Gal Péter: ,,A komplementrendszer aktivalodasanak kezdeti Iépései: Modularis szerin
proteizok szerepe a természetes immunvalasz beinditiasiban” cimi MTA doktori

értekezésének biralata.

G4l Péter doktori értekezésében — az irodalmi hivatkozasok kivételével - 105 oldalon
ismerteti tudomanyos eredményeit. A disszertdcié alapjaul 13, az egyetemi doktori PhD
megszerzése utdn sziiletett kozlemény szolgalt. Ezek koziil négy publikacioban (koziilik
haromban megosztott) elsd szerzé, mig &t publikacidban utolsé szerzé. Ezen publikdciok
létrejsttében meghatarozd szerepet jatszott, elsésorban a problémafelvetés, tudomanyos
koncepcié kidolgozasa, kisérletek tervezése és kiértékelése, kovetkeztetések levonasa ¢€s a
cikkek megirasa terén, valamint bizonyos esetekben a kisérleti munkabdl is kivette a részét. A
jelslt igen jelentds tudomanyos teljesitményét mutatja, hogy az értekezés témajaban megjelent
tovabbi 30 kozleménynek is az elsé vagy térsszerzdje, melyek eredményeit a disszertdcioban
nem ismerteti részletesen. Mind a disszertacit megalapozo, mind a tovabbi kozlemények
donté tobbsége nagy presztizsii nemzetkozi folydiratban (J. Immunol, JBC, PNAS, Plos one)
jelent meg. A mi hiteles adatokat tartalmaz.

A disszertacid kivaléoan, és nagy gondossaggal megirt, konnyen olvashato.
Véleményem szerint kiilon értéke, hogy magyar nyelven irodott, igy egyrészt hozzgjarul a
magyar tudoményos nyelv 4poldsdhoz, masrészt ez eleve lehetetlenné tette az eredeti
kozleményekbdl valé kozvetlen szovegmasolast. Felépitése is nagyon jO, a személyes
kotédést is bemutatd bevezetést a munka koriilményeinek €s a szakmai hozzajarulasoknak a
részletes lefrasa, a tudomdnyteriileti hattér kivalo, sajat hozzajarulasokat is tartalmazé €s a
szakteriileten nem annyira jaratos olvasot is segitd ismertetése, kérdések és célkitiizések, a
modszertani megkozelitések rovid Osszefoglaldsa, a kutatdsi eredmények ¢€s azok
megbeszélése koveti. A szerzé az dsszefoglalas eldtt ismerteti a tovabbi tudomanyos terveit s
a perspektivdkat is. A részletes koszonetnyilvanitds utdn irodalomjegyzék zarja a
disszertaciot. A birdldé — vagy olvasé — munkajat jelentdsen megkdnnyitette volna, ha a
disszertacié alapjaul szolgdlé kozlemények a disszertacio végére bekeriiltek volna, kiilonds
tekintettel arra, hogy a modszerek leirasa a disszertacioban csak igen vézlatos, és a
kozleményekre hivatkozik.

A gondos munka bizonyitékaként eliras kifejezetten ritka a palydzatban (,,C-terninalis”

a 21. oldalon, ,,kovetttiik” a 27. oldalon).



A disszertacioban kifejtett uj eredmények (rovid dsszefoglalasban):

Clr szerepével, aktivalodasaval kapcsolatban:

Bizonyitottak, hogy az autoaktivaci6 a szerin protedz (SP) domén inherens
tulajdonsdga. A CCP domének jelenléte ugyan gyorsithatja az autoaktivaciot, de annak az
enzim dimerizacidja nem elofeltétele.

A CCP domének stabilizaljak az SP domént, a katalitikus hatékonysdg novelése
valészintileg ,,exosite-ok” révén torténik.

A CCP1 modul kulcsszerepet jatszik a Clr dimerizacioban: ezt kristalyszerkezeti
adatok is megerdsitették.

A Clr (CCP1-CCP2-SP), kristalyszerkezete alapjan az aktiv dimert erdsebb CCp1-SP
kolcsonhatas stabilizalja, mint a zimogént, valamint a dimernek az autoaktivacidhoz fel kell
bomlania. Az aktiv Clr kristalyszerkezetében két szomszédos dimer molekuldi enzim-termék
komplexet alkotnak.

Az aktiv Clr kristalyszerkezete alapjan 0j (,,split and reassembly”) modellt dolgoztak
ki a Clr autoaktivalodasara a C1 komplexen beliil.

Kimutattdk, hogy a CUB2 modul kalcium hianydban nagyfokt flexibilitdssal
rendelkezik, ami kulcsfontossagi az aktivalodas soran. Szérumban a CUB2 domén az
alacsony Ca’" koncentracié miatt stabilitisdnak hataran van és biztositja az aktivalodasi

folyamathoz sziikséges flexibilitast.

A lektin titvonallal kapcsolatban:

Kimutattak, hogy a MASP-2 SP doménje a C2 szubsztratot nagy hatékonysaggal
képes hasitani, mig a C4 hasitashoz sziikség van legalabb a CCP2 domén jelenlétére. A CCP2
,exosite” kotéhelyek mar a zimogén MASP-2 molekulédban is megtalalhatoak.

A MASP-2-C4 komplex szerkezet igazolta a CCP domének szerepével kapcsolatos
korabbi kovetkeztetéseiket, tovabba egy 1Uj ,.exosite” kotbhelyet is azonositottak a C4
szulfotirozin régidja és a MASP-2 SP doménje kozott.

