OTKA zardjelentés

El6zmények

A most zarult projektet eddigi els6 OTKA palydzatom finanszirozta. A palyazatot harom évvel azutan
nyertem el, hogy hazatértem amerikai posztdoktori tanulmanyutamrél. Ez az OTKA tamogatas tette
lehetdvé, hogy 6nallo kutatdcsoportot, sajat labort alapitsak. A palyézatiraskor a projekt egyik célja az
volt, hogy meghonositsam az iranyitott fehérjeevolucio szemléletét és technoldgiajat Magyarorszagon.
Ezzel a rendkiviil izgalmas megkdzelitéssel, és annak legsikeresebb eljarasaval, a fag bemutatassal az
Amerikai Egyesiilt Allamokban ismerkedtem meg, amikor az egyik legkiemelkedébb biotechnologiai
cég, a Genentech Fehérjemérnoki Intézetében dolgoztam posztdoktorként. Ez a cég konkrét
gyogyszerfejlesztési projektjei mellett, azokat megalapoz6d, komoly alapkutatasokat is folytat.

Az a részleg, ahol magam is dolgoztam, azt tiizte ki célul, hogy az amtgy inkabb praktikus célokra
hasznalt iranyitott fehérjeevolucios arzenalt alkalmassa tegye alapkutatasi kérdések megvalaszolasara.
Ehhez a kutatasi iranyhoz csatlakoztam. Modellként az emberi névekedési hormon (hGH) és a hGH
receptor kolcsonhatasa szolgalt. A rendkiviil sikeres kutatasi idészak végére 6t rangos kézleményben
igazoltuk, hogy iranyitott fehérjeevolucioval sikeresen feltarhato az egyes oldallancok fehérje-fehérje
kolcsonhatasban jatszott energetikai szerepe, sot azt is, hogy az egyes oldallancok energetikailag
kapcsoltak-e. A kutatasi eredmények cstucspontjaként kidolgoztunk egy olyan eljarast, amivel a hGH
receptor-kotd felszinén elhelyezkedd mind a 35 aminosav poziciordl meg tudtuk allapitani, hogy a 20
természetes aminosav koziil az adott pozicid melyiket milyen mértékben preferalja. Kisérletesen
igazoltuk, hogy ez alapjan megbizhatd kvantitativ joslast tehetiink barmelyik egyedi aminosav csere
receptor-kotésre gyakorolt hatasara.

Kiutazasom el6tt doktori kutatdsaimat Graf Laszld professzor témavezetésével folytattam. A témakor
a szerin proteazok és a szubsztratszeri, reverzibilis szerin protedz inhibitorok kélcsonhatasa volt. A
vizsgalatok a klasszikus fehérjemérnoki megkozelités alapjan zajlottak. Iranyitott mutagenezissel
létrehozott egyedi aminosav cserék hatdsaibol igyekeztiink megérteni a vadtipusu fehérjék kozotti
kolesonhatas molekularis részleteit. Ennek soran kutatocsoportunk szamos sikert ért el. Ugyanakkor
azt is megtapasztaltam, hogy bizonyos tudomanyos problémak makacsul ellenallnak a megoldasi
kisérleteknek, rendre megvalaszolatlanul maradnak.

Ilyen volt példaul annak megértése, hogy két, azonos csaladba tartozo, latszélag azonos térszerkezetii
kis fehérje inhibitor, az SGPI (Schistocerca gregaria protease inhibitor) csaladba tartozo SGCI és
SGTI miért viselkedik rendkiviil eltéréen. Az egyik emlOsok €és gerinctelenek tripszinét egyarant jol
gatolja, a masik azonban csak gerinctelenek tripszinét gatolja, emlésokét nem. Ezt a jelenséget taxon-
specifitasnak neveztiik el. Az inhibitor ismert kdlcsonhatasi hurok szegmensének egyedi mutacioival
nem sikertilt a taxon-specifitas okait feltarni.

Ezzel kapcsolatban, altalanossagban is kijelenthetd, hogy a klasszikus fehérjemérnoki megkozelités

igen kis hatékonysag akkor, amikor egy uj fehérje-fehérje kolcsonhatést kellene létrehozni. A



lehetséges mutaciok és mutacid kombinaciok szama ugyanis csillagaszati, de annak a valdszinlisége,
hogy az adott valtoztatas a kivant iranyba vezet, igen Kicsi.

