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BEVEZETES

A transzglutamindzok olyan Ca’'-fiigg$ aciltranszferazok, amelyek amidkotések kialakitasat
katalizaljak peptidkotésii glutaminok <y-karboxamid csoportjai és kiilonb6z6 aminok primer
aminocsoportjai mint szubsztratok (pl., fehérjék lizinjeinek €-aminocsoportjai) kozott. A TGaz
reakciok megértéséhez elsésorban annak Ca*'-aktivaciés mechanizmusait kell megismerniink.
Disszertaciomban a Faktor XIII-A2, a TG4z 2 és a TGaz 3 (mind humén eredetii) enzimeket
vizsgaltam.

A XllI-as Faktor két formaban létezik. A plazma enzim két A és két B alegységbdl allo
heterotetramer, mig a cellularis enzim csak két A alegységet tartalmaz. A plazma koagulacios Faktor
XIII a véralvadasi kaszkad utolsdé enzime; stabilizalja a fibrin soft alvadékot és érzéketleniti azt
fibrinolizis ellen azaltal, hogy keresztbekoti a fibrint és/vagy az op-antiplazmint (a plazmin
inhibitordt) az alvadékban. A  cellularis enzim szerepe nem ismert. Nemrégen
rontgenkrisztallografiaval megoldottdk 2.1A-6s felbontasban a cellularis enzim szerkezetét. “’Ca
NMR-rel megéllapitottdk kordbban, hogy a B alegység nem kot kalcium-iont. Rontgenadatok azt
mutatjak hogy az A alegység egy nagyaffinitisu Ca*"-kotéhellyel rendelkezik, amely telités esetén
sem okoz jelentds konformacid-valtozast. Egyensulyi dializis eredmények két nagy- és hat kisebb
affinitist helyet mutattak a FXIII-A,B, tetrameren kevéssel magasabb Ca**-koncentracio esetén. Az
osszevont Ca®-affinitas a FXIII esetében K=0,1mM. Fiziologias koriilmények kozott mind a plazma,
mind pedig a cellularis enzim proteolitikus hasitassal aktivalodik (thrombin), a hasitds az Arg37 és a
Gly38 kozott jatszodik le. In vitro azonban, egy alacsony Ca*'-koncentracié jelenléte mellett is egy
magas ionerd alkalmazisa a cellularis enzim esetében, mig relative kis ionerd mellett is egy magas
Ca®" -koncentracié mind a plazma, mind a cellularis enzim esetében aktiv konforméacé kialakulasdhoz
vezet proteolitikus hasitds nélkiil is. Mindeziddig nincs adat arra vonatkozodan, hogy ilyen
koriilmények kozott hogyan irhatok le az enzimek kalcium-ionkotd sajatsdgai. Korabban kidertiilt hogy
a plazma FXIII képes (tobbek kozott a Mg®* kivételével) szamos két és haromértékii kationt megkotni.

A humaén szoveti transzglutaminaznak (TGéz 2) szerepe van a stimulus szekrécidban, receptor
medialt endocitdzisban, programozott sejthaldlban, extracelluldris matrix organizacidjaban, sejtek
kapcsolodasaban, novekedésében és proliferaciojaban valamint a tumorndvekedésben is. A
fehérjemolekula monomerként van jelen; kristalyositani még nem sikeriilt. A XIII-as faktorhoz vald
homologia miatt homologia modell épitheté. Mostandban egy 2.5A-6s felbontasti (relative
kisfelbontasu az elérhetd 2.1A-6s FXIII szerkezethez képest) TGaz 2 szerkezetet publikaltak; az
enzim egy vordstengeri keszegbOl szarmazik. A szerkezet 666 amindsavat tartalmaz a teljes 695-bol.

A humén TG4z 2 analoghoz valé szekvenciaazonossag 43.6%.



