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1.  Osszefoglalas

A véralvadas Xlll-as faktora (FXIIl) egy heterotmtner, mely két katalitikus A
alegységbl (FXIII-A ;) és két véd/gatld B alegysedh all (FXII-B,). Az FXIII-B tiz, an.
sushi doméntl felépilb mozaik fehérje, mely szignifikansan meghosszadblztkatalitikus
alegység feléletidejét a keringésben, és meggatialgsu, progressziv aktivacidjat a
plazmaban. Figyelembe véve az FXIll alegységek #bzkomplex kialakulasanak
fontossagat meglép hogy a kblcsdnhatas biokémiaja fellletesen taadnjmzott és az FXIII
alegységeinek egymashoz valo ddiséél igen keveset tudunk. Ez idaig mindossze két
munkacsoport foglalkozott az A és B alegységek #bkolcsonhatas vizsgalataval, am az
altaluk kozolt egyensulyi disszociacios allandoé g)(Kértékeivel végzett szamitasok
ellentmondanak a kisérletes adatoknak.

Az aktivalt FXIIl (FXllla) a trunkalt A-alegység G altal aktivalt dimer forméaja
(FXII-A 2*), egy transzglutaminaz, mely keresztkéti azdleges aminokat peptid kdtésben
lévé glutamin reziduumokkal. Mivel az FXIII-& természetes glutamin donor peptid
szubsztratjainak nem azonosithaté egy konszenzls/esacidja a reaktiv glutamin kordl,
fontosnak tartottuk tanulmanyozni egy fiziologiagmpontbol fontos szubsztrat és az FXIII-
Ao* kozotti kolcsbnhatast. Azo, plazmin inhibitor ¢oPl; mas névena, antiplazmin)
molekuldk nagy részét egy plazma proteaz hasi§jaa érunkalt izoforma (N&Pl) igen
fontos szubsztratja az FXIlI-A-nak. Az N1a,Pl fibrinhez val6 keresztkotése az FXllla altal
nagy szerepet jatszik a fibrin fibrinolizissel stemi védelmében.

Munkank soran az FXIII két alegysége kozotti kohdsdtas biokémiajat, és az FXIII-
A2* N1-0,Pl1 N-terminalis szakaszanak megféleldodekapeptid glutamin donor
szubsztratjaval (NP1(1-12)) kialakitott kélcsonhatasat tanulmanyoztedlszini plazmon
rezonanciat és ELISA-tipusu Kdkesi vizsgalatot alkalmazva az FXIlI alegységek
kolcsonhatasat jellenizK gt 10° M tartomanyban allapitottuk meg. A mérg &rték alapjan
kiszamitottuk, hogy az FXIII-Akb. 1%-a szabad formaban talalhaté a plazmabanakz
eredményt Kkisérletesen is meg@tetttk a szabad FXII-A mérésével, miutan
immundeplécioval a plazmabdl mind az FXIIEBs-t mind az FXII-B-t eltavolitottuk. A
szabad FXIII-A funkciondlisan intakt, trombinnal és Tanal aktivalhatd volt, és aktivacio
utan a fibrint keresztkototte. A sokkal alacsonyaBiXIll alegység koncentraciéju
cerebrospinalis folyadékban és konnyben az FX} b mint 80%-a van szabad formaban.

Az N1-0.PI(1-12)-t és trunkalt vagy szintetikus mutansatlemz kinetikai
paramétereket spektrofotometrias FXllla aktivitaéréssel hatdroztuk meg. Az NiPI(1-
12) és az FXIII-A* kolcsdnhatasat proton magneses magrezonancilMR] és telités-
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atviteli differencia (STD, saturating transfer difénce) NMR-rel tanulmanyoztuk. A peptidek
Asnl-trunkalt vagy alaninra cserélt valtozataivap@tt kinetikai eredmények, és az
FXIIA *~ N1-0,P1(1-12) komplex proton NMR analizise egyértédm mutattdk, hogy az
Asnl esszencidlis a hatékony enzim-szubsztrat &bdlesashoz. A C-termindlisan trunkalt
peptidekkel végzett kisérletek igazoltak, hogy a27pozicioju aminosavak esszencialis
szerepet jatszanak az NIPI(1-12) és az enzim kozoétti kolcsdnhatasban, medy
méasodlagos szubsztrat khiely létezésére enged kovetkeztetni az FXUt-6n. Ugy ftinik,
hogy a hidrofob reziduumok, ésorban a Leul0 és a C-termindlis Lys12 kilondsatofak
ebben a tekintetben. A kozvetlen kdlcsonhatastdaofb C-termindlis reziduumok és az
FXIII-A 2* k6zott STD NMR technikaval bizonyitottuk.



2. Summary

Coagulation factor Xl (FXIIl) is a heterotetramepnsisting of two catalytic A
subunits (FXIII-A) and two protective/inhibitory B subunits (FXII;B FXIII-B, a mosaic
protein consisting of ten sushi domains, signiftgarprolongs the lifespan of catalytic
subunits in the circulation and prevents their slpvogressive activation in plasmatic
conditions. Considering the importance of complexnfation between the two FXIII
subunits, it is surprising that the biochemistry théir interactions is only superficially
explored. So far two values have been reportedh®equilibrium dissociation constantgK
but calculations based on these values are coatoaglito experimental data.

Activated factor XlIl (FXllla), a dimer of the Ghactivated truncated A-subunits
(FXII-A 2*), is a transglutaminase that crosslinks primanyrees to peptide-bound glutamine
residues. Because in the few natural substratéXbf-A ,* no consensus sequence could be
identified around the reactive glutamine, studyitige interaction between individual
substrates and FXIII-& is of primary importance. Most of th& plasmin inhibitor ¢PI)
molecules become truncated by a plasma proteadehartruncated isoform (NdzPI) is an
important substrate of FXIII-&. The crosslinking of Nlx,PI to fibrin plays a major role in
protecting newly formed fibrin from fibrinolysis.nE N-terminal dodecapeptide N3PI(1-
12) of this molecule is an excellent glutamine dgmeptide substrate of FXllla.

In this study the biochemistry of the interacticgivieen the two FXIII subunits and
the interaction of FXIII-A* with N1-0,PI(1-12) were investigated. Using surface plasmon
resonance technique and an ELISA-type binding afisayK, for the interaction of FXIII
subunits was established in the range 61°10. Based on the measured, it was calculated
that in plasma approximately 1% of FXIlll,Ashould be in free form. This value was
confirmed experimentally by measuring FXIILAn plasma samples immuno-depleted of
FXIII-A B, and free FXIII-B. Free plasma FXIII-A became functionally active, when
activated by thrombin and €a it cross-linked fibrin. In cerebrospinal fluid ditears with
much lower FXIII subunit concentrations higher ti&96 of FXIII-A; existed in free form.

Kinetic parameters for N&,PI(1-12) and for its truncated or synthetic mutamse
determined by a spectrophotometric FXllla assaye Titeraction of Nl,PI(1-12) with
FXIII-A 2* was investigated by proton nuclear magnetic rasoe (NMR) and saturating
transfer difference (STD) NMR. Kinetic experimemtgh peptides in which the Asnl residue
was either truncated or replaced by alanine antbprdlMR analysis of the FXIII&X— N1-
a2P1(1-12) complex demonstrated that Asnl is esdefuraeffective enzyme—substrate

interaction. Experiments with C-terminally trunchteeptides proved that amino acids 7-12



are essential for the interaction of NARI(1-12) with the enzyme, and suggested the
existence of a secondary binding site on FXIAHydrophobic residues, particularly
LeulO, and the C-terminal Lys12 seemed to be eslbhecnportant in this respect. The direct
interaction between hydrophobic C-terminal aminad aside-chains and FXIII-& was
demonstrated by STD NMR.



3. Roviditések jegyzéke

AP-FXIII
APCE
BSA
cFXIN
CSF
ELISA
FC

FnbA
FXII
FXII-A
FXIHI-A’
FXII-A >
FXII-A B>
FXII-A »*
FXII-A »B>
FXII-A °
FXIII-B
FXllla
GIDH
Gly-O-ET
HRPO

1A

Ka

Keat
KealKm

Kq

Kg

Km
M1-a,PlI
N1-oxPl

N1-0,PI(1-12)

Xlll-as faktor aktivacios peptid

antiplasmin cleaving enzyme, antiplazmirgittaenzim

bovine (szarvasmarha) szérum albumin

cellularis XllI-as faktor

cerebrospinalis folyadék

enzyme-linked immunosorbent assay, immugiaiéimaodszerrel,
enzimhez kotott ellenanyagok segitségével téridrghatarozas
flow cell, aramlasi cella

Staphylococcus aureus-bdél szarmazo fibromddité protein A
XllI-as faktor
XllI-as faktor A alegysége
trombin altal proteolitikusan hasitott Xtas faktor A alegység
Xlll-as faktor A alegységomodimer

trombin altal hasitott Xlll-as faktor tetramer

trombinnal és C&-mal aktivalt A alegység dimer

Xlll-as faktor heterotetramer szerkek&rmaja

nem proteolitikusan aktivalt A alegység dimer

XllI-as faktor B alegysége

aktiv Xlll-as faktor

glutamat dehidrogenéaz

glicin-etil észter

horseradish peroxidase, tormaperoxidaz

iodacetamid, jodacetamid

asszociacioés sebességi allando

katalitikus sebességi allando (atviteli szam)

katalitikus hatékonysag

disszociacios sebességi allando

egyensulyi disszociaciés allando

Michaelis allando

azay plazmin inhibitor N-terminalisan metioninnal kézid formaja
azap plazmin inhibitor N-terminalisan aszparaginnal dik formaja
az N-terminalisan aszparaginnal Kelsc, plazmin inhibitor N-
termindlis szekvencidjanak megfélelodekapeptid
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N1-0oP1(1-12XY)

NADP*
NAD(P)H
NMR
NOESY

pFXIII
PFEXIII-B,
EXII-A 5
FXIII-B »
SDS-PAGE

SE
SPR
STD
TAFI
TOCSY

TMB
(12P|

az N-terminalisan aszparaginnal kédd o, plazmin inhibitor N-
termindlisaval megegyézszekvenciaju dodekapeptid szintetikus
mutansa
(X = aminosav pozicidja a peptidhen= aminosav, melyre az eredetit
kicseréltik)

nikotinamid-adenin-dinukleotid-foszfat

redukalt nikotinamid-adenin-dinukleotidfszfat)

nuclear magnetic resonanogagneses magrezonancia

nuclear Overhauser effect spectroscopy, @aghauser effektuson
alapulé kétdimenziés NMR spektroszkdpia
plazma Xlll-as faktor

plazma XlllI-as faktor B alegység homodimer

rekombinans XllI-as faktor A alegység homodimer
rekombinans Xlll-as faktor B alegység homodimer

sodium dodecil sulphat poliacrilamideejektrophoresis, natrium
dodecil szulfat gél elektroforézis

standard error, standard hiba

surface plasmon resonance, felszini plazexanancia
saturating transfer difference, telités-atvidifferencia
trombin altal aktivalhato fibrinolizis inhitor

total correlation spectroscopy, kétdimentéhes korrelacios
spektroszkoépia

3,3',5,5-tetramethylbenzidine

az plazmin inhibitor



4. Bevezetés

4.1. A Xlll-as faktor szerkezete

A véralvadas Xlll-as faktora (FXIIl) egy kulonlegegralvadasi faktor, ugyanis
ellentétben a tobbi zimogén alvadasi faktorral gy proteolitikus enzim prekurzora, hanem
egy protranszglutaminaz. A véralvadasi kaszkadsattdzisaban trombin és kalcium egyuttes
hatasara alakul at aktiv formava (FXllla). A tragistaminazokra jellemtz hogy peptid
lancokat kotnek keresztla¢y-glutamil) lizil kotésekkel. Az FXIllaé feladata a fibrini- ésy-
lancainak keresztkotése, i, plazmin inhibitor ¢,PI) kovalens rogzitése a fibrinlancahoz.
Ez a mechanizmus esszencialis a hemosztazis feas#hoz; megvédi az Ujonnan kégatt
fibrint a keringd vér aramlasa altal kivaltott nyirofesziltség medka hatasatol, és a
fibrinolitikus rendszer altal okozott degradacidtbl 2].

A plazma FXIII (pFXIll) egy heterotetramer (FXIII-#8,), mely a két potencialisan
aktiv A alegysegti (FXIII-A ;) és a két hordozo/gatlé B alegyséb@-XIll-B ) all. A pFXIII
molekulatdémege 326 kD, plazma koncentracioja 14a84._ [1].

