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 ΙΝΤΡΟ∆ΥΧΤΙΟΝ 

 

Τρανσγλυταµινασεσ αρε Χα2+ δεπενδεντ αχψλτρανσφερασεσ τηατ χαταλψζε τηε φορµατιον οφ αµιδε 

βονδσ βετωεεν τηε γ−χαρβοξαµιδε γρουπσ οφ πεπτιδε−βουνδ γλυταµινε ρεσιδυεσ ανδ τηε πριµαρψ αµινο 

γρουπσ οφ διφφερεντ αµινεσ ινχλυδινγ τηε ε−αµινο γρουπσ οφ λψσινε σιδεχηαινσ ιν προτεινσ. Φορ 

υνδερστανδινγ τηε ΤΓασε−ρεαχτιον, τηε µοστ χριτιχαλ δατα αρε ρελατεδ το τηε Χα2+ αχτιϖατιον προχεσσεσ οφ 

τηεσε ενζψµεσ. Ωε ινϖεστιγατεδ ιν τηισ στυδψ τηε ΦΞΙΙΙ−Α2, ΤΓασε 2 ανδ ΤΓασε 3 (εαχη οφ ηυµαν 

οριγιν). 

Τωο φορµσ οφ ΦΞΙΙΙ εξιστ. Τηε πλασµα ενζψµε χονταινσ τωο Α ανδ τωο Β συβυνιτσ τογετηερ ιν 

α ηετεροτετραµερ, ωηιλε τηε χελλυλαρ ονε χονσιστσ οφ τωο ιδεντιχαλ Α συβυνιτσ. Πλασµα χοαγυλατιον φαχτορ 

ΞΙΙΙ ισ τηε λαστ ενζψµε ιν τηε βλοοδ χοαγυλατιον χασχαδε σταβιλιζινγ τηε φιβριν σοφτ χλοτ µακινγ ιτ 

υνσυσχεπτιβλε το φιβρινολψσισ βψ χροσσλινκινγ φιβριν ανδ/ορ α2−αντιπλασµιν (τηε ινηιβιτορ οφ πλασµιν) 

οντο τηε χλοτ. Τηε φυνχτιον οφ τηε χελλυλαρ ενζψµε ισ στιλλ οβσχυρε. Βψ Ξ−ραψ χρψσταλλογραπηψ, τηε 

στρυχτυρε οφ τηε χελλυλαρ ζψµογεν ηασ σολϖεδ ατ 2.1⊕ ρεσολυτιον. 43Χα ΝΜΡ ηασ ελυχιδατεδ τηατ τηε Β 

συβυνιτ δοεσ νοτ βινδ Χα2+. Ξ−ραψ στυδιεσ αλσο σηοωεδ τηατ εαχη Α συβυνιτ βινδσ ονε Χα2+ ωιτη ηιγη 

αφφινιτψ χαυσινγ ϖερψ σµαλλ χονφορµατιοναλ χηανγεσ, ωηιλε εθυιλιβριυµ διαλψσισ συγγεστεδ τωο τιγητλψ 

βουνδ Χα2+ ανδ υπ το σιξ µορε ωιτη σµαλλερ αφφινιτιεσ ον τηε ΦΞΙΙΙ−Α2Β2 τετραµερ ατ σλιγητλψ ηιγηερ 

Χα2+ χονχεντρατιονσ. Τηε οϖεραλλ Χα2+ αφφινιτψ οφ πλασµα ΦΞΙΙΙ ωασ δετερµινεδ το βε Κδ≅0.1 µΜ. Ιν 

πηψσιολογιχαλ χονδιτιονσ, βοτη πλασµα ανδ χελλυλαρ ΦΞΙΙΙ ρεθυιρε α προτεολψτιχ χλεαϖαγε (βψ τηροµβιν) 

βετωεεν Αργ37 ανδ Γλψ38 φορ τηειρ αχτιϖατιον. Ηοωεϖερ, ιν ϖιτρο, ιν τηε πρεσενχε οφ λοω Χα2+ ανδ ηιγη 

ινερτ σαλτ χονχεντρατιον τηε χελλυλαρ ΦΞΙΙΙ, ωηιλε ατ ηιγη Χα2+ ανδ λοω σαλτ χονχεντρατιον βοτη φορµσ οφ 

ΦΞΙΙΙ ασσυµε αχτιϖε χονφορµατιονσ ωιτηουτ ανψ προτεολψτιχ χλεαϖαγε. Τηερε ηαϖε βεεν νο δατα ον τηε 

Χα2+ βινδινγ προπερτιεσ οφ ΦΞΙΙΙσ υνδερ τηεσε χονδιτιονσ. Εαρλιερ, ιτ ισ ελυχιδατεδ τηατ σεϖεραλ διϖαλεντ 

ανδ τριϖαλεντ µεταλ ιονσ εξχεπτ Μγ2+ χαν βε βουνδ το πλασµα ΦΞΙΙΙ. 

