A kutatasi eredmények osszefoglalasa

Jelen OTKA palyazat (64196) a ,,Szerin protedzok az immunrendszerben: szerkezet,
funkci6, fiziologiai jelentéség” cimii, 46444 azonositoju OTKA palyazat kiegészitd
palyazatanak tekintendd, kiilonds tekintettel a nemzetkozi egylittmiikodésben végzett
kutatasokra. A teljes kutatasrol szold szakmai zardjelentést a 46444 szami OTKA palyazat
keretében nyujtottam be. Jelen beszamold keretében ezért elsdsorban a nemzetkozi
egylittmikodésben végzett kutatasok eredményeit ismertetem.

A komplement rendszer a természetes immunitas részeként fontos szerepet tolt be a
fertézések elleni védekezésben. A komplement rendszer egyrészt képes kozvetleniil
megsemmisiteni a korokozé mikroorganizmusokat, masrészt az immunrendszer sejtes
elemeinek (leukocitak, endotél sejtek) aktivalasa réven gyulladasos folyamatot gerjeszt. A
komplement rendszer normalis miikodése elengedhetetlen a homeosztazis fenntartasahoz,
miikodésének zavara azonban sulyos betegségek forrasa lehet. Kutatasunk f6 célkitlizése volt
a komplement rendszer legkésobb felfedezett és legkevésbé ismert aktivalodasi utjanak, a
lektin Utnak a minél részletesebb jellemzése. A lektin at aktivalodéasa soran lektinek (manoz
kotd lektin=MBL, fikolinok) kotddnek a betolakodé mikroorganizmusok felszinén talalhato
szénhidrat molekulakhoz. A felismerd lektin molekuldk kotédése utan a hozzéajuk kapcsolddo
szerin proteaz zimogének aktivalddnak és beinditjak a proteolitikus kaszkadrendszert. Az
MBL-hez hiaromféle szerin protedz: a MASP-1, MASP-2 és MASP-3 kapcsolddhat. A
MASP-2 a lektin Ut kulcsenzimének tekinthetd, mivel képes autoaktivalodni és C2/C4
szubsztratot hasitani. A MASP-1 ¢s MASP-3 bioldgiai szerepe még nem tisztazott.

Célul tiztik ki, hogy a MASP-2 autoaktivaléddsi mechanizmusit atomi szinten
jellemezziik. Ehhez rekombindns forméaban eldallitottuk az aktiv és a zimogén MASP-2
protedz (SP) doménbol és a hozzd kapcsolodd két CCP (komplement kontroll protein)
modulbol all. Eléallitottuk az SP, CCP2-SP és a CCP1-CCP2-SP fragmentumokat.
Jellemeztiik a kiilonb6z6 formak enzimatikus aktivitasat természetes (C2 és C4) és szintetikus
szubsztratokon. Mivel a zimogén forma gyorsan autoaktivalodik helyspecifikus
mutagenezissel stabilizaltuk. Kétféle zimogén mutanst készitettiink, az egyikben a hasado
kotést mutaltuk el (R444Q) mig a masikban az aktiv centrum szerinjét cseréltiik ki alaninra
(S633A). Rontgendiffrakcio segitségével meghataroztuk az aktiv CCP2-SP és az R444Q
zimogén CCP1-CCP2-SP fragmentumok térszerkezetét (Harmat et al. 2004; Gal et al. 2005).

A zimogén forma térszerkezete inaktiv enzimre jellemz0 sajatsagokat mutat, sem az oxianion