Az enzim aktiv centruma a 83 kD-os FXIlI-A-ban thktd, mely négy strukturalis
doménibl (B-szendvics domén, katalitikus kdzponti ,,core” dom@mordd 1 és -2 domének)
€s a molekula N-terminalis végén talalhato 37 asamat tartalmazo aktivacios pepiddib
transzglutaminazokra jellerdz Gly-GIn-Cys-Trp. Az FXIlI-A-ban még tovabbi 6t alzad —
SH csoport talalhat, melyek nem képeznek diszbhiifihkat.

Az FXIlI-A monomerek egy-egy nagyobb affinitast “Caotshellyel rendelkeznek,
melyek egy Ca atom megkotésére képesek [3, 4].7A G&* és YB" ionokkal kristalyositott
FXII-A » rontgen szerkezetvizsgéalati eredményei szintén edgidleges kation kdhelyet
azonositottak alegységenként [5]. A 0,1 mM d&téket egyensulyi dializis, ill. intrinsic
fluoreszcens vizsgéalatokkal &llapitottak meg [3]gifCa NMR titralassal 0,51 mM-osgK
értéket kaptak [4]. Ezek az eredmények felvetik atacsony affinitast, masodlagos®Ca
kotshely létezését. A rontgen krisztallogréfia és & @autans FXIII-A-hoz vald kobdési
vizsgalatai azonositottak, hogy az Asp438, a Glud85a Glu490 oldallancok karboxilalt
csoportjai csaklgy, mint a gerinc Ala457 karbonidt®mija egy C& koté zsebet alakit ki [5,
6]. Az Ala457 koti kdzvetlenill a Gat. A tobbi aminosav oldallanc nincs elég kozelirkt
kolcsbnhatashoz; ezen molekulak valoszinileg andlekulakon keresztil vesznek részt a
Ce* koétésben.

A Ca ionok kobdése az A alegységeken #éwagy affinitast Cd koétshelyhez
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dimer aktivalédasahoz [7, 8]. In vitro a cFXIIl mbinnal és C&-mal valé aktivalédasa
ugyanugy zajlik, mint a pFXIIl-é, eltekintve az AKB disszociaci6jatél. Extrém magas Ca
koncentracional X100 mM) az AB, komplex képes disszocialni azéettes proteolitikus
hasitas nélkil is, és a nem-trunkalt FXI}-Aktiv transzglutaminazza alakul (FXIILA [9,
10]. Az alacsony affinitast Gakotshelyek telitdése szerepet jatszhat ebben a folyamatban.
A cFXIIl és a pFXIll nem-proteolitikus aktivalédasalapveten kulonbozik. A cFXIII
esetében az alacsony’C&oncentracié elégséges a cFXIIl lassl progresafiivaciojanak
eloidézéséhez fiziologias korulmények kozott; az i6nedvelésével az aktivacid sebessége
nagy mértékbend[11]. FXIII-B-vel valé komplex kialakitdsa teljesenegsziinteti ezt az
aktvacios folyamatot [11]. Valos4isithet, hogy trombocitakban és monocitakban a cFXIlI
fiziol6gias aktivaciés mechanizmusa a nem-protiois ttvonal [12].

Az FXIII-B szignifikhnsan meghosszabbitja a kailis alegység élettartamat a
keringésben, és megodvja a plazma kdrtilmények okiaasi proteolitikus degradaciotol.
FXII-B egy mozaik fehérje, mely 10, an. ,sushi” ménkbl all. A sushi domének
mindegyikét 2-2 diszulfid-hid tartja 6ssze. Ez akdd molekulatomed glikoprotein 8,5%
szénhidratot tartalmaz. In vivo a pFXIIl fibrinodéer kotve kering, a kétés Ca&'
jelenlétéél fuggetlen. A plazma fibrinogén 15%-at kitefibrinogén 2 ¢Ay’ fibrinogén) y’
lanca az FXIII & koétohelye. A kobdés az FXIII-B-n keresztil jon 1étre [13].

Az FXIIl nem csak a plazmaban, hanem trombocitak mé@nocitak/makrofagok
citoplazmajaban is &lordul FXIII-A ; homodimerként (cFXII) [1, 2].

Az FXIII-A-t csontveb eredet sejtek, mig az FXIII-B-t a hepatocitak szintetjail
[14-19]. A két tipusu alegység plazméban képez kexep; az FXIII-B feleslegben talalhato,
kb. 50%-a szabad formaban [19] kering, nagy valdis&ggel dimerként [20, 21]. A komplex
képzdésnek fontos szerepe van a normal hemosztazitaféasaban. Az FXIII-Bd feladata
az FXIII-A élettartamanak meghosszabitasa a kesinge [22]. Az FXIII-B ezen szerepe
osszefliggésbe hozhatdé az FXIY-kassu progressziv aktivaciéjanak megakadalyozfsava
ami FXIII-B hianyban a plazmaban bekovetkezne [BH.FXIII-B deficiens betegekben az
FXIII-A koncentracidja a plazmaban szignifikansasbkkent, és kdszonléetn az alacsony
FXIII-A ; szintnek, ezekben a betegekben enyhe vérzéskekan(22-24].

Figyelembe véve az FXIIl alegységek kozoétti kompldalakuldsanak fontossagat
megle®, hogy a két alegység kblcsonhatasanak biokémsghk feliletesen tanulmanyozott.
Habar altalanosan elfogadott, hogy az FXIII-A a ifkgésben teljes mennyiségben
komplexben taldlhatd, ez kisérletesen még nem pitmih Ez idaig két munkacsoport
foglalkozott az A és B alegységek kozotti kdlcsdhbaebsségeének vizsgalataval. Radek és
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munkatarsai [25] ELISA technikaval vizsgaltak azlFXélegységeinek kddeési kinetikajat,
és 4 x 10'M egyensulyi disszociaciés allandét gjKallapitottak meg. Komanasin és
munkatéarsai [26] az FXIII-A és két kulonbdz genotipusu FXIINI-B (FXIII-B»-His95 és
FXIII-B -Arg95) kozotti steady-state lgitést tanulmanyoztak. A kialakult FXII-8;
mindkét forméajara meghataroztak g mely a His95 esetén 8,06 x 1M, az Arg95 esetén
pedig 8,13 x 1 M-nak adédott. Ezekben a kisérletekben viszonlysagas (>18 M)
FXIII-B koncentraciot alkalmaztak receptorként. Amgiben a total receptor koncentraciok
lényegesen magasabbak, mint a kalkulgjt([Rt] >> Kg), akkor a K értéket lényegesen
felilmérhetjuk [27]. Valojaban, ha a fenti két &dési allanddval és az FXIII-A ill. FXIII-B
atlagos plazma kocentracidival szamolnank, akkgaama FXIII-A, 87% ill. 55%-anak
szabad formaban kellene lennie, ami nyilvanvaloam mikrézi a valésagot. A kézelmultban
vezették be a rekombinans FXIILArFXIII-A ;) alkalmazaséat az FXIII-A deficiens betegek
szubsztitacids terapigjaként [28]. Tény, hogy a%IHFA , hosszu iddj tulélése (félélet iél 9-

14 nap [29-31]) a keringésben nagyban fligg az etedrabad FXIII-B-vel val6 komplex
kepadeéstl, ami nyomatékositia az FXIII-B, komplex kép#dés tanulmanyozasanak
fontossagat.

Az kolcsbnhatasban részteepitopok sem ismertek jelenleg. Souri és munkatars
olyan rekombinans FXIII-B-t éllitottak & melyben az 1. (N-terminalis) sushi domén
hianyzott, s ez a ,trunkalt” FXIII-B elvesztette HKA ,-t kot képessegeét [21]. Bar az
epitépot nem azonositottak, ennek alapjan feltzhel®, hogy a kéddésert felals epitop az
FXII-B molekula N-terminalis részén van. Az FXW-n 1évs, a kotdéseért felals

epitdp(ok)rol nincs kisérletes adat.

4.2. A Xlll-as faktor aktivalodasa, ttkddése

A véralvadasi folyamat sordn a pFXIlll egy tobblgscsfolyamatban aktiv
transzglutaminazza (FXllla; protein-glutaminyeglutamyltransferase, EC 2.3.2.13) alakul
trombin és C& hatasara (1. abra). A trombin proteolitikusan @ az AP-FXIII-t az
FXIII-A N-terminalis végéél, mely egy modositott tetramer szerkezetet erege@(FXIII-
A.B,). Ezt kdveben C&" jelenlétében az FXIII-B alegységek disszocialnék,a trunkalt
FXII-A dimer aktiv konformaciot vesz fel (FXIII-&), melyben az aktiv centrum eredetileg
Polimerizalt fibrin jelenlétében igen nagy meértékbé80-100-szorosara) felgyorsul az

aktivacio folyamata. Amennyiben jelen van a fibiz, aktivacié a fibrin polimerek felszinén
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megy végbe [1, 32].

Thrombin Ca?*
)
(Fibrin) (Fibrin)
FXIlI-A,B, FXIlI-A,’B, + 2(AP-FXIIl) 2(FXII-B)+ FXIII-A FXII-A*

1. abra. A plazma Xlll-as faktor (pFXIIl) aktivaciga trombin és C4" hatasara. Az FXIII
komplex proteolitikus aktivacidja sorandst6r a trombin lehasitja az aktivacios peptidet
(AP-FXII) az A alegysédt (FXIII-AB,), ezt kdveten C&* jelenlétében a B alegységek
disszocialnak, majd a hasitott A dimer (FXIH)Aenzimatikusan aktiv konformécioét vesz fel
(FXII-A2). A z6ld és narancsséarga hengerek az FXIf-Bordé ésB-szendvics doménijeit, a
lila félkorok a kézponti katalitikus domeént repretédjak, az AP-FXIII piros hurokként van
jelélve. A 10 gyongyszékeépletldl allo hajlitott struktura az FXIII-B-t abrazoljadAz abra az

[1] referencia komplex abrajanak egy részlete.

A cFXIII aktivacidja fiziolégidsan nem-proteolitikuaktivicié révén zajlik (2. abra).
Az aktivacié soran- az FXIII-B hianyaban - az FXMpb C&" jelenlétében struktaralis

valtozason megy keresztul és enzimatikusan aktifckmaciot vesz fel (FXIII-A°).

FXIII-A, FXIII-A,’

2. &bra. A cellularis Xlll-as faktor (cFXIll) nem-proteolitikus aktivaciéja C&" hatasara.
Az FXIll intracellularis aktivacidjdhoz nincs sziéks proteolitikus hasitasra; az
intracellularis C&* koncentracié emelkedése elegéndhhoz, hogy az FXIII-A aktiv
konfiguraciét vegyen fel (FXIII-A). A z6ld és narancssarga hengerek az FXI-BAordé és
[szendvics domeénijeit, a lila félkorok a kézpontaktikus domeént reprezentéljdk, az AP-
FXIII piros hurokként van jelolve. Az abra a [1]feeencia komplex dbrajanak egy részlete.

Van olyan kozlés is, mely szerint €gelenlétében a zimogén pFXIll egy alacsony
hatasfokd, un. innate aktivitassal bir és kepesdatkotni a fizioldgias szubsztratjait a
fibrinogeént, a fibrint és aa,PI-t [33, 34].

13



Kémiailag azFXllla egy modositott két Iépéses acil transz(transzglutaminaz)
reakciot katalizal [35-37]melybel egy peptid kdtésben lévglutaminkarboxamid csoportj
az acil donorés egy primer amin az acil akceptor. Azédispésben a peptid kotésbende
glutaminegy tioészter kotésen keresztil az aktiv centrienteinjthez koddik, és ammaonia
szabadul fel. Ezt kévéen egy alkalmas eldleges amin szubsztrat jelenlétében az
csoport az acil enzim kozvetitésével az acil alarepminr: kertl & Az aminizopeptid
kotésen keresztikovalensen k@tdik a y-glutamil oldallanchoz Fiziolégias koérulmények
kozott az elsdleges amin szubsztrat a peptid kotésberd lkéin oldallancana e-amino
csoportja, és az FXllla altal katalizalt reakcidégegedménye a peptid lancoe(y-
glutamil)lizil-en keresztutortérs keresztkdtés A transzglutaminazeakcio 3. dbran lathato
egyszeiisitett sémajat @zefoglald cikkiinkben kozolti[38]. A felszabadulé ammonia,
jelélt amin inkorporacidja egy fehérjébe, ill. aeresztkotott érmék (az abran pirc
ellipszisekkel jelolveneghatarozasa mind alkaln az FXIII aktivitasanak meréseél

(peptid, Gln)—c—nN1, +  H—S—Cys JFXilla)
peptid, H ‘ ,

0 1.I
peptid,_Gin) C—s— Cys JEXlla +@
. / \
_I_

+ —_— .
H,N—R H,N—{ Lys ) peptid, )

+  H—s—(Cys JEXIila) t H—S—Cys JEXllla

3. abra. Az akwalt FXIIl (FXIllla) altal katal izalt transzglutaminaz reakcié sematiki
abrazolasa [38]. A kionboz FXIII tesztek a piros szinr bekarikazott terméke

meghatarozasan alapszanak.

