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Roviditések és definiciok

Ampicillin
APS
aSFP

BCIP
C1/2/3...9

C4BP
CCP

CD
cDNS

CIAP

CPN
CR1/2
CUB

dNTP’s

DAF
DSC

DTT
EGF
E. coli
EDTA

D (-) - a - Aminobenzilpenicillin
ammonium-peroxi-diszulfat

acidic seminal fluid protein (spermadhezinek csaladjaba
tartozo fehérje)

5-brém-4-klor-3-indolil foszfat

A komplementrendszer elsé/masodik/
harmadik...kilencedik komponense

C4 Binding Protein (C4 koto fehérje)

complement control protein, (komplement kontroll protein
domén)

cirkuléris dikroizmus

copy DNS (mRNS-rdl reverz transzkriptaz enzimmel
késziilt DNS masolat)

Calf Intestinal Alkaline Phospatase (borju bélbél izolalt
alkalikus foszfataz)

carboxypeptidase N (karboxi-peptidaz N)

Complement Receptor 1/2

a CUB elnevezés harom fehérje nevéb6l szarmazik,
melyekben elsok kozott talaltak meg a domént: Clr, sea
urchin (tengeri siin) protein Uegf, human Bone
morphogenetic protein-1

dezoxinukleotid-5’-trifoszfatok gytijténeve (dATP, dCTP,
dGTP, dTTP)

Decay-Accelerating Factor

Differential Scanning Calorimetry (differencialis pasztazo
kalorimetria)

ditriotreitol, (25,3S)-1,4-dimercaptobutane-2,3-diol
epidermal growth factor (epidermalis novekedési faktor)
Escherichia coli

2-[2-[bisz(karboximetil)amino] etil-(karboximetil)amino]-

ecetsav (etilén-diamin-tetraccetsav)
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FPLC

Gu*HCl
HEPES
HSQC

IgG/M
IPTG
ITC

LB
LMW

MAC
MASP

MBL
MCP
mRNS
MS
NBT
NHS-activated
NMR
NOE
NPGB
PCR
pET

PMSF

primer

RCA

fast protein liquid chromatography (fehérjékre alkalmazott
kozépnyomasu folyadékkromatografia)
guanidin-hidroklorid
2-[4-(2-hidroxiethil)piperazin-1-il]etanszulfonsav
Heteronuclear Single Quantum Coherence
(Heteronuklearis  egyszeres  kvantum  korrelaltatott
spektroszkopia)

immunglobulin G/M

izopropil -D-1-tiogalaktopiranosid

Isothermal Titration Calorimetry (izotermalis titracids
kalorimetria)

Luria-Bertani Médium

Low Molecular Weight (kis molekulastlytt SDS-PAGE
standard)

membrane attack complex (membrankarosité komplex)
mannan-binding lectin  associated serine  protease
(mannankotd lektinhez k6t6dd szerin proteaz)

mannan binding lectin (mannank6td lektin)

membrane cofactor protein (membran kofaktor fehérje)
messenger (hirvivé) RNS

Mass Spectrometry (Tomegspektroszkopia)

nitro blue tetrazolium

N-hidroxi-szukcinimid csoporttal aktivalt gyanta

Nuclear Magnetic Resonance (magneses magrezonancia)
Nuclear Overhauser Effect
p-nitrophenyl-p’-guanidinobenzoate

polymerase chain reaction (polimeraz lancreakcid)
plasmids for expression by T7 RNA polymerase
(Novagene®) (expresszios vektor)

phenyl methyl sulfonyl fluoride (fenil-metil-szulfonil-
fluorid)

PCR-nél alkalmazott oligonukleotid

Regulators of Complement Activation
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SDS-PAGE

SP
Ty, Ty

TAE
TE
Temed

Tris

Sodium Dodecil Sulfate Poly-Acrylamide Gel
Electrophoresis (natrium-dodecil-szulfat poliakrilamid
gélelektroforézis)

serine protease domain (szerin protedz domén)
Spin-Récs relaxacios idd-, Spin-Spin relaxacios id6 az
NMR-es mérésekben

Tris+Natrium-Acetat+tEDTA puffer

Tris + EDTA puffer

N,N,N’,N’-tetrametil-etiléndiamin
Tris(hidroximetil)-aminometan (2-amino-2-hidroximetil-

1,3-propandiol)



Bevezetés

I. Bevezetés

A gerincesek  velesziiletett ~ immunrendszerének  fontos  része a
komplementrendszer, amelynek legfontosabb feladata a korokozok felismerése és
elpusztitasa, tovabba a  megvaltozott sajat  strukturdk  eliminalasa. A
komplementrendszer tobb mint 30 kiilonbozd fehérjemolekulabol (szerin protedzok,
regulatorok, receptorok) all. Komponensei harom egymassal  Osszefliggd
kaszkadrendszerbe szervezddnek: a klasszikus, az alternativ és a lektin Gt rendszerébe.

A Kklasszikus ut aktivalasanak elsé 1épése az ellenanyagok altal megjelolt
antigének (pl.: korokozok) — azaz az immunkomplexek — felismerése, majd egy
bonyolult enzimatikus kaszkadrendszer beinditasa. Nagyon fontos, hogy a komplement
komponensei csak akkor aktivalodjanak, mikor valoban sziikség van rajuk.

A klasszikus 1t elsé komponense a C1 komplex. A C1 komplex vazat a Clq
felismerd molekula alkotja, amelyhez egy szerin protedz zimogénekbdl felépitett
heterotetramer (Cls-Clr-Clr-Cls) kapcsolédik. A Clr és a Cls molekuldk 6-6
doménbdl felépitett szerin proteaz proenzimek, amelyeknek komplexbéli helyzetét és
miikodését 5-5 nem katalitikus domén hatarozza meg és szabalyozza.

A CIl komplex szerkezetérdl nem teljesek az ismereteink. Muikodésére és
miikodésének szabalyozasara tobb funkcionalis szerkezeti modell Iétezik, amelyekrdl a
késobbiekben részletesen beszamolunk. Legkevesebbet a nem katalitikus modulok
funkcionalis szerepérdl tudunk, pedig a komplementrendszer komplexeinek ¢és a
mitkodésének minél pontosabb ismerete meghatarozd szereppel bir a korokozok elleni
kiizdelem és az autoimmun folyamatok megértésében.

Munkam célja az volt, hogy a Clr szerin proteaz ezen nem katalitikus, nehezen
preparalhatdo és vizsgalhato doménjeinek szerepét tisztazzam ¢és ennek alapjan
finomitsam a C1 funkcionalis modelljét.

A jelenleg elfogadott modell jelentés komplexen beliili szerkezet
atrendezodéseket feltételez az aktivalas soran. Ezen feltételezésekbol kiindulva a nem
katalitikus domének és domén kombinaciok elballitasara, szerkezetiik és konformacios
flexibilitasuk lefrasara torekedtem. Célom volt tovabba a Ca" kdtd hely behatarolasa és

a Ca” kotés funkcionalis, szabalyozo szerepének tisztazasa is.
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II. Irodalmi attekintés

1. A komplementrendszer torténete, aktivalodasa és funkcioja

A komplementrendszer aktivalodasanak harom utvonalat kiilonbozteti meg a
szakirodalom: a klasszikus Utvonalat, az alternativ utvonalat és a lektin utvonalat (1.
abra).

A komplementrendszerre utald felfedezések mar a 19. szazadban napvilagot
lattak. Fodor Jozsef az 1880-as években vizsgalatokat végzett a vér baktériumdolé
képességével kapcsolatban és tobb tanulmanyt is irt az eredményeir6l. Paul Ehrlich,
Jules Bordet és George Nuttall szintén leirtak a vér savojanak baktericid jellemzdjét. A
vérsavo elpusztitja az antrax korokozojat, ha nem hevitik 55 °C folé vagy nem taroljak
hosszabb ideig szobahémérsékleten. Késobb kimutattak héstabil ,,baktericid faktor”-t is

a vérsavoban.

(a) Klasszikus ut (b) Lektin ut (c) Alternativ ut
cig® MBL™MASPS C3(H:0)
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AR KN o\ (H:0)
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\ 7 o Ba
Canga < C3(H,0)Bh
QQQ ca/ _, cuB =
—" e o
S~ T caE @
Fastorl , GdbZzab < C3b ™ cananen @ < Factor |
- ’ -~
C4BP U\_ Ha QJU > H
o —~  Lcite — ——
g CPN
(o “w S @
*ChaR e sk *
Yitranectin C(sjs C?CS(IIJB e 2
e + +CB+ -— |
*CEaR Clusterin I W
{
*CR3 Oldaw @‘embran
(M) scsng C5h-8(m !
Wisigyadizd Terminalis komplement kompex
cR1 MCP * e
UJDAFCatb és C3binibitorok  Oldottinhibitor Terapias célpontok
a membran felllstelken komponensek ® Properdin

1. abra. A komplementrendszer felépitése Mollnes és munkatarsai cikk alapjan [1].
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Bebizonyosodott, hogy az immunizalas hatdsara nem novekedik a ,,baktericid
faktor” mennyisége a vérben. A rendszer elnevezése (complement — kiegészit6) onnan
szarmazik, hogy annak miikddése az antitestek mellett valosul meg.

Az 1920-as évekre mar ismerték a C1, C2, C3, C4 fehérjemolekuldkat és meg
tudtak allapitani, hogy az ismert fehérjék csak antitestek jelenlétében inditjak be a
védekezO mechanizmust, a komplementrendszert. A késobbiekben elnevezték
klasszikus utvonalnak ezt a tipusu aktivaciot.

1954-ben fedezték fel a ,properdin utvonalat”, amit ma mar alternativ
utvonalként ismeriink. Az alternativ utvonal antitestektl fliggetleniil fejti ki a hatasat
[2].

,»Csak” 1978-ban irtak le, hogy a vérben megtalalhatok MBL molekulak,
amelyekrol késdbb bebizonyosodott, hogy MASP-okat kotnek [3]. Az MBL-hez (és a
késobb felfedezett ficolinokhoz) kotédé MASP szerin proteazok felfedezése 1992-ben
tortént [4]. Az MBL-MASP, ficolin-MASP komplexek szintén antitestektdl fiiggetlentil
inditjak be a komplementrendszer kaszkadjat.

A komplementrendszer mindharom utvonalanak aktivalodasa a kaszkad C3
komponensében talalkozik [1, 5]. Majd az aktivalt C5b kotve marad a patogén felszinén
és Osszegylijti a vérben inaktiv formaban talalhato C6, C7, C8 komponenseket, valamint
mintegy 10-15 C9 monomer molekulat, amelyek kialakitjdk a membrankarositd
komplexet (MAC) a patogén sejt sejthartyajaban (2. abra). Olyan szerkezeti valtozasok
torténnek mar a C7 molekula megkotésénél is, amik nagy hidrofob felszinek
megjelenését eredményezik. A 1étrejovo komplex a célsejt sejtmembranjaba ¢kelédik. A
kialakult poéruson keresztiil folyadék aramlik a sejtbe és ez ozmotikusan instabil
allapotot eredményez. A MAC kialakulasa a felismert korokozo lizis¢hez,
pusztulasahoz vezet.

Ha a fenti reakciéo nem egy sejt feliiletén zajlik, akkor a komplex levalik a
molekula felilletérdl és a kozelben 1évd sejtek sejtmembranjaba agyazodik. Ezek a

folyamatok karosithatjak a sajat sejteket.
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HHER

viz, majd  ATP, Kion,
lizis aminosavak

2. abra. A komplementrendszer ,,masodik része”, a kozos effektor szakasza [6].

1. 1. A Kklasszikus utvonal

A Kklasszikus utvonal aktivacidja antitestfiiggé [1, 5, 7]. A klasszikus ut elsd
komponensét — a Cl komplexet — egy IgM pentamer vagy két IgG (monomer)
molekuka képes aktivalni. Az atigén-antitest komplex Fc részét képes kotni a Cl
komplex [8]. A C1 komplexben az antitest felismerést a C1q molekula végzi. A Clq
globularis feje az antitest CH2 doménjéhez kotddik [9]. Feltételezhetd, hogy a kotddés
hatasara végbemend konformaciods valtozas valtja ki a C1 komplexben elhelyezkedd
zimogén Clr autoaktivalodasat. Az aktiv Clr hasitja a vele egy komplexben talalhato
Cls-t, majd a Cls hasitja a C4-et C4a- és C4b-re. A C4b kotodik a patogén felszinhez, a
C4a felszabadul mint anafilatoxin. A C2 ko6t6dik a patogén felszinén kitapadt C4a-hoz.
A Cls hasitja a C2-t is C2a- és C2b-re. A patogén felszinén kialakul a C3 konvertaz
(C4bC2a). A C3 konvertaz hasitja a C3-at C3a- és C3b-re. A C3a-nak anafilaxias hatasa
van, mig a C3b kotédik a C3 konvertazhoz (C4bC2a). A kialakult komplex
(C4bC2aC3b) lesz a C5 konvertdz. A hasadd C5-bol felszabadulo CS5a-nak erds
anafilaxias hatdsa van.

A Clr és Cls molekulakat a C1 inhibitor gatolja a vérben, igy tudja a szervezet

szabalyozni a komplement aktivalodast [1, 5, 7]. A C1 inhibitor megakadalyozza a C4
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¢és C2 molekuldk elhasitasat. A klasszikus ut egy masik szabalyzo eleme a C4BP. Ez a
szolubilis komponens ko6tédik a C4b molekulahoz ¢és gyengiti a C3 konvertaz
stabilitasat [5].

Az 1 faktor hasitja a C3b o-lancat és a C4b-t mind a szérumban, mind
sejtfelszinen kofaktor (H faktor, komplement receptor 1/CD35, C4BP, membran
kofaktor protein/CD46) jelenlétében, ezaltal szabalyozva a komplement komponensek
aktivalodasat [5].

Kimutattak, hogy a klasszikus utvonal is beindithato antitest fiiggetlen modon.
Testidegen molekuldk, a C reaktiv protein, virus fehérjék, P-amiloid, valamint
mitokondrium fragmentumok, nekrotikus/apoptotikus sejttérmelékek (RNS, DNS)

képesek 6nmagukban is aktivalni a klasszikus Gtvonalat [5].

1. 1. 1. A C1 komplex, a Clr;s; tetramer és a Clr felépitése

A Clq molekula térszerkezete ,,egy hat szal tulipanbdl all6 csokorra emlékeztet”, hat
globularis fejbol és a fejekhez tartozo hat kollagén szarbol all (3-4. 4bra). A hat szal
harom-harom kiilonb6zé polipeptid lancbol épiil fel. A lancok N-termindlisa a
tulipancsokor szara, a glonularis fej a lancok C-terminalisa. A szalak N-terminalisan a
fehérjelancokat diszulfid-hidak erdsitik [10]. A szarhoz kotédden, hajlitott
monomerekbdl felépiilve helyezkedik el a Clr,s; tetramer, amely felelos a C1 komplex
enzimatikus aktivitasaért (5. abra B). A Clr és a Cls is 6 doménbdl felépiild, modularis
szerin proteaz (5. abra A) [11]. A szerin protedz domének a PA klanba, a PA(S)
alklanba, az S1 csaladba és A alcsaladba tartozo kimotripszin szerkezetli domének (Clr:
S01.192, Cls: S01.193) [12]. A szerin proteaz (SP) domén a C-terminalison talalhato,
amit megeléz a CUBI-EGF-CUB2-CCP1-CCP2 nem katalitikus doménekbdl felépiild
szakasz. A Cl komplexet kalcium-ionok stabilizaljadk a CUB és EGF doméneken
keresztiil valamint hidrofob kotofelszinek a Clr CCP1 és Clr SP doméneken keresztiil
(5. dbra A, B).