Τηε ηυµαν τισσυε−τψπε τρανσγλυταµινασε (ΤΓασε 2) ηασ βεεν ιµπλιχατεδ ιν στιµυλυσ σεχρετιον 

χουπλινγ, ρεχεπτορ µεδιατεδ ενδοχψτοσισ, προγραµµεδ χελλ δεατη, εξτραχελλυλαρ µατριξ οργανιζατιον 

ανδ χελλ αδηεσιον, χελλ γροωτη ανδ προλιφερατιον ανδ τυµορ γροωτη. Τηε προτειν, ωηιχη ισ α µονοµερ 

µολεχυλε, χουλδ νοτ βε χρψσταλλιζεδ, ψετ. Ηοωεϖερ, βεχαυσε οφ ηοµολογψ το ΦΞΙΙΙ ιτ ισ ποσσιβλε το βυιλδ 

ιτσ ηοµολογψ µοδελ. Ρεχεντλψ, α 2.5⊕ ρεσολυτιον Ξ−ραψ στρυχτυρε (ρελατιϖελψ λοω ρεσολυτιον χοµπαρεδ 

το τηε αϖαιλαβλε ΦΞΙΙΙ στρυχτυρε τηε ρεσολυτιον οφ ωηιχη ισ 2.1⊕) οφ τηε Ρεδ Σεα Βρεαµ ΤΓασε 2 ισ 

πυβλισηεδ. Τηισ στρυχτυρε χονταινσ 666 αµινο αχιδσ φροµ τηε τοταλ οφ 695. Τηε σεθυενχε ιδεντιτψ οφ τηισ 

φιση ΤΓασε 2 το ιτσ ηυµαν αναλογυε ισ 43.6%.  

Τηε νυµβερ οφ Χα2+ βινδινγ το ονε µολεχυλε οφ ηυµαν ΤΓασε 2 ωασ εστιµατεδ το βε σιξ ιν 

ηιγη αφφινιτψ σιτεσ βψ εθυιλιβριυµ διαλψσισ ανδ αλλ βινδινγ σιτεσ ωερε προποσεδ το ηαϖε σιµιλαρ Χα2+ 

αφφινιτιεσ γιϖινγ α ηψπερβολιχ σατυρατιον χυρϖε ωιτη αν αππαρεντ αφφινιτψ χονσταντ οφ 90µΜ τιτρατεδ ατ 
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λοω Χα2+ χονχεντρατιονσ. Ατ ηιγηερ Χα2+ χονχεντρατιονσ, α �φαστ−µοϖινγ� (ον Σ∆Σ γελ) φορµ οφ ΤΓασε 

2 ωασ δετεχτεδ, ανδ τηε εξιστενχε οφ λοω αφφινιτψ Χα2+ βινδινγ σιτεσ ωασ προποσεδ ωιτηουτ γιϖινγ τηειρ 

νυµβερ, λοχαλιζατιον ανδ αφφινιτψ χονσταντσ.  

ΓΤΠ λοωερσ τηε Χα2+ αφφινιτψ ανδ τρανσαµιδασε αχτιϖιτψ οφ ηυµαν ΤΓασε 2 βινδινγ το τηε χορε 

δοµαιν οφ τηε µολεχυλε ατ τηε αµινο αχιδσ 159−173 ανδ χαυσινγ χονσιδεραβλε χονφορµατιοναλ χηανγεσ; 

ηοωεϖερ ιτ ηασ νοτ βεεν χλαριφιεδ ηοω µανψ ανδ ωηιχη Χα2+ βινδινγ σιτεσ αρε αφφεχτεδ. Χα2+ ανδ ΓΤΠ 

χαν αλσο ινφλυενχε τηε προτεολψτιχ ανδ φολδινγ βεηαϖιορ οφ τηε ενζψµε συγγεστινγ ανοτηερ λεϖελ οφ 

πηαρµαχολογιχαλ ρεγυλατιον ρελατεδ το τηε τωο αφφεχτορσ.  

Τηε µονοµερ ΤΓασε 3 ισ εσσεντιαλ ιν κερατινιζατιον παρτιχιπατινγ ιν τηε φορµατιον οφ τηε 

ινσολυβλε χορνιφιεδ ενϖελοπε ιν τηε δψινγ κερατινοχψτεσ. Τηερε ηαϖε βεεν νο στυδιεσ σο φαρ ρεγαρδινγ ιτσ 

Χα2+ βινδινγ προπερτιεσ. Ιτ ισ κνοων τηατ τηε αχτιϖιτψ οφ τηε ενζψµε ισ ρεταινεδ ιν α 50κ∆α παρτ αφτερ τηε 

λιµιτεδ προτεολψσισ νεχεσσαρψ φορ ιτσ αχτιϖατιον; ιτ ισ λικελψ τηατ τηισ φραγµεντ βινδσ Χα2+.  

Τηερε αρε σεϖεραλ προτεινσ στυδιεδ βψ 43Χα, 25Μγ ανδ οτηερ µεταλ ΝΜΡ υσινγ διφφερεντ 

τηεορετιχαλ ανδ τεχηνιχαλ αππροαχηεσ. Τηεσε µετηοδσ προϖιδε υνιθυε ανδ χοµπλετελψ ιον−σπεχιφιχ 

µεανσ οφ οβταινινγ βοτη θυαλιτατιϖε ανδ θυαντιτατιϖε ινφορµατιον αβουτ τηε µεταλ ιον βινδινγ προτεινσ.  

∆υρινγ τηε προδυχτιον οφ α ρεχοµβιναντ προτειν, ωε οφτεν φαχε το τηε προβλεµ οφ σολυβιλιτψ οφ 

τηε προδυχτ. Ιφ τηε αµουντ οφ τηε εξπρεσσεδ προτειν ιν τηε χψτοπλασµ ισ νοτ χονσιδεραβλε, ιτ ισ ϖερψ 

προβαβλε τηατ ιτ φορµσ σο−χαλλεδ ινχλυσιον βοδιεσ. Τηε δεϖελοπµεντ οφ τηε συχχεσσφυλ ρεφολδινγ 

τεχηνιθυε προϖιδεσ τηε ρεχοµβιναντ αχτιϖε προτειν ασ ωελλ ασ κινετιχ ανδ στρυχτυραλ δατα ρελατινγ το τηε 

φολδινγ προπερτιεσ οφ τηε µολεχυλε.  

