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1. Bevezetés

A transzglutamindzok fehérjék poszttranszlaciés modositasait katalizaljak, és ezaltal nagy

jelentdséglick mind fiziologias, mind patoldgias koriilmények kozott.

Az egyik legjobban tanulmanyozott csalddtag a szoveti transzglutamindz (transzglutaminaz 2,
TG2), ami egy multifunkcionalis fehérje. Kiilonféle enzimatikus €s nem enzimatikus
aktivitasokkal rendelkezik. Enzimatikus aktivitisai egyik f6 csoportja a Ca*'-fliggd
transzglutamindz aktivitdsok, mely tipusai a fehérjék keresztkotése, az aminok beépitése
fehérjékbe, a dezamidacio és az izopeptidaz aktivitdsok. Ezen kiviil rendelkezik fehérje kinaz,
protein diszulfid izomerdz, GTPaz és ATPaz aktivitasokkal is. A TG2 két f6 konformacioja
ismert, a nyitott vagy zart konformacid, amelyek aranyat az éket stabilizalo Ca** illetve a
nukleotidok egymashoz viszonyitott aranya hatarozza meg. A nukleotidok a fehérje zart
konformacidjat stabilizdlva, a transzglutaminaz aktivitis negativ szabalyozdi. Mig a Ca*

relaxalja a TG2 szerkezetet, és a kialakuld nyitott konformacio eldsegiti a megfeleld

transzglutamindz szubsztrat bekotddését az enzim katalitikus helyére.

Az endotélidlis sejtek, igy a kisérleteinkben alkalmazott emberi koldokzsindr-véna eredetti
endotélidlis sejtek (HUVEC), kiilondsen fontosak a vaszkularis homeosztazisban és nagy
mennyiségben expresszaljak a TG2 fehérjét. A TG2 kiilonbozd fehérjékkel valo interakcidval
valaszreakciokban, illetve a vérnyomas szabalyozéasaban, az erek merevségének befolyasolasa
révén. Mindezek mellett hozz4jarulhat szamos mas bioldgiai folyamathoz (pl. jelatvitel,
fagocitozis, apoptozis), illetve immunoldgiai, tumoros és neurodegenerativ betegségekkel is

Osszefiiggésbe hoztak.

A TG2 biologiai szerepének mechanisztikus megértéséhez TG2-asszocialt fehérjéket
azonositottunk, ami felvetette a lehetdséget, hogy a TG2 hatassal lehet a poszttranszkripcios
szabalyozasra. Mar kordabban ismert volt, hogy a TG2 fehérje kilitése szamos gén
kifejezddésében okozhat valtozast, de ennek mechanizmusa nem volt vildgos. Azt is feltartuk,
hogy a TG2 képes RNS-kétésre. Igy mind az RNS-hez valo kotédése révén, illetve allvanyozo
fehérjeként RNS-kot6 fehérjékhez kotddve szabalyozhatja az RNS metabolizmusat.



1.1. Transzglutaminaz enzimcsalad

A transzglutaminazok (TG-k) egy olyan enzimcsaladd tagjai, melyek kdzos sajatsaga, hogy
Ca?"-fiigg modon katalizaljak a kovalens izopeptidkotések kialakulasat a fehérjék glutamin és
lizin oldallancai ko6zott. Ez a transzamidacios reakcid e-(y-glutamil)lizin izopeptid kotéseket
hoz létre a fehérjek kozott, és ekozben ammoniat szabadit fel. Az igy kialakulo, keresztkotott
fehérjepolimerek rendkiviil stabilak és ellenallnak a proteolizisnek, ami miatt a
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transzglutaminazokat ,,a természet bioldgiai ragasztéinak” is nevezik. Elsédleges aminok

jelenlétében a TG-k beépithetik ezeket az aminokat is fehérjék glutamin oldallancaiba, illetve
A transzglutaminaz aktivitdshoz kalciumra van sziikség aktivalé kofaktorként, de egyes
mikrobidlis transzglutaminazok Ca?'-fliggetlenek. Kilenc TG csaladtagot azonositottak az
emberben, amelyek koziil nyolc (13-as véralvadasi faktor (FXIII-A) és TG1-TG7) rendelkezik
katalitikus aktivitdssal. Az egyetlen human enzimcsaladtag, amely nem rendelkezik
enzimatikus aktivitassal a 4.2-es sav fehérje, ami a human eritrocita membranban talalhato
(Humén eritrocita membran 4.2 sav fehérje). Az enzimaktivitasat a katalitikus triddban a
cisztein megvaltozasa inaktivalta. A TG-k 0Osszességében sokféle szerepet jatszanak a
fiziologias folyamatokban a fehérjék keresztkotésével, ezaltal modositva azok szerkezeti €s
funkcionalis tulajdonsagait, és igy befolydsolva és szabalyozva példaul a sejtek letapadasat,
talélését és a sejtmembran integritasdnak fennmaradasat, vagy akar a voOrosvértest

oxigénkotését.

1.2. A transzglutaminaz 2

A transzglutaminaz aktivitast elséként méj extraktumban mutattdk ki Waelsch €s munkatarsai,
akik azonositottak, hogy a primer aminok beépitése fém iont igényel. Ez a fehérje volt a szoveti
transzglutaminaz. Ezt kdvetden részletesen tanulméanyoztak, és leirtak, hogy a Ca®* ion az a
fémion, ami a leghatékonyabban tudja aktivalni a transzamidaz aktivitasat a TG2 fehérjének.
A TG2 hasonldéan a tobbi TG csaladtaghoz 4 doménnel rendelkezik. Az N-termindlis f-
szendvics doménjében helyezkedik el a fibronektin és integrin kotdhelye, a kdzponti katalitikus
doménje felel8s az enzimatikus aktivitasaiért, és Ca®*-kotShelyért és a két C-terminalis B-hordo
doménje koziil a méasodik tartalmazza a foszfolipaz C-kotohelyet. A katalitikus domén és az
elsé C-terminalis B-hord6 domén kozotti hasadékban helyezkedik el az egyedi purin nukleotid

kotohely.



1.2.1. TG2 fehérje enzimatikus és nem enzimatikus aktivitasai

A TG2 fehérje a transzglutaminaz (aminok beépitése fehérjékbe, fehérjék keresztkotése,
dezamidacio és izopeptidaz aktivitas), illetve a kindz, a GTPaz és az ATP4az aktivitasokon tul,
melyek enzimatikus, Ca®*-fiiggd aktivitasok, rendelkezik nem enzimatikus funkciokkal is.
Enzimatikus reakcioi révén eldsegiti példaul az extracellularis matrix (ECM) fehérjék
stabilizalasat keresztkotések révén. Nem enzimatikus reakcidival olyan funkciokat lat el, amik
a szubsztratokkal valo fizikai ktddésen alapulnak, és nem a szubsztratok kémiai modositasait
jelentik. Ezaltal a sejtekben G-fehérjeként a GTP hidrolizalasaval G-fehérje kapcsolt receptor
(GPCR) jelatviteli utvonalakat befolyasolhat, tovabba szerepet jatszhat az NF-xB, az
EGF/EGFR, a FAK jelatviteli utakban is. Koreceptorként funkcionalhat az integrin molekula
egyes alegységeihez kotodése altal, segitve a sejtadhézidt, és migraciot. Koti és aktivalja a
foszfolipaz-C (PLC) molekulat, igy emelve a Ca?*, mint masodlagos hirvivé szintjét. A TG2
fehérjeinterakcidokon keresztiil is szdmos biologiai folyamatot befolyasolhat, mely folyamatok

alaposabb vizsgalatara iranyult a TG2 interaktom tanulmanyozasa a kutatasaim soran.

1.2.2. A TG2 konformaciods allapotai

A TG2 fehérjének ismert két f& konformdcids allapota, melyek a Ca** és a nukleotidok
egymashoz viszonyitott aranyatdl fiiggéen alakulnak ki, illetve stabilizalodnak. A sejtben
jelenlévdé nukleotidok, mint az GTP, a GDP és az ATP negativan szabalyozzdk a
transzglutaminaz aktivitasat a fehérjének, mig a Ca** pozitivan befolyasolja azt. A nukleotidok
kotése zart konformacioban stabilizalja a TG2 szerkezetét, aminek kdvetkeztében fedésben
taldlhaté a katalitikus hely. A Ca®" ionok elektrosztatikus kdlcsdnhatdsok révén fejtik ki
hatasukat. Kotddik a katalitikus doménben talalhatdo negativ felszinekhez, aminek hatisara
eltdvolodnak az N-terminalis B-szendvics és a C-termindlis hord6 domének, igy relaxélva,
kinyitva a fehérje szerkezetét. A nyitott konformacio kialakuldsanak kovetkeztében elérhetdve
valik a szubsztrat molekula szdmara az aktiv hely, eldsegitve a szubsztrat bekotodését.
Elmondhatd, hogy a TG2 enzimnek van egy GTP-kotott, katalitikusan inaktiv, egy Ca®*-kotott
nyitott, katalitikusan aktiv formdja. A GTP-kotétt allapot Ca** adagolasaval felfliggeszthetd,
ami ismét nyitott konformdcidju, transzglutamindz aktivitdssal rendelkezd enzimet
eredményez. Egy harmadik konformacié is kialakulhat igy, hogy a Ca®"-kotétt nyitott,
transzglutamindz aktiv formédban oxidacid hatasara diszulfid-kotés alakul ki, igy inaktivéalva az
egyébként nyitott format. Az oxidacid hatasara bekdvetkezd aktivitdscsokkenés tioredoxin

adagolasaval gatolhato meg.



