teljes bizonyossaggal kizarni, hogy a MASP-2 aktivalasdhoz,
valamilyen mértékben, a MASP-2 autoaktivacidja is hozzdjarul. Legujabb kisérleti
eredményeink, amelyeket egy masik inhibitorvazon szelektalt, teljesen MASP-1 specifikus
inhibitor alkalmazasaval kaptunk, teljes egészében megerdsitik a MASP-1 kdzponti szerepére
vonatkozo elképzeléseinket: a MASP-1 a zimogén MASP-2 kizardlagos aktivatora és a MASP-
1 gatlasaval a MASP-2 aktivalodasat is teljesen gatoljuk (Héja és mtsi., 2012). Ez magyardzza
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az SFMI-1 rendkiviili hatékonysagat a ,,zimogén” szérummal végzett kisérletekben. Egy, az
értekezés irdsa kozben megjelent publikacid, amely egy MASP-1 hianyos beteg szérumdnak
tanulmanyozasan alapul, szintén az altalunk feldllitott aktivaciés modellt igazolja (Degn és
mtsi., 2012).

Eddigi modell Uj modell 54. abra

MBL, ficolin MBL, ficolin Alektin ut ..
aktivalédasanak uj

modellje az SFMI
\ inhibitorokkal végzett
O < O kisérletek alapjan
C C Az Uj modell szerint a
\ MASP-1 fontos szerepet
@ S o jatszik a  lektin  ut
e @ 9 aktivéléddscdban. Az MBL-
MASP komplexek
aktivdcids felszinre valo
lekétédése utdn a MASP-1
autoaktivalodik. Az aktiv
C3 konvertaz C3 konvertaz MASP-1 hasitja a MASP-2-
t, ami azutdn a C3-

konvertadz kialakitasat
végzi.

E
.\I
E..

-
+
*
]
]
X
| 4

~
’k

C2: 2.

A MASP-1 proteolitikus aktivitasanak gatlasaval gatoljuk a C2 hasitd képességét is.
Mint arra MASP-1 depletalt human szérummal végzett kisérletek is utalnak, a MASP-1 C2
hasitd képessége révén is hozzajarulhat a C3 konvertaz képz6déshez (Mgller-Kristensen és
mtsi., 2007). Az SFMI-1 tehat egyszerre gatol két fontos folyamatot, a MASP-2 MASP-1 3ltali
aktivalasat és a C2 MASP-1 dltali hasitasat. Ezek kozil nyilvdn a MASP-2 aktivaloddsanak a
gatldsa a fontosabb, hiszen aktiv MASP-2 nélkil nem keletkezik C4b sem. Mindazonaltal a
MASP-1 C2 hasité képességének a gatlasa is hozzajarulhat a lektin Ut gatlasahoz.

Az a tény, hogy a MASP-2 specifikus SFMI-2 inhibitor nem gatolja a C1s-t, meger{siti
azt a kristalyszerkezetek alapjan korabban levont kdvetkeztetést, hogy a két szinte azonos
szubsztratspecificitassal rendelkezé enzim aktiv centruma eltéré kdlcsonhatasokat létesit a
szubstratokkal (Harmat és mtsi.,, 2004). A kanonikus inhibitorok, igy az SFMI-2 s,
szubsztratszer( inhibitorok. Kis méreténél fogva az SFMI-2 nyilvdn nem tud koétédni az
exosite-okhoz sem a CCP sem pedig az SP doméneken. A kanonikus inhibitor az aktiv
centrum kozvetlen kornyezetéhez kotédnek. A kanonikus inhibitorhurok és a protedaz kozotti
kolcsonhatast tehat nagymértékben megszabjdk az SP domén felszini hurokrégidk. Ezek
pedig a Cls és a MASP-2 esetén eltér6 konformacidval rendelkeznek.

A lektin at gatlasa rendkivil fontos lehet iszkémia-reperfuzids sériilés esetén. Az
atmeneti oxigénhidnyos allapot megsziinése utan, mikor Ujra helyreall a szévet vérellatasa a
komplementrendszer az iszkémias sejteket megvéltozott sajatnak (damage associated
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molecular pattern= DAMP) ismeri fel, és megkezdi elimindlasukat (Zhang és mtsi., 2006). A
lektin Gt gatlasdval az iszkémia-reperflizids sériléssel jard szovetpusztulds visszaszorithatd
lenne szivinfarktus, széliités vagy példaul szervatiltetés alkalmaval (Jordan és mtsi., 2001).
Mivel eddig a MASP-2-t tekintették egyedil a lektin Ut beinditasaért felelés szerin
protedznak a gyogyszerfejlesztési stratégidk is kizarélag a MASP-2-re koncentraltak
(Schwaeble és mtsi., 2011). Eredményeink alapjan elmondhatjuk, hogy felfedeztiink egy Uj
targetet az iszkémia-reperfuziés szovetpusztulds megakadalyozdsara. Tovabbi, in vivo
kisérletek szlikségesek annak eldontésére, hogy melyik protedz gatldsa ad hatékonyabb
védelmet. Ebbdl a szempontbdl érdemes figyelembe venni a MASP-1 egyéb funkcidit is. A
PAR receptorok hasitdsa szintén hozzajarulhat az iszkémia-reperfizids sériilés sulyossagahoz.
A PAR4 receptor hasitdsa révén is aktivalédd p38 MAPK aktivitasanak gatlasaval példaul
csokkenthetd volt az iszkémia-reperfuzids sériilés mértéke patkany szivinfraktus modellben
(Gao és mtsi., 2002).

