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1. Roviditések jegyzéke
aFlag: Flag taget felismer6 antitest
ARE: AU-gazdag elem
BAP: biotin akceptor peptid
CVD: kardiovaszkularis megbetegedés
dsRBM: duplaszalu RNS-k6té motivum
DTT: ditiotreitol
ECM: extracelluldris matrix
EGF/EGFR: epidermalis ndvekedési faktor/receptor
EMT: epithelidlis-mezenchimalis tranzicid
FAK: fokalis adhézios kinaz
FBS: borjt szérum
FDR: false discovery rate
FN: fibronektin
GPCR: G-fehérje kapcsolt receptor
HUVEC: humén koldokzsinor vénabol izolalt endotél sejt
IDR: szerkezetileg rendezetlen régio
LC-MS/MS: folyadék kromatografiaval kapcsolt tomegspektrometria
MMP: matrix metalloproteinaz
NFW: nukledz mentes viz
NMR: magneses rezonancia
OOPS: ortogonalis szerves fazis szeparacio
PDGF/PDGFR: vérlemezke-eredetli novekedési faktor/receptor

PhoSTOP: phospatase inhibitor cocktail tabletta



PIC: protease inhibitor cocktail

PLC: foszfolipaz-C

RBP: RNS-koto fehérje

rhTG2: rekombindns humén transzglutaminaz 2

RPL: riboszémalis fehérje

RRM: RNS felismeré motivum

TG: transzglutaminaz

TG2: transzglutamindz 2

TG2-KD: endogén TG2 csendesités shRNS alkalmazéasaval
TG2-KD+3F-TG2: endogén TG2 csendesités, majd transzgén TG2 expressziod
UTR: nem transzlalodo régio

VEGFR:

ZnF: cinkujj



2. Bevezetés

A transzglutamindz enzimek fehérjék poszttranszlacidos modositasait katalizaljak, és ezaltal

nagy jelentOségliek fiziologias, valamint patoldgids folyamatokban.

Egyik legjobban tanulmanyozott enzimcsalddtag a transzglutamindz 2 (TG2), ami egy
multifunkcionalis fehérje. Kiilonféle enzimatikus ¢és nem enzimatikus aktivitasokkal
rendelkezik. Enzimatikus aktivitdsai Ca’'-fiiggd transzglutaminaz aktivitasok, melyek a
fehérjék keresztkotése, az aminok beépitése fehérjékbe, a dezamidéacio és az izopeptidaz
aktivitadsok. Nem enzimatikus aktivitasai példaul a kindz, a GTPaz és az ATPaz aktivitasok,
melyek Ca**-fiiggetlenck. A TG2 két f6, nyitott vagy zart konformécidjat a Ca®" illetve a
nukleotidok egymashoz viszonyitott aranya hatarozza meg. A nukleotidok (GTP, ATP, GDP),
szabalyozoi. A Ca®" relaxalja a TG2 format, és a kialakuld nyitott konformacié elsegiti a

megfeleld szubsztrat bek6tddését az enzim katalitikus doménjébe.

Az endotélidlis sejtek, igy a kisérleteinkben alkalmazott emberi koldokzsindr-véna eredetii
endotél sejtek (HUVEC), kiilondsen fontosak a vaszkularis hemosztazisban és jelentds
mennyiségben expresszaljak a TG2 fehérjét. A TG2 kiilonbozd fehérjékkel valo interakcidval
hozzajarulhat szdmos bioldgiai folyamathoz (pl. jelatvitel, fagocitdzis, apoptozis), illetve
immunologiai, tumoros €s neurodegenerativ betegségekkel is dsszefliggésbe hozhato, valamint
vélaszreakciokban, illetve a vérnyomads szabalyozasaban, az erek merevségének befolyasolasa
réveén.

A TG2 egy 0j funkciojat az RNS-kotd képességét is azonositottuk vizsgalataink sordn. RNS-
kotd fehérjeként részt vehet a génexpresszid szabalyozasaban, hiszen bizonyitott, hogy a TG2
fehérje kiiitése szamos gén kifejez6désében okozhat valtozast. A TG2 RNS-hez val6 kotddése
réveén szerepet jatszhat ezekben a folyamatokban, illetve allvanyoz6 fehérjeként kotddhet RNS-

kot fehérjékhez is, igy befolyasolva az RNS molekula stabilitdsat, érési folyamatat,