A legutobbi kutatasok eredményei alapjan tobb C1 komplex modell is sziiletett
[13, 14, 15, 16]. En az aktualisan két legnépszeriibb modellen keresztiil mutatom be,
hogy a Cl komplex szerkezetére miként probalnak ravilagitani. A Phillips ¢és

munkatarsai cikk szerzéinek modellje (3. abra) szerint a komplexben a Clq kollagén

10
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szaraihoz a Clr,s, tetramer a Clr CUBI doménen, a Clr CUB2 doménen és a Cls
CUBI1 doménen keresztiil kotddik [16]. A komplex 2009-ben kozolt modellje abban
kiilonbozik a Gaboriaud és munkatarsai altal (Arlaud modell) kozolt C1 komplex
modelljétdl (4. dbra), hogy a szerin protedzok a Clq kollagén szarai kozott foglalnak
helyet, mig az Arlaud modellnél a proteazok a C1q kollagén szarait kiils¢ feliiletiik felol
koordinaltak [15]. A két modell nagyban kilonbozik, a Clrs; tetramer
elhelyezkedésének tekintetében. A Phillips et al. cikkben kozoltek szerint a tetramer
kompaktabb az Arlaud modellben leirtakhoz képest.

A tetramer Osszeszerelddésének menete mar a 2004-es Gaboriaud ¢és
munkatarsai cikk megsziiletésekor is ismert volt és azota a tudasunk e tekintetben nem
valtozott [15]. A tetramer felépiilésének elsd lépése a Clr dimerizacidja. A Clr
molekulak hidrofob felszineken keresztiil képesek egymashoz kapcsolodni. A Clr
molekulak CCP1 doménjei keriilnek kdlcsonhatasba a masik Clr SP doménjeivel [17,
18]. Igy egy fej-lab illeszkedésii komplex, két feliileten kapcsolodd Clr, képzddik. A
Clr dimerekhez Ca’"-okat kell adni a Cls molekulakon kiviil, hogy tetramer
kialakulhasson [19, 20, 21, 22]. A Clr CUBI-EGF fragmentuma és a Cls CUB1-EGF
fragmentuma is kot Ca’-tésa fehérjék kalcium kotott allapotukban fej-lab kotddéssel
kialakitjak a tetramert (5. abra B).

A fellelhet6 kristalyszerkezetek alapjan és az altaluk végzett feliileti plazmon
rezonancia mérések eredményei alapjan Phillips és munkatarsai részleges C1 komplex
modellt épitettek [16]. Modelliikben a Clq kollagén szaraihoz a tetramer Clr CUBI, a
Cls CUBI és a Clr CUB2 domének kétodnek. Feltételezéseik szerint a hat kollagén
szarhoz hat CUB tipusi domén kapcsolodik. A Cls CUB2 doménje valdszintileg nem
vesz részt a komplex kialakitasaban. A cikk szerzoi szerint a tetramer CUBI1-EGF-
CUB2 fragmentumai egy szinten helyezkednek el a kollagén szarak kozott kifeszitve (3.
abra), mig a tetramer CCP1-CCP2-SP fragmentumai a Clq globularis fejeihez
kozelebb, a CUB-EGF részek ,.felett” foglalnak helyet [16].

A Cl komplex és az antigén-antitest immunkomplex kotoédése konformacio
valtozast okoz a Clq molekulaban. Clq konformacié valtozasa aktivacios jel a Clr
szamara. A Clr-ben is konformacié valtozasok mennek végbe, aminek hatasara hasitja a
vele tetramerben levé masik Clr-t. Az aktiv Clr molekuldk hasitjak a komplexben
talalhatdé Cls molekuldkat, létrehozva az aktiv Cl1 komplexet. A Cl komplex

aktivalodasa soran egy mechanikai jel enzimatikus jellé alakul at [14, 22, 23, 24].
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A Cl komplex aktivalédasanak elsé 1épésére két mechanizmust tartanak
lehetségesnek. Mindkét esetnél azonos a kiindulé allapota, miszerint a Clr molekulak
dimer formajukban helyezkednek el a C1 komplexben. Az egyik modell szerint a dimert
alkoto Clr szerin protedzok az autoaktivaciojuk sordn elcstisznak egymashoz képest, a
kolcsonhatas fenntartasa mellett valosul meg az autoaktivacid. A masik modell szerint a
dimer allapot felbomlik, a két Clr proteaz kozott a kotddés megszinik. Ez az elsd 1épés
vezet a Clr molekulak autoaktivalédasahoz, majd az aktiv Clr szerin proteazok
aktivaljak a veliik komplexet alkoté Cls szerin protedzokat. Mindkét aktivalodasi
modell megvaldsulasahoz sziikség van egy olyan flexibilis molekula szakaszra a Clr-en
beliil, amely lehetévé teszi, hogy a mar aktiv Clr molekula képes legyen a Cls
aktivalasahoz szilkséges elmozdulasra. Ez a Clr SP domének 92 A-8s elmozdulasat
jelenti a Gaboriaud és munkatarsai cikk szerint [15].

Egyes kutatok felvetik, hogy a zimogén proteazok a C1 komplexben fesziilt
konformacioban helyezkednek el. Ez a fesziilt konformacié csak az aktivacié soran
oldodik fel és a nyugalmi helyzetbe csak az aktiv komplex szerin proteazai keriilnek.

Kardos és munkatarsai a Clr yB dimer szerkezetét k6z16 cikkben megmutatjak,
hogy a fehérjekomplex a kristalyrdcsban a kristdlyositas koriilményei kozott a
szomszédos komplexszel enzim-szubsztrat kapcsolatban all [25]. A cikk eredményei
kozott lathatd, hogy milyen kolesonhatas alakul ki a Clr SP domének valamint a Clr SP
— Clr CCP2 domének kozott. Az enzim-szubsztat kolcsonhatas ismeretében a szerzok
bemutatnak egy, az elézéeknél valdsziniisithetobb aktivalédasi mechanizmust. Ez az
autoaktivalodasi sorozat a fragmentum szerkezetének ismeretével azt mutatja, hogy a
Clr SP doméneknek nincs sziikségik 92 A-8s elmozduldsra — mint késdbbi
publikaciokban ezt feltételezik a Phillips és munkatarsai cikk szerzéi is. Ez az
elmozdulas nem is volna lehetséges, ismerve a Clq szarai kozotti tér méreteit.

A C1 komplexben a két Clr CCP1-CCP2-SP rész a proteaz molekula oldal
iranyaba torténd elhajlasaval, kissé megcsavarodva egymassal kolcsonhatasba 1ép.
Allitjak a szerz6k a Clr yB szerkezet alapjan, hogy a CCP1 és a CCP2, valamint a
CCP2 ¢és az SP domének kozotti szakaszok merevek, szerkezetiket nem képesek
valtoztatni. Ezen eredmények alapjan mondhato, hogy a Clr CUB2 domén lehet az
eredete a flexibilitasnak, amit a cikk szerzoi is feltételeznek. A Clr CUBI és az EGF
domének a komplex felépitésében betdltott szerepiik miatt nem jatszhatnak szerepet az

aktivalodas folyamataban.
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Az irodalomban kozoltek alapjan feltételezhetjiik, hogy a CUB1 domén kot egy
Ca®'-t, valamint a CUB1-EGF fragmentumban a két domén kézdsen koordinal még egy
Ca®"-t [20].

A CCP2 ¢s az SP domének kozotti linker régioban taldlhatd az a peptid kotés,
aminek az elhasitasa sziikséges az aktiv protedz kialakulasahoz. Ezt a részt aktivacios
peptidnek nevezik a Clr, a Cls és a MASP proteazoknal is. A Clr autdaktivacidja soran

az Arg446

utan hasad a fehérje gerinc peptid kotése. Ez a régio egy triptofanban és
prolinban gazdag, viszonylag merev szegmens, ami a komplement proteazokon kiviil
mas extracellularis proteazokra is jellemzo [26, 27]. Az aktivacios peptidet megel6z6
részt (a zimogén enzim N-terminalis szakasza) A lancnak-, ez utani részt (a zimogén
enzim C-terminalis szakasza) B lancnak nevezziik. Az A lancot felosztjak még o-, B- és
v fragmentumokra [28]. A CCP1 és az SP domének felel6sek a Clr dimerizaciojaért, a
létrejovo kolesonhatas Ca’'-t nem igényel [17].

A komplementrendszer receptoraiban és regulator fehérjéiben gyakoriak a CCP
domének, de megtalalhatdak mas komplementrendszeri szerin proteaz fehérjékben is. A
CUB tipusu domén ritka nem komplement fehérjékben. A CUB domének
feltételezhetdleg a fehérje-fehérje kolesonhatas (pl.: Cls-hez vald kotodés, Clg-hoz

val6 kotodés) kialakitasaban jatszanak szerepet.
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3. abra. A C1 komplex részleges modellje a Clg-val, Clr- és Cls CUBI-EGF-
CUB2 fragmentumokkal [16].

4. abra. A Gaboriaud és munkatarsai altal készitett C1 komplex modellje és a komplex
aktivalodasanak a mechanizmusa [15]. A komplexet feliilrél, a globularis fejek fel6l
latjuk.
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- circept -

)

5. abra. A) A Clr szerin protedz doménszerkezete [7]. Az N-
terminalistdl indulva lathaté a CUBI-, EGF-, CUB2-, CCPI-,
CCP2- és a SP domén. Hasonlo felépitésti a Cls, a MASP-1/3 és
a MASP-2. B) A Clrs; tetramer strukturaja. A Clr a CCP1 és
az SP doménjeiken keresztiil alkot fej-lab illeszkedést dimert. A
kialakult C1r dimerhez Cls molekuldk kapcsolodnak Ca®'-ok
segitségével. A Clr-Cls kolesonhatas a fehérjék CUBI-EGF

doménparjaikon keresztiil valosul meg [14-24].
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1. 2. Az alternativ utvonal

Az alternativ utvonal aktivalodasat baktériumok felszinérdl, élesztd sejtek
felszinérél vagy virusfert6zott sejtek felszinér6l hianyzo védekezd strukturak okozzak
[6]. A szidlsavban szegény sejtfelszin nagyobb valoszinliséggel inditjak be a
kaszkadrendszert ezen az Gitvonalon, mint ahol a szidlsav normal siirtiségben fordul eld.
Az aktivaloédas antitestet nem igényel. Az aktivalodas a C3 fehérje o-lancan beliil
megtalalhato reaktiv tioészter kotés spontan hidrolizisével kezdédik (6. abra). A
szervezet sajat  sejtjei  kiilonb6z6 mechanizmusokkal —rendelkeznek, amikkel
megakadalyozzak a C3 kikotodést a sajat felsziniikre. Ezek a szabalyzo mechanizmusok
mind oldott-, mind sejtfelszini fehérjéket jelentenek (DAF - Decay Accelerating
Factor/CD55, komplement receptor 1/CD35, membran kofaktor fehérje/CD46, H faktor,
I faktor).

C3a Az aktivalt felszinre kovalensen
\ kotédott C3-fragmentumak
tioészter-
kétes
T lB e
£\ ; =g , S5
L v je v C3d

SH (C3dg)

P = C3b

nativ C3 iC3b

A C3 fehérjének van egy folyamatos, spontan hidrolizise, ami hozzavetdlegesen
1% oranként [6]. A hidrolizalt C3-at C3(H,0O)-ként jeldljiik és funkciondlisan hasonlit a
C3b-re. A C3(H,0) megkéti a B faktort. A B faktor konformacié valtozast szenved el a
kotddés hatasara. Ebben a kotott formaban a D faktor képes elhasitani a B faktort fBb-re
és fBa-ra. A C3(H,O) és a D faktor kotés kialakuldsdhoz a B faktornak Mg2+-ra van
sziiksége (7. abra). Igy 1étrejon a C3 konvertaz (C3(H,O)Bb — Initiation C3-convertase).
A keletkezett C3 konvertaz a C3 molekulakat C3a- és C3b fragmentumokra hasitja. A
sejtfelszinhez a properdin nevezetii fehérjemolekula ko6tédik, majd ezen a felszinen

kotott properdinen keresztiil kotddik a C3b. A patogén felszinen kikotott C3bP komplex
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mésik B faktort kot meg. Ezt a B fakort is hasitania kell a D faktornak Mg*"
jelenlétében, hogy tijabb C3 konvertaz johessen létre. Igy C3bBbP komplex keletkezik
(C3bBbP — Amplification C3-convertase). Amennyiben egy C3b a mar meglévé C3
konvertazhoz (C3bBbP) kotddik, ugy C5 konvertaz keletkezik (C3bBbPC3b) [30].

A H faktornak hasonlé a hatasa, mint a klasszikus utvonalon a C4BP-nek.
Szolubilis szabalyzo, amely a C3 konvertdz stabilitasat csokkenti. A H faktor verseng a
C3 konvertaz feliiletén a B faktorral a kotohelyért.

A szabalyzasban részt vesz az I faktor a klasszikus Gtvonal ismertetésénél (a 1.
1. 1. fejezetben) leirtak szerint, vagyis hasitja a C3b o-lancat és a C4b-t kofaktor

jelenlétében.

7. abra. A komplementrendszer alternativ Gtvonalanak miikodése [31].

1. 3. A lektin titvonal

A lektin utvonalon a lancindito egy MBL-MASP vagy egy ficolin-MASP
komplex lehet [1, 5, 7]. Ezekben a komplexekben a felismerést az MBL vagy a ficolin
végzi. A patogének felszinén megjelené manndzt vagy acetilalt molekulaka részleteket
ismernek fel. Lathato, hogy a lektin utvonal antitestfiiggetlen.

Az MBL felépitése hasonlo a Clq felépitéséhez. Minden szal harom-harom
fehérjelancbol épiil fel. Az MBL jellemzéen 3 és 6 kozotti szalbol alakul ki, bar

legjellemz6bb a tetramer forma. A lektin Ut lancindité komplexeinek szerin proteazai
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(MASP-1, MASP-2) hasonloak a klasszikus ut kaszkadindito komplexének protedz
molekulaihoz (Clr, Cls). A MASP-2 szintén hasitja a C4 és C2 molekulakat, amik
kialakitjak a C3 konvertazt (C4bC2a). A MASP-1 képes hasitani a C2 molekulat, bar
kissé lassabban, mint a MASP-2. A MASP-3 a MASP-1-t6l és MASP-2-t61 eltérd
funkcioval bir [32]. Az MBL mellett harom kiilonb6z6 tipusu ficolin molekulat irtak le
(M-ficolin, L-ficolin, H-ficolin), amelyek MASP molekulakkal komplexet képeznek és
a mikroorganizmusok acetilalt strukturajahoz kétédnek [33].

A Cl1 inhibitor a MASP-1 és MASP-2 proteazokat is gatolja, hasonléan a
klasszikus ut els6 két tagjahoz (Clr, Cls).

1. 4. A komplementrendszer egyéb hatasai és Gj aktivaciés utvonalai

A komplement aktivaldodast mindharom utvonalon befolyasoljak egyéb
molekulak is. A H faktor vagy a C4BP kotddik az I faktorhoz és segiti a funkcidjanak
ellatasaban. A 1 faktor gatolja a komplement aktivalodast a C3b és C4b hasitasan
keresztiil.

Egyéb, sejtfelszinhez kotott molekulak is befolyassal vannak a komplement
aktivaciojara. Az egyik ilyen molekula a DAF (Decay Accelerating Factor/CDS55),
amely szintén a C3 konvertazak stabilitasat csokkenti.

A C3b, C4b és C5b molekulak befedik a felismert patogén felszinét, ezaltal
elosegitik az antigénbemutatd sejtek szamara a fagocitdzist. Hasonld opszonizacios
képessége van a Clg-nak és az MBL-nek is. A C3b és C4b komponensei hozzakdtnek
az antitest-antigén immunkomplexhez és a teljes szerkezet kotédik a komplement
receptor 1/CD35-hez, igy az eritrocitak segitségével eljutnak a 1épbe és a majba.

A C3 hasitasi termékei képesek kapcsolatot teremteni a természetes- és a szerzett
immunitas kozott. A C3d képes kotédni a B sejtek felszinén talalhaté komplement
receptor 2/CD21-hez. Igy alakulnak ki a specifikus antitestek és a B memoria sejtek.

A C3a ¢s a CSa anafilaxias hatasanak koszonhetéen elésegiti a fagocitak
vandorlasat, a simaizom relaxaciojat és a vazoaktiv anyagok megjelenését. A C3a a C3a
receptorhoz, a C5a a C5a receptorhoz kot.