4.3. A XIll- as faktor szubsztrat

Az FXllla elsbdleges fizioldgias szubsztratjai a fibra- ésy-lancok, aza,Pl és a
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fibronektin [35, 36]. A fibrin lancok keresztkotést és aza,Pl fibrinhez valdé kovalens
rogzitesével a fibrin alvadék mechanikabsitése és a fibrinolitikus rendszer altali gyors
proteolitikus lebontasatol valé védelme valdsul meg

A metionin reziduummal ke#dié 464 aminosavbél felépiilaPI-t (M1-0,P1) a
hepatocitak termelik [39]. Egy plazma proteaz (AR@Atiplasmin cleaving enzyme) egy
dodekapeptidet tavolit el a fehérje N-terminaligé@l, igy aza,PI1 korulbeltl 70%-a kering
12 aminosavval megroviditett, aszparaginnal kdéd izoformaként (N1a,Pl) [40].
Kizarolag az utobb emlitett trunkélt izoforma habék acildonor szubsztrat az FXllla altal
katalizalt keresztkotési reakcioban [41, 42]. Edeilktobb més fehérjét bizonyosodott be,
hogy szubsztrat glutamin oldallanccal jarul hoazaXllla altal katalizalt transzglutaminaz
reakciohoz. Amint azt a kdzleménylnkben szérgjdszefoglald 1. tdblazat mutatja [43],
néhany esetben az acil donor glutamint és a koetgben 1é§ aminosavakat sikeresen
azonositottak a fehérje étHeges szerkezetében [44-53]. Az deleges struktirdk
0sszehasonlitasabdl azonban nem vonhaté le alsal&pokluzio az FXllla szubsztrat
specificitasat illeien. Nincs egyértelinkonszenzus szekvencia a szubsztrat glutamin kordl,
ezért kulonodsen fontos fényt deriteni azon szetkdai/etelményekre, melyek az adott
aminosav sorrendet alkalmasséa teszik, hogy indalisiipeptid szubsztratként Kdjon az
FXllla-hoz. Tébb tanulmany vizsgalta a béta-kaZ&#-56] és az NIx,PI [55, 56] reaktiv
glutaminja koéruli szekvenciat tartalmazo szintesilaligopeptidek felhasznalasaval az FXllla

szubsztratokkal torténkotvdési mechanizmusat.
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FXIllla szubsztrat fehérjékben/peptidekben.

1. tablazat. Az elgidleges acil donor glutamin koruli szekvenciak ossasonlitdsa az

Fehérje/peptid szekvenciaja

Fehérje/peptid

N-Q; -E-Q-V-S-P-L-T-L-LK-
-S-Q167-S-K-V-L-P-V-P-Q-K-A-
G-Qs -S-K-V-I1-G
_Q-QaggH-H-L-G-G-A-K-Q-A-G-
-S-Q221-L-Q-K-V-P-P-E-W-K-A-
-P-Q237M-R-M-E-L-E-R-P-G-G-
-N-Q32¢-N-P-G-S-P-R-P-G-S-T-
-G-Q366W-H-S-E-S-G-S-F-R-P-
"A-Q; -Q-1-V-Q-P-Q-S-P-L-T-
“E-Qg3-T-P-V-L-P-E-E-E-A-P-
-S-Qg7H-I-V-F-P-Y-5-Y-T-R-
-D-Q105R-Q-V-D-L-I-P-K-K-A-

N1-0.P| [44]

B kazein [45]

K9 peptid [46]

y-lanc fibrin(ogén) [47]
a-lanc fibrin(ogén) [48]
a-lanc fibrin(ogén) [48]
a-lanc fibrin(ogén) [49]
a- lanc fibrin(ogén) [49]
Fibronektin [50]
Vitronektin [51]

TAFI [52]

FnbA [53]

Az elgdleges reaktiv acil donor glutamin poziciot félkodélt karakterrel emeltik ki. A+
lanc fibrin(ogén)ben, egy masodik glutamint is rekdjink; N1aPl: az a»Pl N1
izoformgja; A K9 egy, af kazein szekvenciajat utanzézintetikus FXllla szubsztrat
oligopeptid; TAFI, trombin-aktivalhat6 fibrinolizismhibitor; FnbA, Staphylococcus aureus-

bol szarmazé fibronektin-kdprotein A.

4.4. A Xlll-as faktor aktivitas meghatarozasanak Iélségei

A klinikai gyakorlatban és a klinikai kutatasbart k&bdl kifolyolag indokolt az FXIII
meghatarozasa: 1/ az FXIlI-hiany diagnosztikaja, @s deficiens betegek FXIII
szubsztiticiéjanak monitorozasa céljabol; 2/ trotikus betegség kialakulasanak
megnodvekedett kockazata vizsgalata céljabdl, ugydmizonyos korilmények kozoétt az
emelkedett FXIII szint jelezheti egy trombotikuee®ny bekbvetkeztének veszeélyét [57].

A nem-szubsztitualt betegekben az FXIII-A hianyys8l haemorrhagias diathesis-t
jelent, a relative gyakori intracranialis vérzésatninem ritkan fatalis kimenetellel.
Osszefoglal6 tanulmanyunk [37] atfogo, kritikaiékelést nydijt az FXIII aktivitas plazmaban
tortérd meghatarozasara alkalmas modszétekorgalomban |€g tesztekél. A tradicionalis,
alvadék oldhatosagon alapul6 tesztek hasznalatajaneasolt az FXIII deficiencia srzesére.

Az elss vonalbeli (s#rd) vizsgalatnak funkcionalis kvantitativ FXIII akiigs tesztnek kell
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lennie. Ezen modszerek két elven alapulnak: 1Atj@din szubsztrat fehérje glutaminjaba
tortérd, FXllla altal katalizalt inkorporaci6janak méréséd/ egy peptidkdtésben lév
glutaminbdl FXllla &ltal katalizalt transzglutaminareakciéban felszabadul6 ammonia
NAD(P)H fugg glutamat dehidrogenaz (GIDH) indikator reakciélwaid monitorozasan. Az
inkorporacios tesztek igen érzékenyek, didgédnyesek, nehezen standardizalhatéak, és nem
automatizalhatéak. Az ammonia felszabadulason Hamsztek kevésbé érzékenyek, am
gyorsak, jol standardizalhatéak és automatizaltkatbvel kisérleteinkben ez utébbi elven
alapulo FXIIlI aktiviths meghatarozast hasznaltukgre ennek hatterét az aladbbiakban

részletezem.

Ammonia felszabaduldson alapulé EXIII aktivitastghataroz6 tesztek

1969-ben publikaltak az és=XIll tesztet, melyet az FXllla altali, glutamirodor
fehérje szubsztratjabol felszabadul6 ammodnia mezdssEsznaltak [58]. Ebben az esetben az
ammoniat rekalcifikdlt, megalvasztott plazmabanatattak meg. Mas koradbbi modszerek
ammonia szelektiv elektroddal [59], vagy modosiBatthelot reakcioval [60] detektaltak az
ammonia kialakulasat plazmaban ill. fibrinogénnielgészitett plazméaban. Ezek a végpontos
mérések nehezen kivitelezbhek voltak és nagy mennyiségplazmat igényeltek. A
keletkezett ammodnia monitorozasahoz GIDH-t haszeBHtesztet 1985-ben intézetlinkben
fejlesztették ki [61]. Ez az elv tette letheé az el§ valodi kinetikus FXIII meghatdrozast.
Ebben a mérésben a fibrinogént bentonitos keze¢lékaeolitottak. A reakcio lag fazisa alatt
tortént meg az FXIII aktivalasa trombinnal és*Gmal. Az FXllla keresztkétotte az amin
szubsztratot (etilamin) az acetilalt, defoszfotifitkazein egyedli glutamin oldallancahoz, a
reakci6 az ammonia felszabadulassal jart. Az ammdf@lszabadulds folyamatosan
monitorozhato volt a GIDH-medialta indikator reaMzan, melyben a redukalt nikotinamid-
adenin-dinukleotid-foszfat (NADPH) nikotinamid-adedinukleotid-foszfatta (NADP
alakult, igy a 340 nm-en mért abszorbancia csoldeeméérhet volt. A fenti elvet két
kinetikus ammonia felszabadulas mérésén alapulti fefesztésében is felhasznaltak [46,
62]. Az 0j, médositott tesztekben a fibrin polinzégiot gatld peptideket hasznaltak a fibrin
alvadék kialakulasanak a gatlasara, az acil doebérfe szubsztratot glutamin tartalmu
oligopeptidekre cserélték, amin szubsztratként l&snegtil észtert hasznéltak (2. tablazat).
Mindkét médositott teszt kereskedelmi forgalomb&rhet. A Fickenscher és mtsai altal
modositott tesztet [46] “Berichrom FXIII” néven aeBiens cég (Marburg, Németorszag)
forgalmazza. A “REA-chrom FXIlI” (Reanal-ker, Budsgi, Magyarorszag), Iill.
“TECHNOCHROM FXIII” (Technoclone, Bécs, Ausztriagwen forgalomba hozott tesztek
Karpati és mtsai médszerén alapulnak [62]. E t&sttezéles kdrben hasznaljak az FXIII
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deficiencia stirésére. Egyik tesztet sem befolyasolja az FXIlI-Al34Leu polimorfizmusa
[46, 62, 63]. Berichrom és a TECHNOCHROM tesztek@t tablazatban hasonlitottuk 6ssze
(a REA-chrom teszt teljes mértékben megegyezik @HIROCHROM teszttel). A két teszt
kilonbd® glutamin tartalma oligopeptideket alkalmaz szukd@ként a Berichrom tesztben
hasznalt dekapeptid aminosav szekvencigja hasoiflékazein szubsztrat glutamin kordli
szekvenciajahoz, mig a TECHNOCHROM (és REA-chroiithek hasznalt dodekapeptid
szekvenciaja azonos az MGPI N-terminalis szekvencigjaval. A Berichrom tegrttNADH-

t, a TECHNOCHROM tesztben NADPH-t hasznalnak azkéidr reakcioban.

2. tablazat. Kereskedelmi forgalomban &wmmonia felszabadulas mérésén alapuld
(kromogeén) FXIII aktivitds tesztek

Berichrom FXIlII TECHNOCHROME FXIII
Siemens, Marburg, Technoclone, Bécs,
Németorszag Ausztria

Fibrin polimerizacios inhibitor peptid G-P-R-P-A BSR-P

FXIII aktivator Trombin + C& Trombin + C&'

Acil donor Q-peptid L-G-P-G-Q-S-K-V-I-G  N-Q-E-Q-V-B-L-T-L-L-K

Acil akceptor amin Gly-O-ET Gly-O-ET

Indikator reakcio GIDH NADH-val GIDH NADPH-val

Plazma vak reagens a kitben Nem tartalmazza Taaralan

Plazma reagens térfogat arany 1:10 1:10

A Berichrom kitben &% peptid aminosav szekvencidja néhany helyen médositegfelel a
[Fkazein szubsztrat glutamin reziduum kérili szetiaggmak. A TECHNOCHROM kitben
talalhatd szubsztrat megfelel az FXllla szubsztidt-a,Pl N-terminalis szekvenciajanak
[64]. Gly-O-ET, glicin-etil észter. GIDH, glutamatehidrogendz. NADPH, redukalt
nikotinamid-adenin-dinukleotid-foszfat.
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5. Ceélkitiizés

Kutatdsunkban az FXIII kélcsOnhatasait kulonb@spektusokbdl vizsgaltuk. Célul
taztuk ki az FXIll alegységek egymassal vald kdlcssidkanak, és az FXllla glutamin
tartalma szubsztratokkal kialakitott kblcsonhatakdanulmanyozasat.