 

 

ΟΒϑΕΧΤΙςΕΣ 

 

Τρανσγλυταµινασεσ ηαϖε σεϖεραλ πηψσιολογιχαλλψ ιµπορταντ φυνχτιονσ; τηερεφορε, δεταιλεδ 

στρυχτυραλ στυδιεσ αρε νεχεσσαρψ το χλαριφψ τηε ρελατεδ µολεχυλαρ µεχηανισµσ. Τηε ρεσυλτσ αβοϖε χλεαρλψ 

σηοω τηατ α νυµβερ οφ υνανσωερεδ θυεστιονσ εξιστ αβουτ τηε Χα2+ βινδινγ προπερτιεσ οφ ΤΓασεσ. 

Τηερεφορε, ωε ηαϖε δεχιδεδ το ινιτιατε α σεριεσ οφ 43Χα ΝΜΡ στυδιεσ χοµβινεδ ωιτη συρφαχε πολαριτψ 

αναλψσισ ανδ µυλτιπλε σεθυενχε αλιγνµεντ ταργετινγ τηρεε ΤΓασεσ. Ωε ηαϖε ιντενδεδ το ρεϖεαλ αλλ 

ποτεντιαλ Χα2+ βινδινγ σιτεσ ον τηεσε ΤΓασεσ. Τηε χονστρυχτιον οφ α πρεχισε ηοµολογψ µοδελ οφ ηυµαν 

ΤΓασε 2 ωασ αλσο δεσιραβλε φορ τηισ πυρποσε. Φυρτηερµορε, τηε δετερµινατιον οφ τηε δισσοχιατιον 

χονσταντσ ανδ βινδινγ σιτε σψµµετρψ παραµετερσ οφ Χα2+ χοµπλεξεσ οφ τηε ενζψµεσ ανδ τηε 25Μγ 

ΝΜΡ στυδψ οφ ΦΞΙΙΙ−Α2 ωερε αλσο χονσιδερεδ το βε δονε ιν τηε φιρστ παρτ οφ ουρ ινϖεστιγατιονσ. Ουρ 

σεχονδ φοχυσ ωασ ρελατεδ το τηε ελυχιδατιον οφ τηε Χα2+/ΓΤΠ εφφεχτ ον τηε φολδινγ προπερτιεσ οφ τηε 

ρεχοµβιναντ ηυµαν ΤΓασε 2. 
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ΜΑΤΕΡΙΑΛΣ ΑΝ∆ ΜΕΤΗΟ∆Σ 

 

ΝΜΡ εξπεριµεντσ 

 

25Μγ εξπεριµεντσ ωερε περφορµεδ ατ 22.05ΜΗζ (360ΜΗζ οφ προτον) ωιτη α 5µµ ινϖερσε 

βροαδ−βανδ προβεηεαδ ον α Βρυκερ ΑΜ−360 σπεχτροµετερ. Τψπιχαλλψ 256 τρανσιεντσ ωερε υσεδ ιν ορδερ 

το οβταιν γοοδ σιγναλ το νοισε ρατιο φορ ιντεγρατιον. Τηε 43Χα ΝΜΡ εξπεριµεντσ ωερε περφορµεδ ατ 

33.7ΜΗζ (500ΜΗζ οφ προτον) ον α Βρυκερ ∆ΡΞ−500 σπεχτροµετερ ωιτη α 10µµ διρεχτ βροαδ−βανδ 

προβεηεαδ. Τψπιχαλλψ 64 ορ µορε τρανσιεντσ ωερε αππλιεδ φορ γοοδ σιγναλ το νοισε ρατιο. Τ1 

µεασυρεµεντσ ωερε χαρριεδ ουτ βψ ινϖερσιον ρεχοϖερψ εξπεριµεντσ υσινγ τηε στανδαρδ Βρυκερ 

µιχροπρογραµ. Τ2 µεασυρεµεντσ ωερε χαρριεδ ουτ βψ µεανσ οφ τηε ΧΠΜΓ σεθυενχε ωιτη τηε στανδαρδ 

Βρυκερ µιχροπρογραµ. Τηε δετερµινατιον οφ Τ2 ωιτη τηε ΧΠΜΓ σεθυενχε ηασ α γρεατ αδϖανταγε 

χοµπαρεδ το τηε υσυαλ λινε−ωιδτη µετηοδ. Ιν τηισ χασε τηε ινηοµογενιτψ οφ τηε αππλιεδ µαγνετιχ φιελδ 

ισ εξχλυδεδ. Τηισ ινηοµογενιτψ σοµετιµεσ χαν χαυσε 50% οφ τηε εφφεχτ µεασυρεδ, ηοωεϖερ ωηατ ισ 

ωορστ ισ τηατ τηε εφφεχτ χηανγεσ φροµ σαµπλε το σαµπλε βεχαυσε οφ τηε γεοµετρψ ανδ τηε θυαλιτψ οφ τηε 

ΝΜΡ τυβεσ. Τεµπερατυρε ωασ αλωαψσ σταβλε ατ 300±1Κ. Αφτερ αλλ ΝΜΡ εξπεριµεντσ τηε προτειν 

χονχεντρατιον ωασ δετερµινεδ αγαιν. 