A TGéaz 2 molekuldhoz kétodd nagyaffinitasa Ca®'-ok szamat hatra becsiilték egyensilyi
dializissel és mindegyik Ca*'-nak hasonlo affinitast javasoltak egy hiperbolikus affinitisgdrbe
alapjan; a latszolagos affinitasi konstanst 90pM-osnak talaltak alacsony Ca®’-koncentraciok mellett
titralva. Magasabb Ca”'-koncentracioknal egy SDS gélen "gyorsmozgasia" TGaz 2-t detektaltak és
ebbdl alacsony affinitasi Ca’'-kotohelyek létezésére tettek javaslatot, azonban azok szamat,
lokalizécidjukat és affinitasi konstansukat nem emlitik.

A GTP csokkenti a TGéz 2 Ca’'-affinitasat és transzamidaz aktivitisat azaltal, hogy a
molekula kozponti doménjéhez kotddik a 159-173 aminosav tartomanyba, jelentds konformécios
valtozasokat okozva. Az azonban hogy hany darab és melyik Ca®"-kétShely érintett az maig nem
vilagos. A Ca>" és a GTP befolyasolja az enzim proteolitikus hasithatosagi és tekeredési (folding)
tulajdonsagait is, ezaltal a farmakologiai regulacio egy masik szintje valosul meg a két effektor altal.

A TGaz 3 monomer molekula és alapvetd szerepe van a keratinizdcidban azaltal, hogy
résztvesz az elhald keratinocitdkban az oldhatatlan cornified envelope kialakitasdban. Eddig még nem
vizsgaltak az enzim Ca’"-koté tulajdonsagait. Annyi azonban ismert, hogy az enzimaktivitds az
enzimaktivaciohoz elengedhetetlen proteolitikus hasitds utan egy 50kDa méretii részen marad; nagyon
valoszinti, hogy ez a fragmentum kot Ca**-mot.

Szamos fehérjét tanulmanyoztak mar eddig *Ca, Mg és mas fém NMR-rel kiilonbozé
elméleti és technikai megolddsokat felhasznalva. Ezek a modszerek egyediilalld és teljesen
ionspecifikus eszkdzok mind kvalitativ, mind kvantitativ informaciogyiijtésre fémionkotd fehérjék
esetében.

Rekombindns fehérjék eldallitasa sordn gyakran kell szembenézni a termék oldhatosagi
problémajaval. Ha a keletkezett fehérje mennyisége a citoplazmaban nem jelentds, akkor nagyon
valoszinll, hogy a fehérje Un. inkluzids testeket alkot. Egy sikeres visszatekerd (refolding) eljaras
azonban szolgéltat rekombindns aktiv fehérjét, valamint olyan adatokat amelyek kinetikai és

szerkezeti informaciokat hordozhatnak.

CELKITUZESEK

A transzglutaminazoknak szdmos fiziologiailag fontos funkcidja van, ezért részletes szerkezeti
vizsgélatukra sziikség van a kapcsolédd molekuldris mechanizmusok felderitése érdekében. A fenti
eredmények egyértelmiien mutatjak, hogy szamos megvalaszolatlan kérdés van még a TGézok Ca®'-
koté tulajdonsagaival kapcsolatban. Ezért dontdttiik el, hogy *Ca NMR-rel, felszini polaritas-
analizissel ¢s tobbszoros szekvenciaillesztéssel megeélozzuk a harom TGéaz Ca®-kotd sajatsagainak
elemzését. Mindenekelétt felkivantuk térképezni ezen TGazok osszes potencialis Ca* -kotéhelyeit. A

humaén széveti TGaz pontos homolog modelljének a megalkotasa is elengedhetetlen volt ennek a



célnak az eléréséhez. Tovabba az enzimek Ca*'-komplexei disszociacio-allandoinak és kotShely-
szimmetria paramétereinek meghatarozasa és a FXIII-A; Mg NMR-je is a célok kozott szerepelt
vizsgalodasainknak els6 részében. Munkank masodik fazisaban a Ca*'/GTP-hatasat akartuk vizsgalni

a rekombinans huméan TG4z 2 folding folyamataira vonatkozoan.

