Imunnologiailag fontos fehérjék rontgendiffrakcios szerkezetvizsgalata:
fehérje-ligandum kolcsonhatasok a miikodés soran
Zardjelentés

A fehérjék térszerkezetének meghatarozasa a fehérjemiikddés atomi szintli megértését,
¢és ezen keresztiil a bioldgiai folyamatok kémidjanak felderitését szolgalja. A szerkezet-hatas,
szerkezet-funkcio Osszefliggések megértésében fontos szerepet kap a fehérje/fehérje és
fehérje/ligandum  kolcsonhatasok  vizsgalata  kiillonboz6é  komplexek — szerkezetének
segitségével. Vizsgalataink célja ezeknek a sokszinii kolcsonhatasoknak a tanulmanyozasa
fehérjék ¢és komplexeik rontgendiffrakcids szerkezetvizsgalata segitségével. A palyazat
keretében a komplementrendszer kezdeti enzimeinek milkodését elemeztiik fehérjék és
fehérje/fehérje komplexek vizsgélata segitségével, valamint a kdlcsonhatasokat meghatarozo
masodlagos kotések szerepét vizsgaltuk kiilonbozo fehérjék esetén.

1. A komplementrendszer fehérjéinek szerkezetvizsgalata

A velesziiletett immunitds fontos részét képezd komplementrendszer miikodésének
célja a szervezetbe kerlilt kérokozok ¢és karosodott sajat sejtek eltavolitdsa, egy enzim
kaszkadrendszer miikodésbe 1épésével. A komplementrendszer rendellenes aktivalodasa
sulyos szovetkarosoddshoz ¢és ezaltal betegségek kialakuldsdhoz vezethet. Koros,
kontrollalatlan aktivaloddsdhoz nemkivant gyulladési vagy autoimmun folyamatok kothetdk,
emiatt az enzimkaszkad miikodésének és szabalyozasi lehetdségeinek gyakorlati jelentdsége
is van. A komplement aktivalodasa haromféle tton, a klasszikus, a lektin és az alternativ uton
torténhet, ami a komplement kezdeti enzimei vizsgalatanak kiilon jelentdséget ad a kiilonb6z6
aktivalodasi utak szelektiv szabalyozasanak lehetdsége miatt. A klasszikus és lektin ut esetén
a komplement aktivalodas elsé 1épése a kezdeti enzimek (Clr, és MASP-1, MASP-2 —
kimotripszin csaladba tartoz6 szerin-protedzok) autoaktivaloédasa. Ezek azonos modularis
felépitéstiek és igen sziik specificitassal rendelkeznek.

Igen fontos szabalyozd szerepet tolt be a kezdeti enzimek természetes gatldszere, a
Cl-inhibitor. a szerpin doménje szerkezetének konferencian torténd bemutatasat fedeztiik a
palyazatbol [1]. A szerkezet segitségével magyarazhatd tobb természetes muticid hatisa a
funkciora. (Mukodésének hianya egy potencidlisan haldlos korképhez, az Ordkletes
angioddémahoz kothetd.) A szerkezet alapjan sikeriilt megmagyarazni, hogy a heparin és mas
polianionok hogyan befolyasoljak a Cl-inhibitor protedzgatld hatasat. Az altalunk
valoszintisitett, kinetikai, mutacids, és dokkolasi adatokkal alatamasztott uj, ,,szendvics”
mechanizmus szerint a heparin semlegesiti az inhibitoron a pozitiv toltésti protedzkotd régiot,
a Cl-inhibitor/heparin/protedz egyiittes komplexben, ezaltal a Cl-inhibitornak azokra a
proteazokra gyakorolt gatldo hatdsat noveli meg, amelyeknek pozitiv toltésii a kotdfelszine.
Eredményeink a terapias C1-inhibitor fejlesztésében is felhasznalhatok.

A MASP-1 aktiv fragmentum szerkezet-meghatarozasaval [2,3] kozelebb jutottunk a
MASP-1 funkciojanak megértéséhez. Eredményeink potencialis gyogyaszati jelentdsége miatt
szabadalmi beadvany is sziiletett eredményeinkbdl [4]. Mig a komplement klasszikus utjanak
elinditasdhoz sziikséges a Clr autoaktivalodasa, majd a Clr aktivalja a vele komplexben 1évo
Cls-t, és a Cls aktivalja a komplement kdvetkezd 1épcséjének tagjait (C2, C4), a lekzin uton
a MASP-2 egyediil képes az autoaktivalodasra és a C2 és C4 aktivalasara. A MASP-1 szerepe
viszont nem volt tisztazott, mert bar autoaktivalodik, és képes aktivalni a C2-t, de a C4-et
nem, ezen kiviil trombinnal k6z6s szubsztratjai is vannak (A cikk megjelenése ota felfedezték,
hogy a MASP-1-képes aktivalni a PAR4 receptort, és fiziologidsan a MASP-2 aktivalasdban
is nagyon fontos a szerepe [11,12]). A szerkezet alapjan megallapitottuk, hogy a MASP-1-nek
a MASP-2, Clr és Cls enzimeknél szélesebb a szubsztrat kotd arka, ami Osszefiiggésben van
a sz€lesebb szubsztrat-specificitdsaval. A”B-hurokrégio” (Perona és Craik nomenklataraja),