 

Εϖαλυατιον οφ ΝΜΡ δατα 

 

 ΦΙ∆σ ωερε αναλψζεδ βψ τηε Βρυκερ 1∆ ΩινΝΜΡ προγραµ παχκαγε. Τηε ηειγητσ ανδ ιντεγραλσ 

οφ τηε πεακσ ωερε φιτ το τιµε ασ σινγλε εξπονεντιαλσ ιν Μιχροσοφτ Εξχελ 5.0. Τηε εϖαλυατιον οφ 

ρελαξατιον παραµετερσ ωασ αλσο περφορµεδ βψ νον−λινεαρ παραµετερ φιττινγ υσινγ α ηοµεµαδε Γαυσσ � 

Νεωτον � Μαρθυαρδ αλγοριτηµ. Μορε εξπονεντιαλ τερµσ γαϖε νο σιγνιφιχαντλψ βεττερ φιτσ. Φορ 

ηψπερβολιχ φιττινγ οφ τηε ρελαξατιον ρατε δεπενδενχε ον τηε τοταλ Χα2+ χονχεντρατιον το τηε τηεορετιχαλ 

εθυατιον, τηε προγραµ Σιγµαπλοτ ςερσιον 2001 ωασ υσεδ ωιτη 100 ιτερατιον στεπσ. Τηε εξαχτ µολεχυλαρ 

µασσεσ οφ τηε ενζψµε µολεχυλεσ ωερε ρετριεϖεδ φροµ τηε Σωισσπροτ δαταβασε. 

 

ΤΓασε αχτιϖιτψ ασσαψ 

 

ΤΓασε αχτιϖιτψ µεασυρεµεντσ ωερε χαρριεδ ουτ βψ αν αµινε−ινχορπορατιον ασσαψ ιν αν ΕΛΙΣΑ 

πλατε ιν ωηιχη α βιοτψνψλατεδ αµινε συβστρατε ωασ ινχορπορατεδ ιντο διµετηψλατεδ−χασειν χοατεδ οντο α 

συρφαχε. Τηε χολορ ρεαχτιον ωασ δεϖελοπεδ βψ α στρεπταϖιδιν−χονϕυγατεδ αλκαλινε−πηοσπηατασε.  
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Μυλτιπλε σεθυενχε αλιγνµεντ 

 

Τηε µυλτιπλε σεθυενχε αλιγνµεντ οφ ΤΓασεσ ωασ χρεατεδ βψ τηε ΓΧΓ προγραµ ΠΙΛΕΥΠ ανδ 

ΦΑΣΤΑ. 

 

Ηοµολογψ µοδελινγ 

 

Ιν ορδερ το χονστρυχτ τηε ηοµολογψ µοδελ οφ ΤΓασε 2 υσινγ τηε ρεφινεδ ηιγη ρεσολυτιον 

στρυχτυρε οφ ΦΞΙΙΙ ασ α τεµπλατε, αλλ κνοων πριµαρψ στρυχτυρεσ οφ ΤΓασεσ ανδ ρελατεδ προτεινσ ωερε 

ιδεντιφιεδ ασ α φιρστ στεπ υσινγ τηε προγραµ παχκαγε ΓΧΓ. Ωιτη τηε ΓΧΓ προγραµ ΣΤΡΙΝΓΣΕΑΡΧΗ 

ανδ τηε σεαρχη τερµ �τρανσγλυταµινασε�, αλλ ΤΓασε σεθυενχεσ φροµ τηε ΓΕΝΕΜΒΛ δαταβασε ωερε 

ρετριεϖεδ ανδ ωιτη τηε ΓΧΓ προγραµ ΦΑΣΤΑ ανδ τηε σεθυενχε οφ ΤΓασε 2 αλλ ηοµολογουσ σεθυενχεσ 

ωερε ιδεντιφιεδ φροµ τηε ΣΩΙΣΣΠΡΟΤ δαταβασε. Παιρωισε αλιγνµεντσ ωερε χονστρυχτεδ υσινγ 

ΒΕΣΤΦΙΤ. Στρυχτυρε αλιγνµεντσ ωερε χαρριεδ ουτ υσινγ τηε ΥΧΛΑ Φολδ Πρεδιχτιον σερϖερ. Φροµ τηε 

χοµπαρισον οφ τηε αλιγνµεντσ, ηιγηλψ χονσερϖεδ ρεγιονσ οφ τηε σεθυενχεσ ωερε ιδεντιφιεδ ανδ 

διστινγυισηεδ φροµ τηε λεσσ−χονσερϖεδ ρεγιονσ. Υσινγ τηε προγραµ ∀Ο∀, τηε σιδε χηαινσ οφ τηε φαχτορ 

ΞΙΙΙ στρυχτυρε ιν τηε χονσερϖεδ ρεγιονσ ωερε ρεπλαχεδ ωιτη τηε ονεσ οφ τηε ΤΓασε 2 σεθυενχε. Τηε λεσσ−

χονσερϖεδ ρεγιονσ ωερε δελετεδ ανδ ρεβυιλτ φροµ α δαταβασε, ωηιχη χονταινσ σεθυενχεσ οφ κνοων 

στρυχτυρεσ. Ενεργψ µινιµιζατιον ωασ χαρριεδ ουτ υσινγ τηε προγραµ ΞΠΛΟΡ. Τηε φιρστ ρουνδσ ωερε 