ANYAGOK ES MODSZEREK

NMR-kisérletek

A Mg NMR kisérleteket 22,05MHz-en (360MHz proton) végeztiik 5Smm-es inverz szélessavi
fejjel egy Bruker AM-360-as spektrométeren. Tipikusan 256 tranzienst vettiink fel a jo jel/zaj
viszonyhoz és az integralashoz. A *Ca NMR kisérleteket 33,7MHz-en (500MHz proton) egy Bruker
DRX-500MHz-es spektrométeren végeztiik 10mm-es direkt szélessavi fejet alkalmazva. Altalaban 64
vagy tobb tranzienst alkalmaztunk a jo jel/zaj viszony elérésére. A Ti-méréseket inverzidatviteli
kisérlettel oldottuk meg a standard Bruker mikroprogramot felhasznalva. A T, mérésehez CPMG
szekvenciat alkalmaztunk, szintén egy standard Bruker mikroprogrammal. A T, CPMG Aéltal torténd
meghatarozasanak szamos eldnye van a hagyomanyos jelszélesedés meghatarozassal szemben. CPMG
esetében az alkalmazott magneses tér inhomogenitasa kikiiszobolddik. Ez az inhomogenitas néha akar
a mért hatas 50%-at is kiteheti, a legrosszabb azonban az, hogy az effektus még valtozik is mintardl-

crer

volt. Minden NMR kisérlet utan a fehérjekoncentraciot ujra meghataroztuk.

NMR eredmények kiértékelése

A FID-eket a Bruker 1D WinNMR programcsomagjaval analizaltuk. A csicsmagassag- és
integral-id6 egyszeres exponencialisokat a Mlcrosoft Excel 5.0-ban illesztettiik. A relaxacios
paraméterek kiértékelése egy "hazi" nemlinedris paraméterbecsldé Gauss-Newton-Marquard
algoritmussal tortént. Tobb exponencidlis tag beépitése nem szolgaltatott jelentdsen jobb illeszkedést.
Hiperbolikus illesztéshez (relaxaciosebesség-total Ca*"-konc.) a Sigmaplot 2001 programot hasznaltuk
100 iteracios lépést beépitve. Az enzimmolekuldk pontos moltomegei a Swissprot adatbazisbol

szarmaznak.



TGaz aktivitas assay

A TGéz aktivitasmeghatdrozasokat egy amin-beépiiléses moddszerrel ELISA-tanyéron
hataroztuk meg. A biotindlt aminszubsztrat beépiilt a falhozkotott dimetilalt kazeinbe. A szinreakciot

streptavidin-konjugalt alkalikus foszfatdzzal hivtuk.

Tobbszoros szekvenciaillesztés

A TGazok tobbszords szekvenciaillesztését a GCG program PILEUP és FASTA funkcidival

veégeztik.

Homolog modellezés

A TG4z homolog modelljének elkészitéséhez - felhasznalva a FXIII finomitott nagyfelbontast
szerkezetét - az Osszes ismert TGaz és kapcsolodd fehérjék elsédleges szerkezetét azonositottuk a
GCG programmal, mint elsé 1Epés. A GCG program STRINGSEARCH funkcioval és a
"transglutaminase" sz6 felhaszndlasdval az Osszes TGéaz szekvenciat kinyertiik a GENEMBL
adatbazisbol és a GCG program FASTA funkcidjaval és a TGaz 2 szekvencidjaval minden homoldg
szekvenciat azonositottunk a SWISSPROT adatbéazisbol. A péros szekvenciaillesztést a BESTFIT-tel
végeztikk. Szerkezeti illesztést az UCLA Fold Prediction szerverén végeztiink. Az illesztéseket
Osszehasonlitva nagy- ¢és kismértékben konzervalt régiokat kiilonitettiink el. Az "O" nevu program
alkalmazéasaval a FXIII konzervalt régidoiban az oldallancokat egyszeriien a megfeleld TGéaz 2
oldallancokra cseréltiik. A tobbi régiot tordltiik és Gjraépittettiik egy adatbazis alapjan, amely az adott
szekvenciakra ismert eddigi szerkezeteket tartalmazza. Energiaminimalizalast az XPLOR programmal
végeztiink. Az elsé korokben elektrosztatikus potencial és explicit hidrogénatomok figyelembevétele
nélkiil szamoltattunk, hogy elkeriilhessiik a tul kozeli atomkontaktusokat. A szamitdsok késébbi
szakaszaban elektrosztatikus energiat és polaris hidrogénatomokat is figyelembe vettiink. Minden
ciklus utan a kapott szerkezetet szuperponaltuk a FXIII eredeti szerkezetére a CCP4 programallomas
LSQKAB programjaval. A szerkezetvalidaciot a PROCHECK nevii programmal hajtottuk végre.
Minden olyan kotéstavolsagot és kotésszoget amelyek nagyon eltértek azok idedlis értékétol,
manualisan ellendriztiink és korrigaltunk, ahol lehetett. Azonositottuk a potencialis hidrogén- és
sohidakat. A feltehetéen konzervalodott aktiv centrum geometridjara megszoritasokat alkalmaztunk az