1. Korabban két munkacsoport ett@redményeket publikalt az FXIII-8, komplex
képadési kinetikajat illeten, melynek oka felteht&#n a kevésbé adekvat moddszerek
alkalmazasa volt. Ezért a fehérjék kozotti kolcsiab jellemzésére kivaldéan alkalmas
felszini plazmon rezonancia (SPR, surface plasnesmomance) technikaval szandékoztuk
tanulmanyozni az alegységek kolcsOnhatasat, édazisz az eddig kozolt kinetikai
paraméterekdl adodo ellentmondasokat. Emellett a ddisi vizsgalatokhoz adekvat
alacsony FXIIl alegység koncentracioknal egy igexékeny ELISA tipusu kétlési assay-
vel is meg kivantuk hatarozni a kélcsonhatas Kiaeparamétereit €és a két modszerrel kapott
értékeket dssze kivantuk hasonlitani.

2. A fenti két moédszerrel meghatérozott kinetikaigméterek felhasznaldsaval célunk
volt a plazmaban esetlegesen szabadon kerkglll-A, mennyiségének kalkuladlasa és
amennyiben az eredmények szabad FXHljenlétére utalnak, annak kisérletes bizonyitasa.

3. Mivel élettani szempontbol az NLPI FXllla altal tértéé fibrinhez valo
keresztkdtése igen nagy jeléséggel bir, céluliiztik ki az FXllla és az N&Pl N-
terminalis végének megfetetiodekapeptid (NIPI(1-12)) kdz6tti kdlcsdnhatas molekularis
mechanizmusanak tanulmanyozasat. Ezen belll: agtikirs mérésekben tanulmanyozni
kivantuk a dodekapeptid szintetikus mutansaindk,tiinkalt valtozatainak a hatdsat az
FXllla aktivitasra b) proton NMR és telités-atvitelifferencia (STD, saturation transfer
difference) NMR technikaval identifikalni kivant@zokat az aminosav oldallancokat az N1-

a,PI(1-12) szubsztratban, melyek fiziolégias pH-nckdinhatasba Iépnek az FXllla-val.
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6. Anyagok és moédszerek

6.1. Az FXIll alegységek kolcsbnhatasanak vizsgalat@iéhlmazott anyagok és

modszerek

6.1.1 Anyagok

A human trombint, a hirudint, a 3,3’,5,5-tetramgtienzidine (TMB) szubsztratot, a
szarvasmarha szérum albumin (BSA) V frakciojatoanaperoxidaz (HRPO, horseradish
peroxidase) VI-os tipusat, a biotinamido-hexansamrazidot a kecske anti-egér
immunoglobulin G-t (IgG) (Fc specifikus) és a tdpg a Sigma Aldrich-tol (St. Louis, MO,
USA) rendeltik. A Batroxobin moojeni a Pentaphadin(Basel, Svajc) szarmazik. A birka
anti-human FXIII-A poliklonalis antitestet az Affiy Biologicals-tdl (Ancaster, Kanada), a
nydl anti-human FXIII-B poliklonalis antitestet alBiochem-8l (La Jolla, Kalifornia, USA)
szereztik be. A Vectastain ABC reagens gyartojaeatdf (Burlingame, CA, USA). A
HRPO-val konjugalt anti-nydl 1gG-t a Jackson Immuesearch Laboratories-tol (Westgrove,
PA, USA) rendeltik. A streptavidinnel fedett mileolezeket a Thermo Fisher Scientifit-t
(Vantaa, Finnorszag) vasaroltuk. A BALB/c egerektemelt monokonalis anti-FXIII-A and
anti-FXI11-B antitesteket intézetiinkben Katona Ekedlégam allitotta &. Az 1gG-t ascitestl
szeparaltuk affinitAs kromatografiaval protein Gplsmose oszlopon (GE Healthcare,
Uppsala, Sveédorszag). A Kdkesi vizsgalatokhoz az, anti-FXIII-B IgG-t a szairt
oldallancain biotinamido-hexansav hidrazid reagehd$sotinéltuk [65]. A CNBr-aktivalt

Sepharose 4B gél és a CM5 szenzor chipek a GEhdaadt-6l szarmaznak.

6.1.2 FXII preparatumok és FXIIl antigén meghatarozasok

A tisztitott human pFXlll-at [10] és a plazma FXBb-t (pFXIlI-B,) egészséges
véradoktol gyjtott human plazmabol allitottuk &[66, 67]. A cFXIII-t human placentabdl
preparaltuk [11]. Az rFXIll-A Dr. Eva H.N. Olsen, (Novo Nordisk, Malgv, Daniagylelki
ajandéka volt. A Zedira-t6l (Darmstadt, Németor3zbgszerzett rekombinans FXIIB
(rEXIII-B ;) rovarsejtekben allitottak @l Az FXIII-A B, ésFXIII-A , antigén koncentraciok
meghatarozasat a korabban leirtak alapjan végez{6i, 69].
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6.1.3 Felszini plazmon rezonancia vizsgalatok

A felszini plazmon rezonancia jelenségén alapulérésiéchnika kiloénb@z
biomolekularis kdlcsdnhatasok vizsgélatara alkalmakét alegység komplex kéfidésének
kinetikdjat SPR technikaval korabban még nem vitdkaA modszer éinye mas interakciot
vizsgald modszerekkel szemben, hogy a kdlcsonhateizegalata valos itben, jeldletlen
molekuldkkal torténik. Az egyik legismertebb ésdigrjedtebb SPR technikat alkalmazo
rendszer a Biacore. A felszini plazmon rezonanciasgélatokat az intézetinkben
rendelkezésre all6 Biacore X készilékkel (GE Health, Uppsala, Svédorszag) végeztik el.
Az *“amine coupling protocol” szerint 100ug/mL pFXII-Bo-t vagy rFXII-Bo-t
immobilizaltunk CM5 tipusu szenzor chip 2-es araniéllgjara (FC2 - flow cell 2). A
kontrollként hasznalt 1-es aramlasi cellat (FClbwfcell 1) bovin szérum albuminnal (BSA-
val) fedtik le. Az alegységek kdlcsbnhatasanak gélegahoz analitként kilonb®z
koncentracioju cFXIlI-A-t vagy rEXII-Ax-t alkalmaztunk 150 mM NaCl-ot, 3 mM EDTA-t
és 0,005% v/v surfactant-t tartalmazé 10 mM-os HE&PRufferben (pH 7,4). A
kolcsdnhatasok tanulméanyozasdhozillimin-es, mig a regeneralashopdmin-es aramlasi
sebességet allitottunk be. Az asszociacios sehdss@gianst (ka), a disszociacios sebesséqi
konstanst (K és a K-t Biaevaluation szoftver (GE Healthcare) segitsébkalkulaltuk.

Mivel a gyarté altal ajanlott regenerald oldatokyikg sem volt képes a bekdktt
analitok (cFXIII-A vagy rFEXIII-A) maradéktalan elalitasara, ezért az ajanlasoktol eltérve a
regeneralasokat minden esetben 50 U/mL trombig4Q,@M CaCj-t, 10 mM HEPES-t, 150
mM NaCl-ot, és 0,005% v/v surfactant-t tartalmazdatial (pH: 7.4) végeztik el. Ebben a
rendszerben az aktivacios peptid trombin altaétirieltavolitast kovéten a kotott FXII-A

disszocial a szenzor chip-hez kététt FXII-&-r

6.1.4 ELISA-tipusu kdddési vizsgalatok

A kiulénbdz koncentracioju cFXIlI-A-t vagy rFXIII-Ax-t 0.25 nM FXIII-B-vel
inkubaltuk egyitt 1 éran keresztil 23 °C-on. Ekazl€0 uL biotinalt monoklonalis anti-
FXIII-B antitestet (1ug/mL) mértliink egy streptavidinnel fedett mikrotitemez valyuiba. 30
perc inkubacio utan a nem-kKdbtt biotinalt antitesteket mosassal tavolitottuk Ezt
koveben 100uL, a kialakult komplexet tartalmazo inkubaciés keket vittik at a valyukba
és egy oran &t inkubaltuk. Alapos mosést késeta kialakult komplex mennyiségét HRPO-
val (horseradish peroxidase, tormaperoxidaz) jekrati-FXIII-A antitest és TMB szubsztrat
gorbéje segitségével allapitottuk meg. A Kszamitasdhoz a GraphPad (San Diego, CA)
Prism Software, Version 5.0-t hasznaltuk.
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6.1.4.1A testfolyadékokban keririgszabad FXI-A; mennyiségének kiszamita
Az alabbi képlet [27felhasznalasaval kalkulaltuk a szabad F-A, mennyiségét:

([R] + [L] + K) — /([R] + [L] + Ky)* — 4[R][L]
)

[RL] =

[R]: a receptor koncentracid[total FXI11-B;]

[L]: a ligand koncentracidjaotal FXIII-Aj]

[RL]: a komplex koncentracio[total FXIII-A,B;]

plazmajabdl meghatarozott koncentracioik éa jelentette [69]. Acerebrospinalis folyadé
(CSF) és konny esetébexrz intézetiinkben mar korabban meghatarcéatlag, ill. median
koncentricidkahasznaltuk a szamitasokl [70, 71].

6.1.4.2 A testfolyadékokban keririgszabad FXI-A,; mennyiségének méré

11 egészséges egyéinszarmazo citrattal alvadasgatplazma mintakboSepharose
4B oszlophoz kovalenserkotott monoklondlis anti-FXIIB antites felhasznaldsaval
immunabszorpciovatltavolitottuk az FXII-A;B,-t és a szabad FXIII-B-Az immundepletalt
plazma mintakban nem volt kimutathaté F-A;B,, ami bizonyitotta, hogy komplexben
levé FXIII-A, maradéktalan eltavolitasa sikeres vzt kéveten a flazma mintakbol
meghataroztuk a szabdeXlll-A, koncentraciojatA CSF és a konny esetében a sze
FXIII-A, koncentraci6 megfelel a total FX-A, és a komplexben Iév FXIII-A;

koncentraciok kozotti kilénbségn

6.1.5 Az FXIII-A ;B, komplex plazmabdl val6 eltalithsa utan maradt szabFXIII-

A, funkcionalis aktivitdsan: vizsgalata

Az immundeplécié utan a plazmaban maradt szabadl-A, fibrin keresztktd
aktivitasat vizsgaltuk meg. A plazma mintal2 U/mL trombinnal és 1(mM CaCl}-dal
alvasztottuk 2 mMjdédacetamid jelenlétében és hianyaban °C-on, 60 percig. Alapo
fiziologias NaCl-dal tortéh mosast koveéten a kinyert alvadékokat loldottuk redukald
SDSPAGE minta pufferben, és S-PAGE segitségével analizaltuk. Az egyes kisérlete
a trombint batroxobimoojen-vel (11 U/mL) helyettesitettiik, mely egy trombinhoz dvaé
kigyoméreg proteaz. A batroxobmoojeni a fibrinogen A-lancéardl képes lehasitara

fibrinopeptid A4, igy megalvasztani a fibrinogént, de nem aktevalz FXII-A,-t. Ez esetben
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a plazmaban a koagulaciés kaszkad®*Céltali aktivalodasa eredményeként keletkezett

trombint 10 U/mL hirudinnal géatoltuk.

6.2 Az FXIll és szubsztratjai kdlcsdnhatasanak vizsagala alkalmazott anyagok

és modszerek

6.2.1 Fehérjék és reagensek

Az ezen kisérletekhez hasznalt tisztitott plazm#IHX0] és a szarvasmarha trombin
[72, 73] preparalasa intézetiinkben tortént. A ssmmarha maj glutamat dehidrogenazt és a
NADPH-t a Roche-tdl (Meylan, France) vasaroltuk. ARP-t, aza-ketoglutaratot, a glicin-
etil észtert, a ditiotreitolt, a HEPES-t és a j@tamidot a Sigma Aldrich (St. Louis, MO,
USA) gyéartotta. Az N,N-diciklohexilkarbodiimid, ak-hidroxibenzotriazol hidrat, az Fmoc-
O-t-butil-L-szerin, az Fmoc-O-t-butil-L-treonin, a@a-Fmoc-Ne-Boc-L-lizin, az Fmoc-L-
alanin és a Wang gyanta a Fluka-t6l (Sigma-Ald@roup), az Fmoc-L-prolin, az Fmoc-L-
valin, az Fmoc-L-leucin és az Fmoc-L-glutamat-Gitio észter a REANAL-Ker Kift-il
(Budapest), az &Fmoc-Nb-tritil-L-glutamin és az N-Fmoc-Nytrityl-L-asparagin  a
Novabiochem+l (Darmstadt, Germany) szarmaznak. Az &RI(1-12) dodekapeptidet, és
19 szintetikus mutansat (3. tablazat) Merrifieltefézilard fazisa szintézissel allitottuksel
[74]. A minimum 95%-osra becsult peptidek tisztas@ak vizsgalatat analitikai reverz fazisu
HPLC-vel allapitottuk meg. A peptidek molekulatoréegk meghatarozdsa Voyager DESTR
matrix-segitett lézer deszorpcid/ionizacio repuliéisi (MALDI-TOF, matrix-assisted laser
desorption/ionization time-of-flight) analizatorrdApplied Biosystems, Foster City, CA,
USA) tortént.

