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A 2012 elején indult palyazatunk célkitiizése az volt, hogy minél alaposabb, molekularis
szinti ismereteket szerezziink az immunrendszer egyik kozponti elemének, a
komplementrendszernek az aktivaciés mechanizmusair6l. A komplementrendszer egy
rendkiviil Osszetett fehérjehaldzat, amely - bar szorosan egyiittmiikodik az immunrendszer
sejtes elemeivel -, oOnalléan is képes azokra a Ilétfontossagh funkciokra, amelyek
(természetesen még Osszetettebb és még hatékonyabb mddon) az immunrendszer egészét
jellemzik. Nevezetesen a komplementrendszer 6nmagaban is i) megkiilonbdzteti az idegen,
illetve veszélyesen megvaltozott sajat sejteket az ép, sajat elemektdl, ii) az el6z6 két csoportot
specialis fehérjékkel megjeloli, iii) és végiil 6nalldan is képes ezek elpusztitasara.

A komplementrendszernek harom aktivalodasi itvonala ismert. Ezek a klasszikus-, a lektin-
¢és az alternativ at. A harom Ut egymadstol nagyrészt elkiiloniilé veszélyszignalokat ismer fel
utvonalra jellemz6é felismerdmolekuldk altal. A veszélyszigndl felismerését kovetden
mindhéarom esetben az adott utvonalra specifikus proteindzok aktivalédnak. Az aktivalodas
csaknem inaktiv, zimogén allapoti proenzimek specifikus proteolitikus hasitdsan alapul. Az
egymast aktivald enzimek egy gyors, és nagy jelerdsitést jelentdé kaszkadfolyamatban
nagymennyiségli aktiv protedzt eredményeznek, amelyek szdmos egyéb fehérje rendkiviil
szelektiv hasitasa révén szertedgaz6 immunvalaszt eredményeznek. Az alternativ Gt az 9sszes
ut jelerdsitdjeként szolgal. A harom Ut kozos kivitelezd szakaszba torkollik, igy esetenként
komoly alapkutatasi kihivast jelent, hogy egy adott fiziologias folyamatban éppen melyik
utvonal aktivalédott.

Minden nagyhatékonysagu védelmi rendszerre igaz, hogy szabalyozatlan miikodése hatalmas
karokat okozhat. Igy van ez a komplementrendszer esetében is, amelynek alul-miikodése
immunhianyos éallapothoz, talmiikédése pedig a sajat, ép strukturdk pusztitasahoz, és ezaltal
stlyos betegségekhez vezet. A legujabb ismeretek szerint az egyes komplementrendszerrel
kapcsolatos korképek mogott jellemzden a harombol mindig csak egy aktivalodasi Gtvonal
talmiikodése 4ll, és igy az adott uUtvonal fontos terdpias célpontként szolgalhat. A
kozegészségiigyi szempontbol is kiemelkedd jelentGségii szivinfarktust és széliitést kisérd
massziv szovetpusztulds hatterében példaul az ugynevezett iszkémids-reperfuzios sériilés all,
amelynek 1étrejottében a komplementrendszer lektin Gtjanak talmiikodése jatssza a fOszerepet.
Mind a fent emlitett alapkutatasi, mind a terapias célok eléréséhez elengedhetetlen, hogy
olyan gatloszerekkel rendelkezziink, amelyek a harom utvonal koziil szelektiven csak egyet
gatolnak.

Ennek a palydzatnak a keretében sikeriilt a vildgon els6ként szelektiv inhibitorokat
fejlesztentink a lektin it mindharom proteinaza ellen.

Ezek birtokaban atiitd sikereket értiink el szamos vonatkozasban. Egyrészt 1étrehoztuk az els6
lektin Ut-szelektiv inhibitorokat, amivel 0j alapkutatasi és terapids lehetdségeket nyitottunk.
Masrészt kideritettiik, hogy a lektin ut aktivalodasanak eredeti, tankonyvi molekularis
modellje hibas. Megalkottuk az aktivalédas 0j, helyes modelljét, amit azota fliggetlen



kutatocsoportok is igazoltak. Harmadrészt feltartuk a lektin ut legrejtélyesebb proteindzanak
(MASP-3) a szerepét. Kideritettiik, hogy ez a korabban ismeretlen funkcidju enzim az
egyetlen olyan proteinaz, amelyik gyulladassal, vagy véralvadassal nem befolyasolt, azaz
,nyugvd” vérben aktivalja az alternativ ut kulcsenzimét, a D-faktort. Mivel a D-faktor
aktivalodasi mechanizmusa addig rejtély volt, ez a felismerés egyszerre két 0ij ismeretet
szolgaltatott, s egyben feltarta azt is, hogy a komplementrendszer lektin ttja és alternativ utja
kozott esszencialis kapcesolat all fenn.