Eppen az ilyen problémak kibogozasaban hoz nagy eldrelépést az iranyitott fehérjeevoliicio, amelynek
soran parhuzamosan millidrdnyi, de altalunk megszabott fehérjevarianst tesztelink egy eldre
meghatarozott, szelektalhato tulajdonsag meglétére. A ,,gydztesek” szekvencidinak Osszehasonlito
analizisével rajzolodik ki az, hogy pontosan mi is kell az adott funkcid ellatdsdhoz. Ekdzben
természetesen Uj, a természetbol nem ismert kdlcsonhatasokat is kifejleszthetiink.

Tul azon, hogy meghonositsam a fehérjeevoltciot idehaza, elsé OTKA projektem egyik alapkutatasi
célja az volt, hogy megfejtsem a taxon-specifitas okat, és megvalaszoljak szamos, a protedz
inhibitorokkal kapcsolatos kérdést. Annak érdekében, hogy a szubsztratszerii reverzibilis szerin
protedz inhibitorok korében altalanos torvényszeriiségeket tarhassunk fel, 3 eltérd evolucios eredetii és
vazszerkezetli inhibitort vontam be a vizsgalatokba. A 14 aminosavas SFTI (Sunflower Trypsin
Inhibitor), a 35 aminosavas SGPI és a 142 aminosavas homodimer Ecotin (E. coli trypsin inhibitor)
szolgaltak modellként.

Azt is célként tliztem ki, hogy inhibitorokat fejlesszek olyan érdekes human protedzok ellen,
amelyeknek nincs ismert szelektiv gatloszeriik. Egy ilyen cél elérése szamos 0j lehetGséggel kecsegtet.
Az 1j inhibitor prote4zzal alkotott komplexének kristalyszerkezete megmutathatja, hogyan ismeri fel
szelektiven az adott protedz a szubsztratjait. Az Gjfajta inhibitor ezen feliil nagyban eldsegitheti annak
tisztazasat, hogy a protedz pontosan milyen szerepet tolt be egy-egy élettani vagy patoldgias
folyamatban. A szokasos modellként szolgald hasnyalmirigy proteazokon (tripszin, Kimotripszin,
clasztaz) feliil ezért bevontam a vizsgalatokba az agyban is kifejez6d6 human tripszint (IV-es
izoforma) és a komplement rendszer lektin Gtjanak kulcs enzimét a MASP-2 (mannan-asszocialt szerin

proteaz-2) enzimet.

Eredmények

1. Taxon-specifitas.

A taxon-specifitas témakorében elkészitettiik az SGTI/SGCI inhibitorok 0sszes kimérajat. A kiméra
konyvtarat fagon fejeztiink ki, és szelektaltuk emlds és izeltlabu eredetti tripszineken. Ennek
eredményeként sikeriilt fényt deriteni a taxon-specifitds okara, amely a molekula hidrofob magjanak
egy felszini, prolin-tartalmi kanyarral kialakitott funkcionalis kapcsolataban rejlik. A természetben
eléforduld6 mag / kanyar kombindcidé nem engedi meg az emlds tripszin gatlasat. Ezt egyedi
mutansokon végzett inhibicios mérésekkel igazoltuk. A protedz inhibitoroknal ilyen funkcionalis
kapcsolatot még soha nem irtak le. Kutatasunk atértékelte a reverzibilis inhibitorok miikddésére
vonatkozé ez idaig elfogadott, tulegyszerUsitett képet. Eredményeink 2007-ben a J. Mol. Biol.

folyoiratban kozoltik. Ezek az eredmények adtak Szenthe Borbala sikeresen megvédett PhD
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2. Egy finomitott szerin proteadz katalizis modell megalkotdsa

