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Teljeshosszasagti human komplement proteazok szerkezet-funkcio vizsgalata

Probléma
A mozaikszerkezeti MASP-2 proteaz létfontossagi immunfolyamatok kulcsszerepléie, és
egyben fontos terapias célpont is. Ugyanakkor a teljes molekula térszerkezete még feltaratlan.
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Hopghiaralie: el Teljeshosszasagu, bivalens ecotinnal 6sszerendezett, dimer MASP-2 protedz atomi Biokémiai Tanszék
ozzajarulas: teljes

hosszisiot MASP-2 felbontasu térszerkezet-meghatarozasa krio-EM vagy RTG krisztallografia segitségével. Hozzajarulas: MASP-2
g gatlé mono- és bivalens
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TTK Enzimolégiai Intézet

elGallitasa A MASP-2 aktivacié mechanizmusanak kideritése monovalens és bivalens Ecotinokkal o Tl
ecotin eloallitasa

Kisérletes megkozelités: szerkezet

Ecotinnal gytiriibe zart Ecotinnal filamentumokba rendezett

M;&SP-Z dimer Bivalens vad és monovalenssé Ecotin:roteéz MASP-2 dimer: MASP-2 dimerek vizsgalat: krio-EM
tehet6 egylanca Ecotin heterotetramer vizsgalat: RTG

krisztallografia / krio-EM

Kisérletes megkozelités: funkcid
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felismerémolekula komplexen beliil, vagy komplexek kozott zajlik



Az Ecotin virulencia faktor szamos patogén mikrobaban.
Kimutattuk, hogy az Ecotin védi a baktériumot az emberi szérum szamos
antimikrobialis aktivitasaval szemben
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Az Ecotin a 18, fuggetleniil kialakult reverzibilis szerin-proteaz inhibitor
csaladok egyike. Ugyanakkor szetkezete és kotodési modja egyediilallo

18 fiiggetlen csalad Az Ecotin homodimer
azonos kanonikus koét6hurok egyszetre 2 szerin proteazzal
azonos Laskowski-mechanizmus képez komplexet

a specifitast az S1 zsebbe belépd
P1 oldallanc dominalja

Egyikiik sem gdtolja a
komplementrendszert
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Az Ecotin széles specifitasu: egy ,,Jolly Joker” P1 Met oldallanccal rendelkezik, és harapofogéoba zar
két proteazt. Mindkét proteazt egy kanonikus, és egy nem-kanonikus koét6hely fogja kozre.

Gatolt proteazok:
tripszin, kimotripszin, elasztaz,
human leukocita elasztaz,

tXa, tXIla, plazma kallikrein

Eddig feltételezett biologiai
szerepek:

Tripszin, kimotripszin, elasztaz ellent
védelem az emésztbérendszerben
Védelem human leukocita elasztaz ellen

Emaster...we  Harvard Medical School

Purification from Escherichia coli of a Periplasmic Protein That Is a
Potent Inhibitor of Pancreatic Proteases*

(Received for publication, November 24, 1863}

Chin Ha Chungt, Harlan E. Ives, Sheri Almeda, and Alfred L. Goldberg
From the Department of Physiology and Biophysics, Harvard Medical School, Boston, Massachusetts 02115

ELTE e
LETTERS

FEBS Letters 342 (1954) 57-60

ELSEVIER

FEBS 13811

Alteration of the specificity of ecotin, an E. coli serine proteinase inhibitor,
by site directed mutagenesis

Gébor Pal*, Gunther Sprengel®, Andras Patthy®, Liszl6 Graf**

Baktériumok szazai és néhany
eukariota is termel Ecotint.
Az Ecotin-expresszio patogénekben
gyakoribb

THE JOURNAL OF FHDLOGICAL CHEMISTIY
5 1991 hy Tha Americin Soeiery for Bescheristey fnd Molbculi Bicky, [nc

T R —
UCSF o

The Sequence and Reactive Site of Ecotin
A GENERAL INHIBITOR OF PANCREATIC SERINE PROTEASES FROM ESCHERICHIA COLI*

(Received for publication, September 12, 1990)

Mary E. McGrathi|, Wade M. Hines§, Judy A. Sakanari¥, Robert J. Fletterickf, and
Charles 8. Craik§