Eredmények

A palyazat soran sziiletett eredményekbdl 2016 soran 7, minddsszesen pedig eddig 23 rangos
nemzetkozi kozlemény sziiletett (koztilkk két PNAS, egy Scientific Reports, két J.
Immunology, két J. Biol. Chem., és egy Immunological Reviews cikk), amelyekre eddig
Osszesen 147 fliggetlen idézet érkezett. Az Gtmutatdt kdvetve most sorba vessziik azokat az
eredményeket, amelyekbdl mar kézlemény sziiletett.

1. Tisztaztuk a komplementrendszer lektin utjanak mechanizmusdt. A lektin Gt felismerd
molekulaihoz harom tripszinszerli szerin protedz, a MASP-1, 2 és 3 kapcsolodik. Ezek a
jelfelismerés folyamataban aktivalodnak. A MASP-1 és a MASP-3 kozos gén terméke. A
korabbi, hibas modellben a lektin 0t aktivacio egyediili kulcs enzime a MASP-2 volt. A téves
modellt az izolalt MASP-2 in vitro aktivitasaira, valamint MASP génkiiitott modellallatok
szérumvizsgalataira alapoztak. A harom enzim koziil csak a MASP-2 hasitja a C4 komplement
fehérjét. Ez a hasitas elengedhetetlen a C4b2a Osszetételli, kozponti jelentdségli C3 konvertaz
enzim létrejottéhez. Kordbbi, kvalitativ vizsgalatok kimutattak, hogy a zimogén MASP-2
képes masik zimogén MASP-2 aktivalasara, tehat zimogén ,,0naktivaciora”. A mar aktivalt
MASP-2 is képes zimogén MASP-2-t aktivalni, és képes a C2 fehérjét is hasitani. A hasitott
C2 a C4b2a C3 konvertaz protedz komponense. A MASP-2 tehat az addigi ismeretek alapjan
minden olyan tulajdonsaggal birt, ami ezt az enzimet a lektin ut autonom, 6nallod aktivalojava
tehette.

A MASP-1 is képes zimogén Onaktivaciora, autokatalitikus aktivaciora, és a C2-t is hasitja, a
a C4-et azonban nem.

A MASP-3 nem képes Onaktivaciora, és egyetlen lektin ut fehérjét sem hasit. A MASP-1/3
génkiiitott egerek szérumaban a lektin ut aktivacio (bar véleményiink szerint vitathatd modon)
kimutathat6 volt, mig a MASP-2 génkiiitott egerekben nem. Ez is megalapozta a fenti
aktivacios modellt, melyben a MASP-2 a f6 enzim, a MASP-1 segédszereppel bir, mig a
MASP-3 egyfajta negativ szabalyozo lehet.

A helyes modellhez az vezetett el, hogy elséként sikeriilt 1étrehoznunk monospecifikus
MASP-1 és MASP-2 inhibitorokat (Héja és mtsi., J.Biol.Chem., 2012). Az SGPI csaladba
SGMI-1 illetve SGMI-2 variansokat. Az SGMI-1 kizarolag a MASP-1, mig az SGMI-2 csak a
MASP-2 enzimet gatolja. Legfobb felfedezésiink az volt, hogy nem csak az SGMI-2, de a



MASP-1 gatlo SGMI-1 is tokéletesen blokkolja a lektin Ut aktivaciot (Héja és mtsi., PNAS,
2012). Mint kimutattuk, ennek oka az, hogy normal human szérumban a zimogén MASP-2
kizarélag a MASP-1 altal aktivalodik. A MASP-1 tehat ugyanolyan elengedhetetlen
szerepl6je a lektin ut aktivacionak, mint a MASP-2.