6.2.2 Kinetikus FXllla tesztek

A tisztitott plazma FXIII aktivalasa és az FXlllktwitdsanak meghatarozasa a
kordbban az intézetlinkben kifejlesztett egylépdd¥s kinetikai teszttel [62] tortént, a
méréseket Cobas Mira (Roche, Meylan, France) attalial végeztik. A mddszer az FXllla
hatdséara felszabadul6 ammonia enzimatikus, kinetgpektrofotometrias mérésén alapszik
(5. &bra). Az FXIII trombin és Ghhatasara aktivalodik. Az aktiv transzglutaminad|@Xaz
amin szubsztrat glicin-etilészter (Gly-O-ET) és pmedfikus glutamin donor Ni;PI(1-12)
ammaonia szabadul fel. A keletkezett ammonia meiggis GIDH altal katalizalt, NADPH>
NADP" atalakulassal jaro indikator reakciéban fotomsaiamérjik. A NADPH fogyasanak
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sebessége, azaz 340 em-mért abszorbanciajanak csokkenése aranyos dk dkXvitassal
(4. dbra). A NADPH> NADP" a mérés 5-10 percében linedAg. elss 5 percben (lag fazic
torténik meg az endogén ammaonia konszumpciojz FXIII aktivalasa.

A keverék (assay mixture) tartalmazotnM FXIII-t, 20 U/mL marha trombint, 1mM
CaCb-t, 0,1 mM DTT-t, 5mM Gly-O-ET-t, 0,35 mM NADPH; 20 U/mL GIDF-t, 0,6 mM
ADP-t, 7 mM ketoglutaratot,5.4 mg/mL BSAt (bovine serum albumin) és kulonkic
mennyiséf peptid szubsztratokat 6mM HEPES pufferben (pH 7,7). Minden mér
legaldbb duplikatumban végeztink el, a kapott ékék atlagoltuk, éSca, Km ill. KcalKm
paramétereket kalkukaltun&RAFIT version 6 adatelem& szoftver (Erithacus Softwar

Horley, UK) hasznalataval.

FXIII aktivalasa
Trombin + CaZ*

FXIII ————FXIlIla

Transzglutaminaz reakcio
FXIlIla .
Gly-O-ET + peptid szubsztrat ——————— peptid szubsztrat - Gly-O-ET + NH,"

Indikator reakcio

GIDH
NH," + a-ketoglutarat + NADPH ———— Glutamat + H,O + NADP*

5. abra.A kinetikus FXIIl meghatarozas elv{62]. Az FXIIl trombin és C** egyiittes
hatdsara aktivalodik, majd ezt késienh az aktiv FXIII (FXIla) eglicin-etil észter (Gly-
O-ET) és peptid szubsztrat 6sszekapcsolodasalizalja, mely soran felszabadu
NH;" a-ketoglutarattalval6 reakciojat a GIDH katalizalja. A GIDH reakc NADPH
flgg. A NADPH fogyasa aranyoz FXIII aktivitassal.

6.2.3 NMR vizsgéalato

Az NMR spektroszkopia napjaink egyik legelterjeditela természettudomany:
minden terlletén nélkulozhetetlen, rendkivil sokhbldn alkalmazhatd, hihetetl
gyorsasaggal fdjdo és terjed hatékony szerkezetkutatdsi mobdszelA fehérjék
szerkezetének és ikodésének megértése alagvefontossagld a bioldgia és
orvostudomany szamara. Az NMR spektroszkopia azila kisérleti modszerek egyik

mely a molekularis kélcsbénhatasoknak mind a szetkemind a dinamikai aektusat képes
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megvilagitani. A moédszer tovabbiéelye, hogy az igy nyert atomi szininformacio
makroszképikusan mértiet termodinamikai és kinetikai paraméterekkel hozhaté
dsszefliggésbe.

Az NMR kisérleteket Bruker Avance DRX 500'H( frekvencia 500 MHz)
spektrométeren végeztik 5 mm-es multinuklearis JEBjradiens méifej alkalmazasaval a
vizsgélt peptid vizes oldatan £68/D,0, 9:1 v/v). A kétdimenzios (2D) teljes korreléacios
(TOCSY) és a mag Overhauser (NOESY) kisérletekzélindenziv vizjel elnyomasara
hatékony szekvenciat alkalmaztunk, megteldk-szelektiv (‘water flip-back’) és térgradiens
impulzusok kombinacidjaval [75].

500 uL 90% H0O/10% DO 22 mM borat pufferben 2 mM Nd;PI(1-12) vagy N1-
a,PI(1-12;2E) 500 MHz-e$H-NMR spektrumait vizsgaltuk 1AM FXllla jelenlétében és
hianyaban, 310 K (pH 7.4) vagy 290 K (pH 5.8ptersékleteken.

A mérések ditt az FXIII-t 40 U/mL trombinnal és 10 mM Ca@&lal aktivaltuk 20
percen keresztul; az aktivaciossitbvabbi ndovelése nem eredményezte az FXIII alisvit
emelkedését, az FXIlI-t teljesen aktivaltnak teddtiik.

A telités-atviteli differencia (Saturation Transf@ifference, STD) spektroszkopia a kis
affinitasu, azaz gyengén Kb ligandumok fehérjével alkotott komplex#ilad informacioét.
Ha a ligandum gyengén Kiitik a fehérjéhez, akkor a ligandum kotétt- és sdatmamaja
gyors cserében van. llyenkor #¢ NMR spektrumban a ligandumhoz egy jelsorozabzkt
[76]. Az STD meérésnél a fehérje proton-atmeneteglektiven besugarozzuk (telitjuk).
Gyenge kdlcsbnhatas esetén a gyors csere mialités teatasa atterjed a szabad ligandum
molekuldkra, és azok proton-jelének intenzitds kesiiksét eredmeényezi. Minél kdzelebb
kerdl a ligandum a fehérje lditelyéhez, illetve az ott IévH-atomokhoz, annal ésebb lesz
az effektus. A jelintenzitas valtozasat differenkisérlettel mérjik. Ehhez két kisérletet kell
végezni: az egyikben a fehérjét szelektiven besagak, a masikban nem. Az utébbi kisérlet
adja a referencia spektrumot, a ligandumok protbéngk referencia intenzitasat. A két
kisérlet eredményekeént kapott spektrumok kilénbségdités atviteli differenciazazSTD-
spektrum. Az STD spektrumban csak akkor van jelahigandum kdidik a fehérjéhez. A
ligandum azon atomjai, ill. csoportjai, amelyek &lEbb kerllnek a fehérje Kitelyéhez,
nagyobb STD effektust mutatnak.

Az STD 'H-NMR spektrumokat [76] 1QuM FXllla-n és 20 mM Nie,PI(1-12)
peptiden vettik fel pH 7,4-en és 310 K-en, a fehérgtil rezonancia-jelét (O ppm-nél, ‘on-
resonance’) 2 masodpercig szelektiven besugardxvaferencia kisérletnél a besugarzas
frekvenciajat -15 000 Hz-re (‘off-resonance’) d@tituk. A fehérje szelektiv telitését Gauss-

impulzusok sorozataval (40 darab 50 ms-os Gausatig, koztik 1 ms-os varakozasb)d
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értilk el. Az STD'H-NMR spektrumokat 30 perces intervallumokban rtmtik. Az N1-
a,PI(1-12) peptid teliesH NMR jelhozzarendelését a két dimenziés TOCSY &ERY

kisérleteken alapulé Witrich-féle stratégiat alkatnwe végeztik el [77].
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7. Eredmények

7.1 Az EXIll alegyséqgek kdlcsOnhatdsanak vizsgalata

7.1.1 Az FXIll alegységek kdlcsbnhatasat jellénegyensulyi disszociaciés allando

(Kqg) és egyéb kinetikai paraméterek meghatarozasa

Az FXIII-A, és FXIII-B, kdlcsonhatasat jellentizKg4-t SPR technikaval és ELISA
tipusu kobdési vizsgalattal hataroztuk meg. Egy jellegzefeR Szenzorgram (6A abra) és az
ELISA vizsgalatokkal kapott kétési gorbe (6B abra) szemlélteti az rFXIi}-pAlazmabdl
szarmazo6 FXIlI-B-hez tortéd kotodését. Amint a 6A abra mutatja, az illesztett géabépen
koveti a szenzorgramokat. A kisérletet elvégeziimén placentabdl preparalt cFXIlAel
is. A két eltéb technikaval meghatérozottytértékek egyarant I8 M tartomanyban voltak
(atlagban 4,17 x IY M), jelezvén a kotés ésségét (4. tablazat). A korilbelul 2 x 10 sec¢
L_nek adddott, ami igen lassu disszociéciéra utahin varhaté volt, az rEXIIl-Avel és a
cFXIII-A »-vel kapott eredmények alig kilonboztek egymastél. SEIRa rEXIIN-A; rEXIII-
B,-hez valéo koidését is tanulmanyoztuk. A rovarsejtekben termedltetFXI-B, N-
glikozilaciés mintazata kulonbozik az sl sejtekéll [78, 79]. Az FXIII-B N-glikan
reziduumaiban l&v kilénbség az alacsonyabb molekulattmegben nyilvéieg, ez azonban

nem befolyasolta szignifikansan az FXIIL-Avel valé kdlcsdnhatasat (4. tablazat).
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plazmabdl preparalt FXIII-B CM5 chiphez rogzitettik, és az FXIJ4Stodését a felszir
plazmon rezonania mérésével nyomon kovettik. Asszenzorgramok az 4bran feltinte
rEXI-A, koncentracidknakelelnek meg. Az adatokat egy egy$Zef interakcios modellr
illesztettik eBiaevaluation szoftver teljes adat analizis opdidjasznalve

B oldal: az rFXIII-A kdtsdését aplazmabdl szarmazd FXIINIBhoz ELIStipusa kéddeési
vizsgélattal detektaltyka kowdési gorbe harom, egymastél nem tobb, mint -ban
kilonboz kisérleti eredmény atlagat abrazolja. F>X-A:B/FXII-B(t): a mért FXIIFAB,

molaris koncentraciojat elosztottuk otal FXIlI-B, molaris koncentracidjava
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4. tablazat. Az FXIII-AB, komplex kialakulasat jellem# kinetikai paraméterek.

Ka + SE kg = SE Kq+ SE
" AMsx1F) (Usx10h) (M x 1070
SPR vizsgalat
cFXIll-A, + FXIlI-B, 7 6,35+0,80 2,62+0,30 517 +1,44

rEXIN-AL + FXIN-B, 4 5,76 £0,79 1,69 + 0,08 3,14 £ 0,55

rEXI-A, + rEXIN-B, 3 1,38 £0,30 0,76 £ 0,26 6,26 + 2,76
ELISA-tipusu teszt

ckXII-A, + EXIN-B, 4 2,93 +0,68

rEXII-A 2+ EXIN-B, 3 5,43 +0,95

A tablazatban a mérési eredmények atlaga + SE dstaherror, standard hiba) szerepel.
SPR, surface plasmon resonance, felszini plazmaonamcia; cFXIlI-A, cellularis
(placenta) FXIII-A; rEXII-A ,, rekombinans FXIII-4 rEXIII-B ; rekombinans FXIII-B

7.1.2 Szabad FXIlI-Aa plazmaban és egyéb testfolyadékokban

A ket technikdval mért K értekek atlagat, és a total FXIlAés FXIII-B;
koncentraciok atlagat hasznalva meghataroztuk aplethen 1€éé FXIII-A, és a szabad
FXII-A ; mennyiségét a plazmaban (5. tablazat). A szaralgggan az FXIII-A kortlbelll
1%-a az FXIlI-B-hez nem kotve, szabad formaban talalhatdé. Ezt glepe felismerést
kisérletekkel tamasztottuk ala. A szabad és a kexiyein 6% FXIII-B-vel egyarant reagalo
anti-FXI11-B monoklonalis antitest segitségével inmmabszorpcioval 11 egészséges dnkéntes
plazmajabdl teljes mértékben eltavolitottuk az FRAILB,-t és az FXIII-B-t. Az FXIII-A B,
telies mennyiségének eltavolitdsat nagy érzekedyBédgSA-val bizonyitottuk. Az ELISA
0,003 nM FXIII-A.B, detektalasi hatarral jellemezligami megfelel a plazma atlagos FXIII-
A.B, koncentracié 0,004%-anak [68]. Ezzel a mddszearelimmundepletalt plazmaban
FXIII-A 2B, nem volt kimutathatd. Az immundepletalt plazmakidg66+0,49 nM szabad
FXII-A »-t mértink, azaz a plazmaban taldlhaté FXI}A38+0,55%-a szabad forméban
kering (5. tAblazat). Ahhoz, hogy elteizziik a megallapitott Kvaliditdsat, a kalkulalt és a
meért szabad FXIII-A értékeket egyarant dsszehasonlitottuk cerebrdspiftdyadékban és
konnyben is, melyekben az FXIIl alegységek kondmbja legalabb 3 nagysagrenddel
alacsonyabb, mint a plazmaban. llyen kérilményettitdvarhatd, hogy sokkal magasabb a
szabad FXIII-A aranya. Val6ban, mind a kalkulélt, mind a mérékéek 80% felett voltak, és

megfeleb egyezést mutattak.
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5. tAblazat. A kinetikai paraméterek alapjan szaatités a mért szabad FXIII-Akoncentraciok dsszehasonlitdsa plazmaban és mas
testfolyadékokban.