From the §Departments of Biochemistry and Buphysics, 1Pathology, and § Pharmaceutieal Chemistry, University of California,
San Franeisco, Californio 4143-0446

Biochem. J. (200d) 879, 107-118 (Printed in Grast Britain) 107

The periplasmic serine protease inhibitor ecotin protects bacteria against
neutrophil elastase UCSF

Christopher T. EGGERS*, lain A. MURRAY+', Valerie A. DELMARY, Anthany G. DAY and Charles S. CRAIK*§2

*Department of Biochemistry and Biophysics, University of Califoria at San Francisco, San Francisco, CA 94143-32280, U S.A., tDepartment of Pharmaceatical Chemistry,
Universily of California al San Francisco, San Francisco, CA 94143-92280, U.5 A, and $Genencor International Inc. %25 Pags Mill Road, Palo Alto, CA 34304, US A

Jana L. Seymour,} Robert N. Lindquist,*¥ Mark S. Dennis,? Barbara Moffat,! Daniel Yansura,* Dorothea Reilly,#

Biochemistry 1994, 33, 3949-3958 Genentech 3949
Ecotin Is a Potent Anticoagulant and Reversible Tight-Binding Inhibitor of
Factor Xa

Mary E. Wessinger,” and Robert A. Lazarus*!

Departments of Protein Engineering, Protein Chemistry, Cell Genetics, Fer Research and Deveil and
Cardiovascular Research and Development, Genentech, Inc., 460 Point San Bruno Boulevard,
South San Francisco, California 94080

Received September 24, 1993; Revised Manuscript Received January 13, 1994%

FEBS 15538

Ecotin is a potent inhibitor of the contact system proteases factor XIla and

Jana S. Ulmer, Robert N. Lindquist**, Mark S. Dennis, Robert A. Lazarus*
Depariment of Protein Engineering, Geneniech Inc., 460 Point San Brano Boulevard, Soutk San Francisco, CA 94080, USA

Genentech FEBS Letters 365 (1995) 159-163

plasma kallikrein

Received 21 March 1995 revised version received 19 April 1995

Eukaryota J— Bacteria
Euglenozoa = Cynobacteria
2112 12/nd Kinetoplastida esd L= Synechococcales 0/2 0/632
Haptophyceae = Acidobacteria
01 Omd Isochrysidales k= Solibacteres 0N 0/nd
0/0 O/nd Prymnesiales I=Bacteroidetes
Amoebozoa Chitinophagia 013 0/13
on o/1184 Mycetozoa ed Sphingobacteriia 1/9 3/135
Viridiplantae 0/4 13/148
01  0/8000  Chlorophyta = eria 2124 15/401
= Proteobacteri
Epsilong ob a 5/9 18/95
Alphaproteoba 218 46/1101
Gammaproteobacteria 30/122 162/1594
B b ria 116 30/511
> ( z 0/3 0/269
Genera with 1 ecotin expressing Species s B Fugodbeltcats:lc;teobacterlum NaphS2
2-10 ecot@n expressing species w :JSL[JH:L;MM 22 14/33
" ccotn ressigspeckes —— | planctomycetes
Planctomycetida on 0/16
= \errucimicrobia
L \errucimicrobiae o 0/25
= cyanobacterium BACL30 MAG-120619-bin27

NEMZETI KUTATASI, FEJLESZTESI

ES INNOVACIOS HIVATAL

AZ INNOVACIO LENDULETE

AZ NKFI ALAPBOL

MEGVALOSULO

PROGRAM




Mi fejlesztettiik ki els6ként iranyitott evolucioval a MASP-1, MASP-2 és MASP-3
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E. coli, Yersinia pestis, Pseudomonas aeruginosa
és Leishmania major eredetii
FEcotin
MASP-gatlo képessége

Az ecotin hurok-stabilizalé mechanizmusa hasonlitott az
egyik gatloszeriinkére
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= 5 I Lehet, hogy az Ecotin MASP-inhibitor?
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extent of inhibition (%)
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Az 6sszes Ecotin ortolog hatékony lektin-ut gatlo

= £ coli

e Y. pestis

o P ageruginosa
v L. major

<« SGMI-2

log10 [inhibitor] (nM)