A MASP-1, MASP-2 és MASP-3 enzimek esetében sikeriilt megmérniink a zimogén
Onaktivacid, az autokatalitikus aktivacid és részben a kereszt-aktivaciok kinetikai
paramétereit. A MASP-1 és a MASP-2 esetében olyan formékat allitottunk eld, amelyek az
aktivalodds soran vagy csak zimogén enzimként, vagy csak zimogén szubsztratként
miikddhetnek. A proenzim stabil zimogén allapotat a hasad6 kotés menti arginin glutaminra
cseré¢lésével értiikk el. Azokat a zimogén formakat pedig, amelyek kizarolag szubsztratként
vehetnek részt az aktivalodas folyamatdban katalitikus szerin alaninra vald cseréjével hoztuk
létre. A MASP-3 nem képes zimogén Onaktivaciora, ezért annak a vadtipusu formajat
hasznaltuk. Azt kaptuk, hogy a zimogén MASP-1 3000-szer hatékonyabban aktivalodik, mint
a zimogén MASP-2, mely utébbi aktivalédasi sebessége olyan alacsony, hogy annak
vélhetden nincs fiziologias jelentdsége. Az aktivalt MASP-1 100-szor hatékonyabban aktival
MASP-1 zimogént, mint az aktivalt MASP-2, MASP-2 zimogént. A MASP-1 20-szor
hatékonyabban aktivalja a MASP-2 zimogént, mint a MASP-2. Kimutattuk, hogy a MASP-1
hatékony aktivatora az onaktivalodasra képtelen MASP-3 zimogénnek is (Megyeri és mtsi.,
J.Biol.Chem., 2013). Ezek az eredmények megeréGsitik a korrigalt lektin ut aktivacios
modelliinket, amelyben a MASP-1 a MASP-2 kizar6lagos aktivatora. A fenti eredményekbdl
Osszefoglalo cikkeink is sziilettek (Gal, The Journal of Angioedema, 2013; Gal és mtsi., Adv.
Exp. Med. Biol., 2013).

2. Ujraértékeltiik a potencidlis fiziologids inhibitorok szerepét. A korrigalt lektin Wt
aktivalodasi mechanizmus fényében felmeriilt benniink, hogy tjra kellene értékelni a
potencidlis fizioldgias inhibitorok (Cl-inhibitor, antitrombin, o2-makroglobulin) szerepét,
kiilondsen azokét, amelyek hatékonyan gatoljak a lektin ut kulcsenzimévé ,,eldlépett” MASP-1
enzimet. Kidertilt, hogy az antitrombin, ami heparin jelenlétében a MASP-1 leghatékonyabb
inhibitora, a Cl-inhibitorhoz hasonldan gatolja a lektin utat normal human szérumban. Az
antitrombin tehat a Cl-inhibitor mellett a lektin Ut masik fizioldgids inhibitora. Az o2-
makroglobulin komplexet képez MASP-1-gyel, azonban szérumban nem képes gatolni a lektin
utat, valdszintlileg sztérikus és/vagy kinetikai okok miatt. Ezek alapjan Ggy tlinik, hogy az a2-
makroglobulin nem jatszik szerepet a lektin Ut szabalyozasaban (Paréj és mtsi., Mol.
Immunol., 2013).

crer

MASP-1 a MASP-2 egyediili fiziologids aktivatora, egy kovetkezd kérdés az volt, hogy a
MASP-1 altali zimogén MASP-2 aktivalas milyen topoldgia szerint megy-e végbe: felismerd
komplexen beliil, komplexek kozott, esetleg mindkét Gt parhuzamosan megvalosul. A MASP
proenzimek mindegyike nem-katalitikus doméneken keresztiili, kalcium-fiiggd dimereket
képez. Eddig kizarolag homodimerek 1étét igazoltak. Elsé 1épésként azt vizsgaltuk meg, hogy
kisérletesen egyaltalan 1étrehozhatok-e vegyes dimerek. Ahhoz, hogy ezt megvizsgalhassuk,
eldallitottuk a MASP-1 és MASP-2 dimerizacidért felelés nem-katalitikus fragmentumat



(CUB1-EGF-CUB2). A kovetkezoket kaptuk. Amennyiben kalcium ionok jelenlétében
inkubaltuk egyiitt a homodimereket, hosszi id0 utan sem keletkeztek vegyes dimerek.
Amennyiben azonban EDTA kezelést alkalmaztunk, majd ezt kovetden visszapotoltuk a
kalcium ionokat, MASP-1/MASP-2 vegyes dimerek is keletkeztek, mégpedig 50%-0s
aranyban. A (MASP-1 homodimer): (vegyes dimer) : (MASP-2 homodimer) 1:2:1 aranya
egyértelmiien igazolja, hogy a vegyes dimerek ugyanolyan stabilak, mint a homodimerek.
Ezek alapjan kijelenthet6, hogy az €16 szervezetben csak abban az esetben keletkezhetnek
MASP-1/2 vegyes dimerek, ha az enzimet termeld sejt mindkét protedzt egyidében allitja eld.
A jelenleg elfogadott modell szerint azonban minden MASP-termeld sejt csak egyfajta
protedzt termel. Amennyiben ez igy van, Ggy a kisérletiink azt igazolja, hogy a sejtek altal
termelt homodimerekbdl fiziologias koriilmények kozott nem keletkeznek heterodimerek
(Paréj és mtsi., Mol. Immunol., 2014).