Atlag/median Atlag/median Kalkulalt FXIII-A , Kalkulalt FXII-A , Kalkulalt szabad ~ Mért szabad

total FXIII-B > total FXIII-A » komplexben szabad formaban FXI-A 2% FXI-A ,%
Plazma 113,1 nM 69,9 nM 69,2 nM 0,7 nM 1,0 1,38%0,5
CSF* 113,0 pM 80,4 pM 3,37 pM 12,9 pM 81,0 95,8
Konny* 45,1 pM 12,8 pM 2,00 pM 24,7 pM 89,5 83,7

A plazmaban mért szabad FXIIl-Roncentraciokat a total FXIlI-Akoncentracié szazalékakent fejeztik ki. Az eregekéa 11 dnkéntes mintgjabol
mert értékek atlagat = SD mutatjak.

*Mivel az FXIII alegység koncentraciok eloszlasaeteospindlis folyadékban (CSF) és konnyben nemamatrikus, ezért korabbi publikicidkban
[70, 71] kdz6lt median értékeket hasznaltunk a $Z&swokhoz.
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7.1.3 A plazmaban lévszabad FXIII-A mikddoképes

Azon kérdés megvéalaszolasara, miszerint a plazm@dan 1éb szabad FXIII-A
funkciondlisan intakt-e, az FXIII-#B,-mentesitett plazmét trombinnal és*Gmal kezeltiik,
majd a kialakult alvadék fibrin keresztkotottségatalizaltuk (5. abra). A nem-depletalt
plazmaban (P) a fibrip-lancai teljes dimerizaciot mutattak, mig @tancok dond tébbséege
nagy molekula tomdg keresztkotott polimerekké ag) alakult at. A fibrin  lancok
keresztkotését az FXllla inhibitor jodacetamid (lAJegakadalyozta. Az immundepletalt
plazmaban (DP) ay-lanc dimerek «-y) transzglutaminaz-dependens kialakulasa jol
detektalhaté volt, mely bizonyitja, hogy a szabaHllIFA, trombinnal és Cdmal
aktivalhato, azaz képes aktiv transzglutaminazzkuati. Ellentétben a nem-depletalt
plazmaval itt csak-lanc dimerek képidtek, ap nem volt detektélhaté a koncentralt gél dels
részében. Ez nem volt megle@ y-lanc dimerizacio egy igen szenzitiv indikatoraFadlla
aktivitasdnak, mig aza-lanc polimerizaciohoz sokkal magasabb FXllla kaoricEcio
szikséges, és egy sokkal lassabb folyamat, myAiaacok kozotti keresztkotés kialakulasa
[35, 80]. A fibrin keresztkdtés mintazata az immepletalt plazmaban jol megfelel annak az
eredménynek, miszerint a plazmaban mindosszeserXadlt-A , kb. 1%-a van szabad
formaban. A kovetkez kérdésiink az volt, hogy a szabad FXIH-Aem-aktivalt, vagy
aktivalt allapotban van-e. Ezen kérdés megvalasabldz a fibrin alvadék kialakulasat
batroxobin moojeni-vel (B) és &amal idéztik & az immundepletalt plazmaban. A
batroxobin moojeni lehasitja a fibriiira fibrinopeptid A-t, de a fibrinopeptid B-t neras
nem aktivalja az FXIll-at. Mivel CA jelenlétében a plazmaban endogén trombin ddijaz
ennek aktivitdsat a batroxobinnal végzett kisélsta hirudinnal (H) gatoltuk meg. llyen
rendszerben a fibrin lancok k6zo6tt nem alakult érdsztkotés, ami azt jelzi, hogy a szabad

FXIII-A ; a plazmaban nem-aktivalt formaban kering.
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5. abra. A szabad, nem-komplexben d&vXIlI-A , altali fibrin keresztkotés kimutatasad
szabad és a komplexbenddvXlll-B-vel egyarant reagalo Sepharose-hoz kdéaditi-FXI11-B
monoklonalis antitest segitségével immunabszorakidvplazmabdl depletaltuk az FXIlI-
A:Bo-t és az FXIII-B-t. A depletélt (DP) és a normal plazmat (P) tromial (T) alvasztottuk
meg az FXllla inhibitor jodacetamid (IA, iodacetal®) jelenlétében, és hianyaban. A
depletalt plazmat batroxobinnal (B) is megalvagmtota trombin inhibitor hirudin (H)
jelenlétében. A fibrin alvadékokat mostuk, és SBG&P segitségével analizéltuk; az 4bran
feltiintettuk a fibriru-, f- ésy-lancokat,y-lanc dimereket)ty), és a nagy molekulatomeg-
lanc polimereketd,). A gél alatt lathato tablazat a fibrin alvadéketedményeinkubacios

elegy 0sszetételét mutatja a megéesgvnal.
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7.2 Az aktivalt FXIIl és szubsztratjai kélcsdnhadgk vizsgalata

A szubsztrat peptid analdégok (3. tablazat) revéwmsti HPLC-vel tortéh tisztasag

vizsgalata minden esetben minimum 95%-osnak bizbnMALDI-TOF-fal meghatarozott

molekulatémegik a kalkulalt molekulattmeggel megegit.

3. tdbldzat Az N1-a»P1(1-12) dodekapeptid &altalunk megszintetizalt ésiksgalt szintetikus

mutansai.

A peptid szekvenciaja

A peptid roviditése

¢ N-Q-E-Q-V-S-P-L-T-L-L-K
e N-Q-E-N-V-S-P-L-T-L-L-K
e N-N-E-Q-V-S-P-L-T-L-L-K
e N-N-E-N-V-S-P-L-T-L-L-K
e N-E-E-Q-V-S-P-L-T-L-L-K
o A-Q-E-Q-V-S-P-L-T-L-L-K
¢ N-Q-E-Q-V-S-P-L-S-L-L-K
¢ N-Q-E-Q-V-S-P-L-A-L-L-K
o N-Q-E-Q-V-S-P-L-T-A-L-K
o N-Q-E-Q-V-S-P-L-T-L-A-K
¢ N-Q-E-Q-V-S-P-L-T-A-AK
¢ Q-E-Q-V-S-P-L-T-L-L-K

¢ N-Q-E-Q-V-S-P-L-T-L-L

¢ N-Q-E-Q-V-S-P-L-T-L

¢ N-Q-E-Q-V-S-P-L-T

« N-Q-E-Q-V-S-P-L

* N-Q-E-Q-V-S-P

* N-Q-E-Q-V-S

« N-Q-E-Q-V

- N-Q-E-Q

N1-a,PI(1-12)
N1-aoPI(1-12; 4N)
N1-aoPI(1-12; 2N)
N1-a,PI(1-12; 2,4N)
N1-a,PI(1-12; 2E)
N1-a,PI(1-12; 1A)
N1-a,PI(1-12; 9S)
N1-a,PI(1-12; 9A)
N1-a,PI(1-12; 10A)
N1-a,PI(1-12; 11A)
N1-a,PI(1-12; 10,11A)
N1-a,PI(2-12)
N1-aoPI(1-11)
N1-a,PI(1-10)
N1-a,PI(1-9)
N1-a,PI(1-8)
N1-a,PI(1-7)
N1-a,PI(1-6)
N1-a,PI(1-5)
N1-a,PI(1-4)
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7.2.1 Az N1-0,PI(1-12) N-termindlis szakaszan létrehozott sziktist mutacidok

hatasa a kinetikai konstansokra

Amint azt mér kordbban ko6zolték [55], az acil donB2 aszparaginnal valo
helyettesitésével az Nd;PI(1-12) peptid elvesztette FXllla szubsztrat wtajsagat, az ilyen
modon maodositott peptiddel transzglutaminaz alkés/ihem volt mérhét(6. tablazat). Ez azt
is jelenti, hogy a GIn4 nem szolgal acil-donor kélyt. Az GIn4 Asp-nal valé cseréje
eredményeképpen kapott NG&PI(1-12; 4N) peptiddel mért emelkedett, I€rték a ki érték
szignifikans valtozasa nélkil azt sugallja, hogyGm4 oldallanc részt vesz az enzim-
szubsztrat koélcsonhatasban, de nem befolyasolja elotilott szubsztrat katalitikus
atalakulasanak sebességét. A transzglutaminaziobakcaz N-terminalis Asnl fontossagat
vilhgosan mutatja, hogy eltavolitdsa, vagy alarinmalé helyettesitése drasztikusan
megvaltoztatta a kinetikai paramétereket. Az iNP1(2-12) esetében a 9-szer magasahb K
érték és a katalitikus sebességi konstans csok&eagdgitt oriasi, 1/30-adara vald csokkenést
eredményezett a katalitikus efficiencidban. Az ASlalcsere a kK 7-szeres ndvekedéshez
vezet. Ez azt mutatja, hogy az aszparagin oldahasokkal inkdbb, mint GIn2-h6z kotott
aminosav jelenléte — dldleges fontossagu a szubsztrat FXllla-hoz tért&ntodésének
elésegitésében.
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6. tAblazatAz N1-a»PI(1-12) N-terminalis szakaszan végrehajtott modésok hatasa az

FXIllla altal katalizalt reakciot jellem# kinetikai konstansokra.

Km Kcat KcaKm
(mM) (1/s) (1/s / mM)

N1-0,PI(1-12) 0,54 390,5 722,2
N1-a,PI(1-12; 4N) 1,56 431,0 276,2
N1-0,PI(1-12; 2N) nincs transzglutaminaz aktivitas
N1-0,PI(1-12; 2,4N) nincs transzglutaminaz aktivitas
N1-0,PI(1-12; 1A) 3,75 294,1 78,4
N1-a,PI1(2-12) 4,87 113,0 23,3

A szintetikus peptidek kulonl@okoncentracioit hasznaltuk szubsztratként a Modsaer
részletezett spektrofotometrias kinetikus FXlllszteen. A meghatarozasokat legalabb két
alkalommal, minden alkalommal 2 parhuzamos vizsbala végeztik el. A kinetikai
paramétereket kiszamitottuk és atlagoltuk. Az egyiekek egy esetben sem kulonboztek a
kalkulalt atlagtol tobb mint 5%-ban. Az élsorban szeregl N1-a»PI(1-12) az N1e,Pl N-
termindlis szekvenciajanak megfélelodekapeptid. A peptidek szekvenciai a 3. takbarat
lathatok.