Mannan-indukalt C3
depozicio 2%

szérumbol
E. coli ecotin IC,, =153 nM
Y. pestis ecotin IC;, = 114 nM
P. aeruginosa ecotin IC,, = 86 nM
L. major ecotin IC,, =192 nM
SGMI-2 IC,, = 205 nM

Az Ecotin ortologok legalabb olyan jo
lektin ut inhibitorok, mint az iranyitott
evolucioval kifejlesztett MASP-2

inhibitor,
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A MASP-3 gatlasa altal az E. coli Ecotin gatolja a szérumban a pro-FD aktivaciot

* Ahogy korabban igazoltuk, a MASP-3 az egyediili pro-

FD aktivator nyugvo vérben
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'MASP-3 is the exclusive pro-
factor D activator in resting blood:
‘the lectin and the alternative
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complement pathways are

e TEFMI-3: szelektiv 7z vitro evolvalt MASP-3 inhibitor

* a TFMI-3 és az E. co/i Ecotin 1s gatolja a MASP-3 altali pro-FD

aktivaciot
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* 10 uM koncentracion az Ecotin
ortologok blokkoljak az alternativ utat
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* 10 uM koncentracion az Ecotin
ortologok nem gatoljak a klasszikus utat
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E.coli ATCC 23505
Az O antigénje polimannan, O9 szerocsoport, innentdl O9 sejt
Ennek a torzsnek aktivalnia kéne a lektin és alternativ utat.

(Zhao, L. et al. 1.PS-induced platelet response and rapid shock in mice: contribution of O-antigen
region of LPS and involvement of the lectin pathway of the complement system. Blood 100,

3233-3239 (2002).)
[2)—[0L—D-Man—(1—>2)]2-0L—D—Man-(1—'3)-0L-D-Man-(1—>3)-0L-D—Man—(l—*]12_14

E.coli ATCC 12014
Az O antigén 4-féle cukrot tartalmaz, O55 szerocsoport, innentdl O55 sejt

enteropatogén torzs, aminek az izolalt LPS-ét gyakran hasznaljak immunologiai
kisérletekben

O antigen

Outer Core
6)-B-D-GIcNAc-(1—3)-a-D-Gal-(1—3)-B-D-GalNAc-(1—
| Inner Core
a-Col-(1—2)-B-D-Gal-(1—3) |
Mindkét torzsbol Ecotin KO verziot készitettiink
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Az Ecotin gén kititésének torzsspecifikus hatasait szérumkezelt baktériumokon kovettiik,
C3-lerakodast és baktérium életképességet mértiink.

C3 lerakddas novekedés szérum-tartalmu
tapoldatban
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Specifikus inhibitorokkal teszteltiik, melyik komplement utvonal jarul hozza a sejtpusztulashoz
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Az Ecotin az O9 sejteket egy, ho-inaktivalt szérumban detektalt tamadas ellen is védi.
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Specifikus inhibitorokkal igyekeztiink azonositani a komplement-fiiggetlen

OD (600 nm)

antibakterialis faktort

Egyes inhibitorok hatasa az O9 KO sejtek tulélésére
héinaktivalt szérumban

2.0 -

B 1P ¢ AP inhibitor
B 1 inhibicor
CP inhibitor
B ASP-3 inhibitor
B osma Kallikrein inhibitor
- tXIIa inhibitor

- széles spektrumu szerin proteaz inhibitor
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KOVETKEZTETESEK
* Az Ekotin ortologok mindharom MASP enzimet gatoljak

* Az Ecotin az elsOként felfedezett természetes kanonikus lektin Gt inhibitor
* Az E. coli Ekotin gatolja a MASP-3 altali pro-FD aktivaciot

* Az Ekotin, ami szamos patogén mikroba virulencia faktora, védi az E. colit a
szérumban az P és az AP tamadasatol.

* Az Bkotin nem gatolja a klasszikus utat

* Az Ekotin egy azonositatlan eredetl, h6-inaktivalt szérumban is jelenlévo
tamadas ellen 1s védi a baktériumot.

* Osszefoglalva: az Ecotin hatékony védelmet biztosit a szimbiotikus és
patogén mikrobaknak a velesziiletett immunitas szamos aktivitasa ellen.
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Ko6szonom a figyelmet!
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