A komplementrendszer Osszefiiggésben van még a véralvadasi kaszkaddal,

hatassal van az apoptozis szabalyzasra és a sejtnovekedésre [5]. A MASP-1 szerin
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proteaz az endotél sejteken kifejez6d6 PAR4 receptorokon keresztil hat az
immunrendszer tavolabbi elemeire gyulladasi mediatorok megjelenésével (IL-6, IL-8,
TNFa) [34].

A komplementrendszer nem egy elszigetelt kaszkadrendszer a vérben.
Kolcsonhatasban van a vérben fellelheté mas rendszerekkel: az opszonizacion, a
kemotaxison ¢és a agglutinacion kivil kapcsolatban 4ll a kinin-kallikrein rendszerrel
[35], a fibrinolizis rendszerrel és a véralvadasi rendszerrel [36]. A vérben talalhatod
kaszkad rendszerek kozosen lépnek miikodésbe a kiilonbozo tipusu gyulladasos

folyamatokban.
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2. A CCP domén felépitése és elofordulasa

A komplement kaszkad fehérjéinek doménjei kozott nagy gyakorisaggal
talalhaté meg egy kb. 60 aminosavbol felépiild domén (SCR — Short Consensus Repeat,
vagy mas néven Sushi domén, esetleg CCP domén). A CCP domének kiilondsen
gyakoriak az immunrendszeri fehérjékben is [37]. A domén leginkabb a
komplementrendszer szabalyozé fehérjéiben fordul el6. A CR1 — alléltol fiiggden — tobb
mint 40 kopiat is tartalmazhat a doménbdl. Szerepe a fehérje-fehérje kolcsonhatasok
kialakitasdban van. Szabalyz6 fehérjékben segitik a kolcsonhatasok kialakulasat. Az
RCA (Regulators of Complement Activation) tagjai olyan molekulak, amelyek csak
kolesonhatasok révén gatoljak a komplement aktivaciojat. Az RCA tagjai (komplement
receptor 1/CD35, MCP/CD46, C4BP, DAF/CDS55, H faktor) nagy szazalékban CCP
doménekbdl épiilnek fel.

Nagyjabol 60 aminosav épiti fel a domént. A domén B-szendvics szerkezet(,
amit 1991-ben irtak le el6szér Norman ¢és munkatarsai a H faktor tizenhatodik CCP
doménje tanulmanyozasianak az eredményeként [38]. A szalak antiparallel
elhelyezkedéstiek, igy épitik fel a két B-red6zott réteget (8. abra). Két diszulfid-hid
alakul ki a doménben az 1. és a 3., valamint a 2. és a 4. ciszteinek kozott. ,,A konzervalt
régiok a két diszulfid-hid koriil csoportosulva teremtik meg az alapjat annak, hogy a
variabilis régiokba hosszabb-rovidebb szakaszok épiiljenek be, ami altal a modulok
kiilonféle funkciot tolthetnek be.” (Lang Andras, Doktori értekezés, 2010) A domén N-
terminalisatol az els6 cisztein, a C-terminalisatol a negyedik cisztein talalhaté néhany
aminosav tavolsagra.

Az N-terminalis vég kozelében kialakulo 1. és 3. cisztein kozott kialakuld
diszulfid-hidhoz koordinaldédik egy konzervativ triptofan oldallanc. A C-terminalis
kozelében 2. és 4. ciszteinekbdl kialakuld diszulfid-hidhoz egy aromas és egy apolaros

oldallanc koordinalodik.
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C1r CCP1_ C1r CCP2 O\
N

8. abra. A) A H faktor tizenhatodik CCP doménjének szerkezete lathat6 [38]. B) A Clr
CCP1-CCP2 szerkezete a Lang és munkatarsai cikk alapjan [39].
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A komplement fehérjék kozott igen elterjedtek a CCP domének (/. tdbldzat).
Foéként a szubsztratkotésben és orientalodasban jatszanak szerepet. A membranhoz
kotott komplement receptor 1 és 2 extracellularis része kizarolag CCP modulokbol all, a
H faktor 30 CCP-je egymas utan helyezkedik el. A C4b-t koté fehérje (C4BP) pokra
emlékeztetd szerkezetében a 6 hosszi kar 8§ — 8 CCP-bol, a rovid kar 3 CCP-bdl épiil
fel. Azonban megtalalhatok a CCP domének a véralvadds kaszkadjaban a XIIL

faktorban, illetve 02-glikoprotein I-ben és az interleukin-2 receptorban is.

C4b-kotd fehérje (C4BP) 51 CCP
Komplement receptor 1 (CR1) [23/30/37/44 CCP|
H faktor 20 CCP

Komplement receptor 2 (CR2) 15/16 CCP
Membran kofaktor protein (MCP) 4 CCp

Decay-accelerating factor (DAF) 4 CCp
B faktor, C2 3 CCP
MASP-1,2,3 2 CCP

Cls, Clr 2 CCP
Ce, C7 2 CCP
1. tablazat

Néhany komplementfehérje a benniik talalhato CCP domének szamaval.
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3. A CUB domén felépitése és elofordulasa

Az egyetlen domén tipus, aminek a szerkezete nem ismert a Clr-bdl, a CUB
domén (Clr CUBI, Clr CUB2). Mas fehérjékbodl szarmazé CUB doméneket hasznaltak
mar fel szerkezetilk meghatdrozasara: Cls CUB1-EGF [40], MAp19 CUBI-EGF [41],
MASP-2 CUBI-EGF-CUB2 [42] és a MASP-1/3 CUBI-EGF-CUB2 [43].

A CUB domén nagyjabol 120 aminosavbol felépiildé domén. A domének
t6bbségérél mar leirtak, hogy Ca®’-t kot. A CUB domének kétszer ot, esetleg kétszer
négy szalas B-red6s szerkezetiiek. A B-redds szerkezet kétszer négy antiparallel szalbol
épil fel, amihez az N-terminalis részr6l kotodhet még egy-egy parallel szal. A parallel
szalak a domének B-reddinek szélein helyezkednek el. A doméncsalad egyes tagjainal a
B5 és 6 szalak kozotti résznél hianyozhat a doménre jellemzé H1 hurok. Ez a H1 hurok
3/10 hélixre jellemz6 szerkezettel rendelkezik (9. abra). A CUB domének hidrofob

magja 18 darab konzervalt hidrofob és aromas aminosavbol alakul ki.

A CUB doménen beliil két diszulfid-hid alakul ki. Az egyik diszulfid-hid a 5 és
a B6 szalak kozotti hurok, valamint a B7 és a B8 szalak kozotti hurok ciszteinjei altal jon

1étre. A masik a B2 — B4 szalak ciszteinjei kozott alakul ki.

A CUB domének alltalaban Ca*'-t kdtnek, amelyet hat oxigénnel koordinalnak.
A Cls CUBI doménjének esetében a Ca®’ kotésében négy aminosav és két viz
molekula vesz részt. Az egyik aszparaginsav az oldallanc mind a két karboxil
csoportbéli oxigénjével-, egy masik aszparaginsav a gerincben 1évé amid csoport
oxigénjével- és egy glutaminsav az oldallanc egyik karboxil oxigénjével koordinalja a
fémiont. A térben szomszédos aminosavak hidrogén-hid halozatot épitenek ki a Ca®'-t
koordinalé aminosavak koriil, stabilizalva a domén szerkezetét [40]. A MAp19 CUBI
doménjénél a koordinaciot 5 aminosav és egy viz molekula latja el. A Cls esetében
bemutatott két aszparaginsav és egy glutaminsav mellett a fémion kotésében részt vesz
egy szerin- és egy aszparagin amid kotésbeli oxigénje [41].

A doménnek feltételezhetSleg a fehérje-fehérje kolesonhatasok kialakitasaban

van szerepe.
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kinagyitott abraja a Gregory és munkatarsai cikkéb6l atvéve [40]. A piros a Cls CUBI,

a kék az aSFP-bol szarmazdé CUB domén szerkezete.
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III. Célkitiizés

Az immunrendszer fontos molekularis eleme a komplement aktivalas klasszikus
utvonala. A klasszikus ut elsd, inditd komponensének, a C1 komplexnek a pontos
szerkezete nem ismert.

A heteropentamer molekulat 2 Clr és 2 Cls multidomén szerin proteaz és a Clq
felismerémolekula alkotja. Az egyes alkotoelemek szerkezete és funkcionalis kisérletek
alapjan szamos modellt allitottak fel, amelyek kozil legelfogadottabb az Elméleti
attekintésben bemutatott modell [16]. Ez a modell tovabbi finomitasra szorul.
Kilonosen sok a nyitott kérdés a nem katalitikus domének szerkezetével,
kolesonhatasaval és funkciojaval kapcsolatban.

Munkdm céljaul azt tlztem ki, hogy ezen nem Kkatalitikus domének
szerkezetének, funkcionalisan relevans szerkezet valtozasainak és kolcsOnhatisainak
modszeres felderitésével egy pontosabb C1 komplex modell kialakitasahoz jaruljak
hozza.

Els6é lépésben szamos technikai problémat kellett megoldanom. Megoldatlan
kérdés volt a Clr hat doménes szerin proteaz nem katalitikus doménjeinek és domén
kombinacidinak eléallitasa. Ehhez rekombinans ¢és  proteolitikus  technikak
kombinalasara volt sziikség.

A nehézség abban jelentkezett, hogy az egyes domének konformacios stabilitasa
csekély, ezért olyan domén parok preparalasara torekedtem, amelyek a megfeleld
stabilitassal rendelkezve meg6rizték nativ, vagy a nativhoz kozelallo szerkezetiiket.

Ismert dolog volt, hogy a Clr Ca®" kété enzim, és az is hogy a Ca’" a
nemkatalitikus régichoz kapcsolodik. Szerkezeti analégiak alapjan harom Ca®' kotd
helyet feltételezhetiink a C1r CUB1-EGF-CUB2 fragmentumban.

Célom volt a Ca>* kétés helyének igazolasa, a Ca®" kotés erésségének szamszeri
meghatarozasa és a Ca®" kotés konformécios hatdsanak leirdsa. A Ca®" indukalt
szerkezetvaltozasok lokalizalasa utan célom volt a Clr konformacios flexibilitasanak és

az ebbol adodo funkcionalis kovetkezmények értelmezése.

A fenti célok elérésére az alabbi lépéseket végeztiik el. A Clr CUB2-CCPI és a
Clr CCP1-CCP2 doménparokat eldallitottuk, hogy a Clr-en beliil a flexibilitast hordozo
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szakaszt megtalaljuk. Varhato volt, hogy ezen domének vagy interdomén régiok kozott
talalhato meg a flexibilitasért felelds régio.

Kisérleteink soran a Clr CUB2-CCP1 ¢s Clr CUB2-CCP1-CCP2
fragmentumait klonoztuk, bakteridlis expressziés rendszerben eldallitottuk és
renaturaltuk. A Clr CCP1 domén és a Clr CCP1-CCP2 doménpar preparalasa soran
limitalt proteiolizist alkalmaztunk. A nativ formajukban eldallitott mintakat tiszta
allapotukban biofizikai mérésekkel jellemeztiik.

Végiil eredményeimet a vérbol preparalt nativ, zimogén Clr Ca®” kotésének

vizsgalataval igazoltam és funkcionalis kontextusba helyeztem.

Az alabbiakban 0sszefoglalom a kutatasaim f6bb 1épéseit:

B A Clr CUB2 domén Ca®" kotd képességének kimutatdsa, a kotés er6sségének

meghatarozasa.
B A domének stabilitasanak meghatarozésa.

B Az adott fragmentumokon beliil az aktivacidhoz sziikséges flexibilis szakasz

azonositasa.

> A CUB2 doménre vonatkoz6 eredmények ellendrzése vérbél preparalt zimogén

C1r molekulan.

Es a fentiek alapjan sikeriilt a C1 komplex aktivalodasat leiré funkcionalis, szerkezeti

modellt pontositani.

26



Anyagok és modszerek

IV. Anyagok és médszerek

1. Kompetens sejtek készitése ¢és DNS transzformailasa

baktériumsejtekbe

Az E. coli sejteket el6 kell késziteni, hogy azok a kdrnyezetiikben 1évé DNS-t
képesek legyenek felvenni. A két bemutatott példan kiviil még szamos eljaras létezik
arra, hogy sejtekbe DNS molekulat juttassunk, amikre jelen dolgozatban nem térek ki
[44].

1. 1. Ca* - Mg**-0s kompetens sejt készitése

A sejtekkel Agoonm 0,8 striiségiire felnétt tapoldatot lecentrifugaltuk 4 °C-on,
majd a leiilepedett sejteket 0,1 M Mgztt tartalmaz6 oldatba felszuszpendaltuk. Ezt
kovetden a sejteket ismét centrifugaltuk 4 °C-on, majd 0,1 M Ca*'-t tartalmazé oldattal

szuszpendaltuk fel. A Ca®" oldatban 1 6ran keresztiil inkubaltuk a sejteket jégen.
1. 2. Transzformalas Ca> — Mg**-0s médszerrel

A kompetens sejtekhez plazmid DNS-t vagy ligalasi elegyet adtunk. A kompetens
sejteket és a DNS-t tartalmazd szuszpenziot jégen inkubaltuk 1 oran keresztiil, majd
hdsokkoltuk a sejteket (42 °C 2 perc, majd 0 °C 2 perc). Ezutan tapoldatot adtunk a
sejtekhez és 37 °C-on inkubaltuk a szuszpenziot. Az 1-2 6ras inkubacio leteltével a
szelekcid szempontjabol megfeleld antibiotikumot tartalmazo taplemezen szélesztettiik

a sejteket és overnight inkubaltuk 37 °C-on.
1. 3. Elektroporalasos transzformalas
A sejtekkel Agoonm 0,8 stirtiségre felndtt tapoldatot centrifugaltuk 4 °C-on, majd
a leiilepedett sejteket steril MQ vizben szuszpendaltuk fel. A centrifugalas —

felszuszpendalas 1épéseket négyszer-6tszor ismételtik, hogy minél kevesebb ion

maradjon a sejtek mellett. Az elokészitett sejtekhez preparalt DNS-t vagy ligalasi
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elegyet adtunk és jégbe hiitétt elektroporald cellaba pipettaztuk a szuszpenzidt. Az
elektroporalas fesziiltségértékét az adott sejttipushoz valasztjuk (Eschericia coli sejteket
2500 V-tal elektroporaljuk). A rendszert Eppendorf csébe vittikk at, majd 37 °C-on
inkubéltuk 1-2 6ran keresztiil. Az inkubaci6 leteltével a szelekcid szempontjabol
megfeleld antibiotikumot tartalmazé taplemezen szélesztettilk a sejteket és overnight

inkubaltuk 37 °C-on.

2. Polimeraz lancreakcio (PCR)

A polimeraz lancreakcio (polymerase chain reaction (PCR)) alkalmazasaval egy
adott DNS szakaszt a kivant mennyiségben felszaporithatunk. A PCR reakcidinkat a
Molecular Cloning: A laboratory Manual Gtmutatasai alapjan végeztiik [44].

A human Clr-t kodolé ¢cDNS konyvtarbol PCR segitségével felszaporitottuk a
Clr CUB2-CCPI ¢és a Clr CUB2-CCP-CCP2 génszakaszokat. A PCR reakciohoz a Clr
CUB2-CCP1 fragmentum esetében a CGCGCTAGCATGACTCAGGCTGAGTGC
AGCAGC ¢s a CGCGAATTCTCAGTCCTT GATCTTGCATCTGGG primereket, mig
a Clr CUB2-CCPI-CCP2 fragmentum eléallitaisthoz a CGCGCTAGCATG
ACTCAGGCTGAGTGCAGCAGC ¢és a CGCGAATT CTCACACTGGCAAGCACCG
AGGAATC primereket hasznaltuk.

3. DNS tisztitas, izolalas, ligalas

3. 1. PCR termék tisztitasa

A PCR reakciok termékeit QIAquick PCR Purification Kit (QIAGEN) segitségével
tisztitottuk meg [45].

3. 2. Plazmidpreparalas sejtekbol

A konstrukcidink kialakitasahoz felhasznalt pET-17b (Novagen) plazmidot [46] E.
coli TOP10 (Invitrogen) tipusu sejtekb6l izolaltuk QIAprep Spin MiniPrep Kit
(QIAGEN) alkalmazasaval [45]. Esetleg ,,hagyomanyos” fenol/kloroformos modszerrel
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denzitometralassal hataroztuk meg Bio-Rad Gel Doc XR rendszerrel. Az 1%-o0s agardz
gélen megfuttatott [44] mintak savjait az 1kb GeneRuler DNA Ladder (Fermentas) [47]

savjaival hasonlitottuk ossze.