1.2.3. A TG2 interaktom

Tobbdoménes szerkezete, a szerkezetileg rendezetlen régioi (IDR), révid linearis motivumai,
valamint az enzimatikus és nem enzimatikus funkcidinak valtakozéasa teszi lehetové a TG2
szamara, hogy sokoldali molekularis keresztkotoként és jelatviteli modulatorként miikodjon a
sejtekben a partnerfehérjékhez valdo kotdédése révén. Ez a funkciondlis sokoldalusag
magyarazza, miért olyan fontos fehérje a TG2 az emberi szervezetben, és miért jarulhat hozza
szamos betegség kialakuldsdhoz, példaul daganatos betegségek, fibrozisos korképek,
kardiovaszkularis és neurodegenerativ betegségek kialakuldsahoz.

A TG2 interakcioba keriilhet az integrin (ITGBI1), a szindekan-4 molekulakkal, illetve
novekedési faktor receptorokkal (PDGFR, VEGFR) a sejtadhézid, a migracio, valamint az
ECM stabilizacio szabalyozasahoz. Matrix metalloproteindzokkal (MMP) valé kolcsonhatas
szabalyozza a szervezet fiziologias folyamatait, példdul ECM stabilizacidjat (pl. integrin,
fibronektin), a szovetregeneraciot (pl. szindekan-4, PDGFR), az apoptézist (pl. BAX, BAK), a
fagocitozist (pl. MFG-ES), a sejttulélést (pl. HSP27, HSP20).

1.2.4. TG2 szerepe HUVEC sejtekben

A kardiovaszkularis rendszer szinte minden sejtje, a simaizom sejtek, az endotél sejtek, koztiik
az altalunk is hasznalt human koldokzsinor véna eredetli endotél sejtek (HUVEC) is nagy
mennyiségben expresszaljak a TG2 fehérjét.

A TGQG2 fehérje szerepet jatszhat a vérnyomas szabalyozasaban az endotél- és simaizomsejtek
kozremiikodése segitségével. Vizsgaltak, hogy a TG2 keresztkotd aktivitasa gatolhatd endotél
sejtekben endotélialis nitrogén-monoxid-szintaz (eNOS) altal katalizalt reakcioban termel6dd
NO hatasara, a kialakuld S-nitrozilacios modositas révén. A NO termelddése a kor
elérehaladtaval csokken, igy a TG2 keresztkotd aktivitdsa emelkedik endotél sejtekben, ami
hozzajarulhat az extracelluldris matrix fehérjék keresztkotéséhez. Ez a folyamat az erek
ridegségét eredményezve kardiovaszkularis korképek kialakuldsahoz vezethet.

A TG2 nagy mennyiségben jelen van HUVEC sejtekben, amely igy j6 modell az endotelidlis
TG2 funkciok vizsgélatahoz. Kimutattdk, hogy a TG2 fehérje csendesitése a fokalis adhézios
kinaz (FAK) mennyiségét csokkentette, igy csokkentve a sejtek adhézids, letapado képességét.
Aramlasi citometrids mérések elvégzését kovetben azt figyelték meg, hogy a TG2 csendesités
hatasara az endotél sejteknek sériilt az osztodoképessége, igy nott az apoptotikus sejtek aranya.
A TG2 endotélsejtekben jatszott bioldgiai szerepének megértésé¢hez azonban tovabbi kisérletek

sziikségesek, hogy ezen feladatokat mechanisztikusan alaposabban meg tudjuk érteni.



1.2.5. RNS-koto fehérjék

Az RNS-kotd fehérjék (RBP-k) olyan fehérjék, amelyek RNS-hez kétddnek és modulaljak a
kotodott RNS-ek sorsat vagy funkciojat. Az RBP-k az RNS-koté domének, példaul az RNS-
felismerd motivumok, a K-homoldégia, a cinkujj, az intrinszikusan rendezetlen régiok (IDR-ek)
¢s a DEAD box helikdz domén segitségével kotddnek az RNS-en beliili szekvenciakhoz vagy
szerkezeti motivumokhoz. Az RNS-koté fehérjék (RBP) részt vehetnek a ribonukleoprotein
(RNP) komplexek kialakulasaban, amelyek alapvetd fontossaguak a génexpresszidban.

Az RNS-ek ¢és a fehérjék kozott 1étrejovo interakcidk komplex szabalyozé mechanizmusokat
inditanak be a sejtekben. Az RBP-k a sejtek differencidlodasanak és a szervek fejlédésének
kulcsfontossagu szabalyozdi, ¢€s kozponti szerepet jatszanak szamos patofizioldgiai
folyamatban. A citoplazmaban az RBP-k az mRNS megfeleld lokalizacidjat és stabilitasanak
sejtmagban egyes RBP-k alternativ splicing-szabéalyozoként miikodnek, kiilondsen az
idegrendszeri fejlédés soran vagy szdvet-specifikus folyamatokban. Ezenkiviil az RBP-k
kozvetitik az mRNS-ek transzkripcié utani szabalyozasat, ami stabilizalja a génexpresszid
hatékonysagat.

Az RNS-koté domének (RBD-k) az RBP-k szerkezeti elemei, melyek segitségével az RNS és
a fehérje kozotti kolesonhatas képes 1étrejonni. A domének kevesebb mint 100 aminosavbol
allnak, és csak nagyon kevés aminosav vesz részt az RNS-sel valo kozvetlen kapcsolddas soran.
A specifikus kotddés érdekében az RBP-k tobb RNS-kotd régidhoz is kotddhetnek,
hidrogénkotésekkel, illetve gyengébb kolcsonhatasokkal. Azonban a TG2-ben sem kanonikus
kalcium, nukleotid kot6 domének nincsenek €s bioinformatikai megkozelitéssel RNS koto

domén sem prediktalhato.



2. Célkitiizés

A transzglutaminaz 2 fehérje szamos biologiai folyamatban szerepet jatszo, konzervalt fehérje.
Nagy mennyiségben expresszalodik endotél sejtekben, azonban fizioldgids szerepeinek

mechanizmusa nem teljesen tisztazott.

A TG2 fehérje biologiai és potencialis terapias jelentéségének alaposabb megismerése

érdekében kutatasunk a kovetkezo vizsgalatokat tlizte ki célul:

e aTG2 interaktom feltarasat HUVEC sejtkivonatbdl kétféle modszer felhasznélasaval:

o helyspecifikusan biotinilalt humén rekombinans TG2 fehérje és neutravidin
agaroz felhasznéldsaval, illetve

o a fejlesztett endogén TG2 csendesitett és transzgén 3xFlag-TG2 fehérjét
expresszalo HUVEC sejtkivonatbol a sejtekben 6sszeszerel6dott TG2 asszocialt
komplexek koimmunoprecipitacids izolaldsaval anti-Flag agardzzal ¢és

tomegspektrometrids azonositasaval.

o aTG2 RNS-kot6 képességének megerdsitését, karakterizalasat.



3. Anyagok és modszerek

3.1. Alkalmazott sejtvonalak

A Kkisérleteink soran a mar korabban kialakitott, a telomerdz gén overexpresszidjaval
immortalizalt human koldokzsinor véna eredetii endotél sejteket (HUVEC) hasznaltuk.

A sejtvonalak esetében M199 alapu médiumot hasznaltunk a sejtek tenyésztésekor, amit
kiegészitettliink 2 % HEPES, 1 % Penicillin-Streptomicin, 1 % Amhotericin B, 10 % EGM-2 és
10 % FBS reagensekkel. A sejttenyésztés 37 °C-os termosztatban, 5 %-os CO; tartalom mellett
tortént.

3.1.1. Azindukalhatd, endogén TG2 fehérjét csendesito vektor kialakitasa, klonozasa

Els6ként a pLKO Tet-On (Puro) iires vektort EcoRI-HF ¢és Agel-HF restrikcios
endonukledzokkal felnyitottuk, majd 1 %-os agardz gélelektroforézissel elvalasztottuk, és a
linearizalt vektort gélbdl tisztitottuk. A csendesitd oligonukleotid szekvencidt kodold
primerparokat hibridizaltuk, majd a felnyitott vektorba ligaltuk T4 DNS ligdzzal. A ligalasi
reakcio végtermékét kémiailag kompetens DHS5a baktérium sejtekbe transzformaltuk. Az
izolalt vektorokat Xhol restrikcidos endonukledz hasitassal, valamint szekvenalassal is

ellendriztik.