Az in vitro evoluciés technikdval szelektalt MASP inhibitorok megerésitették a MASP-
1 trombinszerd jellegérél korabban kialakult képet. A K; értékek szerint az SFMI-1 55-sz6r
erdsebben gatolja a trombint (K; = 10000 nM), mint az SFMI-2 (K; = 550000 nM), aminek
hatdsa a trombinra gyakorlatilag elhanyagolhatd. Ezzel 6sszhangban vannak azok a mérési
eredményeink, amelyek szerint az SFMI-1 gatlé hatast mutatott mind a harom standard
véralvadasi tesztben (TT, PT és APTT), mig az SFMI-2 extrém magas koncentracié esetén is
alig mutatott detektdlhato hatast (55. dbra).
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55. abra

Az SFMI inhibitorok hatasa a véralvadasra
Friss szérumhoz kiilébnb6z6 higitdsban SFMI inhibitorokat adtunk és standard klinikai
tesztekkel mértiik a véralvaddsi idéket. A szaggatott vonalak kézétti tartomdny jelzi az
egészséges véralvaddsi idéket.

A TT (thrombin time) esszé soran aktivalt trombint adunk a plazmdahoz, tehat végsd soron azt
mérjik, hogy az inhibitorok gatoljdk-e a trombin aktivitasat a tobbi plazma protein
jelenlétében. A PT (prothrombin time) tesztben a kiils6 (extrinsic), mig az APTT (activated
partial thromboplastin time) tesztben a belsé (intrinsic) véralvadasi utvonalat mérjik. A PT
id6kbél kovetkeztethetlink arra, hogy az inhibitorok gatoljdk-e a Vlla-faktort, a Xa-faktort
vagy a trombint, mig az APTT adatok a Xlla-faktor, a Xla-faktor, a IXa-faktor vagy a trombin
gatlasa esetén térnek el a normal értéktél. A megnovekedett alvadasi id6k nagy
valdszinlséggel kizardlag a trombin gatlasanak kdszonheték, bar nem zarhatjuk ki teljesen,
hogy a kaszkadban a trombint megel6z6 proteazok valamelyikét is gatoja az SFMI-1. Az a
tény, hogy egy MASP-1 ellen szelektalt kanonikus inhibitor a trombint is gatolja, arra utal,
hogy a két protedz aktiv centruma hasonld. A MASP-1 és a véralvadas kozotti kapcsolatra
utal az a tény is, hogy a MASP-1 knock out egerekben a faroksebzés utani véralvadasi id6
hosszabb, mint a vad tipusu egerekben (Takahashi és mtsi., 2011). Hasonld kovetkeztetést
vonhatunk le abbdl a megfigyelésbdl is, hogy a MASP-1 knock out egerekben, eltéréen a vad
tipustdl, nem lehetett vas kloriddal (FeCls) trombogenezist indukalni (La Bonte és mtsi.,
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2011). Ez utébbi megfigyelés egy ujabb kapcsolatot sejtet a MASP-1 aktivitasa és az iszkémia-
reperfuzié (pl. szivinfarktus, stoke) patogenezise kozott. Erdemes lenne a fenti kisérleteket
vad tipusu egerekben MASP-1 specifikus inhibitorok jelenlétében is elvégezni. A lektin ut
szelektiv inhibitorainkra nemzetkozi szabadalmi bejelentést tettlink, és gyogyszerfejlesztési
projectbe kezdtiink. Ennek egyik els6 lépése az, hogy allatkisérletekben igazoljuk
inhibitoraink in vivo hatékonysagukat.

Osszefoglalva a MASP-1 szerepével kapcsolatban elmondhatjuk, hogy a MASP-1 a
legérdekesebb, legsokoldalibb protedaz a komplementrendszerben. A MASP-1-nek tobb
szubsztratjat is ismerjik a komplementrendszeren beliil és kivil (8. tablazat) és legtobbjét mi
azonositottuk kutatdsaink sordan.

Szubsztrat Funkcio
MASP-1 autoaktivacid
MASP-2 lektin Ut beinditasa
C2 C3-konvertaz képzés
C3(H,0) ismeretlen
Cl-inhibitor kaszkadrendszerek gatlasa
antitrombin kaszkadrendszerek gatlasa
fibrinogén véralvadds, gyulladdskeltés
XllI-faktor véralvadas
PAR4 gyulladaskeltés
nagy molekulasulyu kininogén gyulladaskeltés

| 8. tablazat A MASP-1 ismert szubsztratjai

A MASP-1 egyik legfontosabb funkcidja a lektin Ut beinditdsa a MASP-2 aktivalasa révén. A
MASP-1, mint azt eredményeink mutattak, sokkal gyorsabban autoaktivalédik, mint a MASP-
2 és az aktiv MASP-1 hasitja a zimogén MASP-2-t. A MASP-1 C2 hasitasa révén szintén
hozzdajarul a C3-konvertaz komplex kialakuldsahoz. A MASP-1 komplementrendszeren kivili
szubsztratjai kivétel nélkll proinflammatorikus folyamatokban vesznek részt. Legfontosabb
ezek kozul taldn a PAR4, amelynek hasitasdaval a MASP-1 kozvetlenil aktivalja az endotél
sejteket. Ez a komplementrendszer egy Uj, altalunk felfedezett funkciéja. A bradykinin
felszabaditasanak a nagymolekulasulyd kininogénbdl szintén lokalis proinflammatorikus
hatdsa lehet. A fibrinogén és a XllI-faktor hasitdsa egy &si immunvédekezési mechanizmus
visszatlikr6z6dése az emberben, egyben pedig kapcsolatot teremt a véralvadasi és a
komplement kaszkadok kozott. A MASP-1 tehat amellet, hogy kdzponti szerepet jatszik a
lektin 4t inicidcidjaban, proinflammatorikus funkcidival hozzajarul egy hatékonyabb
immunvalasz kialakuldsahoz. A MASP-1 a tobbi komplement proteazhoz képest, amelyeknek
csak egy-két természetes szubsztratjuk van, szélesebb specificitdsi protedz, ami
szerkezetében is jol tikroz6édik. Ebben a tulajdonsdgaban is hasonlit a trombinra, amelynek
szintén tobb természetes szubsztratja van (Huntington, 2005). Mindkét enzimre igaz