A fent emlitett szelekcios kisérletek eredménye alapjan tervezett SGTI varians tripszinnel alkotott
térszerkezetét a Goteborgi Egyetem Kémiai Intézetében Katona Gergely oldotta meg rendkiviil nagy,
atomi (0,8 Angstrom) felbontasban. Ilyen felbontasban mar ,lathatova” valtak a hidrogénatomok is.
Ennek segitségével sikeriilt kimutatni, hogy a tripszin katalitikus triadjaban szerepld Asp102 oldallanc
karboxil csoportja a szubsztratszerii komplexben protonalt, mig a His57 oldallanc semleges, tehat
nincs rajta extra proton. Ez egy eddig nem detektalt atmeneti allapotot jelent a katalizis folyamataban.
A jelenlegi modell szerint a katalizis soran az Asp102 folyamatosan deprotonalt, tehat negativ toltés.
Ez a negativ toltés az, amely noveli a His57 bazikussagat, ami miatt a His57 konnyebben
protonaldodik. A modell szerint a His57 pozitivan toltott allapotat a negativ Asp102 stabilizalja. Mig ez
utobbi kijelentést magunk is elfogadjuk, azt allitjuk, hogy valdjaban nincs olyan allapot, amelyben a
His57 semleges, mik6zben az Aspl02 negativan t6ltott. Finomitott modelliink szerint, amikor egy
nagy szubsztrat, mint amilyen egy szubsztratszerli fehérje inhibitor, elzarja az oldoszertdl a katalitikus
triddot, az Aspl102 protonalddik egy konzervalt pozicidban 1évo szerkezeti viz altal, igy mind az
Aspl102, mind a His57 semleges allapotban van. Amikor a His57 protont von el a Ser195 oldallanctdl,
ezzel 6sszehangolt modon az Aspl102 leadja a protonjat a szerkezeti viznek, és a semleges-semleges
allapotbol kialakul a jol ismert negativ-pozitiv toltésmintazat. Ezt az eredményt 2011-ben kozdltiik a J.

Biol. Chem. lapban.

3. Uj fehérjejelilési séma kidolgozdsa

A projektbe NMR alapu vizsgalatokkal Gaspari Zoltan és Perczel Andras is bekapcsolodott az ELTE
Kémiai Intézete részérél. Mivel terveink kozott szerepelt pozicio-szelektiven izotopjelolt variansok
NMR-es vizsgalata is, ezért kidolgoztuk egy merdben Uj jelolési eljaras sémajat. Ezt a BioEssays

folyoiratban 2008-ban k6zoltiik.

4. Bioinformatikai fejlesztések

Az evolucios kisérletekbdl szarmazo nagyszami szekvencia gyors osztalyozasanak igénye miatt
kidolgoztunk egy nukleinsav szekvencidk osztalyozasara hasznalhat6 eljarast, amelyet a Nuclec Acid
Research folydiratban 2007-ben publikaltunk. Ennek tovabbfejlesztett valtozatat 2012-ben kozoltiik a
DNA Research lapban. Ezekre az eredményekre tamaszkodik Szenes Aron idén megvédendd, mar
beadott PhD disszertacioja.

6. Optimalis szubsztrat versus optimalis inhibitor

A szubsztratszerii proteaz inhibitorokkal kapcsolatos, széles kdrben elfogadott nézet az, hogy a proteaz

srcr

szubsztrat esetében. A modell szerint az inhibitor azért nem tokéletes szubsztrat, mert az inhibitor



hurok viszonylag merev szerkezete miatt a hasadt forma is ugyanolyan jol k6t6dik az enzimhez, mint
az intakt forma.

Az SGCI molekulabol kiindulva feltérképeztilk a proteazkotd hurok eltérd enzimekkel szemben
mutatott preferenciajat. A hasadé kotés mindkét oldalan harom-harom pozicioban megengedtiik mind
a husz lehetséges aminosav el6fordulasat. A konyvtarat hasnyalmirigy modell enzimeken, tripszinen,
kimotripszinen ¢és elasztazon szelektaltuk, és minden enzimre meghataroztuk a szelekcio
eredményeként kialakulo szekvencia mintazatot illetve a konszenzus szekvenciat.

