Opponensi vélemény
Gal Péter: A komplementrendszer aktivalodasanak kezdeti 1épései: Modularis
szerinproteazok szerepe a természetes immunvalasz beinditasaban
cimit MTA doktori értekezésérol.

Gal Péter disszertaciojanak alapjaul 13 sajat tudomanyos koézlemény szolgal, ehhez jarul még
a PhD fokozat megvédése ota az értekezés targyaban megjelent tovabbi 27 publikacio.
Valamennyi kézlemény magas impakt faktorral rendelkezd, tekintélyes nemzetkozi
szakfolyoiratban jelent meg. A munka, amely a szerz6 az utobbi 15 évben, széleskorii hazai és
nemzetkdzi kollaboracidban végezett kutatdmunkajanak eredményeit foglalja 6ssze, magyar
nyelven, olvasményos stilusban irodott. Sz&p kivitelezési, eliitéseket elvétve tartalmaz, az
anyag jobb megértését szamos szines abra szolgélja.

A disszertacio 10 fejezetre oszlik, a Bevezetés elhelyezi a sziikebb kutatasi témat az
immunvalasz egészében, ezt koveti munka szakmai elézményei és a szakmai hozzajarulasok,
kollaboracids partnerek ismertetése. Ez a fejezet pontosan bemutatja a disszertans szerepét az
egyes munkakban. A Tudomanyteriileti hattér fejezet 15 oldalon mutatja be a
komplementrendszer aktivalodasi itvonalait, ennek fiziologiai kvetkezményeit, a
szabalyozasi mechanizmusokat és végiil a disszertacio kisérleti alanyait, a komplement
protedzokat. A Kérdések és célkitiizések fejezetben a szerzd szubjektiv hangvételi indoklasat
olvashatjuk kutatasi témajar6l, amely elsésorban harom autoaktivalodasra képes enzim, a Clr,
a MASP-2 ¢és a MASP-1 szerinproteazok aktivalodasi mechanizmusanak felderitésére iranyul.
A Modszertan fejezet igen roviden, mindossze két oldalon tekinti at a legfontosabb
alkalmazott médszerek 1ényegét, amit az tesz indokoltta, hogy az érdekl6dék szamara a
részletek az eredeti kozleményekben megtekinthetok. A munka soran alkalmazott kisérletes
modszerek magas szinvonaltak és korszertiek.

A kutatasi eredmények és megbeszélésiik kozos fejezetet kapott, mintegy 70 oldalon mutatja
be a legfontosabb eredményeket és kovetkeztetéseket. Ez a felépités igen szerencsés, jol
kovethetd, ¢lvezetes olvasmannya tette a disszertaciot. Ezt koveti egy fajta kitekintés, az elért
eredmények tovabbgondolasa - igen tanulsagos fejezet, amely azt is mutatja, hogy a tiszta
alapkutatas hogyan vezethet terapias célra alkalmazhat6 készitmények fejlesztéséhez. Ezutan
az Uj tudomanyos eredmények dsszefoglalasa 6 oldalon, a koszonetnyilvanitas és az
irodalomjegyzékek (23 oldal) zarjak a disszetaciot.

A disszertacio a formai kdvetelményeknek mindenben megfelel, tetszetds kivitelezésii, szépen
dokumentalt, j61 kovetheté munka.

A disszertacio legfontosabb uj eredményei a kovetkezok:

1) A C1r autoaktivacioval kapcsolatban megallapitottak, hogy ez a Clr szerin proteaz
doménjének (SP domén) inherens tulajdonsaga, a molekula tobbi doménjére ehhez nincs
sziikség. Ugyanakkor a CCP domének stabilizaljak az SP domént és kiils kotéhelyeik
kovetkeztében novelik a C1r katalitikus hatékonysagat fehérjeszubsztratok esetén.

