Proteazok a szervezetben
baratok vagy ellenségek?
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Proteazok az emberi szervezetben

C—NH

/"\

Covalent catalysis General acid—base catalysis
(Ser, Cys, Thr proteases) (Metalloproteinase, Asp)

/ \

/ 0

£
=
0
—_— Y ———
|
=
L

-k
N
T "
.
— _

“
.

IIIIIE:‘;;:I

Tetrahedral intermediates

A human genom tobb mint 600 proteaz enzimet kédol. A protedazok harom legnépesebb osztalya: Metallo (~200), szerin
(~180), cisztein (~160). Az egyedfejlédést6l az immunvédekezésig szamtalan fizioldgias folyamatban jatszanak

nélkilozhetetlen szerepet. Szabalyozatlan m(ikodésik betegségek kialakulasanak oka vagy kovetkezménye. Fert6zések
esetén a patogén-gazda kolcsonhatasban is dontd szerepiik van.



Severe acute respiratory syndrome coronavirus 2 (SARS-CoV-2)
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A komplementrendszer

Klasszikus ut
Immunkomplexek
C-reaktiv protein

Clq

2C1r

2C1s
C4/C2->C4b/C2a

Lektin ut
Mikrobialis felszinek
Szénhidrat mintazatok
MBL, Fikolinok, Kollektinek
MASP-1
MASP-2
MASP-3
C4/C2->C4b/C2a
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Anafilatoxinok

Kemotaxis és gyulladaskeltés
C33, C4a, C5a

C3 konvertaz

C3 —>C3a+C3b

1

C5 konvertaz
\CS%CSb

Sejt lizis
Membrankarosité komplex
C5b, C6, C7, C8, (C9),




MBL-hez kapcsolddo szerin proteazok:

MASP-1, MASP-2

o domain

Hat doménbdl allé mozaik fehérjék.
A katalitikus szerin proteaz domént megel6zi 6t nemkatalitikus domeén.
A lektin ut aktivalodasaban jatszanak szerepet.



A lektin ut aktivalodasa sulyos érkarosodast és trombadzist
okoz a COVID-19 betegek tlidejében

Fig 4. Immunohistochemistry analysis of pulmonary autopsy samples from Case 2. A, There was striking depo-
sition of C5b-9 within the microvasculature of the interalveolar septa. (Diaminobenzidene, 200x ). B, Higher
power magnification again shows localization of C5b-9 within the septa, including C5b-9 deposits in areas of
normal appearing lung, suggestive of systemic complement activation. (Diaminobenizdene, 1000x). C, C4d
deposition was largely localized to the interalveolar septa in areas of microvascular injury. (Diaminobenzidene
400x). D, A higher power image demonstrates the extensive degree of CD4d deposition within the septa. (Dia-
minobenzidene, 1000x ). E, MASP2 staining showed granular and punctate deposits localized to the interalveo-
lar septa.

Magro C et al. Transl Res. 2020 Apr 15. pii: S1931-5244(20)30070-0.



A komplementrendszer gatlasa terapias lehetoség
koronavirus fertozés esetén

Translational Significance

A pattern of tissue damage consistent with com-
plement-mediated microvascular injury was noted
in the lung and/or skin of 5 individuals with severe
COVID-19. Our demonstration of the striking
deposition of C5b-9, C4d, and MASP2 in the
microvasculature of 2 organ systems 1s consistent
with profound and generalized activation of both
alternative and lectin-based pathways. It provides
a foundation for further exploration of the patho-
physiologic importance of complement in
COVID-19, and could suggest targets for specific
intervention.

Magro C et al. Transl Res. 2020 Apr 15. pii: $1931-5244(20)30070-0.



A renin-angiotenzin rendszer

Angiotensinogen

Angiotensin |
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Angiotensin Il .@

Mas receptor

\Vasoconstriction Enigma
Cell growth
Proliferation

Vérnyomasszabalyzas, viz (folyadék) egyensuly fenntartasa.
Renin: aszpartat proteaz
Angiotenzin-konvertald enzimek (ACE és ACE2): metallo proteazok



ACE2: sejtfelszini receptor a koronavirusok (SARS-CoV és SARS-CoV?2)
szamara

A virusfertozés elsé lépése:
A koronavirus ,spike” S-proteinje kotédik a sejtfelszini ACE2 proteazhoz,
amit az S-protein kismértékd konformaciovaltozasa kovet.
A SARS-CoV2 nagyobb affinitassal kotédik az ACE2-h6z, mint a SARS-CoV.



Az S-proteint a TMPRSS2 szerin proteaz hasitja

Lung Pathogenesis

B » Infection

€4  SARS-S ACTIVATION

@ Cathepsin L

A virusfert6zés masodik lépése:
a TMPRSS2 szerin proteaz hasitja az ACE2-kotott S-proteint.
A TMPRSS2 az ACE2-t is ,,aktivalja”? TMPRSS2-ACE2 komplex?

