XXXII. OTDK Biologia Szekcio

TDK DOLGOZAT

Heterodimerek képzodése a komplement rendszer

lektin utvonalanak szerinproteazai kozott

2013.

Készitette:

Hermann Agnes

Molekularis bionika mérnoki BSc

3. évfolyam

Pazmany Péter Katolikus Egyetem, MTA TTK Enzimolégiai Intézet
Témavezeto:

Dr. Dob6 Jozsef

MTA TTK Enzimologiai Intézet



Tartalomjegyzék
Roviditések
Bevezeto
Irodalmi attekintés
A komplement rendszer
A lektin ut és a MASP-0k
A MASP-ok dimerizacidja
Célkitlizések
Anyagok és modszerek
Expresszio
Renaturéciod
Tisztitas
Nativ gélelektroforézis
SDS-PAGE
Heterodimerizacios kisérlet
Kicserélddési kisérlet
Kutatési el6zmények
Eredmények ¢és kovetkeztetések
MASP-1 3D-CBD eléallitasa és tisztitasa
Heterodimerizacios kisérlet
Kicserélddési kisérlet

Kicserélddés a MASP-1 3D és a MASP-1 3D-CBD kozott
Kicserélddés a MASP-2 3D és a MASP-2 3D-CBD kozott
Kicserélodés a MASP-1 3D és a MASP-2 3D kozott

Nativ gélelektroforézis Ca?*-os és Ca?* nélkiili kozegben
Osszefoglalas
Irodalomjegyzék

Tételes szerz6i hozzajarulas

~N o o AW

10
11
12
12
13
13
14
14
14
15
16
19
19
22
23
23

25
26

27
29
31
34



Roviditések

BFK: brom-fenol-kék

EDTA: etilén-diamin-tetraecetsav (ethylenediaminetetraacetic acid)

IPTG: izopropil-pB-tio-galaktozid (isopropyl-beta-D-thiogalactopyranoside)
MAC: membran karositdo komplex (membrane attack complex)

MAp: MBL-k6t6 fehérje (MBL-associated protein)

MASP: MBL-k6t6 szerinproteaz (MBL-associated serine protease)

MASP-1 3D: human MASP-1 els6 harom doménje

MASP-1 3D-CBD: human MASP-1 elsé harom doménje + kitin-k6té domén
MASP-2 3D: human MASP-2 els6 harom doménje

MASP-2 3D-CBD: human MASP-2 els6 harom doménje + kitin-k6té domén
MBL: manndz kot lektin (mannose binding lectin)

PAGE: poliakrilamid gélelektroforézis (polyacrylamide gel electrophoresis)
PMSF: fenil-metil-szulfonil-fluorid (phenyl methyl sulfonyl fluoride)

SDS: natrium-dodecil-szulfat (sodium-dodecyl-sulfate)

TBS: tris puffer fiziologias soval (tris buffered saline)

TCC: terminalis komplement komplex (terminal complement complex)



Bevezeto

A minket koriilvevd vildgban szamos kiilonb6z6 korokozéd ¢l, melyek bejutasa az emberi
szervezetbe szinte elkeriilhetetlen. Emellett olykor a sajat testi sejtjeink jelentenek veszélyt az
egészségiinkre nézve. A bejutott idegen, valamint az artalmas sajat anyagok hatastalanitasa, a
veszélyes és veszélytelen anyagok megkiilonboztetése az immunrendszer fo feladata. Az
immunrendszert két f6 részre tagoljuk: velesziiletett (nativ) és szerzett (adaptiv) immunitasra.
A nativ immunitas sziiletésiinktdl kezdve véd minket, mig az adaptiv forma fokozatosan, a
veliink kapcsolatba keriilé anyagok alapjan alakul ki.

A komplement (Ricklin et al., 2010) egy olyan 6si kaszkad-rendszer, ami a velesziiletett
immunitasban jatszik fontos szerepet. Els6 védelmi vonalként részt vesz a bekeriilt idegen
anyagok lehetd leggyorsabb eltavolitdsdban. Feladatai kozé tartozik az opszonizacid, a
patogének lizise, a gyulladaskeltés és az immunkomplexek feloldasa és eliminacidja a veszély
megsziinése utan. Emellett az adaptiv immunitasban résztvevé B-sejtekre is hatassal van.
Aktivalodasa alapjan harom utvonalat kiilonboztetiink meg: a klasszikus-, a lektin- és az
alternativ utat. A manndzkoto-lektin(MBL)-asszocialt szerinproteazok (MASP-1, MASP-2,
MASP-3) a lektin ut fontos dsszetevéi. Az MBL és a fikolinok az idegen anyagok sejtfelszini
szénhidrat struktarait ismerik fel. Ezekhez a felismeré molekulahoz kétddve fordulnak el a
MASP-ok, amelyek a felismerést kovetden aktivalodnak.

Dolgozatomat a Magyar Tudomanyos Akadémia Enzimologiai Intézetében készitettem Dr.
Dobd6 Jozsef témavezetd feliigyelete alatt. Munkam soran a MASP-ok Ca2+-ﬁ'1gg6 homo- és
heterodimereinek képzodését vizsgaltam. Ehhez a MASP-ok N-terminalis fragmentjeit
hasznaltam, amelyek a MASP-ok els§ harom — a dimerizacidoban részt vevd - doménjét
tartalmaztak. Ebben a rendszerben sikeriilt kimutatni MASP-1 és MASP-3, valamint MASP-1
€s MASP-2 kozti heterodimerek 1étrejottét.

Az itt ismertetett munka alapjan irodott cikk: ,,Dissociation and re-association studies on the
interaction domains of mannan-binding lectin (MBL)-associated serine proteases, MASP-1
and MASP-2, provide evidence for possible heterodimer formation” (Katalin Paréj, Agnes
Hermann, Nora Donath, Péter Zavodszky, Péter Gal, Jozsef Dobd, (2014) Molecular
Immunology 59, 1-9).