crer



3. Irodalmi attekintés

3.1. Transzglutaminaz enzimcsalad

A transzglutaminazok (TG-k) egy olyan enzimcsaldd, melyek Ca**-fiiggé modon katalizaljak a
kovalens izopeptidkotések kialakuldsat a fehérjék glutamin és lizin oldallancai kozott. Ez a
poszttranszlacios,  transzamidacids  reakcid  e-(y-glutamil)lizin-kotéseket — képezve
keresztkotéseket hoz 1étre a fehérjékben, és ek6zben ammoniat szabadit fel (Eckert és mtsai,
2014). Az igy kialakuld, keresztkotott fehérjepolimerek rendkiviil stabilak és ellenéllnak a
proteolizisnek, ami miatt a transzglutaminazokat ,,a természet biolodgiai ragasztoinak™ is
nevezik (Griffin M. és mtsai, 2002). Els6dleges aminok jelenlétében a TG-k beépithetik ezeket
az aminokat is fehérjék glutamin oldallancaiba, illetve megfelelé amin szubsztratok hianyaban
katalizalhatjdk a glutamin dezamidacidjat glutamattd (Eckert és mtsai, 2014). A
transzglutamindz aktivitashoz kalciumra van sziikség aktivalo kofaktorként, de egyes
mikrobialis transzglutaminazok Ca**-fiiggetlenek (Kashiwagi T., 2002). Ma mar kilenc TG
csaladtagot azonositottak az emberben (Grenard P. és mtsai, 2001). Nyolc enzimcsaladtag
(13-as véralvadasi faktor, FXIII-A és TG1-TG7) rendelkezik katalitikus aktivitassal, melyek a
transzlacié utani fehérjemodositdsokat katalizalhatjdk. Az egyetlen huméan enzimcsalédtag,
amely nem rendelkezik enzimatikus aktivitassal a 4.2-es sav fehérje, ami a human eritrocita
membranban taldlhatd (Human eritrocita membran 4.2 sav fehérje). Az enzim aktivitasat a
katalitikus triddban a cisztein megvaltozasa inaktivalta (Eckert és mtsai, 2014). A TG
enzimesalad tagjait, azok tulajdonségait, a szervezetben valo eléfordulési helyiiket az 1. tdblazat
foglalja 6ssze (Grenard P. és mtsai 2001; Lorand L, lismaa SE. 2019). A TG-k
Osszességében sokféle szerepet jatszanak a fiziologias folyamatokban a fehérjék
keresztkotésével, ezaltal modositva azok szerkezeti és funkciondlis tulajdonséagait, és igy
befolyasolva és szabalyozva a sejtek letapadasat, thlélését és a sejtmembran integritdsanak

fennmaradasat (Eckert és mtsai, 2014).

Az egyes transzglutamindzok mint példdul a 13-as véralvadasi faktor (FXIII-A)
keresztkotéseket képez a fibrinmolekuldk kozott, igy stabilizalva a trombus kialakulasat
(Griffin M és mtsai, 2002). A laphamban a TG1, TG3 és TGS keresztkoti a szerkezeti
fehérjéket (példaul keratinok), igy hozzdjarulva a bor szarurétegének kialakuldsahoz, és a
hamréteg barrier funkcidjanak fennmaradasahoz (Lorand L, 2019). A szdveti transzglutaminaz
(TG2), mely fehérjét mi is részletesebben tanulméanyoztunk, szinte minden szvetben eléfordul
a szervezetben. Nemcsak az extracellularis matrix fehérjéit (pl. fibronektin, integrin) koti dssze,

hanem jelatviteli funkciokat is betolt a sejtekben. A TG2 kapcsolddhat a sejtfelszinhez és az
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extracellularis matrix (ECM) stabilizalodésat, valamint intracellularis folyamatokra (példaul
apoptozis €s a jelatvitel) is hatassal lehet (Eckert és mtsai, 2014). A TG4 a prosztataban, a TG6
az agyban (kisagyban) expresszalodik, és 0sszefiiggésbe hoztak idegrendszeri funkciokkal, mig
a TG7 fehérje kevésbé tanulmanyozott. Osszességében elmondhatd, hogy a TG-csalad
hozzajarul a legfontosabb fiziologiai folyamatokhoz, ami jol mutatja multifunkcionalis

tulajdonsagaikat (Eckert és mtsai, 2014).
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1. tablazat: A transzglutaminaz enzimcsalad jellemzése (Eckert R.L. és mtsai, 2014