96



dc_591 12

azonban, hogy egyszerre széles specificitasuak és szelektivek, hiszen a tobbféle természetes
szubsztradt hasitaval ugyanabban a folyamatban vesznek részt. A trombin esetében ez a
hemosztatikus valasz beinditasa, felerGsitése és szabalyzdsa molekuldris és sejtes
folyamatokon keresztil. A MASP-1 eddig azonositott 6sszes természetes szubsztratja az
immunvdlasszal kapcsolatos. A MASP-1 szerepe a felismerémolekuldk 3altal kozvetitett
veszély szignalokra adott sokrét( valasz beinditasaban van.

7. Tovabbi tervek, perspektivak

A komplementrendszer kutatdsa vilagszerte reneszdnszat éli. Ennek oka elsGsorban az, hogy
egyre tobb betegségrdl, koztiik sulyos, sok millid embert érinté népbetegségrdl, deril ki,
hogy patogenezisében szerepet jatszik a komplementrendszer kontroldlatlan aktivitasa
(Wagner és Frank, 2010). Az iszkémia-repefiziés sérilésr6l mar esett szd, amely a
kardiovaszkularis korképek kovetkeztében a vezetd haldlok a fejlett tarsadalmakban és
els6sorban a lektin uttal kapcsolatos. Két nagyon sulyos és a tarsadalomra rendkiviili
terheket rakd oregkori betegség az Alzheimer-kér és az idéskori makula degeneracio (age
related macula degeneration). Az Alzheimer-kdrban egyértelmUien kimutattak a klasszikus ut
érintettségét (Bonifati és Kishore, 2007), mig a makula degeneracié az alternativ ut f6
inhibitoranak, a H-faktornak a hibas, elégtelen m(ikodésével kapcsolatos (Zipfel és mtsi.,
2006). Erthetd, hogy a komplementrendszer aktivaléddsi mechanizmusénak felderitésére és
gyogyszerként alkalmazhatd komplement gdatldoszerek kifejlesztésére nagy erGfeszitéseket
tesznek nemzetkozi szinten (Ricklin és Lambris, 2007). Ugyanakkor az is vilagossa kezd valni,
hogy a komplementrendszer nem csak szliken vett immunolégiai funkcidkat |at el. Ebbél a
szempontbdl egyik legérdekesebb aspektus az egyedfejl6dés, ahol még szamos Uj felfedezés
varhaté a komplementrendszer szerepével kapcsolatban. Nemrégiben mutattdk ki, hogy
Ujszlilott egerek agyaban a folosleges szinapszisok elimindlasaban a klasszikus Ut fontos
szerepet jatszik (Stevens és mtsi., 2007). Nyilvanvaldnak tlnik a feltételezés, hogy ugyanez a
folyamat, ha feln6tt korban kéros mddon ujra aktivalodik, akkor neurodegenerativ
folyamatokat idéz el6. Ugyancsak a komplementrendszer egyedfejl6désben betoltott
szerepére utal az a felfedezés, hogy egy sulyos fejl6dési rendellenességekkel kapcsolatos
tinetcsoport, a 3MC szindroma, hatterében a MASP-3 és a CL-11 génekben bekovetkez6
mutaciok allnak (Sirmaci és mtsi., 2010; Rooryck és mtsi., 2011). Az azonositott MASP-3
mutdciok az SP doménen az aktiv hely kornyezetében talalhaték, és olyan aminosav
cserékkel jarnak, amelyek kovetkeztében az enzim nagy valdszin(iséggel elveszti proteolitikus
aktivitasat. A komplementrendszer és az egyedfejl6dés kapcsolatardl szélva érdemes
megemliteni, hogy a Drosophila embridban egy tripszinszerli szerin protedzokbdl
(gastrulation defective, snake, easter) allé kaszkadrendszer szabdlyozza a dorzalis-ventralis
(hat-hasi) polaritds kialakuldsat (LeMosy és mtsi.,, 1999). Ez a kaszkadrendszer mikodési
elvében semmiben sem kilénbozik a komplement vagy a véralvadasi kaszkadtdl, és a benne
résztvevl enzimek tobb doménbdl all6 szerin protedzok. Egyaltalan nem alaptalan tehat azt
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feltételezni, hogy a komplementrendszer is ellathat hasonld funkcidkat az egyedfejlGdés
soran.

A legtdbb nyitott kérdés kedvenc kutatdsi témammal, a lektin uttal, kapcsolatban
meril fel. A masodik legnagyobb mennyiségben (5 pg/ml) jelenlévé protedz, a MASP-3,
szerepe meglehetGsen tisztazatlan. Mint lattuk, a genetikai vizsgalatok kapcsolatba hoztak a
3MC szindrémaval, azonban szubsztratspecificitdsa és aktivaléddsi mechanizmusa nem
ismert és nem rendelkezlink réla kristalyszerkezettel sem. ElSkisérleteink szerint, a MASP-3
nem képes autoaktivalddni, tehat egy masik protedznak kell aktivalnia. Az irodalmi adatok
szerint, a komplementrendszer aktivaldsdhoz a MASP-3 nem jarul hozza, s6t mivel képes a
felismeré molekulakrol leszoritani a MASP-1-et és MASP-2-t, inkabb inhibitorként viselkedik.
Magam részérél nehezen hihet6 elképzelésnek tartom, hogy egy proteolitikusan aktiv szerin
proteaznak ilyen inhibitor jellegl szerepe lenne. Nem teljesen jol definialt in vitro kisérletek
alapjan az IGFBP-5 (insulin-like growth factor-binding protein-5) szubsztratja a MASP-3-nak
(Cortesio és Jiang, 2006). (Ugyanezt egyébként mar évekkel kordbban a Cls-rél is kimutattak
(Busby és mtsi.,, 2000).) Ez Osszhangban lehet a MASP-3 egyedfejlédésben jatszott
szerepével, azonban ezek az eredmények tovabbi megerGsitésre szorulnak.