amely a trombinnal is fontos szerepet jatszik a target-felismerésben, a MASP-1 esetében még
kiterjedtebb, és feltételezhetden szerepet jatszik a szubsztrat fehérjék megkotésében (1. abra).
Ugyanakkor a klasszikus szerin protedzokhoz mérten alacsony reaktivitdsa O0sszefiiggésben
lehet azzal, hogy a komplexalatlan szerkezetben az S1 zseb aljan levd aszparaginsav egy
sohidban vesz részt, aminek fel kell szakadnia, hogy a szubsztrat P1 argininjével kedvezo
kolcsonhatas alakulhasson ki (1. abra, keretben).
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2. Fehérjék kolcsonhatasainak jellemzése kivalasztott fehérjerendszerek esetén

A fehérje/fehérje és fehérje/ligandum kdlcsonhatasokat kiilonb6zé fehérje komplexek
segitségével tobb szempontbol is vizsgaltuk. Kiilonosen a specifikussag feltételei, a
mozgékonysag, indukalt konformaciovaltozasok érdekeltek. Altalanositott
kovetkeztetéseinket a komplement fehérjek kolcsonhatasainak elemzésekor is alkalmaztuk. A
prolil-oligopeptidaz R-Pro-(dekarboxi-Pro) inhibitoraival alkotott komplexeiben az N-
terminalis csoport és a prolil-pirrolidin kdlcsonhatasainak kettéssége a jellemz6: az enzim S1-
S2 helyén kotédo prolil-pirrolidint az enzim jol definialt modon stabilizalja hidrogénkotések,
¢és egy triptofan gytrtivel vald atlapolas altal. Az N-terminalis csoport viszont, amit egy linker
kot a prolinhoz, egy kiszélesedd, hidrofob felszinen kotddik, a csoport kiterjedtségétol fligg az
elhelyezkedése a komplexekben, és az, hogy milyen hosszu linker estén lesz legnagyobb az
inhibitor erdsség [5].

A kalmodulin igen sok célfehérjéhez tud kotddni, amit a két doménje kozotti
hajlékony 0Osszekotd régid, valamint az biztosit, hogy a f& kotdzsebek hidrofob
tulajdonsaguak, és a benniik elhelyezkedé metionin oldallincok révén sokféle méretii
ligandumhoz képesek adaptaldodni. A szfingozil-foszforil-kolinnal alkotott komplexe [6] jo



példa arra, amikor a kismolekulas ligandum is igen hajlékony, és kétddése tobbféleképpen
lehetséges a kalmodulin altal alkotott hidrofob csatorndban a tengelye mentén valo eltolasa
réveén.

Az acilpeptid hidrolaz nyitott és csukott szerkezeteinek vizsgalatakor a kinyilas altal
okozott szerkezeti atrendezOdést talaltunk [7]. Ezeknek az indukalt konformacio
valtozasoknak a kovetkezménye, hogy a nyitott enzimben az aktiv hely jelentdsen eltorzul,
ezaltal az, bar fehérjék szamara hozzaférhetd, de inaktiv lesz. A csukott enzim katalitikusan

A molekularis felismerés soran megvalosuldo komplementaritas kiillonb6z6 aspektusait
egy Osszefoglald publikacidoban elemeztiik [8].

3. Rovid peptidekkel alkotott komplexek szerkezetvizsgalata, nehézségek és tanulsagok

A palyazat megkezdése el6tt mar probalkoztunk egy masik immunfehérje, az FcylIB
receptor szolubilis sejten kiviilli régioja, ¢és olyan, IgG-bdl szadrmazd peptidek
egylittkristalyositasaval, amelyekrdl egyiittmiikddd partnereink igazoltdk, hogy kotddnek a
receptorhoz. A kristalyszerkezet egy esetben sem tartalmazta a peptidet, ami azzal volt
magyarazhat6, hogy ezek kis oldhatosagu, sok hidroféob aminosavat tartalmazd peptidek
megfeleld feleslegben alkalmazni a peptideket. A pélyazat keretében toltott aminosavakkal
oldhatobba tett valtozatait hasznaltuk a peptideknek, de ezekkel sem sikeriilt ko-kristalyt
eléallitani.