alapjan).
Méret Szoveti . oy
TG Gén . Se"t . Funkeié Ilfatpcs‘?l"‘li("
(kDa) kifejezodés ompartmen etegsege
Vérlemezkék,
asztrocitak,
makrofagok, . )
dendriocitdk, Citoszol cs?)lrftrr?(livi(li(?(iés
) \s , .
FXIII-A F1341 83 plac;enta, extracellularis, sebgyodgyulas, d FXII f}};)ar}y,
vérplazma, sejtmag z}ngipgenezis, , ermatofibroma
synovialis graviditas fenntartasa
folyadék,
preadipocitak,
liquor, kénny
TGl TGM1 90 |Keratinocitak, agyl Mc?mbran, Sejtburok képzodés Lamellar} S
citoszol ichthyosis
Citoszol, Coeliakia, '
. neurodegenerativ
Szinte minden sejtmag, # betegségek, sziirke
TG2 TGM?2 80 i membran, Osszetett o
szdvetben . , halyog,
sejtfelszin, vl ,
extracellularis ere meszc?sedes,
fibrézis, diabétesz
TG3 TGM3 | 77 Lapham, agy Citoszol  |Sejtburok képzédés hg;gg%gggis
Prosztata, nyal Citoszol, la-ljtso?rrr)llrlszn
TG4 TGM4 77 rata, nyal, membran, Ismeretlen . .
vizelet . poliendokrin
extracellularis oo,
szindroma
Mindenhol, kivéve
TG5 TGM5 ’1 o a kozpontl’ Ismeretlen K'eratmocu’akb"an, Akrahg har}llo bor
idegrendszert és a sejtburok képz6dés szindroma
nyirokrendszert
TG6 TGM6 78 Agy, herék, tidé| Ismeretlen Ismeretlen ig;%gcfsr ?gse ltll?)rli:u
TG7 TGM7 81 Szinte mindenhol Ismeretlen Ismeretlen Ismeretlen
Eritrocita Vorosvértestek, )
memb,ran EPB42 7 csontivelg, ’ Membrén Membran Orokletes.
4.2 sav magzati maj és komponens spherocytosis
fehérje 1ép
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3.1.1. A transzglutaminaz aktivitas valtozatossaga

Minden aktiv transzglutaminaz k6zds, konzervalt katalitikus doménnel rendelkezik, mely aktiv

r o rr

helyén egy Cys-His-Asp katalitikus triddot tartalmaz, ami a fehérjék aktivitasaért felelds
(Eckert és mtsai., 2014).

Transzamidalas
-Keresztkotés kialakitasa

@9 m9 B
Jic
CHoCH,C~-NH, ——| | CHyCH,C-NCHoCH,CH,CH, +NH5
A Ca?+ H
|
HoNCH,CH,CH,CH,

-Amin beépitése

]
D»CHEGHEC ~NH, —> GHJCHEC NP.+ NHg

HoNR

-Acilezés

@9 - me

R’CH,CH,C—-NH, —_— R <3Hgt:»—|2c:-r'g'cr-i2(3|—|2c:r-12(3|—|2 +NH4
HoNCH,CHoCHLCH,

Eszterifikacié

@ n s _,
CHoCH,C-NHy, — CH,CH,C-0R"™ + NH4

HOR”

Hidrolizis
-Dezamidacic

m O
D CHEGHJG NHQ —_— CHZCHEC -OH + NH4

-lzopeptid kdtés hasitasa

Frr m ?nﬁ s FrF m ?
R CHECHZC—ECHECHQCHECHQR —R" CH,CH,C-OH + HoNCH5CH,CH5CHoR
p S

FERE

1. abra: A kiilonb6z6 tipusu transzglutaminaz reakciok (Lorand és Graham, 2003).
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Ez a katalitikus domén a papain-szerii proteaz enzimcsaladhoz hasonlo, és a transzamidaz
reakcidkat (amin beépités, lizin oldallincokon vald keresztkotés és acilezés) a katalitikus
doménben talalhat6 cisztein tiol csoportja segitségével hajtja végre, amely hasitja a glutamin
szubsztrat y-karboxamidjat, tioészter koztiterméket képezve. Ezt kdvetOen a tioészter egy
masodik szubsztrat lizin e-aminocsoportja altal bomlik, e-(y-glutamil)lizin izopeptid
keresztkotést képezve, ami ellendll a proteolizisnek. Ugyanebben a reakcioban viz jelenlétében
¢s amin-donorok hidnyaban hidrolizis megy végbe és a glutamin dezamidacidja torténik

glutamatta (Lorand és Graham, 2003; Klock C és mtsai., 2012).