3.1.2. A transzgén TG2 fehérjét expresszalo vektor kialakitasa, klonozasa

A kordbban inzerciés mutagenezissel kialakitott pPENTR-4-3Flag vektort EcoRI restrikcios
endonukledz segitségével nyitottuk fel. Az 5° végen 1évé foszfatot alkalikus foszfatdzzal
eltavolitottuk. A felnyitott vektort 1 %-os agaroz gélelektroforézist kovetden a gélbdl
tisztitottuk.

A TG2 cDNS szekvenciajat egy korabban, a munkacsoport altal kialakitott pET30ek/LIC-hTG2
vektorbol vagtuk ki EcoRI restrikcios endonukledzzal. Ezutan 1 %-os agardz
gélelektroforézissel valasztottuk el a TG2 fehérjét kodolo cDNS szekvencidjat. A TG2 inzertet
gélbdl tisztitottuk. A felnyitott pPENTR-4-3Flag vektorba T4 DNS ligdzzal kapcsoltuk a TG2
cDNS szekvencidjat. A transzformalas folyamata, a plazmid izoldlasa, illetve ellenérzése az
endogén TG2 csendesitd vektorhoz hasonldan tortént.

A kialakitott pENTR4-3xFlag-TG2 és a pCW57.1 vektorokat rekominaltuk Gateway LR
Enzyme Mix II. segitségével. A pCW57.1 vektor tartalmazza a sziikséges genetikai elemeket a
doxiciklin-indukalhaté transzgén expresszid szamara. Az elegyet Stbl3 baktérium sejtekbe
transzformaltuk. Az plazmid izolélds utan a klonok ellendrzése Xbal restrikcios endonukledz

hasitassal, majd szekvenalassal tortént.



3.1.3. A TG2 csendesitett és a transzgén TG2 expresszalo HUVEC sejtvonal kialakitasa,
szelekcioja

A sejtek fertézése az endogén TG2 fehérjét csendesitd vektorral 12 valyas lemezen tortént a
70% konfluenciat elérd sejteken tapfolyadek cserét kovetden. A sejtek szelekcidjat 1,5 pg/ml
puromicint tartalmazé M199 alapti médiumcserével végeztiik 48 orat kovetéen. Ujabb 48 ora
mulva 4 pg/ml puromicin tartalmu tapfolyadékcserét alkalmaztunk, amit addig folytattunk, mig
a kontroll sejtek, amiken csak alapmédiumot cseréltiink, el nem pusztultak. Miutan a sejtek
bendtték a valyut a szelekcid utan, atraktuk oket 6 valyus lemezre, majd T25 és T75 flaskakba.
A transzgén TG2 fehérjét expresszalo vektor esetében a korabban TG2 csendesitésre ellendrzott
sejtek (TG2-KD) fert6zése hasonloan tortént, mint a csendesitd vektor alkalmazéasaval, viszont
a szelekcid soran 6 ng/ml puromicint tartalmazé tapfolyadékot hasznaltunk. Az igy kialakitott

sejtvonalat neveztiik TG2-KD+3F-TG2 HUVEC sejtnek.

3.1.4. A TG2 csendesités, illetve transzgén termelés indukalisa a TG2-KD+3F-TG2
HUVEC sejtvonalban

Az endogén TG2 fehérje csendesitése, illetve a transzgén TG2 fehérje expresszioja a duplan
fertdzott sejtekben is 4 pg/ml doxiciklin hozzdadéasaval tortént. A kialakitott sejtvonalakon a
doxiciklint tartalmaz6 tapfolyadékot két naponta cseréltiik. A csendesités megfeleld

indukaldsdhoz legalabb 3 hét volt sziikséges.

3.1.5. Rekombinans fehérjetermelés és tisztitas

A helyspecifikusan, N-terminalisan biotinilalt human rekombinans TG2 fehérje (N-BAP-
rhTG2) termeléséhez a human TG2 cDNS szekvencidjat koédoldé pET-30ek/LIC-hTG2
bakterialis expresszios vektort alkalmaztuk, majd az N-termindalisan biotinilalt thTG2 fehérjét
IPTG hozziadaséaval E. coli Rosetta 2 (DE3) baktériumsejtekben expresszaltuk. A fehérje
tisztitasdhoz His GraviTrap oszlopot alkalmaztunk.

A rekombinans, Hise-jelolt human TG2 fehérje és az expresszids vég lehasitott (TEV proteaz)
TG2 fehérje termelése korabban kialakitott, és leirt modszer alapjan tortént E. coli Rosetta 2
(DE3) sejtekben IPTG indukcidval, majd a tisztitdsra His GraviTrap oszlopot hasznaltunk.

A C-terminalis B-hordd domén trunkalt TG2 (TG2 1-584) fehérje a pET-30ek/LIC-hTG2
vektorbol lett klonozva, és a mutansok QuikChange Site-Directed Mutagenesis Kit

alkalmazésaval lettek kialakitva ugyanebben a vektorban.
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3.1.6. RNS izolalas és RT-qPCR mérés

Az RNS izolalasahoz a sejteket tripszin-EDTA kezeléssel (5 perc, 37 °C) felvalasztottuk, majd
kétszer mostuk jéghideg PBS-sel. A sejtpelletet TRI reagensben felszuszpendaltuk, majd
szobahdmérsékleten 10 percig inkubaltuk. Kloroform hozzdadasa utan az RNS molekuldkat
tartalmazo felsd, szintelen fazishoz aranyosan izopropanolt adtunk, majd szobahémérsékleten
10 percig inkubaltuk az elegyet. Centrifugalast kovetden az RNS pelletet -20°C-ra hiitott, 70%-
os etanollal mostuk, majd 0jabb centrifugéalas utdn megszaritottuk. A reverz transzkriptaz-PCR-
hez 200 ng/ul RNS-t cDNS-s¢ irtuk at. A qPCR méréshez TagMan probakat hasznaltunk. A
transzkripcids szinteket az B aktin szintjére normalizaltuk és Ct moddszer segitségével

hataroztuk meg a gének expressziojat.

3.1.7. Western blot

A fehérjék elvalasztasat 10%-os natrium dodecil szulfat-poliakrilamid gélelektroforézis (SDS-
PAGE) segitségével végeztiik, majd félszaraz blottolast alkalmaztunk. Blokkolashoz 5 (m/v)
%-os alacsony zsirtartalmu tejporos 1x TTBS oldatot hasznaltunk. Az els6dleges és masodlagos
antitestek higitasdhoz 0,5 (m/v) %-os alacsony zsirtartalmu tejporos 1x TTBS oldatot

alkalmaztunk.

3.1.8. Letapadasi teszt

A meérést megeldz6 napon a sejteken a tdpfolyadékot €hezési médiumra cseréltiik, ami csak 1%
FBS-t tartalmazott 10% helyett. A F16 Black Maxisorp platet fibronektinnel fedtiik, majd 1000
db/200 ul HUVEC sejtszuszpenziot mértiink a lyukakba, majd 1 6rds inkubaléas kovetkezett. A
le nem tapadt sejteket PBS mosassal tavolitottuk el, majd Cell-Titer Blue reagenst tartalmazé
médium hozzaadéasa utan, mértiik a letapadt sejtek szdmaval aranyos fluoreszcens intenzitas
emelkedést BioTek Synergy HT késziilékkel (Ex:530 nm/Em:590 nm) €s meghataroztuk az

intenzitasvaltozast.

3.1.9. Aramlasi citometriis mérés

A sejteket tripszin-EDTA kezeléssel torténd felvalasztas utan PBS oldattal mostuk. A sejteket
jeloltik Annexin-V és propidium jodid reagenssel 15 percen keresztiil sotétben. A kontroll
esetben csak Annexin-V kot6 puffert alkalmaztunk. A sejteket ezt kovetden FACSAria™ III

aramlasi citométer segitségével analizaltuk.
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3.1.10. Helyspecifikusan biotinilalt human rekombinans TG2 fehérjével asszocialt
fehérjék izolalasa High Capacity Neutravidin agaroz gyonggyel és azonositasuk
tomegspektrometriaval

250 ul ekvilibralt Pierce High Capacity Neutravidin agar6z gyongyre 100 pg helyspecifikusan
biotinilalt rekombinans human TG2 fehérjét (rhTG2) immobilizaltunk. Biotinos blokkolast
kovetden az affinitas tisztitast 2,5-3 mg HUVEC sejt extraktum hozzaadaséaval végeztiik egy
¢jszakan at, folyamatos rotacié mellett 4 °C-on. A sejtpelletet lizis pufferben szuszpendaltuk
(25 mM Tris-HCI, pH 7,4, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 5% glicerin, 0,5% NP-40, 1 mM
PMSF), ami tartalmazott PIC-et (Protease Inhibitor Cocktail) 100-szoros higitasban ¢és
PhosSTOP-ot (Phosphatase Inhibitor Cocktail Tablets, Roche) 1-szeres higitasban a sejtkivonat
elkészitéséhez. Masnap haromszor mostuk a gyongyot ColP pufferrel (25 mM Tris, 150 mM
NaCl, 1 mM EDTA, 5 % glicin, pH 7,4), majd a potencialisan interakcids fehérjéket elualtuk
0,1 M glicin-HCI pufferrel (pH 3,5). Az erdsen kotddé partnerek eludldsa végett 6x
Denaturacios puffert (300 mM Tris-HCI, pH 6,8; 12 (m/v)% SDS, 20 (v/v)% glycerol és 0,43
M B-merkaptoetanol) is alkalmaztunk hédenaturalas mellett (10 perc, 100 °C). A mintakat SDS
poliakrilamid gélbe futtattuk, a szeparalo gélig és és Coomassie-kék festést kovetden az dsszes

fehérjét tartalmazoé még nem szeparalddott savot kivagtuk és LC-MS/MS analizisre kiildtiik.