χαλχυλατεδ ωιτηουτ ελεχτροστατιχ ποτεντιαλ ανδ εξπλιχιτ ηψδρογεν ατοµσ ιν ορδερ το ελιµινατε τηε ωορστ 

χλοσε χονταχτσ βετωεεν ατοµσ. Ιν λατερ ρουνδσ ελεχτροστατιχ ενεργψ ασ ωελλ ασ πολαρ ηψδρογεν ατοµσ 

ωερε ινχλυδεδ. Αφτερ εαχη ρουνδ, α συπερποσιτιον οφ τηε µοδελ οντο τηε σταρτινγ στρυχτυρε οφ φαχτορ ΞΙΙΙ 

ωασ χαλχυλατεδ υσινγ τηε προγραµ ΛΣΘΚΑΒ οφ τηε ΧΧΠ4 προγραµ συιτε. Φορ στρυχτυρε ϖαλιδατιον, τηε 

προγραµ ΠΡΟΧΗΕΧΚ ωασ υσεδ. Αλλ βονδ λενγτησ ανδ βονδ ανγλεσ τηατ δεϖιατεδ τοο µυχη φροµ τηειρ 

ιδεαλ ϖαλυεσ ωερε χηεχκεδ µανυαλλψ ανδ αδϕυστεδ ωηερε ιτ ωασ ποσσιβλε. Ποτεντιαλ ηψδρογεν βονδσ ανδ 

σαλτ βριδγεσ ωερε ιδεντιφιεδ. Τηε πρεσυµαβλψ χονσερϖεδ αχτιϖε χεντερ γεοµετρψ ωασ ρεστραινεδ δυρινγ 

τηε φιναλ ενεργψ µινιµιζατιον ρουνδσ. 

 

Συρφαχε πολαριτψ αναλψσισ 

 

Τηεσε χαλχυλατιονσ ωερε µαδε βψ τηε προγραµ Γρασπ υσινγ τηε ρεχεντλψ δετερµινεδ 3∆ 

στρυχτυρε οφ ΦΞΙΙΙ−Α ζψµογεν ανδ ουρ ηοµολογψ µοδελ οφ ΤΓασε 2. Βοτη µολεχυλεσ ωερε προβεδ βψ 

υσινγ τηε σαµε ιντενσιτψ λεϖελ οφ χολορ (ρεδ=19.73, βλυε=14.37). 

 

Πρεπαρατιον οφ ινχλυσιον βοδιεσ 
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Αφτερ τηε οπτιµιζατιον οφ τηε προχεδυρε, τηε πλασµιδ εξπρεσσιον ωασ χαρριεδ ουτ ιν ΛΒ Βροτη 

Βασε χονταινινγ 100 µγ/µλ αµπιχιλλιν ατ 37 οΧ. Εξπρεσσιον ωασ ινιτιατεδ ατ Ο∆=0.5 βψ αδδινγ 1µΜ 

ΙΠΤΓ φορ 105µιν. Τηε χυλτυρε ωασ χεντριφυγεδ (4οΧ, 500γ, 15µιν) ανδ ηοµογενιζεδ ϖιγορουσλψ ατ 

4οΧ ιν 3µλ οφ λψσισ βυφφερ (50µΜ Τρισ, 1µΜ Ε∆ΤΑ, 100µΜ ΚΧλ, 133µΜ ΠΜΣΦ, πΗ8.0) περ ωετ 

γραµ οφ βαχτερια. Σονιχατιον ωασ χαρριεδ ουτ ωιτη α Βρανσον Σονιφιερ 450 ον ιχε (δυτψ χψχλε: 40, 

ουτπυτ: 6, 3.5µιν) ανδ τηε ηοµογενατε ωασ χεντριφυγεδ (12,000γ, 4οΧ, 15µιν). Τηε πελλετ ωασ 

ρεσυσπενδεδ ατ ροοµ τεµπερατυρε ιν 5µλ 2Μ υρεα περ ωετ γραµ οφ πελλετ φορ 5µιν. Τηισ ωασ φολλοωεδ 

βψ α χεντριφυγατιον (25οΧ, 12,000γ, 15µιν) ανδ τηε πελλετ ωασ κεπτ ασ τηε ινχλυσιον βοδψ πρεπαρατιον. 

 

Ελεχτρονµιχροσχοπιχ πιχτυρεσ  

 

Τηε ελεχτρονµιχρογραπησ οφ τηε ινχλυσιον βοδιεσ ωερε µαδε αχχορδινγ το Μαρστον ετ αλ. 

Βριεφλψ, τηε σαµπλεσ ωερε φιξεδ βψ 2% γλυταραλδεηψδε ανδ δψεδ βψ σατυρατεδ υρανψλ αχετατε ατ 2οΧ. Τηε 

γριδσ ωερε χοατεδ ωιτη λψσινε. Τηε σαµπλεσ ωερε υσεδ ωιτηουτ δεηψδρατιον ανδ δριεδ ον αιρ. Τηε 

τρανσµισσιον ελεχτρονµιχροσχοπε ωασ α ϑΕΟΛ 100Β (1973, ϑαπαν). 

 

 

ΡΕΣΥΛΤΣ 

 

1. Ωε ηαϖε χονστρυχτεδ α νεω ηοµολογψ µοδελ οφ ηυµαν τισσυε τρανσγλυταµινασε ον τηε βασισ οφ 

τηε ηιγηεστ ρεσολυτιον (2.1⊕) Ξ−ραψ στρυχτυρε οφ χελλυλαρ ΦΞΙΙΙ ζψµογεν. Ουρ µοδελ ισ τηε µοστ 

αχχυρατε στρυχτυρε οφ τηε ηυµαν ΤΓασε 2 νοω αϖαιλαβλε.  