Az eredmények alapjan bizton allithatd, hogy az optimalis szubsztratszeri inhibitor szekvencidja
lényegesen eltér az irodalomban korabban kozolt optimalis szubsztrat szekvenciaktol. A 6 kémiai
jellegek minden pozicidban visszakoszonnek ugyan, de a konkrét aminosavak preferencia sorrendje
kiindulva nem feltétleniil josolhaté meg az optimalis (illetve természetes) szubsztrat szekvencidja, és
forditva, az optimalis szubsztrat szekvencia inhibitor hurokba épitése nem feltétleniil eredményez
optimalis inhibitort.

Ahhoz, hogy altalanosithatd kovetkeztetéseket vonjuk le ebben a tekintetben, még szamos kisérletet

szeretnénk elvégezni, ezért ezeket az eredményeket egyelére még nem publikaltuk.

7. Humdn enzimek elleni inhibitor fejlesztés

7.1 Agyi tripszin elleni inhibitorok keresése.

Az inhibitor-rezisztensként ismert human agyi tripszinnel szemben elkezdtiik az SFTI és SGPI alapt
inhibitorok fejlesztését. Ebben a proteazban a tripszinekre jellemz6 Gly193-at egy Arg csoport
helyettesiti. Modellezések szerint az Argl93 {itkdzik az inhibitorok P2’ csoportjaval. Elhataroztuk,
hogy iranyitott evoltcioval deritjiikk ki, vajon létrehozhaté-e egy, az iitkdzést elkeriild agyi tripszin-
inhibitor. Feltételeztiik, hogy a megoldast részben egy P2’ Gly varians jelentheti. A kisérletek
megmutattak, hogy az SFTI ill. SGPI vazak nem toleraljak a P2’ pozicidban a glicin jelenlétét. Ennek
oka vélhetden a glicin nagy konformacidos szabadsaga miatt megndvekedett dinamika, ami
csokkentheti az inhibitor stabilitasat. Mivel Gigy véltem, hogy ez a projekt mas, érdekesebb projektek
eldl venne el eréforrasokat, ezt a vonalat nem folytattuk. Helyette egy olyan enzimmel kezdtiink el

foglalkozni, ami korabban nem szerepelt a terveinkben (1asd alabb).

7.2 Kimotripszin C inhibitorok fejlesztése

Sahin-To6th Miklos (Boston University) kutatasainak nyoman fény deriilt arra, hogy létezik egy eddig
szinte ismeretlen human pankreatikus proteaz, amely — mint kideriilt -, egyfajta karmesterként
vezényli szamos hasnyalmirigy proteaz felaktivalodasanak titemét, illetve a {0 tripszin izoforma esetén
azt is, hogy az milyen iitemben bomoljon le az alsobb béltraktusokban. A patkobélben, ahol magas a

kalcium koncentracio, a kimotripszin C tobbszordsére gyorsitja a legnagyobb mennyiségben jelenlévé



human kationos tripszin 6naktivaldodasanak iitemét azaltal, hogy a tripszinogénrdl eltavolit egy tripszin
altali hasithatosagot akadalyozé rovid peptid szakaszt. Mivel a kationos tripszin szamos mas
hasnyalmirigy proenzim aktivatora, ezért a kimotripszin C kdzvetve szamos mas enzimre is hat. A
kimotripszin C kozvetlen hasitassal IS gyorsitja a karboxipeptidaz A izoformak tripszin altali
aktivalasat. Szintén in vitro vizsgalatok valdszinisitik, hogy a kimotripszin C az alsdbb
béltraktusokban, ahol a kalcium szint alacsony, egy merGben eltérd aktivitast fejt ki: gyorsitja a
kationos tripszin dnemésztését. Alacsony kalcium szint esetén a kimotripszin C egy meghatarozott
helyen, a kalciumot elvesztett kalciumkotd hurokban képes hasitani a tripszint, ami egy tovabbi,
immar tripszin altali hasitassal kombinalodva a tripszin inaktivalédasahoz vezet.

Mivel a kimotripszin C enzimnek sem volt ismert szelektiv inhibitora, elhataroztam, hogy
megprobalkozunk egy ilyen kifejlesztésével. Komoly eredményiink, hogy SGPI konyvtarbol kiindulva
sikeriilt rendkiviil hatékony, roppant szelektiv kimotripszin C inhibitorokat evolvalnunk.