A kozelmultban felmerilt a lektin Ut és az alternativ Ut kapcsolata. Ugyanabbdl a
laboratdriumbdl szdrmazé egymasnak részben ellentmondd adatok alapjan a pro-D-faktor
hasitasaért a MASP-1 és/vagy a MASP-3 a felelds (Takahashi és mtsi., 2010; Iwaki és mtsi.,
2011). A MASP-1 és MASP-3 pro-D-faktor hasitasi képességét viszonylag konnyen lehet
ellendrizni, (feltéve, ha a tisztitott fehérjék rendelkezésiinkre allnak), azt azonban nem lehet
egyértelmdlen eldonteni, hogy fizioldgiasan is relevans folyamatrél van-e szé. A D-faktorrol
tudjuk, hogy mindig, még a komplementrendszer tobbi tagjanak aktivalédasa el6tt, aktiv
allapotban van jelen a vérplazmaban. A MASP-ok viszont csak megfelelé veszély szignal
(PAMP vagy DAMP) jeleléte esetén keriilnek aktivalt allapotba. Kérdés tehat, hogy
nyugalomban [év6 vérplazmaban mi hasitja a pro-D-faktort. Ugyancsak felmerilt a MASP-3
részvétele az alternativ Ut C3-konvertazanak kialakitasaban a B-faktor hasitasan keresztil. A
lektin ut és az alternativ Ut esetleges kdlcsdnhatasainak tisztazasa nagyon fontos, hiszen az
alternativ Ut a komplementrendszer legfontosabb jelerdsité mechanizmusa. Ha a lektin ut
normalis mikddése valdban el6feltétele az alternativ Ut aktivalédasanak, akkor a
komplementrendszerrél eddig kialakult képet alaposan feliil kell vizsgalnunk. MASP-3
specifikus, in vitro evolucids technikaval el8allitott, kanonikus inhibitorok segitségével ezt a
kérdést egyértelmlen meg tudnank valaszolni.

Ugyancsak évek oOta tisztazatlan kérdés az MBL-MASP és fikolin-MASP komplexek
Osszetétele és szerkezete. Kulonosen érdekes ez a kérdés annak az eredményilinknek a
fényében, hogy a MASP-1 aktivdlja a MASP-2-t. Egy komplexen belil helyezkedik el a kétféle
protedaz, nem zarva ki akdr a vegyes dimer lehet6ségét sem, vagy pedig egy felismeré
molekuldhoz csak egyféle protedz kotddik? Az utdbbi esetben viszont az MBL-MASP
komplexeknek egymashoz megfelel6 kozelségben kell az aktivacids felszinen elhelyezkedni
ahhoz, hogy a két protedz érintkezhessen. Tovabbi nyitott probléma a nembkatalitikus
fragmentumok, a MAp19 és a MAp44 szerepe. Kilonosen érdekes ebbdél a szempontbdl az a
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tény, hogy a MAp44 legnagyobb mennyiségben a szivizomban fejez6dik ki. Elképzelhetd,
hogy a MAp44 természetes inhibitorként védi a szivizmot a lektin Ut tulzott aktivaldddasatal,
példaul iszkémia-repeflzids esetén.

A lektin ut specifikus inhibitorok mellett a masik két utvonalra szelektiv inhibitorokat
is fejlesztlink. A klasszikus utat a C1r vagy Cls gatldsdval, mig az alternativ utat a D-faktor
gatlasaval lehetne szelektiven blokkolni. Az atvonalspecifikus inhibitorok segitségével
allatmodellekben vizsgalhatjuk a harom aktivalddasi Ut részvételét a kilonb6z6 betegségek
patomechanizmusaban. Az utvonalspecifikus inhibitorok gyogyszerfejlesztés szempontjabol
is igéretes molekuldk, mivel a komplementkaszkad elején avatkoznak be a folyamatba és
nem okoznak teljes immunszupressziot. A C3-konvertazok szintjén hatd inhibitorok, mint
példaul az in vitro evolucids technikdval nemrég fejlesztett Compstatin (Ricklin és Lambris,
2008), egyrészt a teljes komplementrendszer ledllitdsat okozzdk, mdsrészt viszont nem
akadalyozzak meg a korai komplement protedzok 3altal gerjesztett proinflammatorikus
hatasokat.
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8. Uj tudoméanyos eredmények dsszefoglalasa

Kutatdomunkam soran a komplementrendszer aktivalédasanak a klasszikus és a lektin utjaval
foglalkoztam. Dolgozatomban azokat az eredményeket ismertetem, amelyek a két
aktivalddasi at beinditdsdban résztvevd szerin proteaz enzimekre vonatkoznak. A Clr, MASP-
1 és MASP-2 multidomén szerin protedzok, amelyek képesek autoaktivdlodni és
szubsztratjaikat specifikusan, limitalt proteolizis révén hasitjak. Munkam sordn sikerilt
tisztazni a szlk szubsztratspecificitds molekulaszerkezeti hatterét, az autoaktivalédas
mechanizmusat, a lektin Gt aktivalédasi mechanizmusanak eddig nem ismert részleteit, és
felfedeztilk a komplementrendszer egy Uj funkcidjat, a protedz (MASP-1) dltali kdzvetlen
sejtaktivalast.