3.1.11. Transzgén 3F-TG2 fehérjével asszocialt fehérje komplexek tanulmanyozasa anti-
Flag M2 agaroz gyongy alkalmazasaval

300 pl monoklonalis anti-FLAG M2 agaréz gyongyo6t equilibraltunk, amire 3-3,5 mg fehérjét
tartalmazo sejt extraktumot mértiink és egy €jszakan at inkubaltuk az agardz gyonggyel. A nem
specifikus hattér fehérjék meghatarozasdhoz egér IgG agaréz gyongyot hasznaltunk
kontrollként. Harom mosasi lépés utan a lehetséges interakcios fehérjéket savas majd
denaturalo pufferrel eludltuk. Az elualt fehérjéket 10 %-os SDS poliakrilamid gélbe futtatuk,
majd Coomassie-kék festést kdvetden a még nem szeparalddott fehérjéket tartalmazo savot
kivagtuk és LC-MS/MS analizisre kiildtiik.

A konformaciofiiggd interakcios partnerek feltdrasa érdekében a TG2 fehérjét kiilonbozo
modulatorokkal kezeltik. A TG2 nyitott allapotban vald stabilizalaséhoz 15 pM NC9
modulatorral kezeltiik el a sejteket a sejt extraktum készitését megel6z6 24 6raval. A TG2 zért
konformécios allapotdnak megdrzése érdekében 1 mM GTPyS inhibitort adtunk a sejt

extraktumhoz, mivel a GTPyS nem penetral az ¢l6 sejtekbe az NC9 modulatortdl eltérden.
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3.1.12. Ortogonalis szerves fazis szeparacio

A RNS-kot6 fehérjéket ortogonalis szerves fazis szeparacioval (OOPS) izolaltuk. Az RNS-

fehérje komplexeket a sejtekben 400 mJ/cm?

keresztkotottik GS Gene Linker UV Chamber késziilékkel. Ezt kovetden a sejteket TRI

UV fény alkalmazéasaval kovalensen

reagenssel lizaltuk, majd végrehajtottuk a fazis szeparacidét 1:5 aranyban hozzdadott
kloroformmal. A felsé és az also fazis kozotti interfazist haromszor mostuk (eldszor TRI
reagenssel, majd kloroform hozzéadéaséaval Gjra elvélasztottuk a fazisokat haromszor ismételve).
Az interfazist, ami tartalmazta az UV fény altal keresztkotott RNS-fehérje komplexeket
metanollal (9:1) precipitaltuk, majd szonikaltuk, €¢s 5 pg RNaz A reagenssel kezeltik. A
felszabaditott RNS-koto fehérjéket tjabb TRI reagenssel szeparaltuk, majd kloroform kezelést
hasznaltunk. A tovéabbiakban a szerves, also fazist hasznaltuk, és metanollal precipitaltuk.
Western blot esetén a mintdkhoz 6x denatural6 puffert adtunk, ami 50 mM ditiotreitollal (DTT)

volt kiegészitve. A mintak fehérjetartalmat tomegspektrometridval is azonositottuk.

3.1.13. Magneses RNS-fehérje pull-down kisérlet

Az RNS-fehérje interakciok kimutatasahoz Pierce RNA 3’ Desthiobiotinylation Kit-et és Pierce
Magnetic RNA-Protein Pull-Down Kit-et hasznaltunk. A 43-mer RNS molekulat (Kit tartozék),
illetve a HUVEC-bdI izolalt total RNS 3’ végét desthiobiotinilaltuk a Kit segitségével, majd a
jelolt RNS mintdkat streptavidin magneses gyongyok szuszpenzidjara kotottik. Az
immobilizalt RNS-t tartalmazé magneses gyongyokhoz adtuk a human (His)s-jelolt
rekombinans TG2 fehérjét. Mosas utan az RNS-kotott fehérjéket eludltuk 6x Denaturald puffer
segitségével, majd 10% SDS poliakrilamid gélelektroforézis és Western blot segitségével
analizaltuk.

A TG2 RNS kotésének konformacio fliggését vizsgalni a rekombinans fehérjét eldinkubaltuk
0,1 mM NC9 modulétorral a nyitott konformacid stabilizdlasdhoz 5 mM CacCl; jelenlétében. A
zart konformaciohoz 0,5 mM GTPyS inhibitor jelenlétében inkubaltuk a jelolt RNS-t kotott

magneses gyongyot.

3.1.14. TG2 transzamidaz aktivitasanak mérése

A modszer a danzil-kadaverin beépiilését vizsgalja az N, N’-dimetilezett kazeinbe a TG2
fehérje altal. A reakcioelegy tartalmazott 0,2 mM danzil-kadaverint, 2 mg/ml N, N’-dimetilezett
kazeint, 3 mM DTT-t és 10 mM CaCl; oldatot. Az aktivitasmérést a TG2 fehérje hozzdadéasaval
inditottuk, aminek koncentracidja 200 nM volt 100 pl reakcidelegyben. Az aktivitast a novekvo

fluoreszcencia intenzitds kozel linearis szakasza alapjan szdmitottuk ki (Ex/Em: 360/530 nm).

13



3.1.15. TG2 izopeptidaz aktivitasanak fluoreszcens mérése

A TG2 izopeptidaz aktivitdsdnak meghatdrozasdhoz Zedira A102 fluoreszcens szubsztratot
hasznaltunk. A modszer lényege, hogy a transzglutaminazok képesek hasitani az izopeptid
kotést a szintetizalt szubsztratokban, mikdzben egy quencher molekula (2,4-dinitrofenil)
szabadul fel, a fluoreszcencia intenzitas novekedését eredményezve. A reakciot a TG2 fehérje
hozzdadasaval inditottuk, aminek koncentracidja 150 nM volt a 200 pl teljes reakcioelegyben.

A mérést BIOTEK Synergy 4 késziilékkel végeztiik (Ex/Em: 318/413 nm).

3.1.16. RNS-fehérje interakcio detektalasa bioréteg interferometriaval

A modszer egy optikai technika, ami a molekuldk kozotti interakcidk kinetikajat és erdsségét
képes vizsgalni valos idoben. A méréshez Blitz késziiléket és a gyartd altal ajanlott
sztreptavidin bioszenzort hasznaltuk, aminek mintatartdjat kotdpufferrel toltottiik fel, amiben
10 pg/ml biotinilalt 43-mer RNS molekula volt. A tisztitott, rekombindns TG2 fehérjét ezt
kovetden vittiik fel a cseppmintatartoba. A tobbi 1épéshez csémintatartdt hasznaltunk. A két
kiilonb6z6 mintatartd kdzotti valtas egy elcstiszast okozott a gérbében a kisérleti 1épések kozott.
Lépéskorrekcidt alkalmaztunk azért, hogy kikiisz6boljiik ezeket az eltolédasokat a késObbi
kisérleti 1épések kozott. A molekulak kozotti kotések disszociacios konstansanak (Kp)

meghatarozasdhoz a BLItz Pro 1.2.1.5. szoftvert hasznaltuk.

3.1.17. LC-MS/MS analizis

Az RNS-kot6 fehérjék azonositasdhoz az ortogonalis fazis szeparaciot kdvetden, illetve a TG2
interaktom azonositasahoz a mintdkat 5 %-os gyijtd és 10 %-os szeparald gélt tartalmazo
poliakrilamid gélbe futtatuk, amig éppen beérkeznek a szeparalo gélbe, majd Coomassie festést
kovetden a még nem szepardlt fehérje savokat kivagtuk, a festéket kimostuk és
tomegspektrometrias analizisre kiildtiik a Debreceni Egyetem, AOK, Biokémiai és Molekularis
Biologiai Intézet Proteomika Szolgéltatd Laboratoriumaba. Az eredményeket a Scaffold 5.0
programba (Proteome Software) t6lthetd modon kaptuk meg.

