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Teljeshosszúságú humán komplement proteázok szerkezet-funkció vizsgálata

Probléma
A mozaikszerkezetű MASP-2 proteáz létfontosságú immunfolyamatok kulcsszereplője, és 

egyben fontos terápiás célpont is. Ugyanakkor a teljes molekula térszerkezete még feltáratlan.

CÉLOK
Teljeshosszúságú, bivalens ecotinnal összerendezett, dimer  MASP-2 proteáz atomi 

felbontású térszerkezet-meghatározása krio-EM vagy RTG krisztallográfia segítségével.

A MASP-2 aktiváció mechanizmusának kiderítése monovalens és bivalens Ecotinokkal 

Molekuláris „eszközök”

MASP-2 dimer Bivalens vad és monovalenssé

tehető egyláncú Ecotin

Ecotinnal gyűrűbe zárt 

MASP-2 dimer:

vizsgálat: RTG 

krisztallográfia / krio-EM

Ecotinnal filamentumokba rendezett 

MASP-2 dimerek vizsgálat: krio-EM

Kísérletes megközelítés: szerkezet

Kísérletes megközelítés: funkció

A monovalens és bivalens ecotin formák általi gátlással meghatározható, hogy a MASP-2 aktivációja 

felismerőmolekula komplexen belül, vagy komplexek között zajlik

Ecotin:proteáz

heterotetramer



Az Ecotin virulencia faktor számos patogén mikrobában. 
Kimutattuk, hogy az Ecotin védi a baktériumot az emberi szérum számos 

antimikrobiális aktivitásával szemben
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Az Ecotin a 18, függetlenül kialakult reverzibilis szerin-proteáz inhibitor 
családok egyike. Ugyanakkor szerkezete és kötődési módja egyedülálló

18 független család

azonos kanonikus kötőhurok

azonos Laskowski-mechanizmus

a specifitást az S1 zsebbe belépő 

P1 oldallánc dominálja

Egyikük sem gátolja a 
komplementrendszert

Az Ecotin homodimer

egyszerre 2 szerin proteázzal 

képez komplexet



Az Ecotin széles specifitású: egy „Jolly Joker” P1 Met oldallánccal rendelkezik, és harapófogóba zár 
két proteázt. Mindkét proteázt egy kanonikus, és egy nem-kanonikus kötőhely fogja közre. 

Gátolt proteázok:

tripszin, kimotripszin, elasztáz, 

humán leukocita elasztáz, 

fXa, fXIIa, plazma kallikrein

Eddig feltételezett biológiai 

szerepek:

Tripszin, kimotripszin, elasztáz elleni 

védelem az emésztőrendszerben

Védelem humán leukocita elasztáz ellen
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Baktériumok százai és néhány 

eukarióta is termel Ecotint.

Az Ecotin-expresszió patogénekben

gyakoribb   



Mi fejlesztettük ki elsőként irányított evolúcióval a MASP-1, MASP-2 és MASP-3 
kanonikus inhibitorait

Az ecotin hurok-stabilizáló mechanizmusa hasonlított az 

egyik gátlószerünkére

E. coli, Yersinia pestis, Pseudomonas aeruginosa 
és Leishmania major eredetű 

Ecotin
MASP-gátló képessége
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* Nincs gátlás

Lehet, hogy az Ecotin MASP-inhibitor?



Az összes Ecotin ortológ hatékony lektin-út gátló
Mannán-indukált C3 

depozíció 2% 

szérumból

E. coli ecotin IC50 = 153 nM

Y. pestis ecotin IC50 = 114 nM

P. aeruginosa ecotin IC50 =   86 nM

L. major ecotin IC50 = 192 nM

SGMI-2 IC50 = 205 nM

Az Ecotin ortológok legalább olyan jó 

lektin út inhibitorok, mint az irányított 

evolúcióval kifejlesztett MASP-2 

inhibitor, SGMI-2



A MASP-3 gátlása által az E. coli Ecotin gátolja a szérumban a pro-FD aktivációt

• Ahogy korábban igazoltuk, a MASP-3 az egyedüli pro-
FD aktivátor nyugvó vérben

• TFMI-3: szelektív in vitro evolvált MASP-3 inhibitor

• a TFMI-3 és az E. coli Ecotin is gátolja a MASP-3 általi pro-FD 
aktivációt

kontrol

t1/2 ≈ 3 h

1 µM E. coli Ecotin

t1/2 ≈ 10 h

1 µM TFMI-3

t1/2 ≈ 40 h



• 10 μM koncentráción az Ecotin 
ortológok blokkolják az alternatív utat

• 10 μM koncentráción az Ecotin 
ortológok nem gátolják a klasszikus utat



E.coli ATCC 23505
Az O antigénje polimannán, O9 szerocsoport, innentől O9 sejt

Ennek a törzsnek aktiválnia kéne a lektin és alternatív utat. 
(Zhao, L. et al. LPS-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).)

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

enteropatogén törzs, aminek az izolált LPS-ét gyakran használják immunológiai 

kísérletekben

Mindkét törzsből Ecotin KO verziót készítettünk

O9 / O9KO

O55 / O55KO

6)-β-D-GlcNAc-(13)-α-D-Gal-(13)-β-D-GalNAc-(1

I
α-Col-(12)-β-D-Gal-(13)

[2)-[α-D-Man-(12)]2-α-D-Man-(13)-α-D-Man-(13)-α-D-Man-(1]12-14



Az Ecotin gén kiütésének törzsspecifikus hatásait szérumkezelt baktériumokon követtük, 
C3-lerakódást és baktérium életképességet mértünk.

O9

O55

C3 lerakódás növekedés szérum-tartalmú 

tápoldatban



Specifikus inhibitorokkal teszteltük, melyik komplement útvonal járul hozzá a sejtpusztuláshoz

O9 KO O55 KO
LP és AP inhibitor

LP inhibitor

CP inhibitor

A szérum általi sejtölés LP-alapú A szérum általi sejtölés (CP + AP)-alapú



Az Ecotin az O9 sejteket egy, hő-inaktivált szérumban detektált támadás ellen is védi.



Specifikus inhibitorokkal igyekeztünk azonosítani a komplement-független 
antibakteriális faktort

LP és AP inhibitor

LP inhibitor

CP inhibitor

MASP-3 inhibitor

plasma kallikrein inhibitor

fXIIa inhibitor

széles spektrumú szerin proteáz inhibitor

Egyes inhibitorok hatása az O9 KO sejtek túlélésére 

hőinaktivált szérumban



KÖVETKEZTETÉSEK

• Az Ekotin ortológok mindhárom MASP enzimet gátolják

• Az Ecotin az elsőként felfedezett természetes kanonikus lektin út inhibitor

• Az E. coli Ekotin gátolja a MASP-3 általi pro-FD aktivációt

• Az Ekotin, ami számos patogén mikroba virulencia faktora, védi az E. colit a 
szérumban az LP és az AP támadásától.

• Az Ekotin nem gátolja a klasszikus utat

• Az Ekotin egy azonosítatlan eredetű, hő-inaktivált szérumban is jelenlévő 
támadás ellen is védi a baktériumot. 

• Összefoglalva: az Ecotin hatékony védelmet biztosít a szimbiotikus és 
patogén mikrobáknak a veleszületett immunitás számos aktivitása ellen. 



Köszönöm a figyelmet!