Heurich et al., J Virol. 2014 Jan;88(2):1293-307.



A 2-es tipusu transzmembran szerin proteazok szamos élettani folyamatban vesznek részt

MSPL
Hepsin '
warone (20 0 I W QOO -
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Tripszin-szeri szerin proteazok
Emésztd enzimek aktivalasa: enterokinaz;
Vérnyomasszabalyzas: corin; ECM emésztés / tumor metasztazis: hepszin, matriptaz



TMPRSS2: normal élettani funkcidja nem ismert

Serine protease domain

—— DR SRR — B D5 >

1 84 106 133 148 242 255 492

TMPRSS2 knock-out egér: normalisan fejlédik, szaporodik
A gén transzkripcidjat androgén hormonok szabalyozzak.
Prosztatarak esetén a TMPRSS2 szintje emelkedett.
Szerepe lehet a tumor metasztazisaban.

Hasitja a PAR2 (protedz-aktivalt) receptort.



A TMPRSS2 két helyen hasitja a koronavirus S-proteinjét

S1 (Attachment) S2 (Fusion)
L
RBD 2
vy
S1/S2 S2f
v v
SARS~-S: 662 - TVSLL----R STS - 670 793 - KPTKR SFI - 800
SARS-2-8 676 - TQTNSPRRAR SVA - 688 811 - KPSKR SFI - 818
* * * *hk kk dkk

El6szOr az S1/S2 kotés hasad, utdna az S2'.
Mindkét hasadas sziikséges a virus célsejtbe vald belépéséhez.

Hoffmann et al., Cell, 2020 Apr 16;181(2):271-280.e8.



A TMPRSS2 proteaz gatlasa megakadalyozza a virus sejtbe valé bejutasat

TMPRSS2

Activation of S protein by proteolytic cleavage

Infection

Nafamostat, an existing safe drug, may inhibit entry of SARS-CoV-2.

Nafamostat, an existing safe drug, may inhibit entry of SARS-CoV-2. Image: 2020 The University of Tokyo.

Nafamostat mesilate (Futhan, FUT-175) széles spektrumu proteaz inhibitor.
A komplementrendszert is jol gatolja.
Japanban tesztelik, mint antiviralis szert.




A camostat mesylate gatolja a koronavirusok tlido sejtekbe valé bejutasat
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A camostat, hasonldan a nafamostathoz, széles spektrumu szerin proteaz inhibitor.
Mikromolos koncentracioban teljesen gatolja a koronavirusok Calu-3 sejtekbe valé behatolasat.

Hoffmann et al., Cell, 2020 Apr 16;181(2):271-280.e8.



A proprotein konvertazok fontos szerepet jatszanak az extracellularis fehérjék

processzalasaban
Kexin-like
Gene DHMNS
PCSKI  PCLEEEEE——r—T71753 as @ Signal peptideor
transmembrane domain
| |DH DS B Prosegment
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A szubtilizinek csaladjaba tartozo szerin proteazok: nélkiloézhetetlenek a hormonok, novekedési
faktorok, receptorok, adhézios molekulak, stb. limitalt proteolizissel vald aktivalasahoz.
Jellemz6en multibazikus szekvencia [(R/K)X, , 4 (R/K)\/] utan hasitanak.



A proprotein konvertazok szerepet jatszanak a virusfert6zésben?

S1 (Attachment) S2 (Fusion)
L
RBD S
VY
S1/S2 S2°
v v
SARS~S: 662 - TVSLL----R STS - 670 793 - KPTKR SFI - 800
SARS-2-8S 676 - TQTNSPRRAR SVA - 688 811 - KPSKR SFI - 818
* * % *hk kk dkk

A SARS-CoV-2-ben megjelenik egy polibazikus hasitohely, ami a SARS-CoV-ban nincs jelen.
Mesterséges virus?
A RRAR szuboptimalis ,furin” hasitohely. Az optimalis szekvencia RARR lenne.
Az S2’ helyen |évd KPSKR szintén hasithaté proprotein konvertazzal.

Hoffmann et al., Mol Cell. 2020 Apr 28:51097-2765(20)30264-1.



A fehérjék egymassal kolcsonhatasba lépve miikodnek (interaktom)
a kolcsonhatasok megfelelo szabalyozasa élet-halal kérdése: terapias beavatkozas lehetosége!