A TG2 interaktom vizsgalata sordn a Scaffold szoftverben 1,0%-os FDR értéket, mig a
potencialis RNS-kot6 fehérjék (RBP) azonositasa esetében a fehérjék elvesztésének elkeriilése
érdekében nem FDR sziirési méodot alkalmaztunk. Fehérjénként egy egyedi peptid kritériumot
allitottunk be minden esetben, illetve minden peptid MS/MS spektrumanak valodisagat
legalabb négy egymast kovetd b vagy y fragmentek jelenlétével igazoltuk (azaz ezen kritérium

alapjan fogadtuk el a fehérjét valos talalatnak).
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3.1.18. Bioinformatikai analizis

Az azonositott TG2-asszocialt fehérjék analizisét PANTHER 19.0 és STRING v12
adatbazisokkal elemeztiik. A legjobban dusulé6 GO Molekuléris funkcidkat az FDR (false
discovery rate) érték alapjan rendeztiik és az eredményeket GrapPad Prism 8.0.1 szoftverrel
jelenitettiik meg.

Az altalunk HUVEC sejtekben azonositott RNS-kotd fehérjéket megvizsgaltuk az RBP2GO
adatbazissal, és 20 jonnan azonositott RNS-kotd fehérjét talaltunk, amiket STRING adatbézis
segitségével analizaltunk, majd a legjobban dasulé GO Biolodgiai funkcidokat az FDR (false
discovery rate) érték alapjan listdztuk. A hasznalt 43-mer RNS masodlagos szerkezetét az
RNAstructure v6.4 szoftver hasznalatdval prediktaltuk. A TG2 potencialis RNS-kotod
képességét a catRAPID online elérhetd szoftverrel becsiiltiik meg. A TG2 vizualis abrazolasat

a Visual Molecular Dynamics Software (VMD) segitségével készitettiik.
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4. Eredmények és megbeszélés

4.1. TG2 interaktom vizsgalata

A Kkisérletekhez hasznalt immortalizalt huméan ko6ldokzsinér véna eredetli endotélsejtek
(HUVEC) megorizték a morfologiai sajatossagaikat ¢és a primer sejtekhez hasonloan jelentds
mennyiségben expresszaljdk a TG2 fehérjét. A kisérletek megkezdése elétt mRNS
szekvenalassal is ellendriztiink, hogy az immortalizalt sejtvonal megoérizte a klasszikus

endotélialis markerfehérjék expressziojat.

4.1.1. A TG2 interakcios partnereinek azonositaisa HUVEC sejtkivonatbdl biotinilalt,
human rekombinans TG2 fehérje segitségével

Els6ként egy mar ismert, hagyomanyosnak mondhatd technikat, biotin-neutravidin agardz
alapu affinitas kromatografiat alkalmaztunk. A TG2 fehérje véletlenszerli biotinilacidjanak és
az interaktomra gyakorolt kiszdmithatalan szterikus hatdsainak a megel6zése érdekében egy
biotin-akceptor peptidet (BAP) klonoztunk a rekombinans TG2 fehérjét kodold vektor N-
Capacity Neutravidin agardz gyongyhoz kotottiik, majd a szabad kotohelyek biotinnal térténd
blokkoldsa utan hozzaadtuk a HUVEC sejtkivonatot, amibdl kikotddtek a TG2 interakcios
partnerei. A partnerfehérjéket ezutan elualtuk, €s a potencialis interakcids partnereket LC-
MS/MS analizissel azonositottuk.

A kontroll (aspecifikusan kot6dd fehérjék) levondsa utdn 170 TG2-asszocidlt fehérjét
azonositottunk. Ezek kozott volt mar korabban azonositott TG2 interakcids partner, ami
alatdmasztja modszeriink megbizhatosagat. A talalatok STRING bioinformatikai analizise
alapjan a leginkabb dusulo GO Sejtkompartmentumok a Fokalis adhézio, az Extracellularis
exoszoma, a Vezikula, a Membranfeliilet és az Extracellularis tér voltak, melyek alatamasztjak
a TG2 jelenlétét az exoszomalis vezikulakban, igy tdmogatva a TG2 externalizacid egyik
potencialis mechanizmusat HUVEC sejtekbdl. Az N-BAP-biotin rthTG2-asszocialt fehérjek
elemzésekor a legjobban disulé GO Molekularis funkciok kozott szerepel a Kadherin kétodeés
¢és a Sejtadhézios molekula kétés, amelyek a TG2 sejtadhézidban és migracidban betdltott
szerepét erdsitik. Az RNS-kotés megjelenése, mint GO Molekularis funkcio, azonban egy 1j

megfigyelés a TG2 interakcios partnerek kontextusaban.
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4.1.2. A Tet-indukalhaté, endogén TG2-csendesitett és 3xFlag-jelolt transzgén TG2
fehérjét expresszalo HUVEC sejtvonal fejlesztése és karakterizalasa

A baktériumokban expresszalt, rekombindns fehérjével végzett affinitds kromatografia
hatranyait kikiiszobolni, illetve a TG2 fehérje HUVEC sejtekben valé magas expressziojanak
elonyeit kihasznalni ugy dontéttiink, hogy egy j modellrendszert fejlesztiink ki a TG2-
asszocialt fehérjék azonositdsara. Ehhez a munkam soran kialakitott HUVEC sejtvonalat (TG2-
KD+3F-TG2) alkalmaztuk, melyben a TG2 fehérjén talalhaté Flag-cimke segitette a TG2
fehérjét tartalmazo, nativ koriilmények kozott kialakulo fehérjekomplexek izolalasat €s késobbi
kimutatasat. E16 sejtekben a funkcionélis fehérjekomplexek kialakuldsa egy szabalyozott,
chaperonok altal segitett folyamat. Az Osszeszereld chaperonok, az dtmeneti ko-transzlacios
interakciok ¢és az azt kovetd konformaciés valtozasok konnyitik a fehérjekomplexek
kialakuldsat és az azokat alkotd egyes fehérjék beépiilését meghatarozott sorrendben. Az
Osszeszereld chaperonokkal vald interakcid segiti a sziikséges konformacids valtozasok
kialakulasat, ami nélkiilozhetetlen lehet mas fehérjékhez vald kotodéshez.

Elészor, az endogén TG2 expressziot lentivirdlis transzdukcioval csendesitettik az
immortalizalt HUVEC sejtvonalba a Tet-On puro shTG2 vektor bejuttatdsaval. Harom hetes
doxiciklin-indukci6 utan a puromicin-szelekcioval kivalasztott TG2-knockdown HUVEC
sejtvonalban (HUVEC TG2-KD) a TG2 szint csokkenését mind RNS, mind fehérje szinten
megerdsitettiik. Ezutan a 3F-TG2 fehérjét kodolod szekvenciat tartalmazo Tet-indukalhatod
vektort egy masodik lentiviralis géntranszfer utjan juttattuk be a TG2-KD HUVEC sejtvonalba
(HUVEC TG2-KD+3F-TG2). A szelekcid, majd harom hetes doxiciklin-indukci6 utan az RT-
gPCR eredmények ¢€s a Western blotok kimutattdk, hogy a transzgén 3F-TG2 bejuttatisa
helyreallitotta a TG2 szintjét mind RNS, mind fehérje szinten a létrehozott HUVEC TG2-
KD+3F-TG2 sejtvonalban. A kisérleteinkben a tobbi transzglutamindz csaladtag expresszios

szintjeit a csendesités s a transzgén TG2 expresszidja nem befolyasolta.

4.1.3. Sejtvonalak funkcionalis jellemzése letapadasi teszttel és apoptotikus sejtek
aranyanak meghatarozasaval

A kifejlesztett sejtvonalak letapadasi képességét vizsgaltuk fibronektinnel fedett feliileten. A
TG2-KD HUVEC sejtek alacsonyabb sejtadhézios tulajdonsdgokat mutattak. A 3F-TG2
bejuttatdsa nem tudta kompenzalni a megfigyelt csokkenést a sejtadhézios folyamatokban, ami

talan a fehérje viszonylag nagy, hidrofob 3xFlag jelolésének kdszonhetd.
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Vizsgaltuk az apoptotikus sejtek aranyat, ami a TG2-KD HUVEC sejtekben magasabb volt,
mint a kontroll és a 3F-TG2-kompenzalt sejtvonalakban, ami arra utal, hogy a transzgén TG2

kompenzalhatja az endogén TG2 csendesités hatasat.

4.14. A HUVEC sejtekben o0sszeszerelodd 3F-TG2-asszocialt fehérjekomplexek
azonositasa

Anti-FLAG M2 agar6z gyongy alkalmazéasaval izolaltuk a TG2-t tartalmazé
fehérjekomplexeket a 3xFlag-jelolés segitségével a HUVEC TG2-KD+3F-TG2 sejtkivonatot
hasznalva. LC-MS/MS elemzést kovetden a kontroll fehérjéket (aspecifikusan kotddo fehérjek)
ez esetben is levontuk az anti-FLAG M2 agar6z gyodngy segitségével azonositott taldlati
listabol. A kontroll kivonéasa utan 356 TG2-asszocialt fehérjét azonositottunk, amelyek koziil
86-ot mind a Neutravidin agardzzal végrehajtott affinitds kromatografiaval, mind pedig az anti-
FLAG M2 agaréz gyonggyel is azonositottunk. Osszesen 114 fehérje volt kimutathatd
minimum 6t egyedi peptiddel, amik a leggyakrabban el6forduld interakcids partnereknek

tekinthetOk.