SGPI alapon a kolcsonhatd hurok evolvalasaval olyan variansokat szelektaltunk, amelyek
nagysagrendekkel hatékonyabban gatoltak a kimotripszin C enzimet, mint barmely mas kimotripszin-
szerl proteazt. A szelekcid eredményeként evolvalodo kotéhurok szekvencia mintazat kirajzolta, hogy
milyen kdlesonhato peptideket preferal a kimotripszin C szubsztratkoté apparatusa.

A (kimo)tripszinszerli proteazok korében szokatlan moédon ez az enzim elsdsorban nem a hasitando
peptidkdtéstdl N-termindlis irdnyba esé P1 oldallanc jellege, hanem az attol 2 illetve 4 pozicioval a C-
terminus irdnyaba esé P2’ illetve P4’ csoport jellege alapjan valogatja szubsztratjait. Ezt a szokatlan
preferenciat térszerkezeti modellel is ala tudtuk tamasztani.

Tehat egyrészt feltartuk a kimotripszin C kotofelszin specifitast meghatarozo fontos sajatsagait,
masrészt lehetové tettilk, hogy a kimotripszin C szerepét in vivo koriilmények kozott is vizsgalni
lehessen. Mivel a hasnyalban még legalabb otféle kimotripszin illetve elasztaz jellegli enzim is
miikodik, csak egy szelektiv inhibitorral lehet igazolni, hogy az emlitett aktivitasokért in vivo
kizarolag a kimotripszin C a felelds.

Eredményeinket 2011-ben kozoltiik a J. Biol. Chem. folyoiratban.

7.3 MASP inhibitorok fejlesztése

Ez a projektrész atvezet a komplement rendszer kutatasanak a teriiletére. A komplement rendszer 3
eltéré utvonalon keresztiil aktivalodhat. Ezek koziil az egyik a lektin ut. Ez az tvonal ellenanyag
fiiggetlen, ezért azonnali védelmet biztosit szamos korokozoé mikroba ellen, és véd sajat veszélyesen
megvaltozott sejtjeink ellen is. A megtamadandé sejteken 6si molekularis mintazatokat ismer fel ez az
utvonal bizonyos felismerd fehérjék, pl. mannan-koté lektin (MBL) és fikolinok altal. Ezekhez a
fehérjékhez tobb doménes szerin proteazok, MASP-ok (MBL asszociadlt szerin proteazok)
kapcsolodnak. A felismerés soran bekovetkezd konforméacidé valtozas eredményeként a zimogén
allapota MASP-ok részlegesen aktiv allapotba keriilnek, és — egy korabban nem ismert sorrendben

kaszkadszertien aktivaljak egymast.



Mivel a komplement rendszer harom parhuzamos proteaz kaszkad altal aktivalodik, amelyek kozos
végsé termékekhez vezetnek, mindig felmeriil, hogy egy-egy folyamatban az egyes utvonalak
mekkora szereppel birnak. Ennek feltarasara idealis megkozelités a tokéletesen szelektiv inhibitorok
hasznalata. Sajnos egyetlen komplement proteaznak, igy a MASP enzimeknek sincs természetbdl
ismert szelektiv inhibitora. Ilyen nélkiil nem csak az egyes itvonalak pontos szerepét nehéz feltarni, de
az adott utvonalon beliil miik6do egyes proteazok pontos szerepe is nehezen felderitheto.

A projekt célja ezért az volt, hogy szelektiv lektin it gatlokat hozzunk létre. A lektin uton két MAPS
enzimnek volt beazonosithatd aktivalo szerepe. A MASP-1 enzimet egyfajta segédenzimnek, tehat
mellékszereplonek irtak le, mig a MASP-2 enzimet az aktivalodas autonom, tehat kulcsszerepléjének.
Mivel szerettiik volna kideriteni az egyes enzimek pontos szerepét, igyekeztiink MASP-1 és MASP-2
ellen is specifikus inhibitorokat fejleszteni. A vérben szamos rokon tripszinszer(i enzim miikodik, és
egyfajta dogma volt a teriileten, hogy ezek aktivhelyét tamadva nem lehet szelektiv inhibitorokhoz
jutni. Nagyobb esélyt josoltak olyan inhibitoroknak, amelyek az aktivhelyt6l eltéré kiilsébb részeket

(exosite) tamadjak.