Goran Bajicetal  Molecular basis for complement function The EMBO Journal
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Fig. 4. Cumulative number of known PPIs by year. Figure 1

Biochemical and Biophysical Research Communications 445 (2014) 757-773
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Tipikus fehérje-fehérje kdlcsdnhatas
nagy, strukturalt, egyedi felszinek
szelektiv gatlas blokkolo fehérjevel
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Blokkolo fehérjék kifejlesztése iranyitott evolucioval

iranyitott variacioképzés

10-milliard tervezetten
eldallitott fehérjevarians,
mindegyik a sajat
génjéhez kotve
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In vitro szelekcio immobilizalt
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Az iranyitott fehérjeevolucio fo céljai

Fehérje-kdlcsonhatasok mikodési alapjainak feltarasa elsésorban alapkutatas

Természetben nem létezo, , ezaltal

alapkutatas és terapia ,egy fiist alatt”




A MASP enzimek és a tripszin szubsztratkoto ,,kulcslyuka”
Tripszin
MASP1-CCP2-SP @
A

B S

a MASP enzimek ,kulcslyuka”
egyedi modon mas, mint a tripsziné




Tripszin inhibitor
P2
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MASP-1 gatlok logoja
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Revised mechanism of complement lectin-pathway
activation revealing the role of serine protease
MASP-1 as the exclusive activator of MASP-2
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Dirvied Héja", Andres Kocsis", Jozsef Dabo”, Katalin Szilhgyi®, Rébert Szase’, Péter Zivodseky”, Gabor Par*'~,
and Poter Ga* '
Oogerunent of Bisdhemory E0teds Locdnd Urswersity, M 1117, Bodopeil, Mungare "rottute of Eszpnclogy, Reseach Certre for Nt al Scionom,
Munger i Acaderrry of Sosnce, #1111, Budapet, Hangary: end “Second Department of orme NMediore, Health Soeece Corter, Urvserity of Debrecen,
W02, Delvecen. Mungry

Monospecific Inhibitors Show That Both Mannan-binding
Lectin-associated Serine Protease-1 (MASP-1) and -2 Are
Essential for Lectin Pathway Activation and Reveal Structural
Plasticity of MASP-2*

Diéwid Héja'' 7, Veroniks Harmat ™', Krisztian Fodor**, Matthias Wilmanns*’, Jozsef Dobd'’, Katalin A, Kékesi' "',
Péter Zavodszky', Péter Gal' ', and Gabor Pal' " *”

Selective Inhibition of the Lectin
Pathway of Complement with Phage
Display Selected Peptides against
Mannose-Binding Lectin-Associated
Serine Protease (MASP)-1 and -2:
Significant Contribution of MASP-1
to Lectin Pathway Activation

Andrea Kocsis, Katalin A. Kékesi, Robert Szasz. Barbara

M. Végh, Ilia Balczer, Jozsef Dobo, Péter Zavodszky,
Péter Gal and Gabor Pal

J. Immunol. 2010:185:4169-4178; originally published
online Sep 3. 2010:

Konszenzus formak elbéallitasa onallé fehérjeként: SGMI-1; SGMI-2



Korabbi modell Uj modell
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Uj aktivalédasi modell - Uj gyogyszercélpont
MASP-2 inhibitorok potencialis terapias alkalmazadsa:
szivinfarktus és széliités és okozta szovetkarosodas megakadalyozasa
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Iranyitott evolucioval kifejlesztett human fehérje-alapi MASP-2 inhibitorok
Szabadalom Eurdpaban és az USA-ban nemzeti bejegyzési szakaszban
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Novel MASP-2 inhibitors developed via directed evolution of
human TFPI1 are potent lectin pathway inhibitors
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Koronavirus ellenes gyogyszerjeloltek fejlesztése -

AZ NKFI ALAPBOL

iranyitott evoluciéval
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SARS-COV-2 s fehérje Volverias

P LA membrin A koronavirus fert6zés
AL el6feltétele, hogy a célsejt

TMPRSS2 proteaza elhasitsa a

o virus S fehérjéjét
Leguti sejt Receptor L

S-fehérje proteolitikus hasitas altali aktivdl6dédsa

A TMPRSS2 kiemelt gyogyszercélpont!



Koronavirus ellenes gyogyszerjeloltek fejlesztése L

iranyitott evolucioval
v o as cov2 EVO':‘.Z%E!OE?&
NS \ A koronavirus tulaktivalja a
( Bt —» ACED ° Y B N 4
: komplementrendszer lektin utjat.
Vol A kovetkezmény a hajszalerek
o Y
L ACE2 > Kapillaris ér ’ ’ ’ oo ’
elzarddasa, szovetelhalas.

Sok esetben ez okozza a halalt.
A MASP-2 proteaz specifikus
gatlasa életmento terapia lehet

Vimztes B ) Ilyen inhibitorunk madr van!

aktivalas



Koszonjuk a figyelmet!
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