Irodalmi attekintés

A komplement rendszer

Bar a komplement rendszert el6szor linearis kaszkadként irtdk le, mara mar kideriilt, hogy
inkabb egy halozathoz hasonlithatd. Jelentdsége egyértelmii, hisz elsddleges védelmi
vonalként képes a megvaltozott sajat, valamint az idegen anyagok opszonizicidjara ¢€s
eliminéciojara. Aktivalodasa harom kiillonbozd, azonban egy ponton dsszekapcsolodd titon

zajlik (lasd 1. dbra).
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1. abra

A komplement rendszer aktivalédasanak 3 fitvonala

(Janeway et al. 2005)

A Kklasszikus ut kezdetén a felismer6 Clq molekula a patogén felszinén 1évo jellegzetes
strukturak felismerésével, ill. az azokhoz kotddo antitestek révén aktivalja a komplement
rendszert (Ricklin et al., 2010) (lasd 2. abra ,,a” része). A C1lg-n kiviil a C1 komplex részét
képezi két-két Clr és Cls proteaz is. Utobbi kettdt a C1q felszinhez vald kotddése aktivalja. A
C1s a C4-et hasitja C4a-ra és C4b-re, valamint a C2 molekulat C2a és C2b fragmentumra,
miutan a C4b a C2a-val kapcsolddva C3 konvertazt alkot (Wallis et al., 2010).



A lektin ut soran az MBL ¢és a fikolinok toltik be a felismerd molekula szerepét, kiillonb6zo
szénhidrat oldallancokhoz kotédve. Az MBL-hez an. MASP-ok kotédnek (lasd 2. abra ,,b”
része). A MASP-2 mind a C2-t, mind a C4-et hasitja, ezzel szemben a MASP-1 csak a C2-t
(Chen and Wallis, 2004). A C4bC2a itt is C3 konvertazként mikodik.

Az alternativ at f6 komponense a C3 molekula. Ennek hidrolizalt vagy hasitott (C3b)
formajahoz kot az un. faktor B b fragmentuma. A Bb fragmentum a faktor B-bdl a faktor D
altali hasitassal keletkezik (lasd 2. abra ,,c¢” része). Az el6zé két utvonalhoz hasonldan, a
C3bBb C3 konvertaz szerepet tolt be. (Ricklin et al., 2010)

Mint lattuk, a harom aktivacids utvonal a C3 konvertaz szintjén kapcsolodik ossze. A C3
konvertaz 0jabb C3b kotése kozben atalakul C5 konvertazza, amely a C5-6t C5a és C5b
fragmentumokra hasitja. A C5b a C6 és C7 molekulaval egyiitt a patogén membranjaba
¢kelddik és a C8-al kdlcsonhatasba 1ép, mikozben C9 alegységek csatlakozasaval kialakul a
termindlis komplement komplex (TCC), mas néven membran karositdé komplex (MAC),
amely lehet6vé teszi a patogén lizisét (Miiller-Eberhard, 1985). A C3b a patogén felszinéhez
kotddve az opszonizacidban vesz részt.

A C3a, C4a és CSa fragmentumok anafilatoxinok, melyek a sejtfelszinre kotédve a
gyulladaskeltésben vesznek részt, neutrofilokat, monocitdkat és makrofagokat toborozva

(Haas and van Strijp 2007; van Lookeren Campagne, 2007; Andreas Klos et al., 2009).
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2. abra
A Klasszikus, a lektin és az alternativ ut aktivalédasa baktériumok felszinén

(Timothy J. Foster, 2005)



A lektin ut és a MASP-ok

A lektin ut aktivacidja hasonlo a klasszikus utéhoz. A C1q molekula szerepét az MBL ¢és a
fikolinok t6ltik be, mig a Clr és Cls-ét pedig a MASP-ok (MASP-1, MASP-2, MASP-3) és a
MAp-ok (MAp19, MAp44). A MASP-okat és a MAp-okat Gsszesen két gén kodolja. A
MASP-1-et, MASP-3-at és MAp44-et a MASP1 gén alternativ splicingja eredményezi, mig a
MASP-2 ¢és a MApl19 a MASP2 génrdl irodik at. A MASP-ok szerkezetének alapjat 5
szabalyozé (CUBI-EGF-CUB2-CCP1-CCP2) és egy szerin-proteaz (SP) domén képezi. A
szignal peptid levagddasa utan kapjuk a vérben talalhatd proenzim format, ami az aktivalodas

soran diszulfid hiddal 0sszekotott két lancra hasad (ldsd 3. dbra).
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3. abra

A Klasszikus és a lektin ut szerinproteazainak doménszerkezete

(Teizo Fujita, 2002)

A MASP-1 és MASP-3 csak az SP doménben tér el egymastol (Dahl et al., 2001) (ldsd 4.
dbra ,,a” része), mig a MASP-2 és a MAp19 csak az els6 két doménben egyezik meg (ldsd 4.
dbra ,,b” része). A MAp44-et Iényegileg a MASP-1 elsé négy doménje alkotja.



(a) N O

N
MASP-1 Z VA4
protein Vi

N O N NN O N N N
| | 1 |
w EE®E
protein 7
o o N
(b) | |
= EE
protein Y
MAp19
protein

4. abra
A MASP-1, a MASP-3, a MASP-2 és a MAp19 doménszerkezete
(Presanis et al., 2003)

MASP-1:

A MASP-1 (lasd 5.dbra) adja a legnagyobb hanyadat az MBL-k6t6 szerin-proteazoknak,
valamint ez volt a legelsé amit felfedeztek (Matsushita and Fujita, 1992). Kideriilt azonban, a
C4 hasitasdban nem, csak a C2-ében szerepel (Ambrus et al., 2003). Ennek ellenére a MASP-
2-hoz hasonldan létfontossagl szerepet tolt be a lektin it mitkodésében, mivel a leglijabb
kutatasok szerint a MASP-1 aktivalja a MASP-2-t és feltehetéen a MASP-3-at is (Héja et al.,
2012; Megyeri et al., 2013; Degn et al., 2012). Tovabba kideriilt, hogy a MASP-1 képes a
fibrinogén ¢s a XIII-as faktor hasitasara, melyek a trombin szubsztratjai (Hajela et al., 2002;
Krarup et al., 2008). A MASP-1 aktivitasat a C1 inhibitorral, valamint antitrombinnal lehet
gatolni (Dobo et al., 2009).