7.3.1. Naiv peptid kényvtarak

A fenti gondolatmenetet elfogadva, mintegy masfél éven keresztiil probaltunk tgynevezett naiv
peptid-fag konyvtarakkal eredményre jutni. Az ilyen konyvtarak sem teljesen random elemiiek, de
minimalis prekoncepcioval keriilnek megtervezésre, tehat elvileg barmilyen kotédésre alkalmas helyet
feltarhatnak a célmolekulan.

Ezek a kisérletek kudarcot vallottak, feltételezhetéen azért, mert rendre nem-specifikus, hidrofob
jellegli kotémolekulakhoz jutottunk. Ezért az emlitett dogma ellenére elkezdtiik a szubsztratkoto arok

tamadasat szubsztratszerii inhibitor vazakon létrehozott konyvtarakkal.

7.3.2. SFTl-alapu konyvtar

Mivel a MASP-2 enzimrdl az tires protedz térszerkezete lapjan tudtuk, hogy a kotéarka részlegesen
blokkolt felszini hurkok altal, ezért a természetbdl ismert legkisebb tripszin inhibitor, SFTI
molekulaval kezdtiink.

A szelekciokat MASP-1 és MASP-2 célenzimeken végeztiik el. A ,,minimal-vazas” SFTI molekulabol
kiindulva sikeriilt tokéletesen szelektiv MASP-2 inhibitort (SFMI-2) fejleszteniink. A MASP-1 enzim
ellen fejlesztett inhibitor (SFMI-1) ugyanakkor — jollehet kisebb affinitassal-, de a MASP-2 enzimet is
gatolta. Mindkét inhibitor tokéletesen utvonal-szelektiv modon kizarolag a lektin 0t aktivaciot gatolta,
a komplement rendszer tobbi 4gara nem hatott. fgy létrehoztuk az els lektin ut szelektiv
gatloszereket. Erdekes megfigyelésiink volt, hogy a MASP-2 enzimet szerényebben gatlo SFMI-1
molekula hatékonyabb lektin Ut inhibitor, mint a nagyobb affinitast, MASP-2 szelektiv SFMI-2. Ezek

alapjan joslast tettiink arra nézve, hogy a MASP-1 enzimnek fontosabb szerepe van, mint azt korabban



gondoltak. Ezeket az eredményeket 2010-ben a Journal of Immunology lapban kozoltik. Ez az
Id6kozben ismertté valt, hogy a lektin Gt fontos szerepet jatszik a szivinfarktus és széliitést koveto,
gyulladasos jellegli szovetpusztulasban. Ennek tulajdonithatd, hogy ezen eredmények alapjan 2010-
ben elnyertem a sanofi-avensis altal alapitott, az MTA szakértdi altal odaitélt Magyar Kutatasi Dijat.

Az eredményeket szabadalmaztattuk.

7.3.3. SGPI-alapu konyvtar

Mivel a MASP-1 pontos szerepe tovabbra is rejtélyes maradt, elhataroztuk, hogy MASP-1 ellen is
fejlesztiink szelektiv inhibitort. Az SFTI szelekciok eredményébdl vilagossa valt, hogy azon a
molekulan melyek azok a pozicidk, (pl. a P1’) amik nem fejleszthet6k szelektiv modon. Ezért olyan
vazhoz fordultunk, amelyr6l tudtuk, hogy ezen pozicidja szabadon varialhato. Az SGPI vazon
létrehozott konyvtarat ismét MASP-1 és MASP-2 célenzimeken szelektaltuk. Sikeriilt olyan
variansokat evolvalnunk mindkét enzim esetében, amelyek nagyobb affinitissal, kotddtek, mint az
SFMI peptidek. Ennél fontosabb, hogy a MASP-2 mellett immar sikeriilt a MASP-1 ellen is szelektiv
inhibitort létrehozunk.