4.1.5. A 3F-TG2 fehérjéhez kapcsolodo fehérjék molekularis funkcioi és lokalizaciojuk a
sejtben

Meglepd modon a legjobban diusulo GO Molekularis funkcio mind a teljes lista, mind a
minimum 5 egyedi peptiddel detektalt interakcios fehérjék esetében az RNS-kotés volt.

A 3F-TQG2 fehérjéhez asszocialt fehérjetalalatokbdl nyert adatok szintén alatamasztjak a TG2
részvételét a HUVEC sejtek vezikularis transzportjaban. A  leggazdagabb GO
Sejtkompartmentumok az Extracellularis exoszoma, a Vezikula és az Extracellularis tér voltak,
amik arra utalnak, hogy a TG2 valodsziniileg a HUVEC sejtekbdl vezikularis transzporttal

szekretalodik, és befolyasolhatja a vezikuldk mennyiségét és Osszetételét is.

4.1.6. A konformacios valtozas hatasa a 3F-TG2 fehérjéhez asszocialt
fehérjekomplexekben

A TG2 konformécids valtozasanak interakcios partnereire gyakorolt hatdsat vizsgalni
modulatoros kezeléseket alkalmaztunk a koimmunoprecipitacié eldtt vagy alatt, anti-Flag M2
stabilizaltuk, mig a zart konformacidét GTPyS-sel torténd inkubalassal idéztiik el a sejtek lizise
¢s a koimmunoprecipitacié alatt, mivel a nukleotidok nem képesek behatolni a sejtekbe.

NC9 vagy GTPyS jelenlétében a kontroll levonasa utan 294, illetve 160 fehérjét azonositottunk,
ami jelezte szdmunkra, hogy a modulatorok stabilizaljak, és limitaljak a kialakulé konformacios
formak szdmat.
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A fehérje taldlatok nagy részét mindharom kisérleti beallitdsban (kezeletlen, NC9 kezelt,
GTPyS kezelt mintdk) detektaltuk, ami arra utal, hogy az interakcidos feliiletek tobbsége
fiiggetlen a nyitott vagy zart konformaciotol. Ezek kozott a fehérjék kozott taldlunk nagy
szamban a transzlacidban részt vevo fehérjéket (ribonukleoproteinek, transzlacids faktorok), a
citoszkeleton ¢és a fokalis adhézids komplex komponenseit, valamint az anyagcsere ¢€s a
jelatviteli folyamatokhoz kapcsolodd fehérjéket is. A kezeletlen, és az NC9-kezelt TG2
fehérjéhez is kotddd taldlatok kozott szamos membran transzporttal kapcsolatos talalatot
azonositottunk legjobban dusulo GO Molekularis funkcio kategoridban. A Kadherin kotodes,
RNS-kotodes kevésbé dusulo GO Molekularis funkciok voltak. Ez az eredmény felveti annak
lehetdségét, hogy a nyitott, illetve transzglutaminaz aktivitassal rendelkez6 TG2 fehérje
kozvetleniil befolyasolhatja a membran transzport folyamatokat €s hatdssal lehet ezen
transzporter molekulékra.

A konformaciofiiggd TG2 interaktomban megfigyelt kiilonbségek megerdsitése érdekében
elvégeztiik az adatelemzést a PANTHER rendszer segitségével is. A GTPyS kezelés utan
valtozast tapasztaltunk a GO-Slim Molekuléris funkcidok ardnydban. A zart konformacio
stabilizalodasa csokkentette a Transzporter aktivitds kategéridhoz kapcsolodd interakcids
fehérjék aranyat a kezeletlen és NC9-kezelt mintakhoz képest, tehat a nyitott konformaciod
biztosithatja a kiilonb6z6 membran transzporterekkel valo interakciot.

A kezeletlen TG2 fehérjével kolcsonhatasba 1€p6 partnerek nagy szdma (93 talélat) arra utal,
hogy alapesetben a fehérje rugalmas, ami segiti a dinamikus szerkezeti mozgésokat, szerepet
jatszva a kiilonféle kolcsonhatasok kialakulasaban. Ezek kozott a fehérjék kozott a legjobban
dasuldé GO Molekularis funkciok az RNS-kotddéshez, a szerkezeti, sejt-sejt és sejt-
extracellularis matrix molekuldkhoz k6t6do fehérjékhez kapcsolddnak.

Az RNS-kotd fehérjék szamanak dusulasa a TG2-asszocialt fehérjék kozott arra utal, hogy a
TG2 eddig nem ismert modon szerepet jatszhat a poszttranszkripcids szabalyozasban, RNS-

koto fehérjek komplexeinek kialakitasaval

4.2. A TG2 RNS-koto képességének megerositése

A TG2 interaktom vizsgalata soran a TG2-asszocialt fehérjék STRING analizisét kdvetden tobb
esetben is GO Molekularis funkcié kategoriaban az RNS-kotés funkcid dasult a legjobban.
Mivel a TG2 0sszefiiggésbe hozhatd a génexpresszid zavaraival, felmeriilt, hogy esetleg képes

lehet maga is az RNS-kotésre.
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Annak érdekében, hogy kideritsiik, vajon a TG2 képes-e RNS-kotésre, legegyszeriibb megoldas
volt a HUVEC RNS-kot6 fehérjéinek izoladlasa és abban a TG2 kimutatasa. Az izoldlashoz
ortogonalis szerves fazis szeparacios (OOPS) modszert alkalmaztunk.

Az RBP-k izolalasdhoz az RNS-fehérje komplexeket UV-fény segitségével keresztkotottiik,
kimostuk a nem keresztkotott fehérjéket és nukleinsav molekulakat, majd RNS-degradald
kezeléseket (szonikalas, denaturdlas, RNaz A emésztés) alkalmaztunk. Végiil Western blot
segitségével kimutattuk a TG2 jelenlétét az izolalt RNS-ko6td fehérjék kozott.

A HUVEC sejtekbdl izolalt RBP-k azonositasdhoz a mintakat LC-MS/MS analizisre is
elkiildtiik. Osszesen 413 RNS-k&té fehérjét detektaltunk, melyek koziil a TG2 fehérje a 25.
leggyakoribb talalat volt a detektalt egyedi peptidek szama alapjan.

A kordbban koimmunprecipitacids technikékkal azonositott TG2-asszocialt fehérjék (356), és
az RNS-kotd fehérjek (413) kozott 150 fehérje atfed, ami alatdmasztja, hogy a TG2 fehérje,
mint ,allvanyoz6”, vagy szabalyozo fehérje részt vehet az RNS-fehérje komplexek
Osszeszerelddésében.

Az azonositott HUVEC RBP-t ellendriztik az RBP2GO adatbazisban, ahol a
transzglutaminazok megtalalhatoak az RNS-fehérje komplexekben. Az dsszehasonlitas alapjan
a taldlataink kozott 20, eddig nem leirt endotél RBP-t azonositottunk, melyek STRING-
elemzése alapjan 0sszekapcsolhatok olyan endotelidlis funkciokkal, mint az angiogenezis, a
tubusképzddés, a vérereket felépitd endotelidlis sejtek véandorldsanak szabalyozésa és a

szovetfejlédés, alatdmasztva eredményeink relevancidjat.

4.2.1. A HUVEC sejtbdl szarmazo RNS-ek és egy szintetikus 43-mer RNS kotédnek a
TG2 fehérjéhez

Annak érdekében, hogy megtudjuk, van-e olyan RNS a HUVEC sejtekben, amely kotddik a
TG2 fehérjéhez, a HUVEC sejtekbdl izolalt teljes RNS frakcidt hasznaltuk ,,csaliként” a
magneses RNS-fehérje pull-down kisérletben. Eldszor a HUVEC total RNS preparatum 3'-
terminalis végét destiobiotinnal konjugélt citidinnel jeloltik ¢és ezt immobilizaltuk a
streptavidin  mégneses gyongyon (Pierce RNA 3'-End Desthiobiotinylation Kit). A
rekombinans TG2 fehérje megko6tddott az RNS fedett magneses gyongyon, és Western blottal
detektalhato jelet adott. A gyarto altal, a jelolési reakcio egyik pozitiv kontrolljaként biztositott
43-mer RNS-molekula, szintén kdlcsonhatasba 1épett a rekombinans TG2 fehérjével, mig
immobilizalt RNS hidnyadban nem észleltiink nem specifikus fehérjekotddést a magneses

gyongyokhoz.
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A késobbi kisérletekben ezt a 43-mer RNS-t megszintetizaltatva, 3'-végén biotinnal jeldlt
formaban hasznaltuk, és ,,csaliként” alkalmaztuk az endogén TG2 megkotésére a HUVEC
fehérje extraktumbodl. Az endogén TG2, amely primer és immortalizalt HUVEC sejtekben
egyarant jelen van koti az alkalmazott 43-mer RNS-molekulat, tehat a TG2-RNS komplexek
HUVEC sejtekben jelen vannak. A 43-mer RNS masodlagos szerkezete tartalmaz egy AU-
gazdag elemhez (ARE) hasonl6 hurkot és egy mésik, kiemelkeddbb hurkot, amelyek potencialis
szerkezeti elemeket biztositanak az RBP-vel valé kdlcsonhatashoz.