3. 3. DNS ligalas

A ligalas folyamataban enzimatikusan kovalens modon 6sszekapcsolunk adott
DNS 3°-OH végét egy DNS 5°—fosztat végével [44].

A tisztitott DNS fragmentumok és preparalt plazmid esetében Nhel és EcoRI
restrikcios endonukledazokkal alakitottuk ki a ragados végeket. Az emésztett pET-17b
plazmidrdl az 5° foszfat csoportot borjubélbol izolalt alkalikus foszfatdz enzim (Calf
Intestinal Alkaline Phospatase (CIAP)) lehasitottuk [44, 48]. Az emésztett Clr CUB2-
CCP1 szakaszt kodolé DNS-t és az emésztett pET-17b (Novagen) plazmidot, valamint
az emésztett Clr CUB2-CCP1-CCP2 szakaszt kodolo DNS-t és az emésztett pET-17b
(Novagen) plazmidot T4 DNS (New England Biolabs) ligazzal épitettiik dssze [49].

4. Gélelektroforézis
4. 1. Agaréz gélelektroforézis
A kiilonbozé méretli DNS molekulakat 1%-os agaroz gélben valasztottuk el
egymastol TAE puffer felhasznalasaval (50 mM Tris, 20 mM NaOAc, 2 mM EDTA,
pH 8,05).
4. 2. SDS-PAGE
Az SDS-PAGE-t Laemmli utmutatasaibol kiindulva végeztiik [50].
5. Immunblott
Az SDS-PA gélen megfuttatott mintdkat nitrocellul6z membran (Bio-Rad Trans-
blot) felszinére vittiik at, hogy specifikus antitestekkel azonositsuk a rekombinans

fehérjéinket. A membran felilletén a Clr fragmentumainkat kecskében termeltetett,
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emberi Clr elleni antitestekkel (kecske anti-human Clr) ismertettilk fel (Bio-Rad
80297). A human Clr — kecske antitest komplexnek az Fc részét nytlban termeltetett
IgG alkalikus foszfatdz konjugatummal (nyul anti-kecske IgG AP) (Sigma A4187)
mutattuk ki.

6. Rekombinans fehérje expresszidja E. coli sejtekben

A nagymennyiségii rekombindns fehérje termelését E. coli BL21 (DE3) pLysS
sejtekkel, egyszerre 8x500 ml-es ampicillint (100 pg/ml) és kloramfenikolt (30 pg/ml)
tartalmaz6 LB médiumban valositottuk meg [44, 51]. (LB: 5 g/l NaCl, 5 g/l
¢élesztokivonat, 10 g/l trypton.) Amikor a 200 rpm-el, 37 °C-on razatott médium
strtisége elérte a (Agoonm) a 0,7 értéket 0,4 mM végkoncentracioban IPTG-vel
indukaltuk a sejteket. A sejtek alltal felvett IPTG kotédés megvaltoztatjia a lac
represszor szerkezetét, igy a lac represszor mar nem tud kotddni a lac operatorhoz.
Szabadda valik a T7 RNS polimeraz és ezaltal megvalosulhat az inszertalt gén

transzkripcidja. Az indukcié 5-6 oran at folyt 37 °C-on.

7. A biomassza feltarasa és inkluzids test preparalisa

A razatott kulturabol a sejteket (E. coli BL21 (DE3) pLysS) centrifugalassal
preparaltuk [52]. 12 percig 8.000 g erdvel centrifugaltuk a sejteket 4 °C-on. A sejteket
T.E. pufferben szuszpendaltuk fel és -20 °C-n fagyasztva taroltuk. (T.E. puffer: 10 mM
Tris, 0,1 mM EDTA pH 7,5.) A fagyasztas hatasara a sejtek egy része feltarodott és a
benniik termel6dott lizozim enzim a T.E. pufferben 1év6 sejtek falat elemésztette és az
ozmotikusan instabil sejtek feltarodtak. Az ép sejteket mechanikai behatassal tartuk fel
(szonikalas). A feltart sejtekbol nem oldodo inkluzids testet preparaltunk T.E. pufferes
mosas ¢és centrifugalas 1épéseinek négyszeri-otszori ismétlésével. A mosott inkluzios
test nagy szazalékban a rekombinans fehérjébdl all. A T.E. pufferben szuszpendalt

rekombinans fehérjét -20 °C-n taroltuk.
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8. Renaturacio

Az inklizids testben megtalalhato fehérjéket oldatba visszilk guanidin
hidroklorid vagy karbamid segitségével. A rendezetlenill 6sszeoxidalodott diszulfid-
hidakat B-merkapto-etanollal vagy DTT redukaljuk. Az inklizidstest mennyiségét és a
szolubilizaloé puffer térfogatat Gigy valasztjuk meg, hogy 1-50 mg/ml k6zé essen a
koncentracidja a rekombinans fehérjének [52, 53]. A szolubilis inklazidstestet kihigitjuk
egy olyan megtfeleléen kivalasztott pufferben, ami eldsegiti a rekombinadns fehérjénk
nativ szerkezetének ujboli felvételét.

A renaturaciot a dializis koveti, mikor a renaturacional hasznalt kismolekuldkat
fokozatosan eltavolitjuk a rekombinans fehérjénk mellél egy féligateresztd hartyan
keresztiil. A dializis folyamata alatt éri el a renaturalt fehérje a végleges szerkezetét. A
nem megfeleld szerkezettel rendelkezé fehérjék a felsziniikon megmaradt hidroféb
feluletekkel Osszetapadnak, a misfoldalt fehérjék aggregalodnak. Az oldatban maradt
nem nativ szerkezetli izoformaktol kromatografids tuton lehet megtisztitani a

rekombinans fehérje mintankat.

A Clr fragmentumok inkluzidés test szuszpenzidjat lecentrifugaltuk és a
csapadékot 6 M guanidin hidroklorid, 100 mM DTT, 50 mM Tris-HCI, pH 8,3 oldat
(szolubilizalo puffer) segitségével oldatba vittiik. 200 mg inklazios testet 5 ml
szolubilizald pufferben oldottunk fel. Az 5 ml-es Clr CUB2-CCP1 fehérjét tartalmazd
szolubilizalé puffert 500 ml 750 mM arginin, 500 mM guanidin hidroklorid, 5 mM
CaCl,, 3 mM redukalt glutation, 1 mM oxidalt glutation, pH 8,5 renaturacios pufferhez
adtuk 750 pl/15 perc-es sebességgel 15 °C-on. A Clr CUB2-CCP1-CCP2 fehérjét
hasonlo pufferben és koriilmények kozott renaturaltuk. A renaturacios oldatokat 5-7
napig kevertettilk 10 °C-on. A renaturacios oldatokat 10 liter 20 mM Tris-HCI, 5 mM
NaCl, 5 mM CaCl,, pH 8,0 osszetételii pufferrel szemben dializaltuk 10 °C-on kétszer
egymas utan. A dializist egy-egy napig végeztiik kozepesen intenziv kevertetés mellett.
A dializalt renaturacios oldatot 0,45 pm-es membrannal sziirtik, majd a rekombinans

fehérjét kromatografias modszerekkel tisztitottuk.
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9. Fehérjetisztitas

Mar az inkluziés test preparalas soran végzett mosasi lépések is
fehérjetisztitasnak szamitanak. A leggyakrabban hasznalt fehérjetisztitasi modszerek a
kovetkezok:  kisozéas, szelektiv  kicsapas, ioncserés kromatografia, hidrofob
kromatografia, gélsziirés, affinitds kromatografia [54]. A Clr CUB2-CCP1 és a Clr
CUB2-CCP1-CCP2 tisztitasara a kovetkezoket hasznaltuk fel:

9. 1. Ioncserés kromatografia

Az oszlopban talalhato gyongyok anionok — (kvaterner ammonium csoportot
tartalmazé polimer, kationos) vagy kationok — (propil szulfat csoportot tartalmazo
hasznalunk, igy koncentracidgradienst (ionerésséggradienst) hozhatunk Ilétre. Az
elméleti izoelektromos pont (pl) szamitégépes programmal kiszamolhato, bar a program
nem tud informacioval szolgalni a toltések feliileti eloszlasarol [55]. Mas-mas felileti
toltéssel rendelkezd izoformak eltéréd NaCl koncentracional elualodnak a gyantakrol. A
klasszikus fehérjetisztitasnal a detektalast 280 nm-en és 254 nm-en végeztik; a fehérjék
maximalis abszorbcioja 280 nm-en talalhatd, mig a DNS-¢ 254 nm-en. Ezek mellett
nyomon kovettiik a vezetoképességet és a pH-t.

A Clr CUB2-CCPI és a Clr CUB2-CCP1-CCP2 fragmentumokat Q Sepharose
XL (GE Healthcare Life Science) gyanta felhasznalasaval tisztitottuk elsé 1épésben
[54]. A kis ioner6sségli puffer megegyezett a dializisnél hasznalt 20 mM Tris-HCI, 5
mM NaCl, 5 mM CaCl,, pH 8,0 pufferrel. Az ioncseréhez hasznalt nagy ionerésségii
puffer 20 mM Tris-HCI, 1000 mM NaCl, 5 mM CaCl,, pH 8,0 dsszetételii volt. Az
ioncserénél az elvalasztast biztositd gradiens a kromatografias oszlop térfogatanak 12-
15-sz6rose volt. Az elticié soran kapott frakciokat SDS-PA gélen megfutattuk redukalo
¢és nem-redukalé mintapuffer felhasznalasaval.

A tisztitast megismételtik 20 mM Tris-HCI, 5 mM / 1000 mM NaCl, 5 mM
CaCl,, pH 8,8 Osszetételii puffer rendszerben Q Sepharose HP (GE Healthcare Life
Science) oszlop felhasznalasaval [54].

A Clr CCP1 domént és a Clr CCP1-CCP2 fragmentumot ugy allitottuk elo,

hogy a konstrukciok N-terminalisarol elemésztettik a CUB2 domént. Az emésztést
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termolizinnel végeztiik. A liofilizalt termolizint 20 mM Tris-HCI, 140 mM NaCl, pH
A CUB2 domén leemésztését 37 °C-on, 1:40 enzim:szubsztrat arany alkalmazasaval
végeztiik (8 uM:320 uM). Az eldzetes kisérletek alapjan a reakcid 50-60 perc alatt
teljesen végbement. A reakciot EDTA hozzaadasaval allitottuk le. A hozzaadott EDTA
végkoncentracioja 20 mM volt. Az emésztés ledllitasa utan a kapott Clr CCP1 domén,
és a Clr CCP1-CCP2 fragmentum oldatat dializissel (50 mM NaOAc, 10 mM NacCl, 5
mM EDTA, pH 4) készitettiilk el6 a kationcserés tisztitdsra. A kationos tisztitast a
dializis pufferrel megegyez6 kis ionerdsségii pufferrel és 50 mM NaOAc, 1000 mM
NaCl, 5 mM EDTA, pH 4 6sszetételti nagy ionerdsségii pufferrel végeztiik el. Az oszlop
SP Sepharose HP (GE Healthcare Life Science) szemcsékbdl allt. Az ioncserénél az
elvalasztast biztositd gradiens a kromatografias oszlop térfogatanak 12-15-sz6rose volt.
Az eltcid soran kapott frakciokat SDS-PA gélen megfutattuk redukalo és nem-redukalod

mintapuffer felhasznalasaval.
9. 2. Gélsziirés

A fehérjék méret szerint elvalaszthatok kis porussal (~2000 A) rendelkezd
szemcesék segitségével.

A kiillonb6z6 konstrukcidk tisztitdsahoz a gélsziirést Sephacryl S100 (GE
Healthcare Life Science) gyantabdl felépiilé oszloppal végeztik [54]. A felhasznalt
puffer 20 mM Tris-HCI, 140 mM NacCl, 100 uM EDTA, pH 7,4. Az eltci6 soran kapott
frakciokat SDS-PA gélen megfutattuk redukaldé ¢és nem-redukalé mintapuffer

felhasznalasaval.
10. Cirkularis Dikroizmus spektroszképia (CD)

Fehérjemintak esetében cirkularis dikroizmus méréssel masodlagos szerkezeti
informéciot nyerhetiink a polarizalt fény amid csoportokon torténd elnyelése
segitségével [56]. A CD spektrum fiigg a fehérje masodlagos szerkezetétol és érzékeny
annak valtozasara.

A CD méréseket Jasco J-720 tipust késziiléken végeztiik el. A masodlagos

szerkezeti elemek meghatarozasahoz 0,1 mm-es uthosszusagu, hengeres, termosztalhatd
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kvarckiivettat hasznaltunk. A spektrumokat 250 nm-t61 190 nm-ig vettiik fel 10 nm/perc
sebességgel. A résszélesség 1 nm, a pontok atlagolasi ideje 8 vagy 16 masodperc volt.

Az alkalmazott fehérjekoncentracié 0,2-0,4 mg/ml.

11. Differencialis Pasztazo Kalorimetria (DSC)

A fehérjék  hdmérsékletemelés  hatdsara  denaturalédnak.  Fehérjék
denaturaciojanal a névekvo hémozgas hatasara olyan hidrofob részek valnak lathatova,
amik a rendezett proteinekben el voltak rejtve. A hidrofob felszin és a vizes kozeg
kolesonhatasa kedvezotlen, csokken az adott fehérje stabilitasa. A fehérjék denaturacios
folyamatanak mérése mellett mérjiik a fehérjementes puffer hdmennyiség-valtozasat is.
Az iires puffer valtozasat mint referenciat hasznaljuk fel. A homérséklet fiiggvényében
csak tisztan a fehérjénk hémennyiség-valtozasat abrazoljuk [57].

A méréseinket MicroCal VP-DSC késziilekkel végeztiik. A hdprogramok 5 °C-
tol 90 °C-ig futottak 1 °C/perc flitési sebességgel. A fehérjemintak koncentracidja 0,1-
0,4 mg/ml volt. Minden betoltott mintat 15 percig csokkentett nyomason légtelenitettiik

szobahomérsékleten. A kiértékelést Microcal Origin 5.0 programmal végeztiik.

12. Izotermalis Titracios Kalorimetria (ITC)

A technika két folyékony rendszer elegyedésével jard kiilonbozd héeffektusok
mérésére szolgal allandé hémérsékleten. Alltaldban a vizsgalandé fehérjemintat a
késziilék mintaterébe kell tolteni. A fehérjéhez kotod6 masik anyagot (fehérje, kofaktor,
ion) tartalmazo oldatot az adagolotibe kell elhelyezni. Az injektorban 1évé oldatot
meghatarozott program szerint a mintatérbe injektaltatjuk, és a keletkezett
hémennyiséget a lezart referenciatér hdtartalmahoz viszonyitjuk. Tisztdin a
kolecsonhatasbol szarmazé hémennyiség-valtozasokat az id6 fiiggvényében abrazoljuk
[58].

A méréseinket 30 °C-on végeztiik el MicroCal VP-ITC késziilékben. Méréseket
1,0 — 1,2 mg/ml koncentracioju fehérjemintakkal végeztiik el 20 mM HEPES, 140 mM
NaCl, pH 7,4 pufferben. A titralast 20 mM HEPES, 140 mM NaCl, 5§ mM Ca*, pH 7,4
pufferrel végeztiikk. A titralas soran 4 pl-eket, 8 pl-eket és 16 pl-eket injektaltunk. A

kiértékelést Microcal Origin 5.0 programmal végeztik.
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13. Tomegspektroszképia (MS)

A vizsgalandé minta molekulait tomeg/t6ltés szerint analizalja és jeleniti meg a
tomegspektrométer. A szamitogépes szoftver segitségével kiszamittathatjuk a molekula
pontos tomegét.