A MASP-2 zimogén térszerkezete proteolitikusan inaktiv konformdaci6ét mutat, jo
dsszhangban azzal, hogy a zimogén forma nem képes kromogén szubsztratokat hasitani,
ugyanakkor meglepden jol hasitja a C4 fehérjét. A zimogén proteolitikus aktivitdsa az
autoaktivalasi folyamat kulcsa. Az autoaktivacids képességgel rendelkezé szerin proteazok SP

doménje flexibilisebb térszerkezettel rendelkezik mint a nem autoaktivalodoke.



A MASP-1 specificitasaval és fizioldgiai szerepével kapcsolatban:

A MASP-1 gyorsabban autoaktivalodik mint a MASP-2. A MASP-1 viszonylag széles

specificitasti protedz, aktivitdsa — egyediilallé modon a komplement protedzok kozott -
zselatin zimografiaval detektalhato.

A MASP-1 6nmagaban nem képes C3 konvertazként miikodni, egyediil a tioészter
kotésében hidrolizalt C3 molekulat képes viszonylag hatékonyan hasitani. A MASP-1 a
komplement komponensek koziil egyediil a C2-t hasitja szamottevé hatékonysaggal.

A MASP-1 specificitdsaban hasonlit a trombinra (P1 Arg preferencia, fibrinogén, XIII
hasitasi képesség). A MASP-1 mint a C1r/C1s/MASP protedz csalad legdsibb tagja, hidat
képez a komplement és a koagulécios kaszkad kozstt. A MASP-1 leghatékonyabb inhibitora
az antitrombin, heparin jelenlétében.

A MASP-1 a PAR4 receptorok aktivalasan keresztiil képes endotél sejteket aktivalni,
mely aktivalasnak proinflammatorikus hatdsai (NF-kB transzlokacio, p38 MAPK
foszforilacio) vannak.

Proteomikai modszerrel kimutattdk, hogy a MASP-1 képes a nagy molekulasulyu
kininogénbd6l bradikinin kihasitasara.

A MASP-1 CCP1-CCP-2-SP térszerkezete magyarazattal szolgalt a MASP-1
viszonylag szélesebb specificitiséra (topologiai hasonlésag a tripszinhez, széles €s nyitott
szubsztratkoto arok).

In vitro evolucids technikéval, a napraforgé tripszin inhibitorbol kiindulva lektin ut
specifikus inhibitorokat fejlesztettek ki. Az inhibitorok felhasznaldséval kapott eredmények
arra utaltak, hogy mig a MASP-1 egyedill nem képes beinditani a lektin utat, normal
szérumban mégis kulcsszerepet jatszik az aktivalodasban, nagy valoszinliséggel a zimogén
MASP2 gyors hasitasan keresztiil. Mindezek alapjan a MASP1 egy 1j gyogyszercélpontnak

tekinthetd a patologias komplementaktivalodas gatlasaban.

Néhany észrevételem a dolgozattal kapcsolatban:

Az egyébként kivalé és igen szemléletes abraknal nincs kiilon feltiintetve az abra
forrasa, igy nem deriil ki, hogy ezek mennyiben sajat abrak illetve masok kozlemény€bdl
szarmaznak-e (modositasokkal)?

A 43. oldalon bemutatott rekombinans MASP fragmentumok SDS-PAGE analizisén€l
feltind az extra savok jelenléte a MASP-1 CCP1-CCP2-SP mint4ndl, azonban erre a
magyarazat csak a 60. oldalon talalhat6. Szerencsésebb lett volna ezt elébb, az dbra apropdjan

(is) megtargyalni.



Kérdéseim a dolgozattal kapcsolatban:

A jelolt a 11. oldalon a Clr és Cls aktivalodasat kimotripszin-szer(i aktivalasként
jellemzi, ezzel szemben a 19. oldalon ezt irja a Clr és Cls CCP1-CCP2-SP fragmentumanak
jellemzésénél: ,, Az aktivalodds mechanizmusa megegyezik a tripszinnél leirtakkal...”.
Tekintettel arra, hogy a kimotripszinogén és a tripszinogén aktivalédasa alapvetOen eltérd,
melyik megallapitas az igaz?

A jelolt bakteridlis expresszidban kapott megfeleld kitermeléssel enzimeket.
Ugyanakkor ismert, hogy a glikozilacié ezen esetekben nem torténik meg. Milyen
bizonyitékok igazoljdk, hogy a bakteridlis expresszidval el6allitott rekombinans fehérjék
enzimkinetikailag és funkcionélisan is ekvivalensek az eukariota sejtekben termelt fiziologias
fehérjével?

A jeldlt a renaturdlt Clr fragmensek megfelelé feltekeredésének bizonyitékaként az
autoproteolizist tekinti. Ez azonban csak abban az esetben lenne teljes mértékben bizonyito
erejli, ha intramolekularis aktivalas torténne, mikdzben intermolekularis aktivalas torténik.
Epp ezért az els6 tablazat adatai csak abban az esetben dsszevethetdek, ha feltételezziik, hogy
a feltekeredési hatékonysag mindegyik fragmentum esetén azonos mértékii. A feltekeredés
hatékonysagéanak vizsgalatara végeztek-e aktiv centrum titralast?

A 61. oldalon bemutatott MASP-1 C3i hasitdsnal 1:5 enzim-szubsztrat aranyt

valasztottak. Ez milyen megfontolasok alapjan tortént?
A fenti észrevételek a dolgozat 1ényegi részét nem érintik.

Osszefoglalva, Gal Péter PhD fokozatanak megszerzése utan is jelentds, eredeti
tudomanyos eredményekkel jarult hozzd a komplementrendszer —miikddésének,
aktivalodasanak megismeréséhez. Tudomanyos teljesitménye messzemenden megfelel az
MTA doktori fokozathoz elvart kovetelményeknek, ezért a mii nyilvdnos vitara tlizését €s

elfogadasat javaslom.
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