5. abra
MASP-1 homodimer: a fent lathaté modell az N-terminalis 3 domén (CUB1-EGF-CUBZ2, Teillet et al.,
2008) ES A C-terminalis 3 domén (CCP1-CCP2-SP, Dobo et al., 2009) szerkezetének felhasznalasaval

késziilt



MASP-2:
A MASP csaladd masik fontos tagja a MASP-2, bar humén szérumban joval kevesebb talalhato
beldle, mint a MASP-1-bdl (Thiel et al., 1997). F6 funkciéja a C4b és C2a molekulak

eldallitasa, amelyek a C3 konvertazt alkotjak.

MASP-3:

A komplement rendszer aktivalodasaban betoltott pontos szerepe eddig ismeretlen. Se a C2-t,
se a C4-et nem hasitja. Foleg a MASP-2-vel egyiitt talalhaté meg komplexben (Dahl et al.,
2001). Mint emlitettiik a MASP-3 a MASP1 gén alternativ splicinggal kapott terméke, az elsd

crer

A MASP-ok az MBL-en kiviill a szintén felismeré molekulaként ismert fikolinokkal is

komplexeket alkothatnak (/dsd 6. abra).

SV
< AT
/ AN/
Coefx X
| *eccere = =
Ciq Cirand Ci1s C1
) [ ) “\“- . y )
i

MBL MASP MBL-MASP

g : _, | @D i { )
ey’
o+ x ' = \Y/
Ficolin MASP Ficolin-MASP
6. abra

A Klasszikus (1.) és a lektin ut (2., 3.) kezdeti komplexei
(Wallis et al., 2008)



A MASP-ok dimerizacioja

A MASP-ok MBL-hez és fikolinokhoz valé kotédése Ca®*-fiiggd. A CUBI-EGF-CUB2
domének mindegyike egy Ca**-t kit meg, tehat minden MASP dimer 6 Ca®*-t kot (Wallis et
al.,2010). A Ca**-fiiggd dimerizacioért a CUB1-EGF régi6 a felelés (Wallis and Dodd, 2000;
Thielens et al., 2001). A MASP-MBL/MASP-fikolin komplexek EDTA és 1 M NaCl
jelenlétében disszocidlnak.

MASP-1 (ldsd 7. abra) és MASP-2 homodimereket mind Ca**-os, mind EDTA-s pufferben
kimutattak, amib8l arra kovetkeztettek, hogy bar a dimerizacio Ca®*-fliggd, a dimerekbe

beépiilt Ca?* az EDTA szaméra nem hozzaférhetd (Thielens et al., 2001).

7. abra

MASP-1 homodimer

A MASP-1, MASP-3 ¢és MAp44 kozti heterodimerek keletkezésére irdnyuld kutatdsok mas
kutatocsoportban is folynak (Rosbjerg et al., 2013). Ezen dimerek kialakuldsanak nincs
szerkezeti akadalya, mivel a fenti harom fehérje elsé harom — a dimerizacidoban részt vevo —
doménje megegyezik.

A MASP-1:MASP-2 heterodimerek 1étrejottét az eltéré domének gatolhatjak.
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Ceélkituzések

2012 6szén nyertem bepillantast a Magyar Tudomanyos Akadémia Enzimologiai Intézetén
folyo kutatasokba. 2013 tavaszan Dr. Dobo Jozsef felligyelete alatt kezdtem el a munkat.
Eredetileg a MASP-1 human vérplazmabdl/szérumbol valo izolalasa miatt ismerkedtem meg
a komplement rendszer MASP fehérjéivel. Az izolalasra iranyuld kisérletek kozben meriilt
fel, hogy vajon a MASP-ok heterodimerizacidja végbe megy-e, és ha igen milyen
hatékonysaggal, mennyi id6 alatt. Ekkor fogalmazodott meg az 0j cél: a fent emlitett Ca®-
fiiggd6 MASP heterodimerek kimutatasa és keletkezésének vizsgalata.
Korabban azt feltételezték, hogy a MASP-ok homodimerként kotddnek a felismerd
molekuldkhoz, ezért a heterodimerek képzddésének lehetdsége 1 megvilagitasba helyezi a
lektin 0t aktivacigjat.
A kitlizott célok megvalositasara az alabbi 1épésekre volt sziikség:
e MASP-1, MASP-2 és MASP-3 els6 harom doménjének (CUBI1-EGF-CUB2)
kifejezése E.coli-ban
e az expresszalt fehérjék renaturalasa
e az expresszalt fehérjék tisztitdsa kromatografids modszerekkel
e heterodimerek képzddésének vizsgalata EDTA-s kezelést kovetd re-asszociacio
soran

e kicserélddési kisérletek Ca?* jelenlétében

11



Anyagok és modszerek

A kicserélodést vizsgald kisérletekben mind MASP-1 3D, MASP-1 3D-CBD, MASP-2 3D,
MASP-2 3D-CBD, MASP-3-3D ¢és MASP-3-3D-CBD fehérjéket hasznaltunk, ezek
expresszioja €s tisztitdsa azonos protokoll alapjan tortént. A kovetkezékben a MASP-1 3D-

CBD elsallitasat részletezem.

Expresszio

Az expressziot pET rendszerben végeztem, ez a legelterjedtebb modszer E.coli-ban vald
kifejeztetésre. A munkam soran hasznalt kitin k6t6 doménnel (CBD) ellatott human MASP-1
CUB1-EGF-CUB2 doménjét kodolo DNS az Entelechon GmbH (Regensburg, Germany)-t6l
szarmazott. A DNS szakaszok pET17b vektorba (ldsd 8. dbra) inzertdlasa utdn olyan
plazmidok jottek 1étre, amelyek a nativ CUB1-EGF-CUB2 doméneket, és egy linker szakaszt
kovetden a C terminalison CBD-t kodolnak. A pET17b vektor elénye, hogy tartalmaz egy tn.
T7 promoter régiot, melynek segitségével szabalyozottan indukalhat6 az expresszio (Novagen

pET System Manual, 2005).
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8. abra
A pET-17 b vektor szerkezete
(Novagen pET System Manual, 2005)
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A plazmidokat E.coli BL21(DE3)pLysS sejtekbe transzformaltam. A pLysS-es sejtek
kloramfenikolra rezisztensek. Ezt, valamint a pET17b vektor ampicillin rezisztenciajat
kihasznalva szelektalhatok a plazmidokat tartalmazo sejtek, mivel ampicillint és
kloramfenikolt tartalmazo taptalajon csak ezek ndnek fel.