A MASP-1 és MASP-2 enzimek inaktiv valtozatait, ahol az aktiv hely szerinje
alaninra volt kicserélve egyiittkristalyositottam a természetes szubsztratjaik aktivacids
peptidjével. A kristalyositasi kisérletek itt is sikertelenek voltak.

A sikertelenség lehetséges okai kozott, szerepel, hogy a pH ¢és ionerdsség koriiltekintd
megvalasztisa ellenére a kristalyositas koriilményei kozott nem komplexalodott elég nagy
aranyban a fehérje a peptidekkel.

Tanulsaggal szolgalt a MASP-2 kis méretli, kanonikus peptid inhibitorokkal
(amelyekrol az 5. fejezetben lesz szd) vald egyiittkristalyositasi kisérlete. Kiilonb6zo
kristalyositasi koriilmények kozott tobb kiillonbozo kristalyformat sikeriilt eléallitani, de egyik
sem tartalmazta a peptidet, ehelyett egy masik MASP-2 molekula kotddott az aktiv helyen,
»autoaktivacidos komplexet” alkotva (1d. 4. fejezet). Tehat itt a MASP-2 molekulak kozott a
természetben is 1étrejovo kolcsonhatas jott 1étre, amely a molekula méretébdl adédoan sokkal
kiterjedtebb, mit a kisméretli peptid inhibitorral kialakithat6 kélcsonhaté régié lett volna.

4. Fehérje/fehérje kolcsonhatasok: autoaktivacios komplexek

A kompement protedzok szerkezetvizsgdlata soran két esetben a szomszédos
(szimmetria ekvivalens) molekuldk kristalyon beliilli kapcsoldédasa segitett az
autoaktivacioban fontos kolcsonhatasok felderitésében (2. abra). Mindkét esetben (Clr és
MASP-2) az enzim aktiv fragmentumat tartalmazta a kristaly, és a szomszédos molekuldk az
autoaktivacié enzim/termék komplexének megfeleld kolcsonhatasokat 1étesitettek egymassal
(ez tehat az autoaktivacio folyamata utolsd pillanatanak megragadasa). Az intermolekularis
kontaktusok mindkét esetben a szubsztratkotd aroknal kiterjedtebbek, ami igazolja a kiterjedt
kotdfelszin szerepét a specifikus kdlesonhatés kialakitasaban.

A Clr esetén a C-termindlis harom modult tartalmazé (CCP1-CCP2-SP) fragmentum
szerkezetét hataroztuk meg [9]. A szerkezetben a mar elézdleg ismert ,,fej-1ab” illeszkedésii
Clr dimerek is jelen vannak. Masik szomszédos molekulaval alkotott par felel meg a meg a
Clr elébb emlitett autoaktivacids komplexének, amelyben a szerin-protedz domének kozotti
kolcsonhatasokon kiviil gyenge intermolekuléris kdlcsonhatasok talalhatok a szerin-proteaz és



CCP2 domének kozott is. Az autoaktivacidos komplex alapjdn modositottuk, a Clr
autoaktivaciojanak mechanizmusarol alkotott képet. Az eddigi elképzelések szerint az
autoaktivaciot az immunkomplex felismerésekor a Clr-rel és Cls-sel komplexben 1évé Clq
karjainak elmozdulasa ugy valtja ki, hogy elcsusztatja egymason a dimerben 1év6 két Clr-t,
ami tovabbi atrendezOdéssel jar. Ezzel ellentétben a szerkezet és egyéb geometriai
megfontolasok alapjan valdszinlibb, hogy a Clq karjainak elmozdulasa a Clr dimert
destabilizalja, és a kiilonvalt monomerek azutan 6sszekapcsolddhatnak masképp is, 1étrehozva
az autoaktivacos komplexet. Aktiv hel
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5. Fehérje/fehérje kolcsonhatasok specifikus kanonikus inhibitorokkal

Kooperalo6 partnereink in vitro evolucios technikaval (Fag-bemutatés) kifejlesztettek a
MASP-2 ¢és MASP-1 enzimekre szelektiv, szubmikromolaris inhibiciés dallando6ja
inhibitorokat [12]. A felhasznalt inhibitor alapvaz a napraforgdbdl szarmazo kanonikus
tripszin inhibitor volt (SFTI). Ezeket egyfeldl fel tudtdk hasznalni a MASP-1 és MASP-2
komplementbeli szerepének egymastol fiiggetlen vizsgalatira, és igy tisztazni a MASP-1
szerepe koriili kérdéseket. Masfeldl megnyilt az it szamunkra, hogy specifikus, erésen kotddo
peptidekkel alkotott komplexek szerkezetét vizsgalhassuk .