Az MS méréseinket egy HP-1100 tipusu késziiléken végeztiik el, ami HPLC-
electrospray ionizaciés rendszerrel volt egybeépitve. Az éaramlast 0,2 ml/perc
sebességgel aramléo 10 mM ammonium-formiat, pH 3,5 pufferrel valodsitottuk meg. A
szarito nitrogén 300 °C-on, 10 liter/perc sebességgel aramlott 30 font/inch? (206,8 kPa)
nyomason. A Kkapillaris fesziiltség 3000 V volt. A dekonvolicidhoz az Agilent

ChemsStation szoftvert hasznaltuk.

14. Hidrogén-Deutérium Kkicserélédés (H-D csere)

Konformaciés dinamika nyomon kovetésére alkalmas modszer a proton-
deutérium kicserélodés. A liofilizalt fehérjeminta lecserélédni képes protonjai annal
késébb cserélddnek deutériumra, minél késobb érhetdk el a nehézviz molekulak illetve
deutérium ionok szamara.

A Clr CUB2-CCPI fragmentumot folyékony nitrogénben fagyasztottuk, majd
liofilizaltuk 20 mM HEPES, 140 mM NaCl, pH=7,4 pufferben és 20 mM HEPES, 140
mM NaCl, 5 mM CaCl, pH=7,4 pufferben. A mérés megkezdése elétt 37 °C-on
eléinkubalt D,O-ban visszaoldottuk a fragmentumokat. Ezt kovetden fenntartva a
homérsékletet, a mintakat kis részleteikben MS késziilékbe injektaltuk, hogy nyomon

kovethessiik a hidrogén-deutérium kicserélddése miatti tomegnovekedéseket.

15. Magneses magrezonancia spektroszképia (NMR)

Az NMR (magneses magrezonancia spektroszkopia (nuclear magnetic
resonance)) egy modern szerkezetvizsgalati modszer. Az atommagok felvilagositast
adnak arrol, hogy koriilottiik milyen az elektronok strtisége. Az elektronfelhd stirtiségét
befolyasoljak a molekula kémiai kotései €s a nemkotd eletronparokhoz valé kozelség.

A méréseinket egy Brucker DRXS500-as késziiléken végeztik. A mintak
hémérséklete 300 és 320 K kozott valtozott. A fehérjék tipikusan ~1,5 mM
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tovabbi 2 mM NaNjs-ot és 9:1 H,O:D,O-t tartalmazott. Az oldatok pH-ja 4; 4,5 és 7
volt. A spektrumok 2 dimenzidban tipikusan 4Kx64 pontban lettek felvéve, 3
dimenzidban 2Kx256x64 adatpontban.

A detektalas HSQC, NOESY-HSQC spektrumok esetében komplex, TOCSY-HSQC
esetében TPPI séma szerint tortént. A T;, T, és NOE mérések Echo-AntiEcho
detektalassal — torténtek. A kémiai  eltolodasok  pontos  megallapitasahoz
referenciaanyagként DSS-t hasznaltunk. A nyers mérési adatok (FID) feldolgozasat
NMRPipe programmal végezte Lang Andras.

16. A zimogén Clr preparalisa szérumbdl és az autoaktivacio
s s - - osyee o 2 s e
sebességének  meghatirozasa  kiilonb6z6 Ca’  koncentraciék

jelenlétében

A zimogén Clr molekulat Arlaud et al. cikke alapjan preparaltuk [59]. A
preparacio lépései a kovetkezok voltak. NHS-activated Sepharose 4 Fast Flow (GE
Healthcare Life Science) gyantara IgG-t immobilizaltunk [60], aminek a segitségével
C1 komplexet tudunk a szérumbol kikétni. 1 g gyantara 35 mg IgG-t kotottink fel.

A human plazmat | mM PMSF és 1 mM NPGB hozzaadasaval eldinkubaltuk,
majd 20 mM CaCl, hatasara szobahOmérsékleten megalvasztottuk a plazmat. Az
alvadaskor kialakult csapadékot (fibrin halot) centrifugalassal valasztottuk el a
feliiluszotol. A felilluszot pH 7-es, Ca®" -t tartalmazo pufferrel haromszorosara
higitottuk és friss 1 mM PMSF-t és 1 mM NPGB-t adtunk hozza. A higitott szérumot
atfolyattuk az IgG-NHS-activated Sepharose 4 Fast Flow oszlopunkon. A C1 komplexet
az 1gG molékulaval immobilizaltuk. Ezt kdvetden, a tisztitds minden pufferébe 1 mM
PMSF-t és | mM NPGB-t adtunk. A szérum higitasahoz hasznalt pufferrel mostuk az
oszlopot, majd egy EDTA tartalmu pufferrel a C1 komplexet disszocialtattuk, igy a
zimogén Clr-t és a zimogén Cls-t keverékben elualtuk. Végiil a Cl1g-t nagy ionerdsségii
pufferrel elualtuk az IgG-rol.

A zimogén Clr-t és a zimogén Cls-t anion cserélé oszlopon valasztottuk el 1
mM PMSF és | mM NPGB tartalmu pufferek felhasznalasaval. A tisztitott zimogén Clr
frakcioithoz 1 mM PMSEF-t és 1 mM NPGB-t adtunk és hidegen toményitettilk 30.000

Da permeabilitdsi membrant tartalmazd toményitdvel. Az autdaktivacios mérések
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elvégzéséhez el kellett tavolitani az alkalmazott proteaz inhibitorokat és fiziologias
pufferre kellett cserélni a tisztitds soran hasznalt rendszereket. Az inhibitorok
eltavolitisihoz és a puffercseréhez egy HiPrep™ 26/10 Desalting (GE Healthcare Life
Science) oszlopot hasznaltunk [52], aminél a mozgo6fazis 20 mM Tris-HCI, 140 mM
NaCl, 0,1 mM EDTA, pH 7,4 puffer volt. A puffercserét a teljes kromatografias
rendszer 5 °C-ra hiitése mellett végeztiik el. A puffercsere utan azonnal aliquotoltuk a
kapott mintankat és folyékony nitrogénben fagyasztottuk az aliquotokat, majd -80 °C-on

taroltuk.

A zimogén Clr autdaktivacidjanak a sebességét 37 °C-on, 20 mM Tris-HCl, 140
mM NaCl, pH 7,4 pufferben végeztiik el 100 uM EDTA, 250 uM Ca*', 500 pM Ca®",
1000 uM Ca®" és 2000 uM Ca®" jelenlétében. Az inkubacio soran 0, 20, 40, 60 és 80
perc elteltével vettiink mintakat. A mintakat elémelegitett redukaldé SDS-PAGE
mintapufferbe pipettaztuk, majd 2 percig inkubaltuk 95 °C-on, hogy a reakciot
ledllitsuk. A mintdkat 12,5%-0s SDS-PAGE-en megfuttattuk, majd nitrocelluloz (Bio-
Rad Trans-Blot) membranra blottoltuk at. A membran felilletén a fragmentumainkat
kecskében termeltetett, emberi Clr elleni antitestekkel (kecske anti-huméan Clr)
ismertettiik fel (Bio-Rad 80297). A huméan Clr — kecske antitest komplexnek az Fc
részét nyulban termeltetett 1gG alkalikus foszfatdz konjugatummal (nyul anti-kecske
1gG AP) (Sigma A4187) mutattuk ki.

A kapott blottokat Bio-Rad Gel Doc XR rendszerrel denzitometraltuk. A
denzitometralasnal az eltiind zimogén Clr savot kovettiik nyomon. A savok intenzitasat

normaltuk a nulla idépont savjanak az intenzitas értékével.
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V. Eredmények és megbeszélésiik

1. A Cir CUB2-CCP1, a Clr CCP1 és a Clr CCP1-CCP2

fragmentumok el6allitisa

A pET-17b-Clr CUB2-CCPl1 ¢s pET-17b-Clr CUB2-CCP1-CCP2
plazmidokkal E.coli BL-21 (DE3) pLysS sejtvonaldban rekombinans fehérjeket
expresszaltattunk, azokat izolaltuk, renaturaltuk és tisztitottuk (10. abra) [39, 61]. A
kromatografias tisztitdsi Iépések utdn a rekombinans fragmentumok tisztasaga

meghaladta a 95%-ot.

A Clr CCP1 domént nem sikeriilt bakterialis expresszios rendszerben el6allitani
direkt médon. A korabbi években laboratoriumunkban megkisérelték a Clr CCP1-
CCP2 fragmentum szerkezetét meghatarozni. A kisérletek azt mutattdk, hogy a
konstrukci6 CCP1 doménje nem volt a domén nativ allapotban, vagyis a renaturalas
soran nem nyerte vissza maradéktalanul nativ szerkezetét. Ezért 0j modszerrel
kiséreltem meg a Clr CCP1 és Clr CCP1-CCP2 konstrukciok el6allitasanat.

A Clr CCP1 domént és Clr CCP1-CCP2 fragmentumot részleges proteolizissel
allitottuk eld. A CUB2 domént az adott konstrukciorol teljes elemésztettiik, igy kaptuk
meg Clr CCP1 domént és a Clr CCP1-CCP2 doménpart.

A tisztitott Clr CUB2-CCP1 ¢és Clr CUB2-CCP1-CCP2 fragmentumok
oldatdhoz annyi CaCl, oldatot adtunk, hogy a kalcium-ion koncentracié 5 mM-os
legyen. A részleges proteolizist termolizinnel végeztiikk. A liofilizalt termolizint 20 mM
Tris-HCI, 140 mM NacCl, pH 8,0 oldatban oldottuk fel. A termolizin torzsoldat 1 mM
arany alkalmazasaval végeztiik (8 pM:320 pM). Az eldzetes kisérletek alapjan a reakcio
50-60 perc alatt teljesen végbement. A reakciét EDTA hozzaadasaval leallitottuk. A
hozzaadott EDTA végkoncentracioja 20 mM volt. A CCP domének elméleti
izoelektromos pontjat figyelembe véve — a Clr CCP1 (pl 6,63) és Clr CCP1-CCP2 (pl
8,76) — a fragmentumokat kationcserés tisztitassal valasztottuk el a termolizint6l és az
emésztés soran keletkezett peptidektol. Tisztitasi 1épés el6tt dializaltuk a mintakat 50
mM NaOAc, 10 mM NaCl, 5 mM EDTA, pH 4,0 oldattal szemben. A kationos tisztitast
SP Sepharose HP (GE Healthcare Life Science) szemcesékb6l allo oszlopon végeztiikk. A
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rekombinans  fehérjéket tartalmazd frakcidkat egyesitettik, majd dializissel
eltavolitottuk az eltciot biztositd NaCl tobbletet. AC1r CUB2-CCP1, Clr CCP1 és Clr
CCP1-CCP2 fragmentumokat SDS-PA gélen megfutattuk (10. abra), a sdvokat kivagtuk

és tomegspektrometridsan ellendriztettiik az aminosav sorrendjiiket.

A CuB2- | B C CCP1-
CCP1 CCP1 CCP2
“ 97,0 | 97,0
97,0 | | e 660 | 66,0
66,0 1‘ - 450 | 450
450 | 30,0 | 30,0
30,0 | e 201 | 594
14,4
20,1 14.4
144 |
i
]
-

10. abra. A fehérje fragmentumok SDS-PAGE-en analizalva redukalé koriilmények
kozott. Marker segitségével azonosithatok méretiik szerint. A) Clr CUB2-CCP1
(21.968,6 Da), B) C1r CCP1 (8.564,7 Da), C) Clr CCP1-CCP2 (17.217,6 Da).
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2. A Clr CUB2-CCP1, a Clr CCPl1 és a Clr CCP1-CCP2
fragmentumok héstabilitisinak meghatirozasa és Ca’* kotésének

kimutatasa DSC segitségével

A fragmentumok térszerkezetének ellenérzését DSC segitségével végeztik el
[61]. Megbizonyosodtunk a fragmentumok nativ térszerkezetének meglétérél és a Ca"
CUB2 domén szerkezetére gyakorolt hatasarol. A CUB tipusi doménekrdl megjelent
tudomanyos cikkek beszamolnak a doméncsalad Ca*" kotd tulajdonsagarol (II. 3.
fejezete). A fragmentumokat azonos pufferrel szemben dializaltuk, hogy a kiilonb6z6
pufferrendszerekbol fakado eltéréseket kikiiszoboljik. A Kardos és munkatarsai

cikkében [27] leirt puffert hasznaltuk, ami 20 mM Tris-HCI, 140 mM NaCl, 5 mM

normaltuk azokat (11. abra). A kapott termogramokat k6zo6s rendszerben abrazoltuk.

6 - ——C1r CUB2-CCP1 (Ca®)
——C1r CCP1
——— C1r CUB2-CCP1 (EDTA)
5 - —— C1r CCP1-CCP2
~ 4 20 mM TRIS
O 140 mM NaCl
2. 5mM Ca® / EDTA
= pH=8,3
o
=
o
)

T T T T 1
0 20 40 60 80 100

11. abra. A Clr leirt fragmentumainak DSC-vel felvett hédenaturacios gorbéi. A Clr
CUB2 domén koopeariv atmenete csak Ca”" jelenlétében volt kimutathato. A Clr CUB2

domén kozel van a stabilitisa hatarahoz az emberi test hdémérsékletén.
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A Clr CUB2-CCP1 fragmentumot mind Ca®'-t (—), mind EDTA-t tartalmaz6
pufferben (—) vizsgaltuk. A termogramok azt mutatjak, hogy a Clr CUB2-CCP1
fragmentumnal két kooperativ atmenet volt kimérhetd Ca®* jelenlétében, de Ca®
hidnyaban csak egy hédenaturaciés atmenetet kaptunk. A Ca** jelenlététd] fiiggetlen
csics 3 °C-al alacsonyabb az 06nalld6 Clr CCPl domén (——) hddenaturdcios
maximumanal (T, 63,4 °C). A Clr CUB2 domén hddenaturacidja (T, 41,5 °C) csak
Ca>* jelenlétében megy végbe. Mindezekbdl arra kovetkeztethetiink, hogy a Clr CUB2
domén csak Ca®" jelenlétében veszi fel a rendezett szerkezetét.

A hodenaturacioés gorbéknél megfigyelhetd félértek szélesség eltérések abbol
adodnak, hogy a CCP1 domén Ossze van-e kotve a denaturalodott CUB2 doménnel
vagy sem. A Clr CCP1 domén (——) hddenaturacios gorbéje magasabb hémérsékleti
értéknél mutat maximumot és kisebb félérték szélességet, mint a Clr CUB2-CCP1
fragmentum hddenaturacios gorbéjének CCP1 doménjéhez rendelhetd kooperativ
4tmenete akar Ca®" (—), akar EDTA jelenlétében (——).

A Clr CCP1 6nalld hédenaturacios atmenetet mutat a Clr CUB2 domén
hddenaturacidjatol. A Clr fehérje CCP1 ¢és a CCP2 doménjeinél k6zos hddenaturacios
atmenetet mutattunk ki.

A Clr esetében a CCP1 domén (——) termodinamikailag a legstabilabb a
vizsgalt fragmentumok koziil. A Clr CCP1-CCP2 fragmentumnak (——) alacsonyabb a
kooperativ hédenaturaciés atmenete. Vagyis a CCP2 domén csokkenti a fragmentum
stabilitasat a CCP1 domén stabilitasahoz képest. A képet modositja az a tény, hogy a
Clr CCP1 denaturacidja irreverzibilis, mig a Clr CCP1-CCP2 atmenete reverzibilis.
Tehat a két CCP domén alkot egy folding egységet.

A Clr CUB2 domén nativ szerkezete csak Ca’’ jelenlétében alakul ki. Az
atmenet maximumat tekintve (Ty, 41,5 °C) a domén a stabilitdsa hataran van az emberi
test 36 °C kozeli homérsekletén. A Clr CUB2 hddenaturacios atmenete reverzibilis.

A hédenaturacios gorbe csucs alatti teriiletét integralva megkapjuk a Clr CUB2
domén atmeneti entalpidjat (144 kamol'l). A kapott eredményt az ITC-s kisérleteknél
hasznaltuk fel a CUB2 domén Ca®' kotését kisérd entalpiavaltozassal valo
Osszehasonlitas céljabol.