A fenti modon elokészitett sejtekben a MASP-1 3D-CBD expresszidja IPTG hozzaadasaval

indukalhat6. A géntermék inkluzids testek formdjaban keletkezik-

Renaturacio

A renaturacio soran 20 ml 5 mg/ml koncentracioja 7.2 M GuHCI, 50 mM Tris, pH8.0, 50 mM
DTT pufferben oldott MASP-1 3D-CBD oldatot adtam 1 L refolding pufferhez (0.75 M Arg,
50 mM Tris, 3 mM glutation, 2 mM oxidalt glutation), majd ezt egy hétig 4°C-on inkubaltam.
Kétfele pH-t is kiprobaltam (pH 8 és pH 9). Ezutan 2 x 0,5 L-es adagokban elészor 2 x 10 L
vizben, majd 2 x 10 L 10 mM Tris-t és 10 mM CaCl,—ot tartalmazo6 pufferben dializaltam

szintén 4 °C-o0n.

Tisztitas

A dializalas utan kapott fehérjét 0,22 uM Millipore Express Plus Stericup sziirén szlirtem at,
hogy az esetleges csapadékot eltavolitsam. Utana vittem fel Source 30 Q (GE Healthcare)
anioncser¢ld oszlopra.

Az oszlop ekvilibralasara az A puffert, mig a fehérje elualasara a B puffert hasznaltam. Az

elucio 0-300 mM NaCl-os linearis gradienssel tortént, 5 mL-s frakcidkba szedve.

A puffer 20 mM Tris, 10 mM CaCl,, pH 8.0
B puffer 1 M NaCl, 20 mM Tris, 10 mM CaCl,, pH 8.0

A f6 csucsokat tartalmazo frakciokat, amik a legtobb tiszta anyagot tartalmaztdk egyesitettem
és 15 mL-s Amicon/Millipore toményitd celllan toményitettem. Az igy kapott anyagot

Superdex-200 gélsziir6 oszlopra vittem fel az alabbi pufferben.

150 mM NacCl, 50 mM Tris, 10 mM CacCl,, pH8.0

13



Nativ gélelektroforézis

A nativ gélelektroforézishez Ornstein-Davis puffer rendszert (Ornstein, 1964; Davis, 1964)
hasznaltam, ami valdjaban az SDS nélkiili Laemmli puffer rendszer.

1,5 mM vastag, 10%-os géleket hasznaltam 5 %-os stackinggel. Mind a szeparald, mind a
stacking részhez 2 mM CaCl,-t adtam. A futtaté pufferbe is bemértem 2 mM CaCl,—t. A Ca?*
azért sziikséges, mert e nélkiil a MASP-1 fragmentumok kb. 90%-a szétesik monomerekre,
mig ca® jelenlétében a MASP-1 dimereket mutatd éles savokat kapunk (ldsd késobb).

A mintakhoz futtatas el6tt 5x nativ mintapuffert adtam, ami 50% glicerint, 0.1% brom-fenol-
kék festéket és 5-szor0s koncentracidban futtatd puffert tartalmazott. A futds soran a gélben
egy precipitacids savot figyeltem meg, azonban ez a festés soran eltiint.

A futtatast konstans 50 mA-en végeztem 90 percig. A festés 0.1%-0s Coomassie Brilliant

Blue G-250-nel tortént 7,5 térfogat %-0s ecetsav oldatban.

SDS-PAGE

Az SDS poliakrilamid gélelektroforézishez a Laemmli puffer rendszert hasznaltam. Itt is 1,5
mM széles, 12.5%-0s géleket hasznaltam 5 %-os stackinggel. A mintakat redukalo
mintapufferrel (125 mM Tris, pH 6.8, 4.5% SDS, 15% glicerin, 0.03% BFK, 5 % merkapto-
etanol) kezeltem, majd 2 percig 95 °C-on inkubaltam. Nem redukalo koriilmények esetén a
mintapuffer ugyanaz, mint a redukald, csak merkapto-etanol nélkiil. A futtatast konstans 50
mA-en végeztem 60 percig. A festés 0.1%-0s Coomassie Brilliant Blue G-250-nel tortént 7.5

térfogat %-0s ecetsav oldatban tobbszori cserével.

Heterodimerizacios kisérlet

150 mM NaCl-ot, 50 mM Tris-t és 10 mM EDTA-t tartalmazdé pH 8.0-as pufferben
Osszekevertem kulon-kiilon MASP-1 3D-t MASP-1 3D-CBD-vel, MASP-2 3D-t MASP-2
3D-CBD-vel és MASP-1 3D-t MASP-2 3D —vel. A fehérjék végkoncentracidja egyenként 50
pg/mL lett €s EDTA feleslegben volt a CaCl,-hoz képest. A disszociacio elérése érdekében az
elegyet 4 6ran keresztiil szobah6n inkubaltam. Ezutan 1/100 térfogatnyi 2 M CaCl-ot adtam
hozza (20 mM végkoncetracioban) és overnight inkubaltam hogy a re-asszociacio
végbemehessen.