8. A lektin ut aktivalodasi modell korrigaldsa, vj terdapias lehetdség szivinfarktus és széliités kezelésére
Mind a MASP-2 ellen fejlesztett SGMI-2, mind a MASP-1 elleni SGMI-1 tokéletesen szelektiv
moédon gatolta a lektin Gt aktivaciot. Arra a meglepé eredményre jutottunk tehat, hogy nem csak a
MASP-2 kulcsenzim, a MASP-1 is az. Szamos kisérlet kombinacidjaval igazoltuk, hogy normal
human vérben a MASP-1 a MASP-2 zimogén kizardlagos aktivatora.

Ez azért volt megdobbentd eredmény, mert a MASP-2 enzimrél in vitro kisérletek és MASP-1
génkiiitott egerekkel folytatott kisérletek alapjan tudvalevé volt, hogy képes Onaktivalodni. Mi azt
kaptuk, hogy a MASP-1 in situ gatlasa esetén a MASP-2 Onaktivalodas nem zajlik le, tehat ez az
Onaktivalodas valdjaban nem fizioldgias folyamat. Csak akkor jelentkezik, ha a MASP-1 enzimet
teljes egészében eltavolitjak a vérbol.

Mindezek alapjan korrigaltuk a lektin ut aktivalodas eddig hibas modelljét. Magyarazatunk viszonylag
egyszerl. Normal human vérbdl kiindulva a megtamadott sejteken a lektin Ut aktivalodasa sordn a
molekuldk elrendezddése olyan, hogy a MASP-2 zimogéneket MASP-1 zimogének veszik koril.
Miutan a MASP-1 zimogének aktivaltak egymast, az aktiv MASP-1 enzimek aktivaljak a MASP-2
zimogéneket is. Amennyiben a MASP-1 enzimeket in situ gatoljuk, a MASP-2 zimogének aktivalasa
természetesen elmarad.

Amennyiben azonban a MASP-1 komponens nincs jelen (lasd génkiiitott allatok), a MASP-2
zimogének betdltik a MASP-1 komponensek helyét, igy a MASP-2 zimogéneket immar MASP-2
molekuldk veszik majd koriil. Igy manifesztalodhat az in vitro kimutathato MASP-2 Gnaktivalodas

képessége. Ezeket az eredményeket idén kozoltiik a PNAS folyoiratban.



Sikeriilt megfejteniink a MASP-2/SGMI-2 és a MASP-1/SGMI-1 komplexek kristilyszerkezetét is,
ami feltarta a molekularis felismerés részleteit. Ez utdbbi eredményeket szintén idén kozoltiik a J.
Biol. Chem. lapban. Ezek az eredmények alkotjak Héja David mar beadott, idén védendé doktori
A potencialis terapias lehet6sége miatt az SGMI molekulakkal kapcsolatos eredményeket is
szabadalmaztattuk, mieldtt publikaltuk volna. Ezzel kapcsolatban 2012-ben elnyertem az ELTE
Innovativ Kutatdja dijat.

Kutatdsaimat 2008-t6l Bolyai Janos Kutatdsi Osztondij is tdmogatta. A zarojelentésem alapjan a

projektem kiemelkedé mindsitést kapott, és 2012-ben Bolyai-plakett kitiintetésben részesiiltem.

9. Uj eredmények az Ecotin inhibitorral

Szakacs David — korabban szakdolgozatos-, immar doktoranduszhallgatom- munkaja nyoman sikeriilt
létrehoznunk egy nagyhatékonysagu fdg bemutatd rendszert, ami az ismert legnagyobb hatékonysagu
kanonikus szerin protedz inhibitor, a homodimer ecotint egylanct formaban fejezi ki fag-felszinen. A
rendszer 1ényeges eleme, hogy a két (korabbi) protomert kodold génszakasz szekvenciaja csendes
mutaciokkal olyan mértékben lett megvaltoztatva, hogy az inhibitor egymasnak megfeleld analog
pozicidi immar egymadstol fiiggetleniil modosithatdak, evolvalhatéak. A két analdég proteazkotd
kanonikus hurok koziil az egyiket pontmutdcioval inaktivaltuk, és egyelére kimotripszin esetében
igazoltuk, hogy a masik kanonikus hurok sikeresen evolvalhatd. A kisérletek azt is demonstraltak,
hogy az igy kapott hurok szekvencia mintazat 1ényegesen eltér attol, amit az SGPI vazszerkezeten
korabban kaptunk.