Az RNS fehérjéhez vald kotodésének egyik biologiai jelentdsége lehet a riboregulacid, amikor
az RNS kotddése szabalyozza a fehérje biologiai aktivitasat és funkciéit. gy a TG2 fehérjéhez
kotodott RNS molekula atjarast, kapcsolatot biztosithat a TG2 kiilonféle aktivitasai kozott.

4.2.2. A rekombinans TG2 RNS-koto tulajdonsaganak jellemzése

A TGQG2 és az RNS kozotti kolesonhatas jellemzése érdekében kompeticios kisérletet végeztiink.
Az RNS-fehérje pull-down mérésben rekombinans TG2 fehérjét inkubaltunk szabad, jeloletlen
43-mer RNS, és magneses gyongyre immobilizalt, jelolt 43-mer RNS molekula jelenlétében. A
mennyisége csokkent. Ez szintén arra utal, hogy az immobilizalt ribonukleinsav felelés a TG2
kotédéseéért a gyongyhoz.

A TG2 RNS- ¢és GTP/GDP vagy ATP/ADP nukleotid kotohelyek kozotti atfedés
meghatdrozasa, valamint a nukleinsav szekvencia- és szerkezet kdvetelményeinek vizsgalata
érdekében egylancti poli(dG) ¢és poli(dA) homo-oligomer dezoxiribonukleinsavakat
hasznaltunk a pull-down kisérletekben. A poli(dA) esetében nem detektaltunk kdlcsonhatast,
mig a poli(dG) kdlcsonhatasba 1épett a TG2-vel. Elvégezve a kisérletet szabad 43-mer RNS ¢és
immobilizalt poli(dG) molekuladval versengést tapasztaltunk a két molekula kozott, ami
csokkentette a TG2 poli(dG) molekuldhoz val6 kotddését. Ezek az eredmények arra mutatnak,
hogy a guanin bazis kotddési helye a TG2 fehérjében részt vehet az RNS-TG2 kozotti
kolesonhatas kialakulasaban.

Annak vizsgélatara, hogy a TG2 konformacioja befolyasolja-e az RNS-hez valé kotddését vagy
sem, Ujabb RNS-fehérje méagneses pull-down kisérleteket végeztiink vagy immobilizalt 43-mer
RNS-sel, vagy poli(dG)-vel, vagy HUVEC sejtekbdl izolalt teljes RNS-sel GTPyS jelenlétében,
valamint NC9 inhibitor kezelés mellett. A GTPyS zart konformacioban, mig az NC9 nyitott
szerkezetben stabilizalja a TG2-t. Az eredmények alapjan a GTPyS megakadalyozta a TG2 és

a nukleinsavak kdlcsonhatasat, mig az NC9 kezelés nem befolyéasolta az RNS-kotddést. Ez arra
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crer

formdjaban el van fedve.

4.2.3. Az RNS-TG?2 interakcio megerdsitése bioréteg interferometriaval

A bioréteg interferometria egy optikai technika, amely a molekularis interakciok valos ideji
kimutatdsara szolgal. A kolcsonhatas erdsségére az immobilizalds és komplexképzddés soran
az ¢érzékeld feliiletén bekovetkezd visszaverddés valtozasa alapjan kovetkeztetiink.
Méréseinkhez a Blitz miiszert hasznaltuk, amely egyszerre csak egy mintat tud mérni.

nélkiili, expresszids vég lehasitott TG2 fehérjét alkalmaztunk 2,5-200 pg/ml tartoméanyban,
miutan a sztreptavidin bioszenzorokat azonos mennyiségli biotinilalt 43-mer RNS-sel fedtiik.
A BLItz Pro 1.2.1.5 szoftverrel szamitott Kp érték 88 nM volt, 1:1 kotodési modellt alkalmazva.
Amikor a poli(dG) molekulat immobilizaltuk az érzékeld feliiletén, a kotési gorbék és a Kp
értékek hasonloak voltak a 43-mer RNS alkalmazasaval kapott értékekhez. A bioréteg
interferometria is megerdsitette a Western blottal kapott eredménylinket, miszerint nincs
kolesonhatés a poli(dA) és a TG2 fehérje kozott.

Egy tanulményban 6sszehasonlitottak tobb fehérje RNS kotési affinitasait, €s viszonylag széles
kotédeési tartomanyt azonositottak. Példaul a vas-szabalyozo fehérje 1 és a ferritin H IRE RNS
kozott a KD 45 pM, mig a nuklearis RNS-export faktor 1 fehérje és a CTE RNS kozott a KD
90 nM. A kisérleteinkben a TG2 és egy biologiailag irrelevans RNS-molekula k6z6tt nanomal
tartomanyban 1évd KD értéket hataroztuk meg, ami feltételezhetben még nagyobb is lehet, ha

természetes sejtekben vizsgaljuk az interakciot.

4.2.4. A 43-mer RNS hatasa a transzglutaminaz aktivitasra

Bar az RBP-k kotddésiik vagy felszabadulasuk soran modulédlhatjdk az RNS sorsat é€s
funkciojat, az interakcid hatassal lehet az RNS-kotdé fehérje bioldgiai aktivitasara is.
Megvizsgaltuk a TG2 fehérjéhez kotddd 43-mer RNS potencialis hatasat két kiilonbozé tipust
transzglutamindz aktivitdsara. Az RNS-kotddés még magas RNS-koncentraciok esetén sem
befolyésolta sem a transzamiddz, sem az izopeptiddz aktivitasat a TG2 fehérjének. Azonban
nem zarhato ki a TG2 in vivo riboregulacidja azesetben, ha a sejtekben, természetes
kornyezetben megtaldlhatd RNS-ek, és szubsztratok vannak jelen. Az RNS kotddése felelhet a
TG2 finom szabalyozasaért, befolyasolva annak Ca**-érzékenységét, GTP/GDP-ktddését és a
redukalo/oxidald hatdsokkal szembeni érzékenységét. Az RNS-kotdédés befolyasolhatja a

fehérjék lokalizaciojat, €s igy azok kolcsonhatésait a transzportfehérjékkel.
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4.2.5. A TG2 potencialis RNS-koto helyének in silico predikciéja és bizonyitasa
helyspecifikus mutagenezissel

In silico elemzéseket végeztink a TG2 felilletén talalhatd RNS-kotd hely azonositdsa
érdekében. A catRAPID algoritmus kiszamitja egy fehérje mekkora valdszintiséggel koti az
RNS-t. Az algoritmussal szamitott értékek alapjan a human TG2 szekvencia nem képes kotni
az RNS molekulat. A TG2 valosziniileg nem rendelkezik tipikus RNS-k6té doménekkel, ahogy
nukleotid- és kalcium-kotd helyei sem kanonikusak, azonban rendezetlen régioi (IDR-ek)
gyakran kombinalodnak RNS-k6td motivumokkal, és ezaltal akar részt vehetnek az RNS-
kotésében is.

A VMD vizualizacios szoftver segitségével elemeztilk a TG2 szerkezetét a potencialis RNS-
koté helyek, motivumok szemszogébdl. Eloszor a pozitiv toltésti aminosavakat tartalmazé
szakaszokat (hasonléan az ismert RNS-k6t6 motivumokhoz) valasztottuk ki. Mivel az
eredményeink alapjan a poli(dG) is képes kotddni a TG2 fehérjéhez, az is felmeriilt, hogy a
nukleotid kotd aminosavak is szerepet jatszhatnak az RNS-kotésben. Az ismert GTP-kotod
oldallancok a nyitott forméaban valnak elérhet6vé, a zart formaban részben el vannak rejtve és
kozel vannak egymashoz (nem kotddhetnek RNS-hez), igy ezekben a régiokban talalhato
oldallancok akar funkcionalhatnak potencialis RNS-kotd helyként is €s résztvehetnek az RNS-
kotésben a kisérleteink alapjan. A katalitikus doménben taldlhatdo K173, F174, 1175, K176,
N177,1178,P179, N181 és Q186 GTP-koté aminosavoldallancok, a zart konformacidban nem
teljesen hozzaférhetdk, részben fedettek, igy szerepelhetnek RNS-k6td helyként. A szekvencia
analizis soran talaltunk a C-termindlison tobb bazikus aminosavat, melyek hasonlitanak tipikus
RNS-k6té motivumokra (H658, H662, K663, N667, 672K, K674 és K677), bar ezek a zart
konformécioban is feliileti pozicidban vannak. Ezek mellett talalhatd a szerkezetben néhany
RNS-kotésben gyakran részt vevo oldallancot tartalmazo IDR a katalitikus doménen és a C-
terminalison (R433, D434, E435, R436, E437, H441, K444, P446, E447, G448, S449, K598,
Q599, K600, R601 ¢és K602), melyek szintén mindkét konformécidban feliileti pozicidban
vannak, igy ezek is nagy valoszinliséggel kizarhatoak az RNS-kotésbol. Mindezek alapjan egy
C-terminalis domén trunkalt és a nukleotid helyen egyre tobb cserét tartalmazé nukleotid-kotd
mutans TG2 fehérjéket készitettiink.