Az eredményt Ca®*-o0s nativ gélen ellendriztem, kontrollnak az eredeti fehérjék 50 pg/mL-s

oldatat hasznaltam.
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Kicserélodési kisérlet

150 mM NaCl-ot, 50 mM Tris-t és 10 mM CaCly-ot tartalmazé pH 8.0-as pufferben
Osszekevertem kiilon-kiilon MASP-1 3D-t MASP-1 3D-CBD-vel, MASP-2 3D-t MASP-2
3D-CBD-vel és MASP-1 3D-t MASP-2 3D—vel. A fehérjék végkoncentracidja egyenként 100
pg/mL lett. Szobahdn inkubaltam 7 napon keresztiil, mikozben mintat vettem O Oranal,
valamint 1,2,3,4 ¢és 7 napndl ugy, hogy 1/5 térfogat nativ mintapufferrel elegyitve
lefagyasztottam a mintat. Az eredményt Ca**-os nativ gélen ellendriztem, kontrollnak az

eredeti fehérjék 100 ng/mL-s oldatat hasznaltam.
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Kutatasi elozmények

Az éltalam is hasznalt MASP fragmentumok disszociacios €s re-asszociacios vizsgalatat
Donath Nora végezte. A mintak vizsgalata méretkizarasos kromatografiaval tortént Superose
12 GL oszlopon. A 9. dbra mutatja a kapott csucsokat. Az A, a C és az E esetben TBS-Ca
(150 mM NaCl, 50 mM Tris-HCI, 10 mM CaCl,, pH8.0), mig a B és a D esetben TBS-EDTA
(150 mM NacCl, 50 mM Tris-HCI, 10 mM EDTA, pH8.0) pufferben tortént az analizis. A 9./a
abran lathato a MASP-1 3D és a MASP-2 3D Ca?*-os pufferben kapott csticsa, ami — mivel
Ca®*-os pufferben dimer formaban van jelen - mindkét fehérje esetében szimmetrikus. A 9./b
abra a MASP-1 3D EDTA-val tortént kezelése utani disszociaciot, mig a 9./c abra a

hozzédadott CaCl; hatésara bekdvetkezd re-asszociacidt mutatja. A 9./d és 9./e dbran a MASP-

rrrrrrrrrrrr

egyensuly, azonban a dimer forma még 16 6rds inkubalds utdn sem tlint el, vagyis a
disszociacidé nem volt teljes. A re-kalcifikaciot kovetden 16 oras inkubdcid utén visszaallt a
100% dimer allapot. 4 6ras varakozas utan mar a fehérje kb. 95 %-a dimerizalodott.

A MASP-2 3D esetében EDTA hozzaadéasa utan jelentds mennyiségli aggregatum keletkezett,
valamint a dimer és monomer csucsok kozott megjelent egy intermedier cstcs is. Itt 4 6ra
utan allt be az egyensuly, melynek soran a MASP-2 3D legnagyobb hanyada az intermedier
format vette fel. Re-kalcifikdcido utdn overnight inkubéciot alkalmazva is csak az eredeti
dimerek kb. 70%-a allt helyre, a tobbi aggregatum formajaban volt jelen.

Az eredményekbdl azt a kovetkeztetést vonhatjuk le, hogy a Ca?* nem teljesen hozzaférhetd
az EDTA szémara, illetve a fehérje hasonlo erésséggel koti a Ca?*-ot, mint az EDTA. Emiatt

egyik fehérje esetében sem tapasztaltunk teljes disszociaciot.
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9. dbra
A MASP-1 és a MASP-2 EDTA-val indukalt disszociacidja és re-kalcifikalas utini dimerizaciéja
(Donath Néra)

A fenti kisérletek homodimerek képzddését vizsgaltdk, azonban kimutattak olyan MBL-

MASP komplexeket is, melyekben két féle MASP (MASP-1 és MASP-2) kapcsolodik az

MBL-hez, azaz heterokomplexek is 1étrejohetnek. Azonban végiil arra jutottak, hogy az ilyen

17



heterokomplexek nem MASP-1:MASP-2 heterodimereket, hanem egy MASP-1 homodimert
¢s egy MASP-2 homodimert tartalmaznak (Degn et al. 2013). MASP-1:MASP-2 dimerek
EDTA ¢és 1M NaCl jelenlétében szérumbol vald kimutatasa (Degn et al., 2013) a fenti
kisérleteink fényében nem sikeriilhetett.

A MASP-1, MASP-3 ¢és MAp44 kozti heterodimereket mar sikeriilt kimutatni (Rosbjerg et
al., 2013). Mivel ez a harom fehérje ugyanarrol a génrdl irddik at és az interakcios doménjeik
(CUB1-EGF-CUB2) azonosak, ezért itt nincs szerkezeti akadalya a heterodimerizacionak.

Az itt ismertetett eredmények szerepelnek a ,,Dissociation and re-association studies on the
interaction domains of mannan-binding lectin (MBL)-associated serine proteases, MASP-1
and MASP-2, provide evidence for possible heterodimer formation” (Katalin Paréj, Agnes
Hermann, Nora Donath, Péter Zavodszky, Péter Gal, Jozsef Dobd, (2014) Molecular

Immunology 59, 1-9) cimii cikkben.

18



Eredmények és kovetkeztetések

MASP-1 3D-CBD eloallitasa és tisztitasa

Az altalam hasznalt MASP fragmentumok koziill én a MASP-1 3D-CBD rekombinans

eloallitasat és tisztitdsat végeztem. Ebben a részben az ezzel kapcsolatos eredményeket

ismertetem.
Expresszio és renaturacio:

Az anyagok és modszerek fejezetben ismertetett modon végeztem a MASP-1 3D-CBD
expressziojat és renaturdciojat. A renaturalast 8-as és 9-es pH-n is kiprébaltam, de a 9-es pH

esetén jelentés mennyiségli csapadékot figyeltem meg.

Kromatografia pH 8.0-on renaturalt - MASP-1 3D-CBD:

Source 30 Q anioncseréld oszlopon tisztitottam 1 L renaturacios elegybdl szarmazé dializalt

MASP-1 3D-CBD-t, (mért pH: ~8.5, 8 °C-0n). A kapott kromatogramot a 10. 4bra mutatja.

-----

|
F6 csucs: A7-A10 (40 mL), megtartva még A1l (10 mL), A12-B11 (30 mL) {
/|
i

25.2 mS/cm, ~36 mAU

i

AN
R et

T I D T N D R P |
Hea1 | a2 | a3 | a4 | as | a6 | a7 | a8 | A9 |At0|a11|a12|B12|B11 B10| BO | BE | B7 | BE
500

10. abra
A 8-as pH-n renaturalt MASP-1 3D-CBD fehérje anioncserélé kromatografia soran kapott

kromatogramja
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Kromatografia - pH 9.0-en renaturalt MASP-1 3D-CBD:

Source 30 Q anioncseréld oszlopon tisztitottam 1.3 L dializalt MASP-1 3D-CBD-t (mért pH:
8.6, 15 °C) A kapott kromatogramot a 11. 4bra mutatja. A fenti tisztitdshoz képest kisebb
csucsot kaptam, valamint a dializalt fehérje is sokkal csapadékosabb volt, ezért

megallapithatjuk, hogy a tovabbiakban 8.0-as pH-n érdemes végezni a renaturaciot.