7.2.2 GIn2 kozeli aminosav oldallancok FXllla-vallé kélcsdnhatasanak bizonyitasa

proton NMR technikaval

55-6s pH-t és 290 K-t alkalmazva az MNIRI(1-12) amid jelei élesek és jol
feloldottak (8A abra), am a pH 7,4-re ésdniérséklet 310 K-re novelésekor kiszélesedtek
(8B abra), ami a viz protonokkal egy felgyorsultrkéi kicserébdést jelez. Az olddszéilt
arnyékolt amid protonok dmérséklet fliggése vagy mas téren &thaté (NOESY)
kolcsbnhatasok alapjan, a szabad peptid nem regmiklknasodlagos szerkezettel, nyudjtott
konforméaciéban van. A szabad peptid-NMR spektrumat 6sszehasonlitva az FXllla-val
komplexet alkoté peptid spektruméval - ugyanazonilkdényeket alkalmazva (pH=7,4,
T=310 K; 8C abra) - a legféinébb kilonbség a spektrumok amid régidjaban figyélinetg.
FXIllla jelenlétében a spektrum ezen régioja hasailhoz a spektrumhoz, amit a szabad
peptiden vettink fel 5,5-6s pH-n, 290 K-en. Az &KRI(1-12) FXllla-val valo
kolcsbnhatasanak fizioldgias pH-n valé tanulmangakar figyelembe kellett venniink, hogy
tioészter kotés alakul ki a glutamin oldallancok&th és az aktiv hely tiol csoportja kozott,
mely hidrolizal, s igy a GIn2 atalakul Glu2-vé. ‘&g pH-n a terméknek, azaz az t&RI(1-
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12; 2E)nak, ugyanolyan kiszélesedett amid jelei voltakntnai szubsztratnala dolgozatban
nem mutatjuk be Ez a megallapitéigazolja, hogyaz FXllla jelenlétében aamid proton
spektrumban bekovetkezetiltozasoknem a szubsztrdermék atalakulasnak, hanemN1-
a2PI1(1-12) FXlllaval val6é kdlcsonhatasanak koszordiedt A jol feloldott amid proton jele
mutatjak, hogy az amiflidrogének hidrogeé-kétésben vannak, vagy atddészer molekula
szamara nem hozzaférikta pepti-fehérjekomplexben. Szintén megfigyelldevolt, hogy
az N1ayPI(1-12) peptid Nlermindlis szakaszan bizonyos oldallanc proton mamoiajelek
nevezetesen az Asifilés a GIn2,-y, szintén nagy mértékeltolodast mutatte az FXllla
jelenlétében. A rezonanciajeleémiai eltolédasaban észlelt valtozasok azt tukrdadgy a
lokalis kémiai koérnyezet az FXllla jelenlétében yégesen megvéltozik. ANMR és a
kinetikus adatok egyuttesdmzonyitjak az Asnl és a GIn4 oldallancok tamogatd szere|

szubsztrat enzimhez Mekotddéséber

_IAUUA_ A ) v Jl_WA
? |

i
C —J // \ |
Jhw\_ / | J-‘ N

8 7 3 5 4 3 2 1  ppm

8. dbra Az N1-a,PI(1-12) dodekapeptid -terminalis szakasz aminosav oldallancainak
aktivalt FXIll-mal valé kdlcsdnhataanak vizsgalata proton magneses magrezonancii
(NMR-rel). Az*H-NMR spektrumoke500 MHz-n vettiik fel 500L 90% HO-t, 10% DO-t
és 2 mM N1aPI(1-12)4 tartalmazo borat pufferben A: 290 K, ph,5; B: 310 K, pH #4; C:
310 K, pH 7,4, 1M FXllla jelenlétében. Feling killonbség lathaté az amid régiéban.
amid protonok arnyékoltalt komplexben, és gétolt a vizzel vald kicgel@ik. Az N-S és

Q2,4+ proton rezonancidk ésen eltolodnak a komplexb

36



7.2.3 Az NleyPIl(1-12) C-termindlis szakaszan létrehozott szkuiet mutaciok

hatasa a kinetikai konstansokra

A 7. tdbldzat adatai szerint a peptid C-termindbsze — nevezetesen a 7-12
reziduumok — esszencialis szerepet jatszanak aszabaktiv enzimhez valé Kitésében és
a katalitikus aktivitasban. A dodekapeptid sorogatG-terminalis roviditése a mert
enzimatikus aktivitds fokozatos csOkkenését, a |7ke¥esebb aminosavat tartalmazo
peptidek esetében pedig a teljes mégézét eredményezte. A C-termindlis lizin (K12)
eltavolitAisa majdnem 3-szoros novekedést okozoKnaértékében, a ck szignifikdns
valtozasa nélkil. Ez a megallapitas azt sugalijgyha Lys12 hozzajarul a dodekapeptid
kotodéséhez, viszont nem fontos az enzimatikus aksivda. A kovetkeZ két leucin (Leull,
LeulQ) egyesével torténeltavolitAsa mérsékelt és fokozatos emelkedéstzatka K,
értékében és élesebb cstkkenést a Kkatalitikusiesftidban. Annak érdekében, hogy
kulonbséget tegylink a két leucin szerepe kozottyrkkilon az egyiket vagy mindkétt
alaninnal helyettesitettiik. Mindkét aminosav cseeginovelte a |k értékét a k szignifikans
valtozasa nélkul. A drasztikusabb névekedés,aeKékében az Ni-PI(1-12; 10A) varians
esetében volt tapasztalhatd, mely azt sugalljay laolgeul0 terminalis metil csoportja sokkal
fontosabb az enzim-szubsztrat kapcsolatban, minteall-é. Ezt a kovetkeztetést
alatamasztjak az Nd&»PI(1-12; 10,11A) varianssal - melyben mindkét latucalaninra
cseréltik - kapott eredmények is, melyek alapjaK,ahasonld a NIxPI(1-12; 10A)
varianssal kapott khez. A Thr9 eltavolithsa az NiPI(1-9)-6I nem befolyasolta
szignifikansan a K értékét, am csokkentette gdét. Ahhoz, hogy megvizsgaljuk e polaris -
OH csoportot és termindlis metil csoportot tartaihdreonin funkcidjat, a nem-trunkalt
peptidben kicseréltik a polaris csoportot igen,zot terminalis metil csoportot nem
tartalmazo szerinre, vagy a révid lancu, metil cstipl rendelked apolaros alaninra. Erdekes
modon mindkét helyettesités csokkentette @ dftekét, és az N&-PI(1-12; 9S) varians
esetében a katalitikus efficiencia magasabbnak ngidg mint a maoddositatlan, eredeti

szekvenciaju dodekapeptid esetében.
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7. tAblazatAz N1-a»PI(1-12) C-terminalis részében@tézett szintetikus mutaciok hatasa

az FXllla altal katalizalt reakcio kinetikai konstasaira.

Peptidek “m Kea Kealkn
(mM) (1/s) (/s I mM)
N1-a,P1(1-12) 0,54 390,5 7222
N1-a,PI(1-12; 9S) 0,33 416,6 1262,6
N1-0,PI(1-12; 9A) 0,37 324,6 877,5
N1-a,PI(1-12; 10A) 2,66 490,2 184,3
N1-0,PI(1-12; 11A) 0,98 362,3 369,7
N1-a,PI(1-12; 10,11A) 2,12 294,1 138,7
N1-a,PI(1-11) 1,43 357,1 249,7
N1-a,PI(1-10) 1,62 215,5 133,0
N1-0,P1(1-9) 2,18 120,2 55,1
N1-0,PI(1-8) 2,30 62,0 26,9
N1-0,PI(1-7) 5,18 48,4 9,3
N1-0,PI(1-6) nincs transzglutaminéz aktivitas

A szintetikus mutansokban a molekula C-termin@szét képézaminosavakat kicsereéltik,
vagy eltavolitottuk. A szintetikus peptideket kil koncentraciokban szubsztratkent
alkalmaztuk a Mdodszereknél ismertetett spektrofetoés kinetikus FXllla tesztben. A
meghatarozasokat legalabb két alkalommal, mind&alanmal 2 parhuzamos vizsgalatban
végeztik el. A kinetikai paramétereket kiszamhko#és atlagoltuk. Az egyes értékek egy
esetben sem kulonboztek a kalkulalt atlagtol tobit B%-ban. Az el sorban szerepl N1-
aP1(1-12) az N1aPl N-termindlis szekvencigajanak megfélelodekapeptid.. A peptidek

szekvenciai a 3. tdblazatban lathatok.

7.2.4 Az FXllla és az Nla,PI(1-12) koélcsbnhatasanak vizsgalata STD NMR

technikaval

Az STD kisérletben a receptor fehérje szelektivan kesugarozva (telitve) egy, a
ligandum rezonanciajeléit mentes spektralis régioban. A 2,0-5,0 mp-esé&slitdh alatt a
magnesezettség atvitele torténik a receptor prai@hja kotott ligandum fehérjéhez kozeli
protonjaira. Az STD spektrumban lathatd rezonaetelj ezen fehérje kozeli ligandum

protonoktdl szarmaznak, intenzitasuk aranyos askilbatas ésségével. Az FXllla-N1-
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a,P1(1-12) komplex STOH-NMR médszerrel tértéhtanulmanyozasa soran detektalt S
csucsok a Qermindlis leucinok metil csoportjaitdl szarmaznak9A abra). A meérés
felbontéképessége nem képes kulonbséget tenni &0Lés a Leullkdzott. Tovabba,

detektalt gyengébb STD csucsok a Thr9 midll. az egyik leucin metién csoportjdhoz
rendelheik. A 9B abran mutatott spektrum az &l éraban rogzitett atokat jelenti, mely
alatt a szubsztrat koncentraciéja-rél 2 mM-ra csokkent. Az utdbbi koncentracidé m
mindig 4szer magasabb, mint a, értéke, és megtartja az enzim szubsztrattal

telitettségét. Majd parhuzamosan N1-a,PI1(1-12) N1lea,PI(1-12; 2E)vé torte tovabbi
transzformacidjaval, a jelek fokozatosan gyengilnmajd eltinnek. Megegye®En a
kinetikai adatokkal, az eredmények arra engedneletkéztetni, hogy az intermolekula
hidroféb koélcsbnhatasok ddl-a,PI(1-12) C-terminalis aminosavdallanca és az FXllla

hidrofob régidi k6zott igen fontos szerepet toliebe a kotés kialakulasat.

A

STD spektrum
Thr-metil

v
D B Ty T al A A Pty T
- S

[Leu-metilén Leu-metil

N1-o,PI(1-12) STD spektrum

N O S J\MMJLL .

/"“

T T T T T T T T T T T T T \ T T
85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 1.0 ppm

9. abra. Az FXllla és az N-aPI(1-12) kozotti kdlcsonhatas vizsgalaittelités-atviteli
differencia (STD, saturation transfer differenc magneses magrezonanciaval (NMF(A)

10 M FXllla és 20 mM NiaPI(1-12) peptid STBH-NMR spektrumé76] pH 7,4-en, 310
K-en, a fehérje metil rezonan-jelét (0O ppm-nél, ‘omesonance’) 2 masodpercig szelekti
besugarozva. (B) 20 mM N&PI(1-12) 104M FXllla-val alkotott komplexének 500 M-es

'H-NMR spektruma 5001 90% H0/10% DO 6sszetétél7,4-es pHi boréat pufferben 31
K hémérsékleten. Az eredmények hr9 és LeulO,11 aminosavaketil csoportjai és a
FXIlla hidroféb részei kdzotintermolekularis hidrofélikdlcsonhatasokat szemlélte
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8. Megbeszélés

A két kuloénbos technikaval kapott eredmények vilagosan mutatpggy az FXIII
alegységek kolcsonhatasat ?0M-os nagysagrerid Ky értékkel jellemezhetjik, ami
nagysagrendekkel alacsonyabb, mint a korabban kdiibdési allandék [25, 26]. A
meghatarozott Ka nagy affinitasu antigén-antitest kdlcsénhatalsgiemz tartomanyban
van, és egy nagyon szoros &désre utal az FXIlI-A és az FXIII-B kdzott. Altalanosan
elfogadott tény, hogy a plazmaban az FXIH+4&ljes mennyisége komplexben van az FXIII-
B,-vel. Ezzel szemben aglertéken és az FXIII alegységek plazma koncentnacdapuld
szamitasaink arra engedtek kovetkeztetni, hogyoeoszkobdeés ellenére az FXIlI-Aegy
kisebb frakci6ja (korulbeltl 1%) szabad formabagmrkomplexben kering. A szabad FXIII-
A, jelenlétét kisérletekkel is medeitettiik. Konnyben és cerebospinalis folyadékban az
FXIII alegység koncentraciok minimum harom nagysaddel alacsonyabbak, mint a
plazmaban. Ennek megfedeh az emlitett testfolyadékokban a szabad FX}lafanya joval
magasabb a plazmaban meért értékhez képest. A mpijatt Ky érték azaltal is megésitest
nyert, hogy a szamitott és a meért szabad FX}ll4& egyezést mutatott a harom
testfolyadékban. Kimutattuk azt is, hogy a mérbszaFXIII-A; az FXIllI-nak nem degradalt,
hanem funkcionélisan intakt formaja; nem aktivtrenbin és C& hatasara aktivva valik és
képes a fibrin keresztkotésére. Az eddigi ismem&tealapjan csak spekulalni tudunk a
plazmaban |&¥ szabad FXIII-A élettani jelertiségéédl. Az FXIII-A , az FXIII-B, hianyaban
nem igényli az aktivaciés peptid eltavolitasat kizvacio létrejottéhez. A nem-hasitott FXIII-
A, egy lassu proteolitikus aktivacion megy keresaztigly C&" és NaCl jelenlétében megy
végbe a plazmaban. Ezt a nem-proteolitikus akidtaai firbinogén gyorsithatja. Evekkel
ezebtt leirthk a nem-aktivalt plazma FXIIlI fibrint ésbfinogént keresztkét gyenge
“konstitutiv” aktivitasat [33]. Erdekes volna, ha a konstitutiv aktivitas éppen az FXIILA
szabad frakciojanak lenne tulajdonithat6. Ennegligtblezésnek latszélag ellentmond, hogy
az immundepletélt plazmaban - mely kizarélag szab4gtI-A o-t tartalmaz - a batroxobin
altal alvasztott plazmaban a fibrin nem Kkeresztitgtdzaz a szabad FXIII-A nem
aktivalodott. Elképzelhét azonban, hogy a nem-proteolitikusan aktivalt sdabxlll-A »
kotédik sejtes elemekhez vagy fibrin(ogén) szalakhozegaltal a plazmabdl éhik.
Lehetséges az is, hogy az Ujonnan Kép#t fibrinben ez a sokkal kénnyebben aktivalhato
plazma FXIII frakcié hozzajarul a fibriplancok rendkivil gyors keresztkotéséhez [32].