lyuk, sem pedig a szubsztratkotd zseb nincs kialakulva. Kis szintetikus szubsztratokon a
zimogén forma nem mutat aktivitast, viszont a nagyméretli fehérjeszubsztratot (C4)
meglepden nagy hatékonysaggal hasitja. Enzimatikus méréseinkbdl megallapitottuk, hogy a
CCP2 modul jelenléte nagymértékben megnoveli a C4 hasitas hatékonysagat. A CCP2 modul
valosziniileg ,,exosite”-ot tartalmaz a fehérje szubsztrat szamara. A kristalyszerkezetek
Osszehasonlitdsabol megallapitottuk, hogy a CCP modulok szerkezete nem valtozik az
autoaktivalodas soran, tehat a C4 kotdhely a zimogén forman is jelen van. A zimogén SP
domén szerkezete flexibilis, hasadas nélkiil is fel tudja venni az aktiv szerkezetre jellemzo
konformaciot. A CCP modul altal kotott fehérje szubsztrat indukdlja ezt az atalakulast.
Hasonld szubsztrat-indukciés mechanizmus lehet felelds az autoaktivalodasért is, ahol az
MBL-hez kotott zimogén MASP-2 hasitja és aktivalja a masik zimogén MASP-2 molekulat.
Ezt az is megerdsiti, hogy az R444Q zimogén mutéans képes volt elhasitani az S633A zimogén
mutanst. Az daltalunk megoldott rontgenszerkezeteket felhasznalva szamitdégépesen
modelleztiik a szubsztrat-indukalta autoaktivalodas mechanizmusat (Gal et al. 2005).

A MASP-2 C2 ¢és C4 hasitd képessége mar régota ismert. Nem zarhat6é ki azonban,
hogy egyéb, nem-komplement szubsztratjai is lehetnek a vérben. Munkdnk soran kimutattuk,
hogy a MASP-2 képes hasitani és aktivalni a protrombint, amely azutan fibrinogén és XIII-as
faktor hasitasa révén térhalos fibrin polimert alakit ki (Krarup et al. 2007). Ezzel egy fontos
0sszekotd kapcsot talaltunk a vérben jelenlévd két proteolitikus kaszkadrendszer, a véralvadas
¢s a komplement kozott. Alacsonyabbrendii ¢€l6lények immunvédekezésében ismert
mechanizmus a limitalt koagulacid, ami meggatolja a fert6z6 mikroorganizmus szétterjedését
a szervezetben. Hasonlé mechanizmus jelenlétét emberben még nem vizsgéltak, megléte
azonban nem zarhat6 ki. A jelenség fiziologiai relevanciajat jelzi, hogy MBL-MASP-2
komplexszel boritott baktériumok felszinén fibrin lerakodas detektaltunk.

A MASP-1 esetében mar régebben megmutattuk, hogy trombin-szerli aktivitassal
rendelkezik, vagyis képes fibrinogént és XIlI-as faktort hasitani és térhalds fibrin polimert
l1étrehozni. Jelen munka keretében részletesen jellemeztiilk a MASP-1 protedz hatasat ezeken a
szubsztratokon (Krarup et al. 2008). Megallapitottuk, hogy a XIII-as faktort azonos helyen
hasitja a két protedz. A fibrinogén esetében némileg eltérd a hasitdsi mintdzat, azonban
egyértelmiien detektalhatd a gyulladaskeltd fibrinopeptid B felszabaduldsa MASP-1 hasitas
utan. A fenti megfigyelések megerdsitik azt az elméletet, miszerint a két proteolitikus
kaszkadrendszer egy 6si kaszkadbol fejlodott ki az evoliciod sordn (Gal et al. 2007).

Szintetikus és természetes szubsztratokon alapul6 teszt rendszereket fejlesztettiink ki

MASP-1 és MASP-2 aktivitasanak mérésére. A rekombindns MASP-2 katalitikus



fragmentuma ellen antitesteket termeltettiink €s bedllitottunk egy olyan ELISA rendszert,
amely alkalmas a MASP-2 mennyiségének mérésére szérum mintakban. Ezeket a mérési
rendszereket hasznaljuk MASP szintek meghatarozasara kiilonb6zé beteg populaciokban
(Széplaki et al. 2008).

A MASP-1 szerkezetének meghatarozasa céljabol, olyan rekombinans konstrukciot
terveztiink, amelyik stabilabb, mint a vad tipus. Pontmutaciéval (R504Q) eltavolitottuk a
molekula belsé autolizis helyét. Az igy kapott MASP-1 mutans ugyanolyan aktiv, mint a vad
tipus, aktivitasat azonban hosszabb inkubalas utan is megérzi, ezért alkalmas enzimkinetikai
mérésekre és kristalyositasra. Ennek a formanak a kristalyositasa és szerkezetmeghatarozasa

folyamatban van.
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