 

2. Ωε ηαϖε περφορµεδ συρφαχε πολαριτψ αναλψσισ ον τηε ηιγηεστ ρεσολυτιον στρυχτυρε οφ χελλυλαρ 

ΦΞΙΙΙ   ζψµογεν ανδ ον ουρ ηοµολογψ µοδελ οφ ΤΓασε 2. Ρεσυλτσ ωερε χοµβινεδ ωιτη τηε 

µυλτιπλε σεθυενχε αλιγνµεντ οφ ΤΓασεσ ανδ ωε χουλδ ιδεντιφψ προβαβλψ αλλ τηε ποτεντιαλ Χα2+ 

βινδινγ σιτεσ ον τηεσε µολεχυλεσ; τηειρ νυµβερσ αρε µορε τηαν ρεπορτεδ εαρλιερ. Φροµ τηε 

πρεϖιουσλψ πυβλισηεδ τηρεε πυτατιϖε σιτεσ οφ ΤΓασε 2, τωο ποσσεσσ νεγατιϖιτψ ον τηε συρφαχε, βυτ 

τηε τηιρδ ονε δοεσ νοτ. Ιντερεστινγλψ, ιν τηε ρεχεντλψ δετερµινεδ ηιγη αφφινιτψ βινδινγ ποχκετ οφ 

ΦΞΙΙΙ, ονλψ ονε αµινο αχιδ σηοωσ χονσιδεραβλε νεγατιϖε ποτεντιαλ ον τηε συρφαχε. Τηε ποτεντιαλ 

Χα2+ βινδινγ σιτεσ οφ αλλ ΤΓασεσ χαν βε πρεδιχτεδ υσινγ τηε ρεσυλτσ οφ τηισ αναλψσισ. 

 

3. Ιν αχχορδανχε ωιτη τηε ηιγη νυµβερ οφ νεγατιϖελψ χηαργεδ χλυστερσ ιν τηε συρφαχε πολαριτψ 

αναλψσισ, 43Χα ΝΜΡ προϖιδεδ ηιγηερ (βυτ στιλλ µιλλιµολαρ) αϖεραγε δισσοχιατιον χονσταντσ 

τιτρατεδ ον α ωιδε Χα2+ χονχεντρατιον σχαλε τηαν πρεϖιουσ στυδιεσ διδ ωιτη εθυιλιβριυµ διαλψσισ 
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ιν σηορτερ ρανγεσ. Τηεσε ρεσυλτσ συγγεστ τηε εξιστενχε οφ λοω αφφινιτψ Χα2+ βινδινγ σιτεσ ον 

βοτη ΦΞΙΙΙ−Α ανδ ΤΓασε 2 ιν αδδιτιον το τηε ωελλ−κνοων ηιγη αφφινιτψ ονεσ.  

 

4. Ινχρεασινγ τηε σαλτ χονχεντρατιον ορ αχτιϖατινγ ωιτη τηροµβιν, ΦΞΙΙΙ−Α2 παρτιαλλψ λοστ ιτσ 

οριγιναλ Χα2+ αφφινιτψ ιν χοντραστ το πρεϖιουσ ρεσυλτσ, ωηιχη σηοωεδ νο εφφεχτσ.  

 

5. Τηε ΝΜΡ δατα συγγεστ διφφερεντ µεχηανισµσ φορ τηε προτεολψτιχ ανδ σαλτ αχτιϖατιον προχεσσεσ 

οφ ΦΞΙΙΙ.  

 

6. Τηε ΝΜΡ προϖιδεδ στρυχτυραλ εϖιδενχε φορ τηε ΓΤΠ−ινδυχεδ χονφορµατιοναλ χηανγεσ οφ ΤΓασε 

2 µολεχυλε διµινισηινγ αλλ οφ ιτσ Χα2+ βινδινγ σιτεσ. 

  

7. Τηε ΝΜΡ δατα ον τηε Χα2+ βινδινγ προπερτιεσ οφ τηε φιρστ αναλψζεδ ΤΓασε 3 αρε πρεσεντεδ ηερε; 

ΤΓασε 3 βινδσ Χα2+ τηε µοστ τιγητλψ, ωηιχη ωεακενσ αφτερ τηε προτεολψτιχ αχτιϖατιον.  

 

8. Τηε ινϖεστιγατεδ ΤΓασεσ ηαϖε ϖερψ σψµµετριχ Χα2+ βινδινγ σιτεσ ανδ νο ΕΦ−ηανδ µοτιφσ.   

 

9. Τηε ρεφολδινγ οφ τηε ρεχοµβιναντ ΤΓασε 2 µολεχυλε το ιτσ χαταλψτιχαλλψ αχτιϖε φορµ φροµ 

ινχλυσιον βοδιεσ εσσεντιαλλψ νεεδσ τηε πρεσενχε οφ α ηελπερ µατεριαλ ωιτη ηιγηερ µολεχυλαρ 

µασσ, βυτ ονλψ ιν τηε ινιτιατιον πηασε. Ιν νατυραλ χονδιτιονσ, ιτ ισ προβαβλψ α χηαπερον; ωηιλε ιν 

ϖιτρο ιτ χουλδ βε ε.γ. ΠΕΓ. 