A DSC-vel elvégzett kisérletek bizonyitjak, hogy a Clr CUB2 domén kot Ca®'-t
¢s csak a fémionnal betoltétt domén veszi fel a rendezett szerkezetét. A fémiont

koordinalo, rendezett Clr CUB2 stabilitasa kisebb, mint az atlagosnak mondhato
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doméneké. A 41,5 °C-os hdenaturacios maximum azt mutatja, hogy a domén a 36 °C
koriili testhémérsékleten a stabilitasa hataran van. A mérések azt mutatjak, hogy a Ca®*
kotés és a domén hédenaturacioja reverzibilis. A stabilitasa hatardn 16v6 és a Ca®'-t
reverzibilisen koto és reverzibilisen fellazulé domén alkalmas a ,,flexibilitasi kapcsolo”
feladat ellatasara, igy szabalyozva az autoaktivalddashoz sziikséges domén

atrendezOdését.
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3. A ClIr CUB2-CCP1 és a Clr CCP1, valamint a Clr CUB2

fragmentumok szerkezetének jellemzése CD spektroszkopiaval

A Clr CUB2-CCPl fragmentum ¢és a Clr CCPl domén szerkezetét
spektropolariméterrel vizsgaltuk [61]. A Clr CUB2-CCP1 fragmentumot Ca®'-ot
tartalmazo pufferben tudtuk vizsgalni, de az EDTA-s puffer a CD késziilékben nem
hasznalhaté. A Ca®'-os pufferben 16v6 C1r CUB2-CCP1-hoz EDTA-t adtunk — a Ca®"
EDTA-t. A Clr CCP1 domén eredeti puffere nagyon eltéré a Clr CUB2-CCP1
pufferétdl és a puffer szintén tartalmazott EDTA-t, ezért dializissel EDTA-mentesitettiik
és lecseréltiik a puffert. [gy azonos kériilmények kozott végezhettiik el a méréseket.

A méréseket 20 mM Tris-HCI, 140 mM NaCl, pH 8,3 oldatban végeztiik, ami
bizonyos kisérleteknél még 5 mM CaCly-ot is tartalmazott. A Clr CUB2-CCP1 Ca®*
jelenlétében és Ca>* hianyaban felvett CD spektrumaibol kivontuk a Clr CCP1 azonos
koncentraciora atszamitott CD spektrumat, feltételezve, hogy az izolalt Clr CCP1
domén szerkezete megeggyezik a Clr CUB2-CCP1 fragmentumban 1évével és
fiiggetlen a Ca®" koncentraciétol. Az eljaras jogossagat a DSC mérések alatimasztottak.
A kapott gorbék a Clr CUB2 domént jellemzé CD gorbék, amelyek a domén
masodlagos szerkezeti elemeirl adnak informaciét Ca®’ jelenlétében és annak
hianyaban (12. abra).

A Clr CUB2 domén masodlagos szerkezeti elemei Ca®" jelenlétében (—) B-
redds szerkezetre emlékeztetd gorbét eredményeztek. A Clr CUB2 domén Ca*
hianyaban (— — —) a rendezetlen fehérjékre jellemzé CD gorbét mutatott. Ha a Clr
CUB2 domén nem koordinalja a Ca®'-t, akkor a domén szerkezete olyan, mint a
rendezetlen fehérjéké. Igy jon létre a flexibilis rész a Clr molekulan beliil, ez a 1épés

segitheti a Clr autoaktivacidjat, a Cls aktivalodasat a C1 komplexen beliil.
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12. 4bra. A Clr CUB2 domén szarmaztatott CD spektrumai Ca”" kotott és Ca®* nélkiili

allapotaban. A domén csak Ca® jelenlétében mutat rendezett szerkezetet.
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4. A Clr CUB2 domén Ca®" kotési erosségének a jellemzése ITC-vel

A Clr CUB2-CCP1 fragmentumot hasznaltuk fel, hogy jellemezhessiik a CUB2
domén Ca®" kotésének sztdchiometridjat, a kotés erSsségét és termodinamikai
paramétereit. A Ca* -kotés erdsségét izotermalis titracios kaloriméterrel hatdroztuk meg
[61]. A Clr CUB2-CCP1 fragmentumot 48 puM koncentracioban t6ltéttiik be az ITC
mintacellajaba 20 mM HEPES, 140 mM NaCl, pH 7,4 pufferben. A titralashoz hasznalt
puffer — amivel az injektort t6ltottiik meg — annyiban kiilonbozott a fehérje pufferétol,
hogy 5 mM CaCly-ot is tartalmazott (13A. abra). A telitési gorbe pontjaira torténd
illesztés 1:1 aranyu sztochiometriat mutat. A telitési izoterman illesztett gorbébol a Ca**

kotés erdsségét is megkaphatjuk. A Clr CUB2 domén disszociacios allanddja Ca®"-al
430 £20 uM (13B. abra).
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13. 4bra. A) A Clr CUB2 domén titralasa Ca*"-al ITC késziilékkel mérve. B) A Clr
CUB2 Ca*" telitési gorbéje. A titracios profil 1:1 sztéchiometriat mutatott, a Clr CUB2

domén Ca**-al disszocidciés allanddja 430 + 20 pM.
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Az emberi vér szabad kalcium-ion koncentracidja 1,2 mM [61]. Ha a vérben

C1r molekuldk 26%-a nem kot Ca®*-t a CUB2 doménjén keresztiil. Ilyenkor a CUB2
domén szerkezete rendezetlen, flexibilis. Feltételezésiink szerint a rendezett-rendezetlen
allapotok megoszlasi aranya szabalyozo szerepet tolt be a C1 komplex aktivalodasaban.

Osszehasonlitottuk a DSC-s kisérleteknél meghatarozott hédenaturacios
entalpiavaltozast (V. 2. fejezet) a Clr CUB2 domén esetében az ITC-s mérésekbol
meghatarozott Ca*" kotédésnél fellépod entalpiavaltozassal. A Clr CUB2 domén Ca>"
kétédése sordn 30°C-on 43,5 kIxmol™ entalpiavaltozast hataroztunk meg ITC-vel. Az
ITC mérést 30 °C-on végeztik, Clr CUB2 letekeredése pedig 41,5 °C-on kovetkezik
be. Hogy az Osszehasonlitast elvégezhessiik, az eltéré homérsékletekbdl adodo
hdkapacitas kiilonbséget is ki kell szamitanunk a Clr CUB2 domén esetében [62]. A
globularis fehérjék fajlagos parcidlis hékapacitasa megkozelitéleg 50 Jxmol 'K
Ixaminosav™ [63]. A kiszamitott hékapacitis a Clr CUB2 domén esetében 120
aminosavx50 Jxmol 'K 'xaminosav'x11,5 K = 69 kJxmol'. Ha a DSC-vel kimért
(144 kIxmol™) entalpiavaltozast a hékapacitas birtokaban atszamoljuk 30 °C-ra (144
kIxmol™-69 kJxmol™ = 75 kJxmol™), akkor &sszehasonithatjuk a két folyamat
entalpiavaltozasat. Lathatd, hogy a domén stabilitasanak (75 kJxmol™) jelentds részét a
Ca®" kdtése (43,5 kIxmol™) adja 30°C-on.

A Clr autoaktivalodasahoz sziikséges nagymértékii flexibilitast a Ca®* mentes

CUB2 rendezetlen, fellazult allapota biztosithatja.
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5. A Clr CUB2 domén (flexibilitaisinak jellemzése H-D

izotopkicserélodés segitségével

A konformaciés dinamika kovetésére alkalmas modszerrel is igazolni kivantuk,
hogy a Clr CUB2-CCP1 doménpar esetében a CUB2 domén a rendezett szerkezetét
csak Ca”" jelenlétében veszi fel (fémion nélkiil rendezetlen). Ezért a domén hidrogén-
deutérium cseréjének nyomonkovetését terveztik MS-el [61]. A Clr CUB2-CCPI
mintakat Ca>" mentes és Ca’"-os pufferben liofilizaltuk, majd 37 °C-ra eldmelegitett
D,O-vel visszaoldottuk. 37 °C-on inkubaltuk a visszaoldott mintakat és adott
iddpontokban a minta kis részleteit az MS késziilékbe injektaltuk. Meghataroztuk a
deutériumra cserélodott labilis  hidrogének szamat. A szekvencia ismeretében
kiszamitottuk a fragmentumok maximalisan lecserélhetd hidrogénjeinek szamat és az
abran a kalkulalt nem cserélt hidrogéneket aranyat abrazoltuk az id6 fliggvényében (14.

abra).

m C1r CUB2-CCP1, Ca™ nélkil

30 2+
® C1rCUB2-CCP1,5mM Ca

0 10 20 30 40 50

1d6 (perc)

14. dbra. C1r CUB2-CCP1 H-D kicserélddésének kinetikaja Ca®" jelenlétében és
anélkiil. X a még ki nem cserélddott hidrogének szazalékos aranya. A Clr CUB2-CCP1
fragmentum Ca®" mentes allapotban majd egy nagysagrenddel gyorsabban cseréli

deutériumra labilis hidrogénjeit, mint Ca" jelenlétében.
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A Ca*" mentes Clr CUB2-CCP1 fragmentum H-D kicserélodése gyors és 6t
percen belill kozel teljes. Ez arra utal, hogy ebben az allapotban az amid és a labilis
hidrogének hozzaférhetok az oldoszer szamara, vagyis a szerkezet nagymeértékil
flexibilitdssal és rendezetlenséggel bir. Ezzel szemben a Ca?* jelenlétében mért
lényegesen lassabb kicserélddésbol arra kovetkeztethetiink, hogy a CUB2 domén

rendezett szerkezetet vesz fel, kialakul a tomor, rendezett szerkezet.
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6. A Clr CCP1, a Clr CCP2 és a Clr CCP1-CCP2 domének
flexibilitasanak jellemzése és a kialakul6é kolcsonhatisok leirasa NMR

spektroszkopia segitségével

A DSC mérések bizonyitottak, hogy a Clr CCP1-CCP2 fragmentumot felépitd
két domén kozos kooperativ atmenetet mutat hédenaturalodasuk soran. A két domén
foldja egységet alkot, kolcsonhatas alakul ki koztiik.

A domének méretére valo tekintettel az NMR spektroszkopiat valasztottuk, hogy
a két domén flexibilis régioit leirhassuk és a kolcsonhato felszineket felderithessiik. A
Clr CCP2 doménbél és a Clr CCPI-CCP2 fragmentumbol mar kordbban
rendelkezésiinkre alltak eltéré modon eldallitott mintak. A doménpar CCP1 doménjének
NMR spektrumait csak részlegesen sikeriilt asszignalni. A jelek arrél arulkodtak, hogy a
CCP1 doménnek nem sikertilt felvennie a nativ szerkezetét.

A munkatarsaim koziil Cseh-Szilagyi Katalin allitotta el6 a Clr CCP2 domént.
Az én munkam volt a Clr CCP1 domén preparalasa a helyes szerkezettel, mig a
helyesen foldalt Clr CCP1-CCP2 doménpar k6zos munkank eredménye. A Clr CCP1
¢s a Clr CCP1-CCP2 mintdkat a CUB2 domén proteolizisével allitottuk elé a mar
renaturalt Clr CUB2-CCP1 és a Clr CUB2-CCP1-CCP2 konstrukciokbol. A Lang és
mukatarsai cikkben [39] egy egész bekezdést szenteltiink annak, hogy bizonyitsuk, az
els6 — direkt modon készitett — mintdk szerkezetiikben eltérnek a masodik —
proteolizissel el6allitott — mintak szerkezetétol.

Az NMR-es mérések elvégzéséhez *N izotopot tartalmazé minimal médiumban
expresszaltatott rekombinans fehérje doménekre, fragmentumra volt sziikségiink. Majd
a konstrukciokat renaturaltuk, tisztitottuk, proteolitikusan kialakitottuk a végleges
hosszusagukat (kivéve a Clr CCP2 domént) és egy végso tisztitasi lépéssel kinyertiik.
Az NMR-es metodusok koziil foként a HSQC és NOE alapt pulzusszekvenciakkal
végzett mérések adtak informaciokat a mintakban talalhaté kémiai eltolodasokrol. Az
NMR-es méréseket és a mérések kiértékelését Lang Andras végezte.

Az 6nalloé Clr CCP1 ¢és a Clr CCP2 domének HSQC spektumaikban talalhato
jeleket sikeriilt kiilonosebb nehézségek nélkiil asszignalni, sikeriilt a szerkezetiiket
megoldani, az egyes aminosavakhoz flexibilitasi értékeket rendelni. A flexibilitasrol

kapott informdcidinkat a relaxacios id6kbol tudjuk kiszamolni (T, T»,).
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A Clr CCP1-CCP2 fragmentum szerkezetének felderitése mar akadalyokba
itkozott. A fragmentum HSQC spektrumat csak 320 K-en sikeriilt a megfelel
jeldiszperzioval felvenniink. Alacsonyabb homérsékleten a jelek nem valtak el
egymastol, az azonositasuk nem volt lehetséges. A magashomérsékletti mérések azt
mutattdk, hogy a Clr CCP1-CCP2 fragmentum Onmagaval kolcsonhatasba lép. A
csoport korabbi munkaja alapjan ismert volt, hogy a Clr CCP1 doménnek szerepe van a
Clr dimerizacidjaban [25, 27]. Elképzelhetd, hogy ez a tulapjdonsag a CCP1-CCP2
fragmentum esetében is kifejez6dik valamilyen mértékben.

A monomer domének "N — 'H kémiai eltolodas értékeit 6sszehasonlitottuk a két
doménbdl allo fragmentumnak, a megfelelé amid csoportok kémiai eltolodas értékeivel.
fgy a domének kozotti ,kolcsonhatasbol —szarmazd  perturbacio  mértéke
szamszertsithetd” (Lang Andras, Doktori értekezés, 2010). A kémiai eltolodas értékek
nagymértékii megvaltozasa mutatja, hogy mely aminosavak kémiai kornyezete valtozott
meg a kétdoménes mintaban az egydoménes mintakhoz képest. Meghatarozhato, hogy a
két domén kozotti kdlesonhatasban mely aminosavak vesznek részt (15. abra). Az dbran
eltéré szinnel jeloltiik a kiillonb6zé mértékli kémiai eltolodassal megvaltozott amid
csoportokhoz tartozé aminosavakat. Jelentds amid eltolodast mértiink a CCP1 doménnél
a G324, Y325, a linkernél a 1356, K357, a CCP2 doménnél a G360, T380, Y381, G416,
1417 aminosavaknal. Ezek az aminosavak a két domén hataran helyezkednek el. A
linker térbeli kozelségében elhelyezkedd egy-egy tirozin oldallanc koré rendezddnek
(CCP1: Y325, CCP2: Y381) a nagymértékii valtozast elszenvedé aminosavak. Az abran
lathato eltérések szinkodja: piros Ad > 0,5 ppm, narancs Ad > 0,3 ppm, sarga Ad > 0,15
ppm.

A CCP domének kozott kialakult kolesonhatas erés. Ezt bizonyitja a DSC-vel
elvégzett kisérletek eredményi is. A Clr CCP1-CCP2 fragmentum egyetlen része sem

lehet a flexibilitas forrasa.
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Annak kideritésére, hogy a monomer domének milyen felszinen keriilnek
egymassal kolcsonhatasba oldat fazisban, a kialakulo kotofelszinek megfelelnek-e a két
domén természetes kotofelszineinek a kovetkezd kisérletsorozatot terveztiik [64]: az
egyik monomer domént N jelolt formaban allitottuk eld, HSQC mérést végeztiink
rajta, majd NMR csében megtitraltuk a nem jelolt masik monomer doménnel és forditva
(N Clr CCP1 + Clr CCP2, "N Clr CCP2 + Clr CCP1). A kereszttitralast 1:1
sztochiometridig végeztilk. A kisérleteket 300 K hémérsékleten és semleges pH-n
végeztiik el. Reményeink szerint, igy a domének kozott fellépé minden kolesonhatd
felszint le tudtunk irni (16. abra). Az eredményeket bemutatoé abrakon piros szinnel
jeloltik az atlagos kémiai eltolodas + 0,5 SD tartomanyokat. A CCP2 domén E425
aminosav kémiai eltolodasa kiugréan magas értéket mutatott, ezért a E425 aminosavat
lilaval jeloltik (Adsg = 4 SD). Ha az E425 aminosav kémiai eltolodas-valtozasat
kihagytuk a szamitasainkbol, akkor egyébb aminosavak is elérték az atlagos kémiai
eltolddas + 0,5 SD intervallumot. Azokat az aminosavakat, amik csak ebben az esetben

keriiltek a jeldlendd aminosavak koz¢, narancs szinnel lettek feltiintetve.