Az RNS-fehérje magneses pull-down kisérlet kimutatta, hogy az utols6 C-terminalis domén
eltavolitdsa nem befolyasolta a trunkalt TG2 (1-584) fehérje és az RNS kolcsonhatasat, mig a
nukleotid-k&téhely mutansok esetében a pozitiv toltésii aminosavak eltavolitasaval (a !*KF!7
aminosavak !*EA!"*-re vagy a > KFIKN!7” aminosavak '’ EASED!”"-re t6rténd mutaciojaval)

a TG2 és az RNS egymashoz val6 kotddése lecsokkent. Ez arra utal, hogy ezek az oldallancok
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dontd szerepet jatszhatnak az RNS-kotés kialakitdsaban. A mutans TG2 fehérjék megmaradt
transzglutamindz aktivitasabizonyitja, hogy a mutaciok nem a fehérje nativ szerkezetének

megvaltoztatasadvaleredményezték az RNS-kotésben 1étrejovo csokkenést.

Osszességében eredményeink arra utalnak, hogy a TG2 fehérje rendelkezik egy korabban
ismeretlen tulajdonsaggal, képes RNS molekuldk kotésére konformacid-fiiggd modon. A TG2
RNS kotési affinitdsa relativ magas, ami még erdsebb lehet természetes ligandumokkal és
sejtkornyezetben. A TG2 fehérje RNS-kotd sajatossagainak pontosabb megismeréséhez és a
biologiai jelentdségének feltarasahoz a TG2 fehérje szerkezetének alaposabb tanulmanyozasa,
az RNS-kotohelyek feltérképezése, a valoban kotddd sejtekben jelenlévé RNS molekulak

azonositasa sziikséges, amely kisérletek a laboratéoriumunkban folyamatban vannak.
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5. Osszefoglalas

A transzglutaminaz enzimcsalad leginkabb tanulmanyozott tagja, a szoveti transzglutaminaz
(TG2), ami egy multifunkcionalis fehérje. Tobbféle enzimaktivitassal rendelkezik, illetve
szamos bioldgiai folyamatban (pl. jelatvitel, sejtek adhézioja, apoptdzis) szerepelhet. A TG2
pontosabb fiziologids szerepének megallapitasahoz a human, immortalizalt HUVEC sejtvonalat
alkalmaztuk, ami természetes koriilmények kdzott nagy mennyiségben expresszalja a vizsgalni
kivant fehérjét.

A TG2 interaktomot feltarni kétféle megkozelitést alkalmaztunk. Az egyikben egy
helyspecifikusan biotinilalt rekombinans TG2-t hasznaltunk Neutravidin agar6z gyongyhoz
immobilizalva, aminek segitségével a HUVEC sejtkivonatbol kifoghattuk a TG2 interakcios
partnereit. A masik modszerben olyan HUVEC sejtvonalat fejlesztettiink ki, amiben a TG2
fehérjét csendesitettiik, majd egy transzgén TG2 fehérjét expresszald vektor bevitelével
helyreallitottuk (TG2-KD+3F-TG2). A Flag-tag segitségével anti-FLAG M2 agar6z
gyongyhoz kotottiik a TG2-t a vele asszocialt fehéréjékkel egyiitt. LC-MS/MS analizist
kovetden a két modszerrel Osszesen 356 fehérjét sikeriilt azonositani, melyeket informatikai
adatbazis (STRING) segitségével elemeztiink. A detektalt egyedi peptidek szdma alapjan a
legjobban dusulé GO Molekularis funkcidk kozott volt a Sejtadhézio és az RNS-kotés. A TG2
szerepe a sejtadhézids folyamatokban mar bizonyitott, azonban RNS-fiiggd folyamatokban
valod részvételét még nem vizsgaltak.

A HUVEC sejtekben meghatarozni az RNS-kot6 fehérjéket OOPS technikat alkalmaztunk. LC-
MS/MS analizist kovetéen 413 RNS-kotd fehérjét sikeriilt azonositani a detektalt, egyedi
peptidek szdma alapjan, melyek kozott a TG2 fehérje is szerepelt. Az interaktom vizsgélat soran
azonositott fehérjékkel dsszehasonlitva, 150 db fehérjetalalat (42 %) volt mindkét esetben
detektalva, ami megerdsitette a TG2 fehérje szerepét az RNS-fehérje komplexek miikodésében.
A TG2 RNS-ko6t6 képességének bizonyitasara magneses pull-down modszert alkalmaztunk. Az
eredmények alapjan a TG2 fehérje képes kotddni az RNS molekulahoz, a TG2 nyitott
konformacioban torténd stabilizaldsakor. Valosziniileg zart konformécios allapotban az RNS-
kot felszinek rejtve vannak a TG2 szerkezetében. Bioréteg interferometrias kisérletben
meghataroztuk a TG2-RNS kotés affinitasat, ami 88 nM volt. Ez az érték sejtes kornyezetben
valoszinlileg még magasabb is lehet bioldgiailag relevans RNS molekulékkal.

A TG2 fehérje RNS-koté sajatossagainak pontosabb megismeréséhez a TG2 fehérje
szerkezetének alaposabb tanulmdnyozadsa, az RNS-kotShelyek feltérképezése, bioldgiailag

relevans RNS célpontok azonositasa sziikséges.
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6. Uj tudomanyos eredmények

1. Uj immortalizalt HUVEC sejtvonalat alakitottunk ki lentiviralis géntranszfer segitségével,
melyben indukélhaté modon az endogén TG2 expressziot csendesitettiik, és 3xFlag jelolt
transzgén TG2 fehérjére cseréltiik. Bizonyitottuk, hogy a sejtvonal az adhézids sajatsagok
kivételével megbizhatéan alkalmazhaté a TG2 celluldris funkcidinak vizsgalatéra.

2. A fejlesztett HUVEC sejtvonalbol 495 db eddig nem ismert TG2-asszocialt fehérjét
azonositottunk kétféle modszertani megkozelités alkalmazasaval. A TG2 interaktom STRING
analizise alapjan a TG2 a HUVEC sejtekben is szerepet jatszhat a Szerkezeti molekula aktivitas,
a Kadherin kotés, a Sejtadhézios molekula kétés, és a Vezikularis transzport folyamataban.

3. Feltartuk, hogy a TG2-asszocialt fehérjék leginkdbb dusuldo GO Molekularis funkcioja az
RNS-kétés, ami arra utal, hogy a TG2 befolyéasolhatja az RNS-fliggd folyamatokat.

4. Kimutattuk, hogy inhibitorok alkalmazésa, valosziniileg a TG2 konforméacios allapotok
limitalasan keresztiil, csokkentik a potencialis interakciés partnerek szamat. GTPyS
jelenlétében, ami a zart TG2 format stabilizdlja, az interakcios partnerek szama nagyobb
mértékil csokkenést mutatott, mint a nyitott format stabilizalé6 NC9 mellett.

5. Az NC9 inhibitor esetén jelentdsen megemelkedett a transzportfolyamatokban résztvevd
fehérje kozvetleniil hatassal lehet ezen transzporterekre ¢€s befolyasolhatja a membran
transzportfolyamatokat.

6. Meghataroztuk az immortalizdlt HUVEC sejtekben az RNS-koté fehérjéket OOPS
modszerrel. Az eredmény alapjan maga a TG2 is rendelkezik RNS-k6t6 sajatsaggal.

7. A TG2 RNS-kotd tulajdonsagat RNS-fehérje pull-down és bioréteg interferometriaval is
megerdsitettiik.

8. Az RNS-kotd képesség karakterizalasaval felismertiik, hogy a nyilt konforméacio6 képes kotni
az RNS molekulédkat, és valoszinlileg az RNS szekvenciaja és szerkezete is befolyasolhatja a
kotodést.

9. Modellezés és mutagenezis tanulmany segitségével bizonyitottuk, hogy a katalitikus domén
GTP-koto helye jelentdsen befolydsolja a TG2 RNS-kotd képességét. Valosziniileg a két
kotdhely kozott atfedés van.

10. A HUVEC RNS-ko6t6 fehérjéi és a TG2-asszocialt fehérjék kozotti nagy mérteki atfedés

alapjan a TG2 kozponti szerepld lehet az RNS-metabolizmus szabalyozasaban.
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