energiaminimalizalas végso ciklusaiban.



Felszini potencidl-analizis

Ezeket a kalkulaciokat a GRASP nevii programmal hajtottuk végre felhaszndlva a FXIII
zimogén nemrég meghatarozott 3D szerkezetét és sajat TGadz 2 homoldog modelliinket. Mindkét

molekuldra azonos szinmélységet alkalmaztunk (piros: 19,73, kék:14,37).

Inkluzios testek prepardldsa

A procedura optimalizaldsa utdn a plazmid expresszidjat LB Broth bazison valositottuk meg
100ug/ml ampicillin jelenlétében 37°C-on. Az expresszio inicializalasa OD=0.5-nél tortént 1mM
IPTG hozzaadasaval. 105 percig hagytuk expresszalodni a fehérjét. A kultarat centrifugaltuk (4°C,
500g, 15 perc) és ersen homogenizaltuk 4°C-on 3ml lizispufferben (50mM Tris, ImM EDTA,
100mM KCl, 133uM PMSF, pH=8.0) a baktérium minden (nedves) grammjara. A szonikdciot egy
Branson Sonifier 450-es gépen hajtottuk végre (duty cycle=40, output=6, 3,5 perc). A
homogenizatumot ~centrifugaltuk (12000g, 4°C, 15 perc). A pelletet jraszuszpendaltuk
szobahdmérsékleten 5 percig Sml 2M uredban a pellet minden (nedves) grammjara szamolva. Ezt
kovetben Gjra centrifugaltunk (25°C, 12000g, 15 perc) és a pelletet megtartottuk mint inklazios test

preparatumot.

Elektronmikroszkopia

Az inkluzios testek elektronmikroszkopias felvételeit Marston és mtsai modszere nyoman
készitettiik el. Roviden, a mintdkat 2%-os glutdraldehidben fixaltuk ¢és telitett uranil-acetattal festettiik
2°C-on. A grideket lizinnel fedtik be. A mintakat nem dehidraltuk; levegén széritottunk. A

transzmisszids elektronmikroszkép egy JEOL 100B (Japéan, 1973) volt.

EREDMENYEK

1. Megalkottunk egy uj homologiamodellt a human szdveti transzglutamindz enzim esetében a
cellularis FXIII zimogén legnagyobb felbontast (2.1A) szerkezete alapjan. Modelliink jelenleg
a legpontosabb elérheté humén TG4z 2 szerkezet.

2. Felszini polaritas analizist végeztiink a cellularis FXIII zimogén legnagyobb felbontast
szerkezetén és az altalunk készitett TG4z 2 homolég modellen. Az eredményeket kombinaltuk
a TGazok tobbszoros illesztésével és ebbdl azonositani tudtuk ezen molekulaknak valdsziniileg
az Osszes potencialis Ca’’-kotd helyeit; szamuk tobbnek adodik, mint azt koribban

publikaltak. A TGaz 2 kordbban feltételezett harom kotdhelye koziil kettd rendelkezik negativ
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11.

12.

felszini potenciallal, a harmadik nem. Erdekes, hogy a FXIII nemrégiben meghatarozott
nagyaffinitasi kotézsebében csak egy amindésav mutat jelentékeny felszini polaritast. Ezen
analizis eredménye alapjan minden TG4z potencialis Ca*-kétShelyei megjosolhatdak.