2) Felderitették, hogy a CCP1 modul kulcsszerepet jatszik a fehérje dimerizaciojaban, amelyet
késobb krisztallografiai vizsgélataik megerdsitettek. Kimutattak, hogy az aktiv C1r CCP1-
CCP2-SP dimerje nehezebben bomlik monomerekere mint a zimogén forma, és az
autoaktivacidhoz a dimer szerkezet felbomléasa sziikséges.



3) Az aktiv Clr kristalyszerkezete alapjan Gj modellt dolgoztak ki a Clr autoaktivalasara a C1
komplexen beliil (hasadas és visszakapcsolodas modell). A modell a tetramer nagyfoka
flexibilitasat tételezi fel az autoaktivalodas soran.

4) Kimutattak, hogy a C1r CUB2 modulja Ca** hianyaban rendezetlen flexibilis szerkezettel
rendelkezik, és fiziologias koriilmények kozott stabilitasanak hataran van, ami biztositja a C1r
aktivalodasahoz sziikséges flexibilitést.

5) A komplementrendszer lektin Gtjaban kulcsszerepet jatszo MASP2 tanulmanyozasa soran
megallapitottdk, hogy a MASP2 SP doménje egymaga hatékonyan hasitja a C2 szubsztratot,
de a C4 hasitasdhoz sziikség van a CCP2 modul kiils6 kotohelyeire.

6) Meghataroztak a MASP2-C4 komplex térszerkezetét, amely igazolta korabbi
kovetkeztetéseiket és a CCP doméneken levo kiilsé kotéhelyek szerepét, amelyek fontos
szerepet jatszanak a C4b2a C3 kovertaz kialakulasdnak mechanizmusaban. Tovabb4,
azonositottak egy nem ismert, tovabbi kiils6 kotOhelyet is, a C4 szulfotirozin régioja és a
MASP-2 SP doménje kozott.

7) Megallapitottak, hogy a MASP-2 zimogén térszerkezete proteolitikusan inaktiv
konformaciot mutat, szintetikus szubsztratot nem képes hasitani, ugyanakkor a C4
szubsztratot igen. A zimogén proteolitikus aktivitasa az autoaktivalodas kulcsa.

8) Megallapitottak, hogy a MASP-1 a MASP-2-nél gyorsabban autoaktivalodik, és az aktiv
MASP-1 tovabbi autolizisre hajlamos, valamint, hogy a MASP-1 eltér a rokon proteazoktol.

9) Megcafoltak a korabbi téves nézetet, miszerint a MASP-1 6nmagabna C3 konvertazként
miikodik. A MASP-1 nem hasitja az intakt C3-t, csak tioészterkotésének hidrolizise utan.
Kimutattak, hogy a MASP-1 egyediil a C2-t hasitja, ami a MASP-2 C3 konvertaz-képz6
hatékonysagat novelheti.

10) Megallapitottak, hogy a MASP-1 a trombinnal mutat rokonsagot, hasitja a fibrinogént és a
XIII faktort és igy térhalos fibrin polimert hoz létre, ami 6si mechanizmus lehet a fert6zo
mikroorganizmusok elterjedésének gatlasdban.

11) Felfedezték a komplementrendszer egy 0j funkciojat, azt hogy a MASP-1 kozvetleniil
aktivalja az endotél sejteket. A MASP-1 a PAR4 receptort hasitja a sejtek felszinén, amelynek
kovetkeztében intracellularis kalcium i6n koncentracio novekedés, NFkB transzlokacio és
p38 MAPK foszforilacid kovetkezik be, ami proinflammatorikus folyamatok kialakuldsdhoz
vezet.

12) Azonositottdk a MASP-1 egy ujabb szubsztratjat, a kininogént, amelyb6l a MASP-1
bradikinin peptidet szabadit fel.

13) Meghataroztdk a MASP-1 CCP1-CCP2-SP katalitikus fragmentumanak térszerkezetét,
ami megmagyarazza a MASP-1 széles szubsztratspecificitasat: a szubsztratkotd arok széles és
viszonylag nyitott.