4. Vizsgaltuk a MASP enzimek fiziologids szerepeit kiilonboz6 modellekben. Egyfelol
igazoltuk, hogy a MASP-1 enzim tobbféle mechanizmuson keresztiil is kozrejatszik az endotél
sejtek aktivalodasdban (Jani és mtsi., PLoS One, 2014; Megyeri és mtsi., Mol Immunol.,
2014). Masfeldl kimutattuk, hogy a MASP-1 nem csak a velesziiletett immunitasban jatszik
kozponti szerepet, de kozremiikodik a véralvadds folyamataban is (Dobd és mitsi., Mol
Immunol., 2014). Kollaboraciéban végrehajtott tromboelasztografiaval vizsgaltuk a MASP-1
véralvadasra gyakorolt hatasat. A MASP-1 jelenléte jelentdsen gyorsitotta a véralvadas
folyamatat protrombin jelenlétében. Ebbdl azt a kovetkeztetést vontuk le, hogy a MASP-1
képes aktivalni a protrombint. Trombin mutdnsok segitségével részletesen feltartuk az
aktivalas mechanizmusat. Megallapitottuk, hogy a MASP-1 két parhuzamos uton is képes
protrombint aktivalni. Az egyik esetben eloszor az Arg271 mellett, a masik esetben pedig az
Arg393 mellett hasitja a MASP-1 a protrombint. Végiil mindkét utvonal egy B-trombin szerii
forma kialakulasat eredményezi, amely aktivan részt vesz a véralvadasban. Eredményeink
alapjan feltételezziik, hogy bizonyos patofiziologids koriilmények kozott a MASP-1 gyorsitja,
vagy akar dnmagéban is elindithatja a véralvadas folyamatat. Az 1-es tipusu cukorbetegség
soran a MASP-1 szintje megemelkedik a vérben. Ez egy hajlamosito tényezd lehet a trombozis
kialakuldséara, ami gyakori szovédménye a cukorbetegségnek. Ezekbdl az eredményekbdl két
kozleménylink sziiletett (Lorenz és mtsi., PLoS One, 2015; Lorenz és mtsi., Mol. Immunol.,
2015).

5. Azonositottuk a MASP-3 egyik szerepét, és egyben a D-faktor aktivacio mechanizmusat.
Miutan kordbban emlitett vizsgalataink révén tisztaztuk a MASP-1 és a MASP-2 pontos
szerepkorét a lektin Ut aktivalodasaban, érdeklddésiink a MASP-3 szerepének kideritése felé
fordult. Nem tulzas azt allitani, hogy a MASP-1 korabbi tévesen felmért szerepkore ellenére
valojaban a MASP-3 (volt) a lektin ut legrejtélyesebb enzime. Ez az enzim sem C2, sem C4
komponenst nem hasit, s6t a vizsgalataink idészakdban egyetlen szubsztratja sem nyert
kétségkiviili igazolast. Ugyanakkor ismert, hogy hidnya, vagy mutacioja fejlodési
rendellenességekkel jar, vagyis szerepe van az embridgenezisben. A MASP-1 ¢és a MASP-3
egyazon gén két alternativ splice terméke. Génkititott, MASP-1 / MASP-3 hianyos egereckben
az alternativ it nem mukdodik, és annak inditéenzime, a D-faktor inaktiv proenzim allapotban
van a vérben. Mivel régota ismert volt, hogy a D-faktor aktiv formaban kering a vérben,