A MASP-1/SFTI tipust inhibitor komplex kristalyai csak 3,5 A felbontésig szértak, ez
alapjan megallapithatdo, hogy az inhibitor P1’-P3 régidja a kanonikushoz hasonld
konformécidoban kotddik, de a maésodlagos kolesonhatdsok és a kodlcsonhatd aminosavak
tervezziik 0j kristalyok mérését (1. Tablazat).

A MASP-2/inhibitor komplex esetén mar az itthoni sugarforrasnal is j6 felbontast
adatkészletet sikeriilt gyQijteni (1. Tablazat, publikacid elkésziiletben). A szerkezet és az
autoaktivacios kompex 0Osszehasonlitasakor kideriilt, hogy az enzim hurokrégioi itt is
konformécid véltozdson mentek keresztiil, de az inhibitor komplex esetén a kdlcsonhatasok,
¢s a konformdaci6 valtozdsok nagyobb régiokat érintettek (3 és 4. abra). A két molekula

*Alternativ vazon kifejlesztettek inhibitorokat, amelyek inhibicios eréssége még nagyobb, azonban mivel ezeket
az adatokat még nem kozolték, és szabadalmazasi érdekkel is litkdzne itteni kdzléstik, a komplex szerkezetet itt
csak az enzim szempontjabol jellemzem. (Kérésre még publikalatlan a szerkezeteket rendelkezésre bocsatom.)



»lleszkedése” hézagmentesebb (kevesebb vizzel toltott iireget tartalmaz; 4. abra). Ezek
kiilonbségek arra utalnak, hogy az inhibitorral kialakitott komplex stabilabb — ami
0sszhangban van azzal, hogy az autoaktivacios komplex esetén a komplex felbomlas elotti,
enzim/termék allapotardl van szo.

MASP-2/MASP-2 autoaktivaciés kemplex MASP-2/inhibitor komplex

P

= A termékkel és
szubsztrattal |&tesitett
kélcsénhatasok
kilénbdézhetnek

o MASP-2 Ures szerkezet
oo MASP-2 komplexalt szerkezet
e Atermékkel kélcsénhaté régidk
3. dbra. A MASP-2 hurokrégioinak atrendezddése: a komplexalatlan (,,lires”) szerkezet
Osszehasonlitasa az autoaktivacios komplexszel és a MASP-2/inhibitor kompexszel. (A hurokrégiok
elnevezését Perona és Craik nomenklaturaja szerint a bekeretezett rész mutatja.)

MASP-2/MASP-2 autoaktivacios komplex MASP-2/inhibitor komplex

oo MASP-2 molekularis felszin
e A kélcsénhaté régiok

crcr

MASP-2/inhibitor komplexekben.(A kélcsonhato fehérjemolekulatol 4A-nél kisebb tavolsagra levd
régiok lilak. A molekulak orientacidja hasonlo az el6z6 abrahoz.)



6. A kutatomunka megoszlasa, egyiittmitkodések és a palyazati tamogatas felhasznalasa
A palyazat elsédleges célja fehérjék és fehérje komplexek kristalyositdsa ¢és
rontgendiffrakcios szerkezetvizsgélata volt. Az 1.Téblazat foglalja O0ssze a megoldott
szerkezetek referenciait. A fehérjéket a szerkezetvizsgalathoz egyiittmiikddé partnereink
biztositottak: a komplement fehérjéket az Enzimologiai Intézetben Zavodszky Péter ¢s Gal
Péter csoportja; a Fag-bemutatds technikaval kifejlesztett peptideket az ELTE Biokémiai
Tanszékén Pal Gébor csoportja; az oligopeptidazokat és a kalmodulint az Enzimologiai
Intézetben Polgar Laszl6 és Liliom Kéroly csoportjai; a prolil-oligopeptidaz inhibitorokat a
Chinoin; az Fcyllb-receptor fragmentumot az ELTE Immunolégiai Tanszékén Sarmay
Gabriella csoportja; ¢s a specifikus peptideket az MTA-ELTE Peptidkémiai Kutatocsoport.