14) In vitro evolucios technikaval lektin ut specifikus inhibitorokat fejlesztettek ki (SFMI-1,
SFMI-2). Ezek segitségével uj modellt allitottak fel a lektin ut aktivalodasara.



Megallapitottak, hogy bar a MASP-1 egyediil nem képes beinditani a lektin utat, de gatlasa
megakadalyozza a C4 MASP-2 altali hasitasat. A MASP-2 {0 aktivatora tehat a MASP-1.

Nehéz kérdéseket feltenni a koriiltekintden megtervezett és kivitelezett kisérletek
eredményeivel és a jol alatdmasztott kovetkeztetésekkel kapcsolatban, amelyek igényes
tudomanyos szakfolydiratokban keriiltek kozlésre, és igy atmentek a referee-k szigoru
sziir6jén. Igy a kérdések inkabb csak az opponens kivancsisagat tikrozik a témaban.

Kérdéseim a kovetkezok.

1) A C1g-t megkotd felszin milyensége (IgG, IgM, pentraxin, apoptotikus sejt vagy mikroba)
befolyasolja-e a C1q karok tavolsagat, és igy a C1g-tetramer kolcsonhatast és a C1r
aktivalodas sebességét?

2) Ha a zimogén MASP-2 alkalmatlan a szubsztrat megkdotésére és hasitasara, viszont
autoaktivaciora alkalmas, ugyanakkor kimutattdk, hogy az 4j modelljiik szerint MASP-1
aktivalja a MASP-2-t, van-e, lehet-e az el6z6 jelenségnek, a MASP-2 autoaktivacionak
fiziologias jelentosége?

3) Miutan a MASP-1-nek szdmos szubsztratja van, amelyek koziil tobbet a szerzd azonositott,
felmeriilt bennem a kérdés, lehet-e ezek kozott valamiféle kompeticié in vivo koriilmények
kozott, pl. koros allapotban, ha az egyik szubsztratbol nagyobb mennyiség all rendelkezésre,
vagy jobban hozzaférhetd, mint a masik? Példaul, a 44. abran bemutatott modellben a
baktériumhoz kotott MASP-1-MBL komplexben a MASP-1 aktivalodik, ez elindithatja a
lektin ut aktivalodasat a MASP-2-n keresztiil, ami a korokozo liziséhez vezethet. A masik
lehetdség, amit a szerz0 bemutat, az endotél sejtek aktivalasa, ami lokalis gyulladas
kialakulasat eredményezheti.

4) A MASP1-endotél sejt kdlcsonhatas kapcsan vizsgaltak-¢ mas aktivacios jeleket is?
Torténtek-e funkcionalis vizsgalatok?

5) Hasithat-e a MASP-1 mas PAR4-hez hasonl6 receptort is? Milyen sejteken lenne erre
lehetdsége?

Tovabbi megjegyzések:

A 96. oldalon helytelen a kifejezés, hogy ,,a MASP-1.... hozz4jarul egy hatékonyabb
immunvalasz kialakulasahoz” , hiszen a komplementrendszer aktivalodasakor leginkabb az
effektor funkciok beinditasarol, a mikrobdk eltdvolitasardl és nem az immunvalasz egészének
kialakitasarol van sz6.

A 97. oldalon az, hogy a MASP1 szerepe a felismeré molekulak altal kozvetitett veszély
szignalokra adott valasz beinditasdban van, pillanatnyilag kissé altalanositasnak tlinik, milyen
konkrét példakra gondol?

Természetesen a kérdések és megjegyzések nem érintik a disszertacid lényegét, amelyet igen
értékes munkdnak tartok.



Osszefoglalva Gl Péter MTA doktori disszertacidjaban bemutatott munka szamos, jelentds 4j
tudomanyos eredménnyel jarult hozza a tudomanytertilet fejlédéséhez.

A doktori munka eredményei messzemenden elegenddek az MTA doktori cim
megszerzéséhez. A nyilvanos védés kitlizését és az MTA doktori cim odaitélését javaslom.
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