 

10. Χα2+ ανδ ΓΤΠ αρε ασχριβεδ ασ εφφεχτορ µολεχυλεσ ιν τηε εαρλψ πηασε οφ τηε στρυχτυραλ 

ρεχονστιτυτιον οφ ΤΓασε 2. Τηε µοστ εφφιχιεντ χονδιτιον ιφ τηεψ αρε τογετηερ ιν τηε ρεφολδινγ 

βυφφερ. 

 

11. Τωο οπτιµαλ χονχεντρατιονσ οφ ΠΕΓ (προβαβλψ τωο διφφερεντ φολδινγ πατηωαψσ) ανδ α ρελατιϖελψ 

λονγ τιµε σχαλε (ωιτη τωο αχτιϖιτψ µαξιµα) ωερε ιδεντιφιεδ φορ τηε εϖολυτιον οφ τηε φιναλ 

στρυχτυρε οφ ΤΓασε 2 δυρινγ ιτσ ρεφολδινγ.  

 

12. Αν οπτιµιζεδ ρεφολδινγ προχεδυρε οφ τηε νον−φυσεδ ρεχοµβιναντ ΤΓασε 2 ισ ρεπορτεδ. 
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 ΣΥΜΜΑΡΨ 

 

− α νεω ανδ πρεχισε ηοµολογψ µοδελ οφ ηυµαν ΤΓασε 2 ωασ χονστρυχτεδ,  

− Χα2+ αφφινιτιεσ, Χα2+ βινδινγ σιτε σψµµετρψ παραµετερσ ανδ προβαβλψ τηε λοχαλιζατιον οφ αλλ τηε 

ποτεντιαλ Χα2+ βινδινγ σιτεσ ωερε δετερµινεδ φορ ΦΞΙΙΙ−Α2, ΤΓασε 2 ανδ ΤΓασε 3, 

− ελυχιδατεδ τηατ τηε τηροµβιν ανδ σαλτ αχτιϖατιον οφ ΦΞΙΙΙ−Α2 αρε ον διφφερεντ στρυχτυραλ βασισ, 

− φουνδ τηατ ΤΓασεσ ηαϖε ϖερψ σψµµετριχ Χα2+ βινδινγ σιτεσ ωηιχη αρε νοτ ΕΦ−ηανδσ,  

− α συχχεσσφυλ ρεφολδινγ προχεδυρε ισ δεϖελοπεδ προϖιδινγ στρυχτυραλ ανδ κινετιχ δατα φορ ΤΓασε 2,  

− φουνδ τωο οπτιµαλ χονχεντρατιονσ οφ ΠΕΓ φορ τηε ινιτιατιον οφ τηε ρεφολδινγ οφ ΤΓασε 2, 

− φουνδ τηατ Χα2+ ανδ ΓΤΠ τογετηερ αφφεχτ τηε µοστ ποσιτιϖελψ τηε ΠΕΓ−ενηανχεδ ρεφολδινγ οφ τηε 

ηυµαν ΤΓασε 2. 
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 ΛΙΣΤ ΟΦ ΣΧΙΕΝΤΙΦΙΧ ΠΡΕΣΕΝΤΑΤΙΟΝΣ 

 

Παπερσ ωηιχη τηεσε τηεσεσ αρε βασεδ ον:  

 

Αττιλα Αµβρυσ ανδ Λ〈σζλ⌠ Φσσ, Πολψετηψλενε γλψχολ ενηανχεδ ρεφολδινγ οφ τηε ρεχοµβιναντ ηυµαν 

τισσυε τρανσγλυταµινασε. Πρεπ. Βιοχηεµ. &Βιοτεχηνολ. 31(1) 59−70 (2001) ΙΦ: 0.447 

 

Αττιλα Αµβρυσ, Ιστϖ〈ν Β〈νψαι, Μανφρεδ Ωεισσ, Ρολφ Ηιλγενφελδ, Λ〈σζλ⌠ Μυσζβεκ, Ζσολτ Κερεσζτεσσψ 

ανδ Λ〈σζλ⌠ Φσσ, Χαλχιυµ βινδινγ οφ τρανσγλυταµινασεσ: α  43Χα ΝΜΡ στυδψ χοµβινεδ ωιτη συρφαχε 

πολαριτψ αναλψσισ.  ϑ Βιοµολ Στρυχτ ∆ψν (ιν πρεσσ) ΙΦ: 1.643 

                ΙΦ: 2.090 

Ποστερσ: 

 

Αττιλα Αµβρυσ, Λ. Φσσ (1999) Στρυχτυραλ ινϖεστιγατιονσ οφ ηυµαν τισσυε τρανσγλυταµινασε. 4τη Ωορκ−

µεετινγ οφ τηε Μολεχυλαρ Βιολογψ Σεχτιον οφ τηε Ηυνγαριαν Βιοχηεµιχαλ Σοχιετψ, Εγερ, Ηυνγαρψ, 

Αβστραχτ Νο. ∆Π−1, π.66. 

 

Αττιλα Αµβρυσ, Ιστϖ〈ν Β〈νψαι, Μανφρεδ Ωεισσ, Ρολφ Ηιλγενφελδ, Λ〈σζλ⌠ Μυσζβεκ, Ζσολτ Κερεσζτεσσψ, 

Λ〈σζλ⌠ Φσσ (2000) Χαλχιυµ βινδινγ οφ τρανσγλυταµινασεσ: α 43Χα ΝΜΡ στυδψ χοµβινεδ ωιτη συρφαχε 

πολαριτψ αναλψσισ. Σιξτη Ιντερνατιοναλ Τρανσγλυταµινασε Χονφερενχε, Λψον, Φρανχε, Αβστραχτ Νο. 1. 