1. Tablazat: A vizsgalt fehérjeszerkezetek

Szerkezet (fragmentum | Felbontis | PDB" Adatgyiijtés Résztéma Publi-
felépitése)” (A) kod helye, ideje kacio
Cl-inhibitor 2,35 20AY DESY, 2006" komplement [1]
(szerpin domén) (csak konferencia

részvétel)
MASP-1 aktiv 2,55 3GOV DESY, 2007 komplement [3]
fragmentum
(CCP1-CCP2-SP)
Clr aktiv fragmentum 2,6 2QYO0 ESRF, Spring-8, | komplement [9]
(CCP1-CCP2-SP) 2002° (szerkezetmeg-

oldas, publikacio)
MASP-1 proenzim forma | 3,1 - ELTE SzBKL, komplement elokészii-
(CCP1-CCP2-SP) 2010¢ letben
MASP-2 autoaktivacios 2,5 - ESRF, 2008 komplement el6készii-
komplex (CCP2-SP) letben,[10]
MASP-1/peptid komplex | 3,5 - DESY, 2009° komplement elokészii-
(CCP1-CCP2-SP) letben
MASP-2/peptid komplex | 1,9 - ELTE SzBKL, komplement elékészii-
(CCP2-SP) 2010¢ letben
kalmodulin/szfingolipid 1,6 31F7 ESRF, 2008 molekularis [6]
komplex felismerés
prolil-oligopeptidaz/ 2,9 3EQ7 ELTE SzBKL, molekularis [5]
peptid inhibitor 2,7 3EQS8 1998°¢ felismerés (csak
komplexek 2,5 3EQ9 publikacio)
acilpeptid hidrolaz 2,5 304G DESY, 2009, molekularis [7]
szerkezetek 1,8 304H ELETTRA 2008 | felismerés

2,7 3041
2,5 304)

*A szerin proteaz domén (SP) a C-terminalis domén

® Protein Data Bank, www.pdb.org

A kristalyositas és adatgytijtés mar a projekt elinduldsa el6tt megtortént
42011. tavaszan tervezziik az ESRF-ben tjramérni

A kristalyositast részben az Enzimoldgiai Intézetben végezték, részben az ELTE
Szerkezeti Kémia ¢és Bioldgia Laboratérium Fehérjekrisztallografia Laborjdban (a
tovabbiakban SzBKL) végeztiik. Egy hallgatot alkalmaztam fehérjetisztitdsi modszerek
optimalizalasara a palyazat keretében. A palyazatbol fedeztiik a kristalyositas eszkoz- és
vegyszerkoltségeit, a szamitogéppark fejlesztését, és a 2009-ben MTA palyazatbol beszerzett
uj diffraktométer egyes cserealkatrészeit. A rontgendiffrakcios adatgyiijtés céljabol 6sszesen




négy alkalommal utaztunk ki europai szinkrotron sugarforrasokhoz (DESY, ESREF,
ELETTRA), két szerkezet esetén jelenleg még csak az ELTE SzBKL-ben gyiijtott adatok
allnak rendelkezésre. A kiilfoldi mérésekre minden alkalommal kivittiink egy vagy tobb
hallgatot vagy doktoranduszt is, mivel igen fontos, hogy a fehérjekrisztallografiai képzésiik
részeként a hallgatok gyakorlatot szerezzenek a szinkrotron sugarforrasok hasznalatadban. A
kiutazasok koltségeit részben a palyazatbol fedeztiik. Az adatfeldolgozast és a szerkezetek
megoldasat, itthon, az SZBKL-ben végeztiik. Az acilpeptid hidroldzok szerkezetmegoldasaba
az MTA Kémiai Kutatokdzpont munkatarsa is bekapcsolodott. Eredményeinket nemzetkozi
konfernciakon is bemutattuk. A szerkezetek egy részének publikalasa még eldkésziiletben
van, a publikaciok megjelenése két éven beliil varhato (1. Téblazat).

Osszefoglalas

Munkdénk soran a komplement rendszer kezdeti protedzainak vizsgaltuk a szerkezetét
komplexalatlan formaban, autoaktivaciés kompexben, specifikus, szubmikromoélos inhibicios
allanddju inhibitorokkal komplexben, valamint proenzim formaban. Az elézdleg publikalt
szerkezetekkel egylitt lehetdvé valt az enzimek konformécid valtozasanak nyomon kdvetése a
miikddés kiilonbozé fazisaiban. A fehérje/fehérje kolcsonhatasok tanulméanyozasabol
levonhatd legfontosabb kovetkeztetések, hogy a vizsgalt enzimek sziik specificitasa
hatterében a kotérégio kiterjedtsége, valamint a kiilonb6z6é komplexek képzddésekor indukalt
konformaécid valtozasok és az enzim szerkezetének adaptalodésa allhat.
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