A protedzok tanulmdanyozasat, kildnos tekintettel a szerkezeti vizsgalatokra, az tette
lehetévé, hogy els6ként nekiink sikeriilt rekombinans uton, tiszta formdaban, elegendé
mennyiségben el&allitanunk ezeket, az egyébként szérumbdl csak nehezen izolalhatd,
fehérjéket.

A komplementrendszer aktivalédasanak klasszikus utja

A komplementrendszer els6 komponense, a Cl komplex, egy heteropentamer
enzimkomplex, ami egy felismerémolekuldbdl (Clq) és egy Clr és Cls protedzokat
tartalmazd, C1s-C1r-C1r-Cls szekvencidju tetramerbdl all. A klasszikus ut aktivalédasanak
els6 enzimatikus |épése a zimogén Clr autoaktivalddasa. Az aktiv C1lr, a C1 komplexen beliil,
hasitja, és ezzel aktivalja a zimogén Cls-t. Az aktiv C1s ezutdn hasitja az oldatfazisban lévé C4
molekuldt, majd az aktivacids felszinre lerakddott C4b komponenshez két6dott C2 proteazt.
A C1 komplex szerkezete nem ismert, csupan kilénb6z6 modellek alinak rendelkezésiinkre.
Ezek a modellek jorészt statikus informacidkon (elektronmikroszképos képek,
rontgendiffrakciéval meghatdrozott szerkezetek) alapulnak, ezért nem sokat mondanak
magardl az aktivacid folyamatardl, minek folyaman nagymérték( konformaciovaltozasoknak
kell végbemenni.

A klasszikus aktivalédasi ut kulcsenzime a Clr, mivel csak ez képes autokativalédni, a Cls
nem. A Clr szerepével, aktivalédasi mechanizmusdval kapcsolatos legfontosabb Uj
eredményeink a kovetkez6k:

o Kifejeztiik rekombinans formaban a Clr katalitikus régiéjat reprezentdlé CCP1-CCP2-
SP (yB), CCP2-SP és SP fragmentumokat. A rekombinans fehérje expressziét E. coli
sejtekben végzetiik, az oldhatatlan inkllzids testek formajaban felhalmozdédott Clr
fragmentumokat renaturdltuk és homogenitasig tisztitottuk. Renaturdcid soran
mindhdarom fragmentum autoaktivalddott, vagyis megtortént a hasadas az aktivacios

8311e*®* kotése mentén. Ezzel bebizonyosodott, hogy az autoaktivacié a

peptid Arg
szerin proteaz domén inherens tulajdonsaga, ahhoz a tobbi domén jelenlétére nincs

sziikség. A szerin proteaz domén dnmagdaban tartalmazza az 6sszes kotShelyet és a
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katalitikus apparatust, ami az autoaktivdlédashoz sziikséges. A CCP domének
jelenléte  felgyorsithatja az  autokativacié  folyamatdt, azonban nem
nélkilozhetetlenek a folyamathoz. A (CCP1-CCP2-SP), dimer képz&dése szintén nem
el6feltétele az autoaktivacionak.

A kismolekulas szintetikus szubsztratokat mindharom fragmentum egyfoma
hatékonysaggal hasitotta. A CCP modulok jelenléte tehat nem sziikséges az aktiv
katalitikus centrum kialakitasdhoz. A CCP domének ugyanakkor stabilizaljak a
katalitikus fragmentum szerkezetét. A DSC mérések tanusaga szerint a CCP2 modul
stabilizal6 hatasa nagyobb, mint a CCP1 modulé. Ez pedig intenziv kélcsénhatasra utal
a CCP2 és az SP domének kozott, amit a kristalyszerkezetek is igazoltak.

A CCP modulok jelenléte fehérjeszubsztratok esetén megnoveli a katalitikus
hatékonysagot. Ez arra utal, hogy a CCP domének kiilsé kotGhelye(ke)t (exosite)
tartalmaznak a nagyméret(i fehérjeszubsztratok szdmara. Ez nagy valdszinlséggel
igaz a C1r/C1s/MASP enzimcsalad tobbi tagjara is.

A Clr molekula legkisebb, dimerizaciéra képes egysége a CCP1-CCP2-SP
fragmentum. Mig az SP és a CCP1-SP fragmentumok széles pH tartomdanyban
monomerként viselkednek, addig a CCP1-CCP2-SP fragmentum, a teljes Clr
molekuldhoz hasonléan, pH 5 alatt monomer, mig Idgos kérilmények kozott dimer
formaban detektalhaté. Ez egyben azt is bizonyitja, hogy a CCP1 modul kulcsszerepet
jatszik a C1r dimerizaciéjaban. A kristalyszerkezetek megmutattak, hogy a két CCP1-
CCP2-SP monomer fej-ldb orientacioju dimert képez oly mddon, hogy az egyik
monomer CCP1 modulja a masik monomer SP doménjéhez kapcsolddik.

Az aktiv C1r CCP1-CCP2-SP fragmentum kristalyszerkezete hasonlit a zimogén forma
térszerkezetéhez, azzal a kiilonbséggel, hogy az aktiv dimert er6sebb kdlcsonhatas
stabilizalja a CCP1/SP kontaktfelszinen. 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 masik monomer hasitandd Arg-lle
kotésétél, az autoaktivaciohoz a dimer szerkezetnek fel kell bomlania.