25.5 mS/cm, 13 mAU 50

Elrakva: A6-A9 (40 mL), A10 (10 mL) , A11-B12 (30 mL)

::::::

o
. M v
il \

Wl

W
M
,MM A n et
M N e A W

\ “\W W™y

5 B10 B9
1500 1550 1600 1650 mil

11. abra
A 9-es pH-n renaturalt MASP-1 3D-CBD fehérje anioncserélé kromatografia soran kapott

kromatogramja

Gélsziirés - MASP-1 3D-CBD:

Az elso tisztitasbol az A7-A10, a masodikbol az A6-A9-es frakciokat - amik a legtdbb tiszta
anyagot tartalmaztak - egyesitettem és 3,3 mL végtérfogatira toményitettem. Ebbdl 3 mL-t
Superdex-200 gélsziird oszlopra vittem fel. A kapott kromatogram a 12. abran lathat6. Az
anioncser¢lé kromatografianal, valamint a gélsziirésnél az Anyagok és modszerek fejezetben

részletezett Ca®*-os puffereket hasznaltam.
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12. abra
A MASP-1 3D-CBD fehérje gélsziirés soran kapott kromatogramja

Az anioncseréld kromatografia, valamint a gélszlirés soran kapott frakciokat SDS
poliakrilamid gélelektroforézissel ellendriztem redukald és nem redukalo koriilmények kdzott

(lasd 13. és 14. abra):

Redukalo:

1. 2. 3. 4. 5 6. 7. 8 9. 10. 11. 12.

JOJUJULDVUUUUI

1. LMW
2. Source 30Q felvitt (pH 9)
3. Source 30Q A6-A9 (pH 9)
4. Source 30Q A10 (pH 9)
5. Source 30Q A11-B12 (pH 9)
6. Source 30Q felvitt (pH 8)
7. Source 30Q A7-A10 (pH 8)
8. Source 30Q A1l (pH 8)
9. Source 30Q A12-B11 (pH 8)
10. Superdex 200 A4
11. Superdex 200 A5-A7
12. Superdex 200 A8
13. abra
A MASP-1 3D-CBD tisztitasa soran kapott frakciok gélképe redukalé koriilmények kozott
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Nem redukald:

1. 2. 3. 4. 5. 6. 7. 8 9. 10. 11. 12.

LoouuuwououuU/ouulL LMW
Source 30Q felvitt (pH 9)
Source 30Q A6-A9 (pH 9)
Source 30Q A10 (pH 9)
Source 30Q A11-B12 (pH 9)
Source 30Q felvitt (pH 8)
Source 30Q A7-A10 (pH 8)
Source 30Q All (pH 8)
Source 30Q A12-B11 (pH 8)

. Superdex 200 A4

. Superdex 200 A5-A7

. Superdex 200 A8

© ©® N o g k~ w DR

e =
N B O

14. abra
A MASP-1 3D-CBD tisztitasa soran kapott frakciok gélképe nem redukalé koriilmények kozott

A gélsziirés utan kapott A5-A7 frakciok abszorbancidjat megmértem, majd ennek segitségével
kiszdmoltam a koncentraciot, ami 0,201 mg/ml lett. A gélképek alapjan az anyag tisztasagat

80-90%-osra becsiiltem.

Heterodimerizacios kisérlet

A kordbban mar részletezett médon EDTA-s pufferben 6sszekevertem MASP-1 3D-t MASP-
1 3D-CBD-vel, MASP-2 3D-t MASP-2 3D-CBD-vel, valamint MASP-1 3D-t MASP-2 3D-
vel. Ezt 4 6ras inkubalas utdn re-kalcifikaltam, majd overnight inkubaltam és a kapott
eredményeket 2mM Ca®*-0s 10%-os nativ gélen ellendriztem

A gélképen (lasd 15. abra) lathatd, hogy mindharom vizsgalt fehérje esetében keletkeztek
heterodimerek. A savok erdsségét denzitometrids vizsgalattal hataroztam meg, a
homodimer:heterodimer:homodimer arany kb. 1:2:1 lett. Ebbdl arra lehetett kovetkeztetni,
hogy szerkezetileg nincs akadalya a heterodimer formak kialakulasanak. Tehat a kicserélédés

feltételei is adottak.
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MASP-1 3D

MASP-1 3D-CBD

MASP-1 3D + MASP-1 3D-CBD
MASP-2 3D

MASP-2 3D-CBD

MASP-2 3D + MASP-2 3D-CBD
MASP-1 3D

MASP-2 3D

MASP-1 3D + MASP-2 3D

© ®©® N o g ks~ 0w D PRE

15. dbra
A Kkiilonb6z6 MASP fragmentumok és a koztiik 1étrejott heterodimerek gélképe

Kicserélodési kisérlet

A mobdszerek fejezetben ismertetett modon végeztem el a kicserélddés vizsgalatara iranyuld
kisérleteket. Ca®*-os pufferben 6sszekevertem MASP-1 3D-t MASP-1 3D-CBD-vel, MASP-2
3D-t MASP-2 3D-CBD-vel, valamint MASP-1 3D-t MASP-2 3D-vel. Az elegyeket szobahén
inkubaltam 4 napig napi mintavételezés mellett. Az eredményeket 2mM Ca®*-0s 10%-o0s nativ

gélen ellendriztem.