CCP1

180
¢ N1SE

180°

N

C

16. abra. A domének kereszttitralasa soran felfedezett kolcsonhato feliiletek [64]. A
monomer Clr CCP1 és a Clr CCP2 doménjeinél a kereszttitralas alkalmaval
megmutattuk, hogy mely aminosavak kémiai eltolodasa valtozott meg. A szinek az
eltolodas mértékére utalnak (lasd fent a szovegben). Ezen kotéfelszinek segitségével

alakulhat ki egy 0j Clr dimer.
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A titralas hatasara jelentds kémiai eltolodast elszenved6 aminosavak kotofelszint
rajzolnak ki.

Lang Andras és munkatarsai kozremiikodésével dokkolast végeztiink, hogy a
Clr yB fragmentum miként alkothat dimert az altalunk kimutatott kotdfelszinek
lefedésével. igy felallitottak egy elméletet arra nézve, hogy a Clr dimer milyen egyébb
modon kapcsolodhat dimer formaba a klasszikusan leirtak yB forma mellett (C1r CCP1
és Clr SP domének kozotti kolesonhatas). A munkat leird cikkiinkben azt az elméletet
tessziik k6zzé, amely szerint a kimutatott atmeneti dimernek szerepe lehet a Cl
komplex aktivaciojaban (17. abra) [64]. Ez a CCPI-CCP2 kotodési felszineken
kialakuld dimer csak akkor johet létre, ha a Clr SP domén nem vesz részt a dimer
kialakitasaban. Feltételezziik, hogy a Clr CCP1 és a Clr CCP2 ujszerti dimerje a Clr
SP domén a Cls SP domén kolcsonhatasa soran alakulhat ki, feltételezhetdleg amikor a

C1s SP domén aktivalodik.

17. abra. A Clr yB fragmentumok lehetséges dimer allapotai [64] A) A régebben leirt,

CCP1 — SP alapt dimer lathato. B) Az NMR kisérletek alapjan szarmaztatott CCP1 —

CCP2 kotodésti dimer abrazolasa.
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A dokkolassal létrehozott jszerti Clr dimert elhelyeztem egy részlegesen
felépitett heterotetramer modellben. A sematikus, szemléltetd abrahoz (18. abra)
felhasznalt szerkezeteteket a Phillips és munkatarsai [16] és a Gal és munkatarsai [7]
cikkekbél vettem 4t. Feltételezésiink szerint a Ca”'-ok kilépését kovetden a Clr CUB2
domén rendezetlen szerkezetli lesz, kialakul a Clr autoaktivalédashoz és a Cls
aktivalashoz sziikséges flexibilis molekularészlet. Az abran nem tiintettem fel a Cls

CCP1-CCP2-SP részt, mert a lokalozacidjarol nincsenek adatok, eredmények.

cir CgBL y
2

=

e C1rCUB1

18. abra. A sematikus, szemléltet6 abra az alltalunk leirt C1r dimernek a Clr;s;
tetramerbéli elhelyezkedését mutatja be a meglévo szerkezetek felhasznalasaval [7,
16]. A Clr- és a Cls CUB1-EGF-CUB2 fragmentumai zold szinnel vannak jelolve és a
nézépont feldl a ,,hatso” sikban foglalnak helyet. A piros gombok a kotddo Ca”"-okat
jelképezik. A Clr N-terminalis fragmentumok az abrafeliratoknak megfeleléen a
komplex kiils6 részén helyezkednek el (a C1q kollagén szarai nincsenek jeldlve), a Cls
CUBI1-EGF-CUB2 fragmentumai a belsd részen talalhatok. Osszhangban a 3. dbraval,
a Clr CCP1-CCP2-SP doméneket tartalmazé fragmentumok a CUB1-EGF-CUB2
részek felett helyezkednek el [16]. A Cls fragmentumok nehezen lathatok a kitakaras
miatt. A Clr CCP1 domén citromsarga, a Clr CCP2 narancssarga és a Clr SP domén

piros.

A relaxacios mérések, a megalkotott modell és a felallitott elmélet szerint a Clr
molekula esetében a CCP1-CCP2-SP fragmentum egyik doménje sem megy keresztiil
nagy konformacios valtozason. A fragmentum egyetlen interdomén szakasza sem
flexibilis annyira, hogy az autoaktivacié végbe tudjon menni. A fragmentum egyetlen
szakasza sem lehet eredete az autoaktivacio soran végbemend nagy elmozdulasnak.
Sem a Clr yB rontgen-szerkezete, sem a Clr CCP1-CCP2 fragmentum NMR szerkezete

nem utalnak a sziikséges flexibilitas jelenlétére [18, 25, 39, 64]. Ezt tamasztottak ala a
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DSC mérések eredményei is. Igy bizonyitottnak latjuk, hogy kizérolag a Clr CUB2
domén felelés a molekula autoaktivaciojahoz sziikséges flexibilitasaért. A Clr CUB2
domén az eredete a sziikséges flexibilitdsnak a marginalis stabilitdsaval és a gyengén
kotott Ca®* alltal biztositott rendezett-rendezetlen szerkezetvéltozas kapcsoloként valod
miikodésével.

Tovabbi célkitiizésiink, hogy a természetes forrasbol (human plazma) szarmazo
zimogén Clr szerin proteazon igazoljuk a renaturalt fragmentumokon végzett mérési

eredmények alapjan javasolt modelliink funkcionalis helyességét.

55



Eredmények és megbeszélésiik

7. Zimogén Clr szerin proteaz preparaliasa vérbol és a Ca®
koncentracio befolyasolo hatasanak kimutatiasa az autoaktivacio

sebességére

A Cl komplex aktivdloddsaban és ezen a folyamaton belil a Clr
autoaktivacidjaban fontos szerepe van a Clr elmozdulasanak, flexibilitasanak. A Clr
CUB2 doménrdl sok adatot nyertiink, amelyek a CUB2 domén flexibilitasat bizonyitjak.
A rekombinans Cl1r CUB2-CCP1 fragmentumot hasznaltuk az eddigi méréseinkhez. Az
NMR-es mérések eredményeibdl lathattuk, hogy a molekula flexibilis része nem lehet a
CCP1-CCP2 részen. Azért, hogy a rekombinans fragmentumon végzett mérési
adatainkat ellendrizziik és a kimondott hipotézisiinket hitelesitsiik, vérbol preparalt
zimogén Clr molekulat hasznaltunk fel arra, hogy az autoaktivacio sebességének Ca®*
figgését meghatarozzuk. Az  autoaktivaci6  sebességének Ca®"  fiiggéséért
feltételezéseink szerint csak a CUB2 domén lehet a felelés, mert a fiziologias Ca®*
koncentracio tartomanyaban a fehérje tobbi Ca®" kotd részei, a CUB1 és a EGF domén
mindig telitve van Ca®"-nal [20]. Az irodalomban kozélt adatok szerint a Clr CUBI-
EGF fragmentumnak 32 puM a disszociacios allandoval kot Ca”"-t.

A zimogén Clr autoaktivacidjanak sebesség-meghatirozasi koriilményeit és
részleteit az Anyagok és Modszerek fejezet 16. részében (IV. 16. fejezet) ismertettem. A
plazmabdl preparalt zimogén Clr szerin protedz molekulat kiilonbozo Ca*
koncentracio jelenlétében inkubaltam 37 °C-on. Adott iddpontokban mintat vettem és az
autoaktivalodast leallitottam. A mintakat SDS-PA gélen mefutattam, majd blottolashoz
nitrocelluloz membran feliiletére vittem at. A Clr molekula savjait specifikus antitest-
alkalikus foszfataz konjugatummal jelenitettem meg.

A zimogén Clr Ca>" nélkiil 60 perc elteltével eltinik (40 percnél gyengén még
lathato, 19. abra). Kalcium-ion hozzaadasanak hatasara a zimogén Clr egyre hosszabb
ideig marad lathat6 az abra szerint. 250 pM Ca®" mellett még 60 percnél is van zimogén
enzim, 500 pM Ca®'-nal pedig a sav gyengén lathato még 80 perc utan is. Az 1000 és
2000 uM-os Ca®" koncentracié mellett mért zimogén Clr stabilitisa talmutat a 80
percen. A Clr CUBI-EGF része mar 250 pM-os koncentracié mellett is telitve van
Ca*"-al.
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19. dbra. A zimogén Clr fogyasat bemutaté immunoblott a kiilonb6z6 Ca**
koncentraciok jelenlétében. A névekvo Ca”" koncentréci6 stabilizalja a Clr szerin

proteazt zimogén formajaban.

Az adott Ca®" koncentracioban t5bb parhuzamos mérést is végeztiink. Az
Anyagok és Médszerek fejezet 15. pontjaban leirtak szerint a zimogén Clr fogyasat az
immunoblottok denzitometrikus kiértékelése utjan kovettiik, majd az adott mérési
sorozaton beliil a kapott szamértékeket normaltuk a nulla iddpillanathoz tartozd

denzitometralasi értékkel és a mintavételi idok fiiggvényében abrazoltuk (20. abra).
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20. abra. A denzitomeralassal meghatarozott zimogén frakciok aranya a normalast
kovetden az id6 fliggvényében [61]. A kiilonbozd méréseknél a valtozd paraméter a
Ca”" koncentréacioja volt:100 puM EDTA (00), 250 uM Ca*" (<), 500 uM Ca*" (A),
1000 uM Ca** (V), 2000 uM Ca** (O). A névekvé Ca®* koncentracié néveli a Clr

autoaktivalodasanak a felezési idejét.

A megfeleld Ca”" koncetracié mellett az atlagolt adatpontokra kinetikai gorbét
illesztettiink. Az illesztéshez elsorendii csokkend exponencialis gorbét hasznaltunk. Az
illesztett gorbe egyenletébdl meghatiroztuk a felezési idét. Minden Ca®"
koncentracional megkaptuk a felezési idot. A felezési idok reciprokat (21. abra) és
annak szorasait felhasznalva sebességi gorbét tudtunk illeszteni a pontokra. A
kovetkez6 képlet felhasznalasaval telitési gorbét (22. abra) illeszthettiink:

(y(max) — y(min))
[Ca™]

D

y = y(min) +
1+

A képletben az y(min) az autoaktivacio legkisebb sebességét jeloli, teljes Ca”

telitésnél; a y(max) az autoaktivacio legnagyobb sebességét jeloli, Ca** teljes hianyanal.
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21. dbra. A zimogén Clr autoaktivalodasanak a sebessége a Ca®* koncentracio
fliggvényében [61]. A novekvé Ca®* koncentracié a Clr autoaktivalodasanak a

sebességét csokkenti. A Clr autoaktivalodasa nullahoz tart.

A zimogén enzim Ca”'-al telitett C1r CUB2 doménjének aranyat abralzoltuk a
Ca®" koncentracio fiiggvényében és az illesztett gdrbe megadta a disszociacios allandot.
A disszociacios allando értéke 475 + 54 uM, ami jo egyezést mutat az ITC-s mérésnél

kapott 430 + 20 uM-os értékkel (22. dbra).

A vérbol preparalt zimogén Clr-el végzett kisérleteink megerdsitették azokat az
elézdleg bemutatott kisérleti eredményeket, amiket E. coli-ban expresszaltatott ¢s
renaturalt Clr CUB2-CCP1 fragmentumon mértiink. A vérbol izolalt, teljes hosszusagu
zimogén Clr autoaktivaciojanak Ca®" fiiggése megegyezett a rekombibéns fragmentum
CUB2 doménjének Ca®" kotésével és egybevag a Ca’’ CUB2 doménre kifejtett
hatésaval. Erdemes megjegyezni, hogy a zimogén enzim esctében végzett illesztésnél a
Ca®" telitett formara vonatkozo autoaktivacios sebesség 0-hoz kdzelit, amibél arra lehet
kovetkeztetni, hogy az autoaktivacidhoz sziikség van a Ca’’ mentes, rendezetlen,

flexibilis CUB2 doménre.
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22. abra. A zimogén Clr szerin proteaz CUB2 doménjénnek Ca”"-al valo telitési gorbéje
a fémion koncentracio fiiggvényében. Az illesztett hiperbola egyenlete megadja a
disszociacios allandot (Kp 475 + 54 uM). A gorbe illesztésébdl kapott disszociacios
allando — a zimogén Clr-t felhasznalva kaptuk a mérési pontokat — igen jo egyezést
mutat az ITC-s mérésekbdl meghatarozott disszociacios allandoval, amit a renaturalt

fragmentum segitségével hataroztunk meg.

A munkank legfontosabb eredménye, hogy vérbol preparalt zimogén Clr szerin
fontos hatasa van a Clr proteaz és a Cl komplex autoaktivacidjanak sebességére.
Allitjuk, hogy a CUB2 doménen keresztiil fejti ki a hatasit a Ca**. A Clr-en beliil
szintjén. A zimogén Clr Ca*"-nal valo telitési pontjaira gorbét illesztettiink ¢&s
meghataroztuk a kotés erdsségét. Ez a kotodési allando (475 £ 54 puM) szinte
megegyezik az ITC-s méréseknél, a renaturalt Clr CUB2-CCP1 doménpar CUB2
doménjénél megallapitott Ca®>" kotédési allandoval (430 + 20 uM). Ezek utén azt
feltételezziik, hogy a renaturalt framentumban ¢és a vérbdl preparalt, zimogén Clr-ben
lévé CUB2 domén a tobbi tulajdonsagaban is nagyon hasonlit egymasra. Valdban
megallapithatjuk, hogy a Clr szerin proteazban a CUB2 domén a rendezett-rendezetlen
atmeneteivel kapcsold funkciot 1at el a C1 komplex miikddésében. A Ca**-nak komoly

befolyasolo szerepe van a Clr autdaktivaciojara.
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VI. Osszefoglalas

A komplementrendszer klasszikus utvonaldnak elsé tagjat, a Cl komplexet
elsésorban immunkomplexek aktivaljak. A C1 komplex aktivalodasa soran az elsd 1épés
a Clr molekula autoaktivacidja, ezt kovetoen az aktiv Clr alegységek hasitjak a Cls
szerin proteaz alegységeket. Az autoaktivaciohoz, majd a Cls aktivalashoz a Clr szerin
proteaz doménjének nagy elmozdulasara van sziiksége. Az altalunk elvégzett kisérletek
eredményei szerint a Clr CUB2 domén a legflexibilisebb részlet a proteazon beliil, ami
lehetdvé teszi ezeket a mozgasokat. Kisérleteink eredményeit értelmezve azt a
komoly befolyasolo hatasa van. E jelenség hatasara a gyulladasos teriileteken kimutatott
Ca®" koncentracid csdkkenés nagymértékben eldsegitheti a Cl1 komplex gyorsabb
aktivalodasat [65]. Igy a Ca’ a Clr autoaktivacidjanak a sebességét a CUB2 doménen
keresztiil szabalyozhatja.

A DSC-s ¢és ITC-s mérések eredménye alapjan megallapitottam, hogy a Clr
CUB2 domén egy Ca®’-t kot. Csak a fémiont kétve alakul ki a domén rendezett
szerkezete de ez a szerkezet az atlagos fehérje doménekhez viszonyitva (pl.: CCP
domén) kis termikus stabilitassal rendelkezik (T, 41,5 °C). A 41,5 °C-os
hddenaturaciés maximum azt mutatja, hogy a domén a 36 °C koriili testhomérsékleten
marginalis stabilitassal rendelkezik. A domén hddenaturacidjanak érdekessége, hogy a
folyamat reverzibilis. A Ca®' altal szabalyzott denaturécios-renaturacids folyamat
felfoghato egy ,,flexibilis kapcsold” egység mitkodésének a Clr CUB2 doménen beliil.