Az aktiv C1r kristalyszerkezetében két szomszédos dimer molekuldi enzim-termék
komplexet alkotnak. Detektdlhatd a tripszinszer( protedzokra jellemz6 Asp631 (S1)-

%6 (P1) kélcsénhatds a szubsztratkéts zseb aljan, valamint egy intermolekularis

Arg
séhid az enzim SP doménje (Arg®®) és a termék CCP2 (Glu**) modulja kéz6tt.

Az aktiv Clr kristdlyszerkezete alapjan Uj modellt dolgoztunk ki a Cilr
autoaktivaléodasara a C1 komplexen beliil. Az 3ltalunk javasolt ,hasadds és
visszakapcsolddas” (split and reassembly) modell jobban 6sszhangban van a kisérleti
tényekkel, mint a kordbbi modellek. A zimogén Clr dimerek képesek spontdan mddon
is felbomlani, azonban aktivacié soran, amikor a Clq fejei lekot6dnek az aktivacids
felszinre, a spontan disszocidcio felgyorsul. Disszociacié utan a Clr SP domének olyan
térbeli helyzetben taldlkoznak, ami lehet6vé teszi az autoaktivaciot, vagyis az egyik SP
domén hasitasat a masik SP domén altal. A kristalyszerkezetben detektalt CCP2/SP

intermolekularis kolcsonhatds hozzajarulhat az atmeneti aktivacids komplex
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stabilizdlasahoz. Autoaktivacido utan a Clr dimer szerkezet konnyen helyreallhat,
hiszen modelliink, mas modellekkel ellentétben, nem igényli a Clg 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 4ltali aktivacidéja megtorténhet akar a disszocidlt akar az
Ujra 6sszekapcsolddott allapotban. Az aktiv C1r 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 konformacios flexibilitasat tételezi fel az aktivalédas
soran a C1 komplexen belil.

e Megmutattuk, hogy a Clr CUB2 doménjének csak Ca®* ion jelenlétében van
rendezett térszerkezete, Ca’* ion hidnydban rendezetlen, flexibilis szerkezettel
rendelkezik. Megmértik, hogy a Clr CUB2 doménje egy Ca’* iont két, 430 UM
disszociacids allanddval. Ha ezt az értéket Osszevetjlik az emberi vérben lév6 szabad
Ca’* ion koncentracidval (1,2 mM), arra a kdvetkeztetésre jutunk, hogy a Clr
molekuldkban 1év6 CUB2 doméneknek csak kb. haromnegyede van kalciummal
telitve, azaz csak ennyinek van rendezett térszerkezete. A kalciumot éppen nem koté
CUB2 doméneknek rendezetlen szerkezete van, ami kell6 mozgékonysagot
biztosithat az egész molekuldnak az autoaktivacié soran. A Ca** ion koncentracio
szerepét a Clr autoaktivalédasanak a szabalyozdsaban szérumbdl izoldlt teljes
hosszUsagl zimogén Clr preparatumon is ellenGriztik. Ezek a mérések
megerdsitették, hogy a szérumban a CUB2 domén stabilitasanak hataran van és
biztositja az aktivalédasi folyamathoz sziikséges flexibilitast.

A komplementrendszer aktivalédasanak lektin utja

A komplementrendszer lektin Utja sokban hasonlit a klasszikus utra, azonban jéval
Osszetettebb anndl, mivel egyszerre legaldbb 6t felismeré molekula (MBL, H-,L-, M-fikolin,
CL11), harom szerin proteaz (MASP-1/-2/-3) és két proteaz fragmentum (MAp19 és MAp44)
alkotja az inicidciés komplexeket jorészt ismeretlen 6sszetételben és sztochiometriaval. A
sok nyitott kérdés koziil az egyik legtobbet vitatott terlilet a protedzok funkcidja.
Kutatdmunkam sordn a MASP-1 és MASP-2 protedazok m(ikodésével kapcsolatban tettem a
legtobb Uj megallapitast, amelyek némelyike tulmutat a szorosan vett lektin Uton, s6t még a
komplementkaszkadon is.

A MASP-2 képes autokativalédni és a C3-konvertdz komplex képz&dését katalizalni C4 és C2
komponensek hasitdsa altal. A MASP-2 idealis objektumnak bizonyult az autoaktivalodas
illetve a C3-konvertaz képzés mechanizmusanak tanulmanyozasara. Legfontosabb Uj
eredményeink ezen a teriileten a kovetkez6k:

e Rekombinans fehérje expresszidval, E. coli sejtekben, elGallitottuk a MASP-2
katalitikus régidéjat reprezentaléd harom fragmentumot: a CCP1-CCP2-SP, CCP2-SP és
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SP konstrukcidkat. Mindharom MASP-2 fragmentum, ugyan lassabban, mint a Clr
vagy a MASP-1, képes autokaltivalédni. Ezzel megerdsitést nyert az a, Clr esetében
mar levont, kovetkeztetés, hogy az autoaktivalodas a szerin proteaz domén sajatja,
ahhoz a tobbi domén jelenléte nem sziikséges.

A MASP-2 magdnyos SP doménje a C2 szubsztratot nagy hatékonysaggal hasitotta,
mig a hatékony C4 hasitashoz sziikség van legaldbb a CCP2 modul jelenlétére. Ebbdl
azt a kovetkeztetést vonhatjuk le, hogy az SP domén tartalmazza mindazon
kot6helyeket és katalitikus apparatust, ami a C2 szubsztrat hasitasahoz sziikséges, a
nagymértli (203 kDa) C4 szubsztrat szamara viszont kiilsé koét6helyek (exosite)
vannak a CCP modulokon. Ezek a kilsé kot6helyek mar a zimogén MASP-2
molekuldn is megtaldlhaték, mivel a CCP domének szerkezete nem valtozik az
aktivacio soran.