Kicserélodés a MASP-1 3D és a MASP-1 3D-CBD kozott

MASP-1 3D-CBD
MASP-1 3D

MASP-1 3D + MASP-1 3D-CBD (0 6ra)
MASP-1 3D + MASP-1 3D-CBD (1 nap)
MASP-1 3D + MASP-1 3D-CBD (2 nap)
MASP-1 3D + MASP-1 3D-CBD (3 nap)
MASP-1 3D + MASP-1 3D-CBD (4 nap)

A A

16. abra
Spontan Kicserélédés a MASP-1 3D és a MASP-1 3D-CBD kozott
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A 16. abran lathato, hogy a MASP-1 3D-CBD degradalodott, emiatt meg kellett ismételni a
kisérletet | mM PMSF jelenlétében, hogy a degradaciot elkeriiljem. Ebben az esetben mar

intenziv kicserél6dést tapasztaltam (lasd 17. abra).

1. 2. 3. 4, 5. 6. 7.
- e MASP-1 3D
MASP-1 3D-CBD
MASP-1 3D + MASP-1 3D-CBD (0 6ra)
MASP-1 3D + MASP-1 3D-CBD (1 nap)
MASP-1 3D + MASP-1 3D-CBD (2 nap)
MASP-1 3D + MASP-1 3D-CBD (3 nap)

MASP-1 3D + MASP-1 3D-CBD (4 nap)

N o g &~ e Dd e

17. abra
Kicserélodés a MASP-1 3D és a MASP-1 3D-CBD kozott PMSF jelenlétében

A denzitometrids vizsgalat soran azt kaptam, hogy a 4. napra a MASP-1 3D és a MASP-1 3D-
CBD kb. 40%-a heterodimer formaban volt jelen (lasd 18. abra).

401 - [ |
35 =

301
251
201
15+
10+

% heterodimer
]

0 1 2 3 4
t (nap)
18. abra
A MASP-1 3D és a MASP-1 3D-CBD kozti heterodimerek %-os aranya az idé fiiggvényében

A fenti kisérlettel ugyancsak modellezhet6 a MASP-1 és a MASP-3, a MASP-1 és a MAp44,
valamint a MASP-3 és a MAp44 kozotti kicserélédés is, mivel ezen 3 fehérjének a

dimerizacidban részt vevé CUB1-EGF-CUB2 doménje azonos.
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Kicserélodés a MASP-2 3D és a MASP-2 3D-CBD kozott
Hasonlot tapasztaltam a MASP-2 3D és MASP-2 3D-CBD vizsgalatakor is (ldsd 19. abra). A
MASP-2 3D-CBD részben degradalt volt, ezért 2 csikot is mutatott, valamint az 1. napra

teljesen degradalodott.

MASP-2 3D-CBD

MASP-2 3D

MASP-2 3D + MASP-2 3D-CBD (0 6ra)
MASP-2 3D + MASP-2 3D-CBD (1 nap)
MASP-2 3D + MASP-2 3D-CBD (2 nap)
MASP-2 3D + MASP-2 3D-CBD (3 nap)
MASP-2 3D + MASP-2 3D-CBD (4 nap)

N o ok~ Dnp e

19. abra
Spontan kicserélédés a MASP-2 3D és a MASP-2 3D-CBD kozott

A kisérletet Gjra elvégeztem 1 mM PMSF jelenlétében, a fenti esethez hasonléan. Ekkor mar

tapasztaltam minimalis kicserélédést (ldsd 20. dbra).

1. 6. 7.

2. 3. 4. 5.
| D A SN ) S L SENE B, SR B SN A SEE A

MASP-2 3D-CBD

MASP-2 3D

MASP-2 3D + MASP-2 3D-CBD (0 6ra)
MASP-2 3D + MASP-2 3D-CBD (1 nap)
MASP-2 3D + MASP-2 3D-CBD (2 nap)
MASP-2 3D + MASP-2 3D-CBD (3 nap)
MASP-2 3D + MASP-2 3D-CBD (4 nap)

N o o bk~ 0w D oRE

20. abra
Kicserélodés a MASP-2 3D és a MASP-2 3D-CBD kozott PMSF jelenlétében
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Két nap utan kb. 7 %, 4 nap utan pedig kb. 12 % lett a heterodimerek aranya (lasd 21. dbra).

12 [ ]
11

% heterodimer
a

0 T T T T T
0 1 2 3 4

t (nap)
21. abra
A MASP-2 3D és a MASP-2 3D-CBD kozti heterodimerek %-os aranya az idé fiiggvényében

Mivel szignifikans kicserélddés nem tortént a MASP-2 fragmentumok kozott, arra lehet
kovetkeztetni, hogy Ca?* jelenlétében a MASP-2 monomerek nagyon szoros komplexeket
alkotnak. Valosziniisithetd, hogy a MASP-2 erdsebben koti a Ca?*-ot mint a MASP-1. Ezt az
is alatamasztja, hogy Ca?* nélkiili nativ gélen a MASP-2 3D dimerként, mig a MASP-1 3D
monomerként fut (lasd késébb).

A fenti kisérlet alkalmas a MASP-2 és a MAp19 kozti kicserélddés modellezésére is, hiszen

ezeknek a fehérjéknek a dimerizacioért felelés CUB1-EGF doménje megegyezik.

Kicserélodés a MASP-1 3D és a MASP-2 3D kozott

1. 2. 3. 4. 5. 6. 7.
- | | | . . ,

/

MASP-1 3D

MASP-2 3D

MASP-1 3D + MASP-2 3D (0 6ra)
MASP-1 3D + MASP-2 3D (1 nap)
MASP-1 3D + MASP-2 3D (2 nap)
MASP-1 3D + MASP-2 3D (3 nap)
MASP-1 3D + MASP-2 3D (4 nap)

N o g M w Dd e

22. abra
Spontan kicserélédés a MASP-1 3D és a MASP-2 3D kozott
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A MASP-1 3D és MASP-2 3D-vel végzett kisérletben sikeriilt spontan kicserélodést is
kimutatni, PMSF hozzaadasa nélkiil is. A 22. abran lathato, hogy a MASP-1 3D és a MASP-2

3D kozott megjelenik egy 0j sav, ami a heterodimer format mutatja.