A fémion kotésének entalpidja 0sszemérhetd a teljes domén stabilitasanak az
entalpidjaval. Figyelemre méltd, hogy a Ca®" disszociacios éllanddja a Clr CUB2
doménnel a rekombinans CUB2-CCP1 fragmentumon mérve 430 + 20 uM. (A Clr
CUB2 domén énalléan technikai okobol nem allithaté el6.) 1,2 mM a szabad Ca®'
koncentracié a vérben, ezen koriilmények mellett a Clr CUB2 domén kis affinitassal
kéti a kalcium-iont, az idé negyedében nem koordinalja azt. Amikor a Ca>" nem kotddik
a doménhez, az elvesziti rendezett szerkezetét, rendezetlenné, flexibilissé valik.
Feltételezések szerint a gyengébb fémion kotést — Osszehasonlitva a Clr CUB2
szekvenciajat a Clr CUB1 domén szekvencidjaval — a 226-os pozicidban 1évé Glu Asp-
ra torténd cseréje teszi lehetdvé a Glu-Asp-Asp CUB doménekre jellemzd Ca®" kotd

motivumban [66].
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A Ca®" elvonasa fellazitja a Clr CUB2 domén szerkezetét. A rendezetlen Clr
CUB2 doménhez Ca*"-ot adva pedig visszakapjuk a natfv, merevebb szerkezetd
domént. Ezt a CD spektroszkopids gorbéink és a domén hidrogén-deutérium
kicserélddésének a nyomonkovetése bizonyitja. A Clr CUB2 domén Ca*" nélkiili
szarmaztatott CD gorbéje egy tipikus rendezetlen fehérje spektrumanak felel meg. A
hidrogén-deutérium kicserélddéssel a Clr CUB2-CCP1 konformaciés dinamikajat
kévetjik nyomon Ca’" jelenlétében és annak hianydban. A labilis hidrogének
kicserélodésének idofiiggésébol kiolvashatd, hogy a domén témorebb szerkezete csak
Ca®* jelenlétében alakul ki. A Ca®" jelenlétében kialakult rendezett szerkezet
eredményez egy nagysagrenddel lassabb H-D kicserélodést.

Vérbol preparalt teljes hosszusagi zimogén Clr szerin protedzon ellendriztik a
Ca®" autoaktivaciora kifejtett hatasat. A zimogén C1r autoaktivacidjanak a sebességébél
megallapitottuk a C1r CUB2 domén Ca®" kdtésének az allandojat (475 + 54 pM). Ez az
érték kozel volt a renaturalt fragmentum CUB2 doménjén meghatarozott kotddési
allandohoz (430 + 20 uM). Megiéllapitottuk, hogy a Clr CUB2 domén marginalis
stabilitdsa és a Ca" kilépéssel kialakulo flexibilitasa esszencialis a Clr dimer és a
Clr,s, tetramer mikodéséhez.

A zimogén Clr dimer 4ltaldnosan elfogadott szerkezete a CCP1 ¢és SP domének
kolcsonhatasan alapul6 struktira. Bizonyitékot talaltunk egy olyan lehetséges Clr dimer
szerkezet 1étezésére, aminek kialakitasdban nem vesz részt a Clr SP domén. Ennek az
ujszerti Clr dimernek a Cls aktivalasaban lehet szerepe a C1 komplexben.

Minden létezé C1 komplex modell k6zos eleme annak feltételezése, hogy a Clr
autoaktivacidjahoz és a Cls aktivalasahoz nagy domén-domén elmozdulasokra van
szikkség. Ezekhez az elmozdulasokhoz egy nagymértékben flexibilis molekula
részletnek kell lenni a komplexen beliil. Megtalaltuk ¢és jellemeztiik ezt a részletet, a Clr
CUB2 domént, valamint leirtuk a mikodésének a menetét. A Clr CUB2 doménjének
Ca®* altal fiziologias koriilmények kozott modulalt flexibilitasa, —szerkezeti
magyarazatot ad a flexibilitas helyére és természetére. Ezen felismerésiinkkel jelentdsen
hozzajarultunk egy, a jelen tudasunk minden elemével konzisztens és szerkezeti alapon

nyugvo funkcionalis modell megalkotasahoz.
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VII. Summary

The antigen-bound antibody (immunocomplex) triggers the first component of
the classical pathway, the Cl complex. Upon activation, the Clr converts the
recognition signal in an enzymatic signal and Cls conveys this signal from the Cl
complex to the C4 and C2. Both the autoactivation of Clr and the activation of Cls
require large scale movements of the different domains of the Clr proteases. The results
of our experiments give evidence that the Clr CUB2 domain is the most flexible part of
the protease. This high degree of conformational flexibility is required for the Clr
autoactivation and the Cls activation. The interpretation of the results of our work is
that the CUB2 domain of Clr plays a serious role in the mechanism of the
autoactivation of Clr and the activation of the C1 complex. This effect could be more
pronounced in areas of infection-inflammation, where the local Ca®" concentration
decreases [65]. The decreased Ca’" level facilitates the activation of C1 via increasing
the ratio of the Ca®>"-unbound disordered form of the C1r CUB2 domain. The unfolded
CUB2 domain can provide the high flexibility that is needed for the autoactivation
process.

This study provides the first direct evidence that the CUB2 domain of Clr binds
calcium. It was demonstrated by DSC and ITC measurments. We managed, for the first
time, to prove the calcium-binding ability of Clr CUB2 and quantitatively measured its
affinity by means of ITC. Ca?" ion induces the folding of Clr CUB2 domain and
stabilizes its structure. The Clr CUB2 domain has significantly lower thermal stability
than average protein domains (41.5 °C). We revealed that at physiological temperature
(37 °C), in the presence of Ca>", the CUB2 domain is at its border of stability. It is
important to note that the melting transition of CUB2 is reversible. The Ca*>" ion can
serve as a switch between the folded and disordered forms of the C1r CUB2 domain.

We compared the enthalpy changes corresponding to the unfolding of CUB2
measured by DSC with that of Ca>" binding measured by ITC at the same temperature.
The K) of Ca*" binding of the CUB2 domain proved to be 430 + 20 ym. The 1.2 mM
free Ca®" concentration observed in the human blood is close to this value, resulting in a
theoretical 26% unsaturation of the CUB2 domain. The unstable, Ca**-unbound form of
the CUB2 domain provides the flexibility that is required for the function of the Clr

molecule. The weaker binding might be the consequence of the mutation at position 226
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which changed the conserved Glu to Asp in the Glu-Asp-Asp consensus sequence of the
CUB domain Ca®" binding site.

The Clr CUB2 domain does not bind Ca®" in 26% of its time. The removal of
Ca?" destroys the folded structure, whereas adding Ca®" to the disordered CUB2 domain
restores the correct folding. Ca®* induces the folding of the Clr CUB2 domain and
stabilizes its structure. DSC measurements, CD spectroscopy, and H-D exchange
experiments unambigously demonstrated it. In the presence of Ca**, Clr CUB2 showed
a CD spectrum that is characteristic of proteins containing f-sheet and turn structure,
whereas in the absence of Ca>" the corresponding CD spectrum was random-like. With
H-D exchange experiments we could follow the conformational dynamics of the Clr
CUB2-CCP1 both in the absence and in the presence of the Ca®'. In the presence of
Ca®" the H-D exchange was one order of magnitude slower, revealing a more compact,
folded structure of the Clr CUB2. In the absence of Ca’" the Clr CUB2 domain
presented a loose, disordered structure.

We investigated the effect of Ca®" on the autoactivation of the full-length
zymogen Clr isolated from blood. The measured Kp value (475 + 54 uM) estimated
from the autoactivation of the full-length zymogen Clr is comparable with the K of the
renatureted CUB2 Ca”" binding (430 £+ 20 uM) determined by ITC. We can conclude
that the C1r CUB2 domain operates at the margin of its stability providing flexibility for
the Clr dimer and probably for the entire Clr,s, tetramer in the blood.

The native structure of the zymogen Clr is a dimer, which is stabilized by
intermolecular CCP1-SP interactions. We found evidence for the existence of a Clr
dimer, which evolves without the participation of Clr SPs. The possible biological
relevance of this dimer is to regulate the activation of the Cls in the C1 complex.

A consensus element of all existing models is that significant flexibility of the
Clr,s; tetramer is needed for the autoactivation of Clr and the subsequent activation of
Cls in the C1 complex. The Clr CUB2 domain is the source of this flexibility. Based
on our experimental results we refined the existing C1 model to give a a mechanistic

explanation for the activation of C1.
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Abrai egyzék

IX. Abrajegyzék
Abra sorszama Abraalairas Oldalszam
1. A komplementrendszer felépitése. 7.
A komplementrendszer ,,masodik része”, a kozos
2. 9.
effektor szakasza.
A C1 komplex részleges modellje a Clg-val, Clr- és
3. Cls CUBI-EGF-CUB2 fragmentumokkal (Phillips et 14.
al.).
A Gaboriaud és munkatarsai altal készitett C1 komplex
4. modellje és a komplex aktivalodasanak a 14.
mechanizmusa.
5 A Clr szerin protedz doménszerkezete és a Clras, 15

tetramer strukttraja.

A C3 molekula tioészter kotésének hasadasa és
degradaciojanak folyamata.

A komplementrendszer alternativ utvonalanak

7. miikodése. 17.
3 A H faktor tizenhatodik CCP doménjének szerkezete és 21
’ a Clr CCP1-CCP2 szerkezete. ’
9 A Cls CUBI doménjének a szerkezete és a domén Ca*" 24
’ kotd részének nagyitasa. ’
10 A fehérje fragmentumok SDS-PAGE-en analizalva 39
’ redukalo koriilmények kozott. ’
A Clr bemutatott fragmentumainak DSC-vel felvett
1. . R 40.
hddenaturacids gorbéi.
12 A Clr CUB2 domén szarmaztatott CD gorbéi Ca>" 44
: kétott és Ca®" nélkiili allapotdban. :
13 A Clr CUB2 domén titrélasa Ca®"-al ITC késziilékkel 45
’ mérve és a Clr CUB2 Ca®" telitési gorbéje. ’
14 Clr CUB2-CCP1 H-D kicserélédésének kinetikaja Ca®* 47

jelenlétében és anélkiil.
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A Clr CCP1-CCP2 fragmentum amid csoportok kémiai
eltolodasainak eltérése a szimpla domének megfeleld

13 amid csoportjainak a kémiai eltolodas értékeihez S
viszonyitva.
16 A Clr CCP1 ¢és Clr CCP2 domének kereszttitralasa 52
’ soran felfedezett kolcsonhato feliiletek. ’
17. A Clr yB fragmentumok lehetséges dimer allapotai. 54.
Az alltalunk leirt Gjszerti Clr dimer elhelyezkedése a
18. . 54.
Cl1r,s; tetramer részletben.
19 A zimogén Clr fogyasat bemutaté immunoblott a 57
’ kiilénboz6 Ca®" koncentraciok jelenlétében. ’
A denzitomeralassal meghatarozott zimogén frakciok
20. . Ak L o e 58.
aranya a normalast kdvetoen az id6 fliggvényében.
2 A zimogén Clr autoaktivalodasanak a sebessége a Ca®" 59
’ koncentracio fuiggvényében. ’
A zimogén Clr szerin protedz CUB2 doménjénnek
22. Ca”"-al valo telitési gorbéje a fémion koncentracio 60.

fiiggvényében.
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Konkliziok

Konklazié

A komplementrendszer klasszikus utvonalanak els6 tagjat, a C1 komplexet elsésorban
immunkomplexek aktivaljak. A C1 komplex aktivaloéddsa soran az elsd 1épés a Clr molekula
autoaktivacidja, ezt kovetéen az aktiv Clr alegységek hasitjdk a Cls szerin proteaz
alegységeket. Az autoaktivaciohoz, majd a Cls aktivalashoz a Clr szerin proteaz doménjének
nagy elmozduldsara van sziiksége. Az éltalunk elvégzett kisérletek eredményei szerint a Clr
CUB2 domén a legflexibilisebb részlet a protedzon beliil, ami lehetdvé teszi ezeket a
mozgésokat. Kisérleteink eredményeit értelmezve azt a megallapitast tettiik, hogy a Ca®’
hataséra a gyulladasos teriileteken kimutatott Ca®" koncentracié csokkenés nagymértékben
eldsegitheti a C1 komplex gyorsabb aktivalodasat.

A DSC-s és ITC-s mérések eredménye alapjan megallapitottam, hogy a Clr CUB2
domén egy Ca*-t kot. Csak a fémiont kétve alakul ki a domén rendezett szerkezete de ez a
szerkezet az atlagos fehérje doménekhez viszonyitva kis termikus stabilitassal rendelkezik. A
41,5 °C-os hdédenaturaciés maximum azt mutatja, hogy a domén a 36 °C korili
testhdmérsékleten marginalis stabilitassal rendelkezik. A domén hddenaturacidjanak
érdekessége, hogy a folyamat reverzibilis. A Ca”" 4ltal szabalyzott denaturacids-renaturacios
folyamat felfoghato egy ,,flexibilis kapcsold” egység miikodésének a Clr CUB2 doménen beliil.

Vérbol preparélt teljes hossziisagi zimogén Clr szerin protedzon ellendriztiik a Ca®
autoaktivaciora kifejtett hatdsat. A zimogén Clr autoaktivaciojanak a sebességébol
megallapitottuk a Clr CUB2 domén Ca®" kétésének az allandéjat (475 + 54 pM). Ez az érték
kozel volt a renaturalt fragmentum CUB2 doménjén meghatarozott k6t6dési allandohoz (430 +
20 pM). Megallapitottuk, hogy a Clr CUB2 domén marginlis stabilitasa és a Ca®" kilépéssel
kialakul6 flexibilitasa esszencialis a Clr dimer és a Clr,s, tetramer miikodéséhez.

Minden 1étezo6 C1 komplex modell k6zos eleme annak feltételezése, hogy a Clr
autoaktivaciojahoz és a Cls aktivalasahoz nagy domén-domén elmozduldsokra van sziikség.
Ezekhez az elmozdulasokhoz egy nagymértékben flexibilis molekula részletnek kell lenni a
komplexen beliil. Megtalaltuk ¢és jellemeztiik ezt a részletet, a Clr CUB2 domént, valamint
leirtuk a mitkddésének a menetét. A Clr CUB2 doménjének Ca® altal fiziologias koriilmények
kozott modulalt flexibilitasa, szerkezeti magyarazatot ad a flexibilitas helyére és természetére.
Ezen felismerésiinkkel jelentdsen hozzajarultunk egy, a jelen tudasunk minden elemével

konzisztens és szerkezeti alapon nyugvé funkcionalis modell megalkotasahoz.
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Consclusions

Conclusion

The major achievement of my PhD thesis is the refined structural and functional
model of the first component of complement (C1); the identification of the Ca®* binding
domain (CUB2) and the concept of “flexibility switch” upon Ca*" binding and
activation.

The successful preparation of non-catalytic domains and domain pairs from the
Clr, using techniques of recombinant protein expression and limited proteolysis opened
the way to all of my novel experiments.

This study provides the first direct evidence that the CUB2 domain of Clr binds
calcium. It was demonstrated by DSC and ITC measurments. We managed, for the first
time, to prove the calcium-binding ability of C1r CUB2 and quantitatively measured its
affinity by means of ITC. Ca*" ion induces the folding of Clr CUB2 domain and
stabilizes its structure. The Clr CUB2 domain has significantly lower thermal stability
than average protein domains (41.5 °C). We revealed that at physiological temperature
(37 °C), in the presence of Ca’’, the CUB2 domain is at its border of stability. It is
important to note that the melting transition of CUB2 is reversible. The Ca®" ion can
serve as a switch between the folded and disordered forms of the C1r CUB2 domain.

We investigated the effect of Ca®” on the autoactivation of the full-length
zymogen Clr isolated from blood. The measured Kp value (475 + 54 uM) estimated
from the autoactivation of the full-length zymogen Clr is comparable with the K of the
renatureted CUB2 Ca”" binding (430 £+ 20 uM) determined by ITC. We can conclude
that the C1r CUB2 domain operates at the margin of its stability providing flexibility for
the Clr dimer and probably for the entire Clr,s, tetramer in the blood.

A consensus element of all existing models is that significant flexibility of the
Clr,s; tetramer is needed for the autoactivation of Clr and the subsequent activation of
Cls in the C1 complex. The Clr CUB2 domain is the source of this flexibility. Based
on our experimental results we refined the existing C1 model to give a a mechanistic

explanation for the activation of C1.
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