A MASP-2-C4 enzim-szubsztrat komplex térszerkezete igazolta a CCP domének
szerepével kapcsolatos kordbbi kovetkeztetéseinket. A MASP-2 CCP doménjei a C4
fehérje C-terminalis C345C doménjéhez kotnek 500 A’ felileten keresztil. Egy
masik, nem vart, kiilsé kotGhelyet (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 kdtShely
a Cls molekuldn is megtalalhaté. A CCP doméneken taladlhaté kilsé kotéhely, mivel
szerepet jatszik a C3-konvertdz (C4b2a) kialakuldsanak mechanizmusaban.

A MASP-2 zimogén térszerkezete proteolitikusan inaktiv konformaciét mutat: a
szubsztratkotd zseb és az oxianionkots zseb erésen 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 formaja tehat tranziens jelleggel képes felvenni az aktiv
enzimre jellemz6 térszerkezetet, amit a fehérjeszubsztrattal valé kolcsénhatds
stabilizal. A zimogén proteolitikus aktivitdsa az autoaktivalédasi folyamat kulcsa,
aminek els6 |épésében egy zimogén protedz hasit egy masik zimogén molekulat. Az
autoaktivaciés képességgel rendelkezd szerin protedzok SP doménje flexibilisebb
térszerkezettel rendelkezik, mint a nem-autoaktivalédoké.

A MASP-1 a lektin ut legérdekesebb, legrejtélyesebb enzime. Mennyisége a szérumban

messze fellilmulja a MASP-2 mennyiségét, onmagaban azonban nem képes beinditani a

lektin utat. A MASP-1 szubsztratspecificitasa, fiziolégias szerepe egyike volt a legvitatottabb

kérdéseknek az elmdult évtized sordn. Munkank sordn szamos Uj megallapitast tettliink a

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

Kifejeztiik a MASP-1 CCP1-CCP2-SP fragmentumat E. coli sejtekben, az inkldzids
testekben 1évGs fehérjét renaturdltuk és homogenitasig tisztitottuk. Megallapitottuk,
hogy a MASP-1 a MASP-2-nél gyorsabban autoaktivalodik, és az aktiv MASP-1
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% Asp® kotés mentén. A MASP-1 proteolitikus

aktivitasa detektalhatéd zselatin zimografidval, ami egyedildllé a komplement
proteazok kozott és jelzi, hogy a MASP-1 enzimatikus tulajdonsagaiban eltér a rokon

tovabbi autolizisre hajlamos az Arg

proteazoktadl.

Megcafoltuk, azt a téves nézetet, miszerint a MASP-1 6nmagaban C3-konvertazként
miikédne. A MASP-1 a tioészter kotésében hidrolizalt C3 molekuladt viszonylag
hatékonyan hasitja, azonban az intakt C3 molekulat csak kis sebességgel. Valdszin(leg
a MASP-1 csak a hidrolizalt C3 molekulat képes hasitani és az intakt C3 esetében mért
aktivitds a hidrolizis kovetkezménye. Az irodalomban kordbban ko6zolt
ellentmonddsos eredmények a mérésekhez hasznalt C3 preparatumok eltéré C3(H,0)
tartalmdnak voltak kdszénhetdék.

A MASP-1 a komplement komponensek koziil egyediil a C2-t hasitja szamottevd
hatékonysaggal (kest/Km=30000 M*s™?). Ez 6nmagéban nem elegend a C3-konvertaz
(C4b2a) képzéshez, viszont a MASP-2 C3-konvertdz képz6 hatékonysagat
megnovelheti.

A MASP-1 szubsztratspecificitdsat vizsgalva szamos jel utal arra, hogy a MASP-1
hasonlit a trombinra. A MASP-1 a P1 helyen arginint tartalmazé szubsztratokat
preferdlja és hasitja a fibrinogént és a XllI-faktort, térhalds fibrin polimert hozva létre.
A lokdlis koagulaci6 a természetes immunitas egyik &si mechanizmusa, ami
megakaddlyozza a fert6z6 mikroorganizmusok szervezeten beliili elterjedését. A
MASP-1, mint a Clr/C1ls/MASP proteaz csalad leg6sibb tagja, hidat képez a
komplement és a koagulacidés kaszkad kozétt. A MASP-1 leghatékonyabb inhibitora
az antitrombin heparin jelenlétében.

Felfedeztiik a komplementrendszer egy Uj funkcidjat, a proteaz altali kozvetlen
sejtaktivalast. A MASP-1 proteolitikus aktivitasa 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 szignal, NF-kB transzlokacid, p38 MAP-kinaz foszforilacié. A PAR4 altali
endotél sejtaktivacidé el6segitheti a leukocitak toborzasat, letapaddasat és gordilését
(rolling).

Proteomikai moddszerrel azonositottuk a MASP-1 egy uUjabb szubsztratjat: a
nagymolekulasulyd kininogént. A MASP-1 képes a kininogénbdl felszabaditani a
vazoaktiv hatasa bradykinin peptidet. A reakcid hatékonysdga meglehetdsen
alacsony, azonban lokalisan hozzajarulhat a komplementaktivalas altal gerjesztett
gyulladasos folyamatokhoz.

A MASP-1 CCP1-CCP2-SP katalitikus fragmentumanak altalunk meghatarozott
térszerkezete magyarazatot ad a MASP-1 viszonylag széles
szubsztratspecificitasara. A MASP-1 felszini topoldgidja inkdbb hasonlit a széles
szubsztratspecificitassal rendelkezé tripszinéhez, mint a szlik specifictasu
komplement protedzokéhoz. A MASP-1 szubsztratkot6 arka széles és viszonylag
nyitott. A MASP-1 potencidlis proteolitikus aktivitasat ugyanakkor csokkenti a hosszu
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B-hurok (60-as hurok) és az a belsé sohid, amit az S1 aszparaginsav (Asp®*) alakit ki

egy belsG arginin oldallanccal (Arg®”’).