6 ]
T © u
£ = "
5 4
o
o 3
< ]
< 2
=
1
0' T T T T
0] 1 2 3 4
t (nap)
23. abra

A MASP-1 3D és a MASP-2 3D kozti heterodimerek %-os arianya az idé fiiggvényében

Négy nap alatt kb. 6 %-os kicserélddés ment végbe (ldsd 23. dbra). EbbOl az kovetkezik,
hogy ha mar egyszer kialakultak a homodimerek, akkor mar nem varhaté szignifikdns

kicserélodés a MASP-1 3D és MASP-2 3D kozott.

Nativ gélelektroforézis Ca**-os és Ca* nélkiili kozegben

Az eredményeim ellendrzéséhez 1,5 mm széles, 10 %-os géleket hasznaltam 5 %-0S
stackinggel. Mind a szeparald, mind a stacking részhez 2 mM CaCl,-t adtam (24. abra ,,b”

panel). A futtaté pufferbe is bemértem 2 mM CaCl, .

1. 2. 3. 4. 1. 2. 3. 4.
=J e e el el J | S
a b 1. MASP-1 3D
— 2. MASP-1 3D-CBD
3. MASP-2 3D
4, MASP-2 3D-CBD
24. abra

A MASP-1 és MASP-2 fragmentumok gélképe Ca’* nélkiili (a) és Ca**-os (b) kézegben
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A Ca®* azért sziikséges, mert e¢ nélkiil a MASP-1 fragmentumok kb. 90%-a szétesik
monomerekre és elnyld savként latszik a gélen (ldsd 24. dbra ,a” része), mig Ca*
jelenlétében a MASP-1 dimereket alkot, aminek eredményeképpen éles sdvokat kapunk (/dsd
24. dbra ,,b” panel). A MASP-2 CaCl,-ot nem tartalmaz6 gél esetén is dimerként fut és
meglehetbsen éles savot ad (24. abra ,,a” panel). Ez megerdsiti azt a korabbi feltevést, hogy a

MASP-2 erdsebben kéti a Ca®*-ot, mint a MASP-1.
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Osszefoglalas

Kezdeti kisérleteink soran megallapitottuk, hogy a MASP-1 és a MASP-2 els6 harom
dimer formak 0jboli kialakulasa mindkét MASP esetén lehetséges, azonban ez viszonylag
lassu, ordkig tarté folyamat. Tekintettel arra, hogy a MASP-1, a MASP-3 és a MAp44 elso
harom doménje megegyezik, ezért a MASP-1-re tett megallapitadsaink az utdbbi kettdre is
igazak.

A tovabbiakban a MASP-ok kozotti heterodimerek képzodését vizsgaltuk. Bar heterodimerek
keletkezését mar masok is kimutattdk (Degn et al., 2013), kisérleteim soran a Ca®*-os nativ
gélelektroforézis segitségével a heterodimerek képzodése kvantitativ modon is jellemezheto.
A dolgozatom egyik legfontosabb megallapitdsa, hogy a MASP-1 3D:MASP-2 3D
disszociacids, majd re-kalcifikacios kisérlete esetében a homodimer:heterodimer:homodimer
arany a denzitometrids vizsgalatok alapjan hozzavetélegesen 1:2:1 lett. Ebbdl arra
kovetkeztethetiink, hogy a MASP-1 3D ugyanolyan erésen koti a MASP-2 3D-t, mint egy
masik MASP-1 3D-t.

A MASP-1 3D és MASP-2 3D fragmentumok esetében spontan kicserélddést is tapasztaltam
Ca®" jelenlétében, azonban ez a folyamat meglehetSsen lasst volt: a negyedik napra kb. 6 %
volt a heterodimerek ardnya. Hasonld koriilmények kozott a negyedik napra a MASP-1
3D:MASP-1 3D-CBD esetén kb. 40 % ¢és a MASP-2 3D:MASP-2 3D-CBD esetén kb. 12 %
volt a heterodimerek aranya.

Az altalam hasznalt MASP 3D fragmentumok alkalmasak a nativ MASP-ok dimerizacidjanak
vizsgalatara, mivel a dimerizacioért feleldés CUB1-EGF-CUB1 domént tartalmazzak, tehat a
kapott eredményeket valdsziniileg kiterjeszthetjikk a nativ MASP-okra is.

Valoszintisithetd, hogy a MASP-1 és MASP-2 heterodimerek in vivo a szintézis soran
képzddhetnek, mert ha mar kialakultak a homodimerek, csekély az esély arra, hogy a MASP-
2 homodimerek szétvalnak. A MASP-1, MASP-3 ¢s MAp44 kozti heterodimerek kialakuldsa
valosziniileg a szintézis helyétdl fiiggetleniil is lehetséges, mivel ezek nem kotik annyira
erdsen a Ca®*-ot, mint a MASP-2 ¢és emiatt akdr mar néhany nap alatt is szignifikdns
kicserélédés tapasztalhato. Elképzelhetd, hogy a MASP-ok MBL-lel alkotott komplexének
struktardja befolyasolja a heterodimerek létrejottét. Ennek tisztazasdhoz tovabbi, a
komplexeken végzett kisérletek sziikségesek.

Eddigi ismeretek alapjan azt feltételezték, hogy a MASP-ok homodimerként kétédnek a

felismerd molekuldkhoz, azonban a heterodimerek képzddésének lehetdsége 1j
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megvilagitasba helyezi a lektin Gt aktivaciojat. Nemrég kimutattak, hogy a MASP-1 a lektin
ut elinditasaért felelés proteaz és a MASP-1 aktivalja a MASP-2 valamint a MASP-3
enzimeket (Héja et al., 2012; Megyeri et al., 2013; Degn et al., 2012). A heterodimerek

1étezése egy lehetséges magyarazatot nyujt a MASP-ok kozotti aktivaciora.
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Tételes szerzoi hozzajarulas

Alglirott Hermann Agnes a dolgozatban leirt munkafolyamatok kozil a(z):
- E. coli transzformaciot,

- MASP-1 3D-CBD fragmentum expressziéjat E.coli-ban,

- MASP-1 3D-CBD fragmentum renaturdciojat,

- MASP-1 3D-CBD fragmentum tisztitasat,

- heterodimerizacids kisérleteket,

- kicserél8dési kisérleteket,

végeztem el.

Budapest, 2014, 05. 13.
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