Az N1-0,-Pl egy kivald glutamin, &m nem lizin donor szubdighd az FXllla-nak. A
véralvadas folyaman az FXllla gyorsan keresztk#tiNa-o,-Pl-t a fibrina-lancdhoz, majd a

fibrin a-lanc-Nlo,-Pl heterodimerek inkorporalédnak a nagy molekulad o-lanc
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polimerekbe. A fibrinhez kotott Niio-Pl megtartja teljes plazmint gatldé kapacitasat Bij.
Mara mar vildgossa valt, hogy az intakt biZPIl-ben az egyetlen acil donor glutamil
oldallanc az N-terminalis rész utols@®til poziciojaban léy GIn2 [82]. Jollehet ha a GIn2-t
kiiktattdk a Q2A N1le,Pl mutans fehérjében harom tovabbi glutamin domdyét talaltak a
molekula 21-es, 419-es és 447-es pozicidiban, daaktikus hatékonysaga sokkal
alacsonyabbnak bizonyult a GIn2-nél [83]. A proppgelenléte miatt az MIxPI igen
gyenge szubsztratja az FXllla-nak [40, 42, 82]. vapeptid minddssze utols6 harom C-
terminalis aminosavanak az NGP|1 N-termindlis végehez valé kapcsolasa mar eletyeid
bizonyult ahhoz, hogy meggatolja fibrinhez valbdsatkotesét [84].

Jelen tanulmanyban megvizsgaltuk az FXllla &PI(1-12)-vel [étrej6d
kolcsonhatasanak molekularis mechanizmusat. AzapPI(1-12) kivalé szubsztratja az
FXllla-nak és kompetitiv modon gatolja az M1PI fibrinhez tortéfl keresztkotését [62, 84,
85]. Az N1a,PI(1-12) altalunk mért kinetikai paraméterei j0 eg§st mutattak a korabbi
tanulméanyokban kozoélt adatokkal; &, Krték azonosnak bizonyult az NMGPI N-terminalis
szakaszaval megegyei5 tagu oligopeptid (NtPI(1-15)) K, értékével [56]. A Cleary és
Maurer altal az NIx,PI(1-15)-re megallapitott alacsonyabkykés katalitikus efficiencia
ertékek valoszifieg a fagyasztott és Ujraolvasztott FXIlla preparédk hasznalatanak, vagy
esetleg az utols6 harom aminosav gatlé hatasanbakdszonhet.

A korabban 6,5-6s pH-n kivitelezett NMR tanulmankak szemben [55, 56] az
FXIlla N1-a,PI1(1-12)-vel valé kolcsbnhatasat fiziologias pH-andlmanyoztuk. Az
interakciot egyérteliien demonstraljak az Nd;PI(1-12) spektrum amid régidjaban
bekovetke# szembding valtozasok. Az NIx,PI(1-12) peptid fiziolégias pH-n is éles amid
jeleket ad az FXllla jelenlétében, mig FXllla hiabwan viszont kiszélesednek a szignalok. Ez
arra enged kovetkeztetni, hogy az az enzim szuisktmplexben az amid protonok az
oldészerdl elzartak, és gatolt a vizzel val6 kicséd#sik.

Megvizsgaltuk az NIxPI(1-12)-ben az N-termindlis aminosavak szerepdbéta-
val vald kdlcsdnhatasban. Ahogyan arra szamitoftan®2N valtozas teljesen megszintette
az enzimatikus aktivitast. Egy korabbi kutatasb&6] [beszamoltak a GInd4 tamogato
szerepéil, melyet megefsitettiink. Megjegyzerid hogy az FXllla két masik természetes
szubsztratjanak is van a reaktiv glutamintél C-ieéiis iranyban elhelyezkédglutamin
reziduuma (1. tablazat). “Fag-display” technikail&tehozott peptid konyvtar segitségével
tébb olyan FXllla szubsztrat volt azonosithato, yneten poziciojaban glutamin reziduum
talalhat6 [86]. Drasztikus valtozast akkor tapadsatk a kinetikai paraméterekben, amikor az

Asnl-et alaninnal helyettesitettik, vagy eltavdlitk; ezzel eléként bizonyitottuk az Asnl
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fontossagat az NPl N-terminalis peptid FXllla-val valé kodlcsonhaéhan. A proton
NMR-rel detekalt Asn13 proton jelének kis mértékeltolodasa szintén alatamasztja ezen
reziduum fontossagat, és utal a szubsztrat-déeget kortlvet polaros csoportokkal tortén
kdlcsonhatasra. Erdekes modon, az FXllla szamé&éa-aisplay konyvtarbol szelektalt 28
preferalt szubsztrat kdzul 24 szekvencigjaban éazimsak egyetlen aminosawal meg a
reaktiv glutamint, melyek nagy része hidrofil kaemknek bizonyult [86]. Osszefoglalva, az
Asnl-nek nagy szerepe van az 8&RI(1-12) FXllla-hoz valé kdtdésében, és a GIn4, ill.
talan a Glu3 oldallancaival egyutt [56] direkt madweesz részt a reaktiv glutamin aktiv
helyhez val6 kdtdésében a szubsztrat-&atregben.

Marinescu és munkatarsai [55] az NiRPI(1-15) peptidél felvett 1D proton NMR
rezonanciajelek szélesedéseinek kimutatasaval 2B &NOE-atviteli (‘transfer NOESY’)
spektrumok segitségével, indirekt bizonyitékot galvattak a szubsztrat peptid C-termindlis
része és az FXllla kozotti kolcsonhatdsra. Tanujmakban, a C-termindlisan
trunkalt/cserélt szubsztratokkal végzett kinetkizierletekkel és STD NMR-rel bizonyitottuk
a transzglutaminaz reakcioban fontos szerepettbetihisodik szubsztrat-kbhely |étezését.

A katalitikus efficiencia fokozatos csdkkenése padmosan az aminosav reziduumok
szamanak cstkkenésével, ill. hét reziduum alattaastzglutaminaz aktivitds megsese
egyértelnien demonstralja az Nd,PI1(1-12) C-terminalis részének fontossagat az kXl
hoz valé kobdéseben. A Lysl2 eltavolitasa g €rtékét kb. 2,5-szeresére emelte meg, ami
mutatja a hosszu, pozitiv toltésldallancanak fontossagat az NaR1(1-12) FXllla-hoz val6
kotodésében. Az STD NMR kisérletek demonstraljak a dfddr kdlcsonhatasok
kozremikddését az N,PI(1-12) C-terminalis részének kKdesében, és azonositottdk a
hidrofob interakciok el&dleges forrasaul szolgald egy vagy két leucin mesietleg metilén
csoportjait. A szintetikus mutansokkal végzett keték rdmutattak a LeulO fontossagara. Az
STD NMR vizsgalatok arra utaltak, hogy a Thr9 mesibportja is részt vehet a szubsztrat és
az FXllla kozotti hidroféb kdlcsdnhatas kialakulbad. A metil csoport eltavolitasa a
Thr9Ser cserével azonban nem valtoztatta megratk $t a K, értékét lecsokkentettéehat

a Thr9 metil csoportjanak bizonyos hidrofob aminvasaoldallancaival valé kélcsénhatasa
kisebb jelenisédi az enzim-szubsztrat kapcsolat kialakitasaban.

Osszefoglalva, az FXllla acil-donor peptid/fehérgzubsztratokra vonatkozé
irodalomban elérhétadatok, és a fentiekben részletezett eredménggidal Ugyiinik, hogy
a reaktiv helyhez torténkotodésen felll, a kilonbézpeptid szubsztratok egy, az FXllla-n
léevé masodlagos kéhellyel is kodlcsbnhatasba lépnek. Egy ilyen masgpaiakothely
elésegitheti a szubsztrat peptid FXllla-hoz toéddtodését, és a transzglutamindz reakcio
katalitikus hatékonysadganak novelését. A szignifiké&konszenzus hianya a kilénB6z
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hatékony glutamin szubsztratok @teges szekvenciai kozoétt azt sugallja, hogy éltér
masodlagos kéhelyek léteznek a kilonb6éz szubsztratok szamara. Ezen dkilyek
feltérképezése jeletden hozzdjarulhat az FXllla-szubsztrat kdlcsonlsalaés az aktivalt

enzim transzglutaminaz funkciojaval kapcsolatoseisteinkhez.
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9. Uj megéllapitasok

. Meghataroztuk az FXIIlI alegységei kozotti kdlcsdidlsea vonatkozo Kértékeket,
melyek 10 M tartomanyba estek és igy rendkivil nagy affsitakotidést
bizonyitanak.

. Kiszamoltuk és kisérletesen bizonyitottuk, hogyXdIIFA kb. 1 %-a a plazmaban
szabad formaban kering.

. Megallapitottuk, hogy a szabad FXIII-A a plazmabswm aktiv formaban van, de
funkcionalisan intakt, trombin és Eaatasara aktivalodik.

. Kiszamoltuk a CSF-ban és a konnyben, igen alacsdi¥ill alegység
koncemtraciokndl, a szabad FXIII-A aranya meghaladjotal FXIII-A 80%-at.

. Elséként bizonyitottuk a NPI(1-12) peptidben az N terminalis Asn fontossagat
FXllla-szubsztrat kdlcsonhatasban.

. C-termindlisan trunkalt/cserélt szubsztratokkalagtgkinetikai kisérletekkel és STD
NMR-rel bizonyitottuk a transzglutaminaz reakciob&ontos szerepet betd|t
masodik szubsztrat-k®thely |étezését, ill azt, hogy ennek a szubsztrattdo

kolcsbnhatasaban hidrofob kétések lényeges szgédpeanak.
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k6z6s munkat, Dr. Bagoly Zsuzsa tudomanyos mungagir pedig az inspiral6 jelenlétét és
kivalo otleteit.

Koszondm Haramura Gizella vetieanalitikus és Molnar Eva analitikus hasznos
eszreveteleit, a felmerilproblémak megoldasaban nyujtott segitségiiket,agy szakmai
hozzaértésiket, ill. Kun Maria PhD hallgaténak ad®re mérésekben vald kozrgidest.

Kdszonet illeti Dr. Karpati Leventét, aklt elsajatitottam a Merrifield-féle szilard
fazisu peptidszintézis technikajat.

A Klinikai Laboratoriumi Kutaté Tanszék csapatmujeka beleértve a gazdasagi €s
adminisztrativ munkatarsak teéd— nélkil a bemutatott munka nem valésulhatotin&o
meg.

Halamat szeretném kifejezni Csaladomnak a tamoddtdér biztositasaért, draga

Gyermekeimnek az &rado szeretetikért és Barataimnaklakt kapott biztatasert.

A kutatas a TAMOP 4.2.4.A/2-11-1-2012-0001 NemkKetalésag Program cih
kiemelt projekt keretében zajlott. A projekt az dpai Unié tdmogatdsaval, az Europai
Szocialis Alap tarsfinanszirozasaval valosul megkutatasok megvaldsitasat a TAMOP-
4.2.2.A-11/1/KONV-2012-0045 és az OTKA K1095435zaly tAmogatasok tették letieé.
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14. Flggelék

A fuggelék a hivatalos publikacios listat és azelaizés témajaban megjelent

kozlemeények kilénlenyomatat tartalmazza.
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