Hasonlé soéhid jarul hozzd a D-faktor
aktivitasanak szabalyozasahoz is.

In vitro evoluciés technikaval (fag bemutatdas) lektin ut specifikus inhibitorokat
fejlesztettiink ki. A napraforgd tripszin inhibitorbdl kiindulva olyan kanonikus
inhibitorokat szelektaltunk, amelyek csak a MASP-okat gatoljak. Az SFMI-2 inhibitor
csak a MASP-2-t gdatolja (Ki=180 nM), mig az SFMI-1 er6sen gatolja a MASP-1-et
(K=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 gatolja a C4 MASP-2
altali hasitasat. Eredményeink egyértelmiien arra utalnak, hogy a MASP-1-nek
fontos szerepe van a lektin at beinditdsdaban. A MASP-1 egyedil nem képes
beinditani a lektin utat, mivel nem képes C4-et hasitani, azonban normal humadn
szérumban mégis kulcsszerepet jatszik az aktivdloddsban, nagy valdszinlséggel a
zimogén MASP-2 gyors hasitdsan keresztiil. Mindezek alapjan a MASP-1 egy Uj
targetnek tekinthet6 a patologikus komplementaktivalédas gatlasaban.

Osszefoglalva elmondhatjuk, hogy a MASP-1 a legérdekesebb, legsokoldalubb
protedz a komplementrendszerben. Egyik legfontosabb funkcidja a lektin ut
beinditdasa MASP-2 aktivaldsa és C2 hasitasa altal, mig a komplementrendszeren kivili
szubsztratjainak hasitdsa révén hozzdjarul egy hatékonyabb természetes
immunvalasz felépliléséhez. A MASP-1, hasonléan a trombinhoz, egyszerre széles
specificitasu és szelektiv, mivel az 6sszes eddig azonositott természetes szubsztratja
az immunvalasszal kapcsolatos. A MASP-1 szerepe a felismer6molekulak altal
kozvetitett veszély szignalokra adott sokrétii valasz beinditasaban van.
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9. Kdszonetnyilvanitas

Mindenekel6tt szeretnék koszonetet mondani Zavodszky Péternek, aki bevezetett a
komplementrendszer kutatdsdba és ezzel olyan témat adott, amelyben lehetéségem nyilt
0nallé kutatdi kvalitdasaim kibontakoztatasara. Palyafutasomat egyetemi éveimtél kezdve
mind a mai napig folyamatosan figyelemmel kisérte, és minden lehetd eszkdzzel tamogatta.
Laboratériumaban olyan stabil, nyugodt hatteret biztositott, ahol a tudomanyra
koncentralva tudtam dolgozni az elmult évek soran. Biszke vagyok ra, hogy mar negyedik
éve csoportvezet6ként dolgozhatok mellette az MTA Enzimoldgiai Intézetében.

A dolgozatban szerepl6 eredmények nem sziilethettek volna meg kollégaim, régi és
jelenlegi didkjaim munkaja nélkil. Koszonettel tartozom ezért elsG6sorban Dobd Jézsefnek,
Kardos Jozsefnek, Ambrus Gézdnak, Kocsis Andrednak, Megyeri Martonnak és Major
Baldazsnak. Koszonettel tartozom még a csoport tobbi tagjanak is, akik munkajukkal,
tanacsaikkal, vitdk sordn kifejtett nézeteikkel segitették kutatdsaimat. Kulon kdszoném
Balczer Jdnosnénak a kisérleti munka soran nyujtott professziondlis technikusi hozzajarulast.

Hazai egylttm(ikodGim koziil koszonetet kell mondanom Harmat Veronikanak (ELTE,
Kémiai Intézet), aki a dolgozatban szerepl6 rontgenszerkezetek nagy részét megoldotta és
részt vett azok értelmezésében, valamint tandcsaival segitett a fehérjék kristalyositdsaban.
Az emberi primer endotél sejteken végzett mérések kivitelezéséért és az eredmények
értelmezésében nyujtott segitségért koszonettel tartozom Cervenak Laszlénak (SOTE, Ill. Sz.
Belgyogyaszati Klinika) és munkatarsainak. Koszonet illeti Pal Gabort (ELTE, Biokémia
Tanszék), aki a fag bemutatason alapuld inhibitorszelekciés moddszer hazai
meghonositéjaként Uj lendiiletet adott kutatdsainknak.

A kulfoldi egyuttmUkodsim kozial mindenekelStt Robert B. Simnek (Oxfordi Egyetem)
kell koszonetet mondanom, aki munkdmat hosszu id6 6ta tdmogatdlag kisérte figyelemmel.
Az oxfordi laboratériumban eltoltott hosszabb-rovidebb idészakok jelentésen hozzajarultak
kutatoi fejlédésemhez és szdmos k6z0s publikiciét eredményeztek. Szintén sokat tanultam
Verne Schumaker (UCLA) laboratériumaban. Szeretném megkdszonni dan egylittmikodsim,
Gregers Andersen és Steffen Thiel (Aarhusi Egyetem) az utdbbi években nyujtott értékes
hozzajaruldsat.

Végezetliil szeretnék készonetet mondani csaladomnak, elsGsorban sziileimnek, hogy
lehet6vé tették azt, hogy kutatdi palyara Iépjek és mindvégig tdmogattak céljaim elérésében.
Kilon koszondm unokahugaimnak, Zitanak, Saranak és Lucdnak, hogy bizattak ennek a
dolgozatnak a megirasara.
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