 

Αττιλα Αµβρυσ, Ιστϖ〈ν Β〈νψαι, Μανφρεδ Ωεισσ, Ρολφ Ηιλγενφελδ, Λ〈σζλ⌠ Μυσζβεκ, Ζσολτ Κερεσζτεσσψ, 

Λ〈σζλ⌠ Φσσ (2000) Χαλχιυµ βινδινγ οφ τρανσγλυταµινασεσ: α 43Χα ΝΜΡ στυδψ χοµβινεδ ωιτη συρφαχε 

πολαριτψ αναλψσισ. �Τηε πρεσεντ στυδεντσ � τηε φυτυρε σχιεντιστσ�, Τηε ∆αψ οφ Σχιενχε, Βυδαπεστ, 

Ηυνγαρψ, Αβστραχτ Νο.: 12. 

 

 

Οτηερ Παπερσ: 

 

Αµβρυσ Αττιλα, Βαττα Γψυλα, Κϖρ Ε. Καταλιν, Εξαµινατιον οφ τηε στρυχτυρε οφ Χαλρετινιν: Βαχκβονε 

ασσιγνµεντ ανδ σεχονδαρψ στρυχτυρε ελεµεντσ οφ δοµαιν Ι−ΙΙ. Βιοκµια (ιν πρεσσ) ΙΦ: −. 

 

Μα!γορζατα Παλχζεωσκα, Αττιλα Αµβρυσ, Πατριχκ Γροϖεσ, Γψυλα Βαττα, Καταλιν Ε. Κϖρ, Ωερνερ Κλαυσ, 

Αγατα Καλετα ανδ ϑαχεκ Κυ∀νιχκι, Χαλχιυµ−δεπενδεντ προπερτιεσ οφ νευροναλ χαλρετινιν µοδυλεσ Ι−ΙΙ   
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(ρεσιδυεσ 1−100) διφφερ φροµ τηοσε οφ ηοµολογουσ χαλβινδιν ∆28κ µοδυλεσ Ι−ΙΙ (ρεσιδυεσ 1−93). 

(µανυσχριπτ ιν πρεπαρατιον) 

 

Ιµρε Τ⌠τη, Αττιλα Αµβρυσ ανδ Ιστϖ〈ν Β〈νψαι, Ον τηε µεχηανισµ οφ χψανιδε συβστιτυτιον οφ 

Τλ(Ε∆ΤΑ)ΧΝ2− χοµπλεξ. (µανυσχριπτ ιν πρεπαρατιον). 

 

Αττιλα Αµβρυσ ανδ Ιστϖ〈ν Β〈νψαι, Στυδψ οφ δευτεριυµ ισοτοπε εφφεχτ ιν προτον εξχηανγε ρεαχτιον οφ 

ΗΧΝ. (µανυσχριπτ ιν πρεπαρατιον) 

 

Γψυλα Βαττα, Αττιλα Αµβρυσ, Πατριχκ Γροϖεσ ανδ ϑαχεκ Κυζνιχκι, Βαχκβονε ασσιγνµεντ ανδ σεχονδαρψ 

στρυχτυρε ελεµεντσ οφ τηε χαλχιυµ−δεπενδεντ νευροναλ χαλρετινιν µοδυλεσ Ι−ΙΙ (ρεσιδυεσ 1−100), 

(µανυσχριπτ ιν πρεπαρατιον) 

 

Οτηερ Ποστερσ: 

 

Βαττα Γψυλα, Αµβρυσ Αττιλα, Ε. Κϖρ Καταλιν, Πατριχκ Γροϖεσ, Μαλγορζατα Παλχζεωσκα, ϑαχεκ 

Κυζνιχκι (2000) ΝΜΡ ασσιγνµεντ ανδ δψναµιχ εξαµινατιον οφ Χαλρετινιν προτειν µοδυλεσ Ι−ΙΙ. 

Χονφερενχε οφ Χηεµιστσ 2000, ∆εβρεχεν, Ηυνγαρψ. 

 

Βαττα, Γ., Αµβρυσ, Α., Κϖρ, Κ.Ε., Γροϖεσ, Π., Παλχζεωσκα, Μ. ανδ Κυζνιχκι, ϑ. (2000) Τηε φιρστ (ΧΡ 

Ι−ΙΙ) δοµαιν οφ Χαλρετινιν, α νευροναλ χαλχιυµ βινδινγ προτειν. ΞΙΞ. Ιντερνατιοναλ Χονφερενχε ον 

Μαγνετιχ Ρεσονανχε ιν Βιολογιχαλ Σψστεµσ, Φλορενχε, Ιταλψ, Αβστραχτ: π. 122 (τοπ).   

 

Βαττα Γψυλα, Αµβρυσ Αττιλα, Ε. Κϖρ Καταλιν, Πατριχκ Γροϖεσ, Μαλγορζατα Παλχζεωσκα, ϑαχεκ 

Κυζνιχκι (2000) ΝΜΡ ασσιγνµεντ ανδ δψναµιχ εξαµινατιον οφ Χαλρετινιν προτειν µοδυλεσ Ι−ΙΙ. �Τηε 

πρεσεντ στυδεντσ � τηε φυτυρε σχιεντιστσ�, Τηε ∆αψ οφ Σχιενχε, Βυδαπεστ, Ηυνγαρψ, Αβστραχτ Νο.: 13. 

 

 