felmeriilt, hogy a MASP-1, a MASP-3, vagy mindkét enzim pro-D-faktor aktivator lehet. A
kérdés vizsgalatara elsd 1épésben rekombinans pro-D-faktort allitottunk eld, és vizsgaltuk,
hogy a MASP-1,2,3 enzimek, illetve ezek zimogénjei képesek-e azt aktivalni. Mig a
zimogének egyike sem hasitotta a pro-D-faktort, mindharom MASP aktiv formaja hatékony
aktivatornak bizonyult a tisztitott fehérjéken alapulo in vitro tesztben. Ezek utan a f6 kérdés az
volt, hogy vajon nyugvd, azaz sem véralvadas, sem komplementrendszer szempontjabol nem
aktivalt vérben is ellatnak-e ilyen funkciot a MASP enzimek. Ennek vizsgélatara
kifejlesztettiink egy ujfajta tesztet. Fluoreszcensen jeldlt pro-D-faktort készitettiink, és azt
kevertiink a nyugvd vér modelljeként hasznalt, kalciummegvondassal, vagy hirudinnal
stabilizalt vérplazmaba, és mértiik a pro-D faktor hasadas titemét. A nyugvd vér hatarozott
pro-D-faktor aktivator hatast mutatott. Ezt a hatast sem a szelektiv MASP-1 inhibitorunk, sem
a szelektiv MASP-2 inhibitorunk nem gatolta. Vérplazmaba extra MASP enzimeket keverve
kimutattuk, hogy a MASP-1 és a MASP-2 adasa nem gyorsitja fel a pro-D-faktor hasadas
litemét, mig MASP-3 adasa noveli azt. Mindezek alapjan a harom MASP enzim koziil csak a
MASP-3 esetében allt fenn tovabbra is a lehetdsége annak, hogy fiziologias pro-D-faktor
aktivatorként miikddhet nyugvd vérben. A nyugvo vér nagy koncentracioban tartalmaz C1
inhibitort. Ez a szerpin tipusi fehérje nagy hatékonysaggal, kovalens komplexet képezve
gatolja a MASP-1 és MASP-2 enzimeket. Ugyanakkor ez a gatlészer a MASP-3 enzimre nem
hat. Ezzel magyaraztuk azt a megfigyelésiinket, hogy inherens pro-D-faktor aktivald
képességiik ellenére a MASP-1 és MASP-2 enzimek nem tolthetnek be ilyen szerepet nyugvo
vérben, mig a MASP-3 kétségkiviil minden olyan tulajdonsaggal bir, amivel egy aktivatornak
rendelkeznie kell.

Szelektiv MASP-3 inhibitor hidnyaban ugyanakkor a MASP-3 szerepét nem tudtuk kétséget
kizaroéan igazolni, illetve nem adtunk vélaszt arra, hogy vajon a nyugvo vér a MASP-3
enzimen kiviil tartalmaz-e egyéb olyan proteindzokat, amelyek pro-D-faktort aktivalnak.
Eredményeinket, amelyek kizartdk a MASP-1 és MASP-2, és erdsen valoOsziniisitették a
MASP-3 fiziologids szerepét, és ezaltal kozelebb vittek benniinket a D-faktor aktivalodas
rejtélyéhez, tavaly kozoltiik (Oroszlan és mtsi., J.Immunol., 2016).

Mire elfogadtak a fenti cikkiinket, sikeresen kifejlesztettiink iranyitott evolucioval egy
szelektiv. MASP-3 inhibitort is. Ennek az egyediilalld reagensnek a segitségével minden
kétséget kizardan igazoltuk, hogy a MASP-3 az egyediili olyan enzim, amely nyugvd vérben
aktivalja a pro-D-faktort (Dob¢ és mitsi., Scientific Reports, 2016).

A MASP-3 eddig csak feltételezett szerepe tehat igazolast nyert, és egyben arra a varatlan
ismeretre is fény deriilt, hogy ez a nyugvé vérben betoltott fizioldgias szerep kizardlagos.

Osszefoglalva: az 6téves projekt alatt részleteiben feltartuk a lektin it minden proteazanak a
legfontosabb szerepét, kidolgoztuk a lektin Ut aktivacid 10j, szdmos oldalrél megalapozott
mechanizmusat, tisztdztuk a MASP-2 és MASP-1 ebben betoltott szerepét, azonositottuk a
MASP-1 enzim szdmos mas szerepét, és igazoltuk a MASP-3 alternativ Ut aktivalédasban
jatszott kdzponti szerepét. Ezaltal egy korabban rejtett 11j, kdzponti jelentéségii kapcsolatot
tartunk fel a komplementrendszer lektin utja és alternativ Utja kozott.

A kozeljovoben szeretnénk nagy erdkkel feltdrni a MASP-3 enzim egyedfejlédésben jatszott
szerepének molekularis mechanizmusat, és egy ezzel parhuzamos kutatassorozat keretében
mind tobb ismeretet szerezni a klasszikus és az alternativ ut aktivacidjaval kapcsolatban is.