A felszini polaritasvizsgélattal kapott nagyszadmu negativ klaszter jelenléte §sszhangban van a
Ca NMR altal szolgaltatott magasabb (de még mindig millimolos nagységrendil) atlagos
disszociacios konstansokkal, amelyeket egy szélesebb Ca’’-koncentracio skalan mértiink
szemben az egyensulyi dializissel végzett kisérletek esetében hasznalt alacsonyabb skalaval.
Ezen eredmények azt mutatjak, hogy mind a FXIII-A-n mind a TG4z 2-n léteznek alacsony
affinitisu Ca®'-kétShelyek is a jol ismert nagyaffinitasuak mellett.

A sokoncentracido novelésével vagy trombinos aktivaldsra a FXIII-A, részlegesen elvesziti
eredeti Ca’"-affinitasat ellentétben az elozbleg publikalt adatokkal, amelyek nem jeleztek
effektust.
NMR adataink azt mutatjak, hogy a FXIII s6- és proteolitikus aktivacids mechanizmusa
kiilonb6z6 szerkezeti alapokon nyugszik.

Az NMR adatok szerkezeti bizonyossdgot nyujtanak arra vonatkozdan, hogy a TGaz 2-n a
GTP-indukélta konformaciévaltozas megsziinteti a molekula 6sszes Ca” -kotéhelyét.
NMR adataink eloszor nytijtanak adatokat a TGaz 3 Ca*"-koté tulajdonsagairdl; a TGaz 3 koti
a Ca”'-t a leger8sebben a vizsgalt fehérjék koziil, amely kotés csokken a proteolitikus
aktivaciot kovetden.

A vizsgilt TGézok nagyon szimmetrikus Ca®’-kotShelyekkel rendelkeznek és nem
tartalmaznak EF-hand motivumokat.

A rekombindans TGéz 2 molekula katalitikusan aktiv formédba torténd visszatekeredése
inklaziés testekbdl alapvetéen megkivanja egy nagymoéltomegii segitémolekula jelenlétét, de
kizardlag a kezdeti fazisokban. Normal koriilmények kdzott ez a molekula valosziniileg egy
chaperon, mig in vitro ez lehet pl., PEG is.

A Ca’" és a GTP a TGaz 2 szerkezeti rekonstitGcidjanak kezdeti fizisaban effektor
molekulakként szerepelnek. A leghatékonyabb kondicié amikor mind a két effektor jelen van a
refolding pufferben.

Két optimalis PEG-koncentraciot (amelyek valdsziniileg két kiilon folding tutvonalhoz
tartoznak) és egy relative hosszi iddskalat azonositottunk a TGdaz refoldingja és végso
szerkezetének kialakulasara soran.

Megalkottunk egy optimalizalt refolding procedirat a nem-fizionalt TGaz 2 eldallitasara

vonatkozoan.



OSSZEFOGLALAS

- megalkottuk a humédn TG4z 2 egy 01j és pontosabb homolég modelljét,

- Ca*"-affinitasokat, Ca**-kot8hely szimmetria-paramétereket és (valosziniileg az Gsszes) potencialis
Ca’"-kétShelyeket hatdroztunk meg a FXIII-A,, a TG4z 2 és a TGaz 3 enzimek esetében,

- kimutattuk, hogy a FXIII-A, trombin- és sdaktivacidja kiillonbozd szerkezeti alapokon nyugszik,

- azt talaltuk, hogy a TGaz-ok nagyon szimmetrikus Ca*'-kétShelyekkel rendelkeznek és ezek nem
EF-hand tipusuak,

- kifejlesztettiink egy sikeres refolding procedurat, amely kinetikai és szerkezeti informaciokat is nyujt
a TGaz 2-re vonatkozoan,

- két optimalis PEG-koncentraciot talaltunk a TGaz 2 refoldingjanak elinditasahoz,

- azt talaltuk,hogy a human TGaz 2 PEG-medialt refoldingjat a Ca** és a GTP egyiittes jelenléte
befolyasolja a legpozitivabban
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