A jelenleg elfogadott Laskowski-féle modellel ellentétben az optimalis inhibitor hurok szekvencia
tehat fligg az inhibitor vazszerkezetétdl. Szakacs David ezzel az eredménnyel mind az egyetemi, mind
pedig az orszagos TDK konferencian elsé helyezést ért el a Biokémia szekcioban, és Pro Scientia

Aranyéremmel is kitlintették.

10. Linearis epitopok fejlesztése

A projekt folyaman létrehozott fig bemutaté rendszerek lehetévé tették azt is, hogy az eredetileg
kitizott, és mar teljesitett célokon felill egyéb problémak felé is nyissunk. Elhataroztam, hogy linearis
epitopot evolvalunk egy fontos intracellularis csomdponti fehérje, a DYNLL ellen.

A projekt sikereként feltartuk a DYNLL optimalis kétdmotivumat, és a human protedm alapjan
nagyszamu potencidlis DYNLL kotépartnert azonositottunk.

Béar ez az eredmény egy masik OTKA palyazatunkhoz szorosabban kapcsolodik, létrehozésat a
vektorok kifejlesztése miatt ez a projekt is tamogatta, ezért az ezzel kapcsolatos két kdzleményben ezt
az OTKA projektet is feltintettilk a tamogatok kozott. Ezek a kozlemények 2011-ben jelentek meg a
PL0S One, illetve a FEBS J. lapokban.



Osszefoglalas

Ugy vélem, hogy a fenti beszamold alapjan elsé OTKA pélyazatom, illetve az altala finanszirozott
projekt sikeresnek mondhato.

Létrehoztam egy 6nallo kutatdocsoportot, meghonositottam egy 0j kutatdsi szemléletet, az iranyitott
fehérjeevoluciot, és bevezettem ennek metodikai arzenaljat.

Olyan fehérjemérnoki problémakat oldottunk meg, amelyeknél a klasszikus megkozelitések korabban
kudarcot vallottak.

Szamos 1j ismeretet szereztiink a reverzibilis protedz inhibitorok szerkezet-funkcio 6sszefiiggéseirdl.
Uj ismereteket szereztiink a szerin proteaz katalizis finom részleteivel kapcsolatban.

Feltartuk egy rejtélyes enzim, a kimotripszin C szubsztrat-felismerésének f6 szerkezeti alapijait.

A MASP enzimek elleni gatloszerek fejlesztésével 1étrehoztuk az els lektin 1t szelektiv inhibitorokat,
amivel uj terapias lehetdségeket nyitottunk.

Feltartuk, hogy a lektin ut aktivalédas modellje eddig hibas volt, és korrigaltuk azt.

A protedzok és inhibitoraik korén tal egyéb fontos fehérje-fehérje kolcsonhatds molekularis részleteit
is sikerrel feltartuk.

A kisérletek bioinformatikai fejlesztéseket is inspiraltak.

A projekttel kapcsolatban 11 nemzetkdzi folyoirat cikket kozoltiink, amelyek kumulativ impakt
faktora 59,2. Ezen feliil sziiletett egy nemzetkozi konyvfejezet, és harom szabadalmi bejelentés is.

A kutatasban eddig hat doktoranduszhallgato vett részt. Koziilik Szenthe Borbala és Kocsis Andrea
Rapali Péter idén adja be dolgozatat.

A kutatasokkal kapcsolatos eredmények szamos rangos dijhoz is vezettek. A sajat harom, mar emlitett
dijam mellett had foglaljam Gssze hallgat6im eredményeit is. A munkakbdl tobb mint tiz Kari illetve
orszagos TDK dolgozat sziiletett, és ezek egytdl egyig dijazottak lettek. A dijak kozott harom kari, és
egy orszagos elso helyezés is van.

A munkdkbol harom esetben nyerték el didkjaim, Kocsis Andrea, Rapali Péter és Héja David
nemzetkozi konferenciakon a legjobb poszter dijat.

Szakéacs David doktori hallgatomat Pro Scientia Aranyéremmel tiintették ki.

Mindezen eredmények nem johettek volna létre az OTKA tdmogatésa nélkiil, amelyért halas vagyok.

Pal Gabor

Budapest, 2012. augusztus 31.