Amin (HoNR) beépitése esetében az amin szubsztrat az akceptor fehérje y-glutamil csoportjaval
1étesit kapcsolatot. Acilezési reakcioban a donor fehérje deprotonalt lizin oldallanca vesz részt,
amihez egy amino ¢és karboxil csoportot is hordozd szénlanc kapcsoldsaval alakul ki a
keresztkotés. Eszterifikacio torténik, ha az akceptor fehérje y-glutamil csoportja mellett jelen
1év0 masik szubsztrat egy szénhidrat molekula, ami hidroxil csoportot tartalmaz. A kotés a
hidroxil csoport és a fehérje y-glutamil csoportja kozott alakul ki észterképzodés mellett.
Izopeptidaz aktivitds a szubsztrat molekulak kozott korabban kialakitott izopeptid kotés
hasitasat szolgalja hidrolizis segitségével (Lorand és Graham, 2003; Klock C és mtsai.,

2012).
3.1.2. A transzglutaminazok altalanos szerkezeti sajatsagai

Az eml6s transzglutaminaz fehérjék jellemzden tobbdomeénes szerkezetliek, tartalmaznak egy
N-terminalis B-szendvics domént, egy kozponti, katalitikus domént és két C-terminalis B-hordo
domént (Griffin M és mtsai, 2002; Eckert és mtsai 2014). A legtobb TG enzim ,,zart”
konformadciot vesz fel, amely az enzimet inaktiv allapotban tartja, €s Ca** kotddés vagy inhibitor
felszabaduléas esetén ,,nyitott”, aktiv konformaciora valt, ahogyan azt részletesebben a TG2
példajan lathatjuk a tovabbiakban (Pinkas DM és mtsai, 2007). A kalciumk&tés minden emlds
TG esetében kulcsfontossagu aktivacids mechanizmus, mivel a Ca?" indukalja a katalizishez

sziikséges konformacios valtozasokat (Kiraly és mtsai, 2009).

3.2. Transzglutaminaz 2 (TG2)

3.2.1. A TG2 fehérje enzimatikus ¢és nem enzimatikus reakcioi

A transzglutaminaz aktivitast els6ként mé; extraktumban mutattdk ki Waelsch és munkatarsai,
akik azonositottak, hogy a primer aminok beépitése fém iont igényel. Ez a fehérje volt a szoveti

transzglutaminaz, mas néven transzglutaminaz 2 (Mycek M. J. és mtsai, 1959). Ezt kovetden
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részletesen tanulmanyoztak, és leirtdk, hogy a Ca?" ion az a fémion, ami a leghatékonyabban

tudja aktivalni a transzamidaz aktivitasat a TG2 enzimnek (Folk, J. E. & Chung S., 1973).

A TG2 fehérje a mar ismertetett transzglutaminaz reakciokon (aminok beépitése fehérjékbe,
fehérjék keresztkotése, dezamidacio €s izopeptidaz aktivitds) illetve a kindz, a GTPaz és az
ATP4z aktivitdsokon tul, melyek enzimatikus, Ca?-fiiggd aktivitasok, ugynevezett nem
enzimatikus funkcidja is van. Enzimatikus reakcioi révén eldsegiti példaul az extracellularis
matrix (ECM) fehérjék stabilizalasat keresztkotések révén (Belkin, A.M. és mtsai, 2011). Nem
enzimatikus reakcidival olyan funkciokat 1at el, amik a szubsztratokkal valo fizikai kotédésen
alapulnak, és nem a szubsztratok kémiai modositasait jelentik. Ez4ltal a sejtekben G-fehérjeként
a GTP hidrolizalasaval G-fehérje kapcsolt receptor (GPCR) jelatviteli tutvonalakat
befolyasolhat, tovabba szerepet jatszhat az NF-«kB, az EGF/EGFR, a FAK jelatviteli utakban
is. Koreceptorként funkciondlhat az integrin molekula egyes alegységeinek kotésével, segitve
a sejtadhézidt, és migraciot. Koti és aktivalja a foszfolipaz-C (PLC) molekulat, igy emelve a
Ca’*, mint masodlagos hirvivd szintjét (Nakaoka, H. és mtsai, 1994). A TG2
fehérjeinterakciokon keresztiil szdmos bioldgiai folyamatot befolyasolhat, mely folyamatok

alaposabb megismerésére iranyult a TG2 interaktom tanulmanyozasa a munkam soran.
3.2.2. A TG2 fehérje szerkezete

A TG2 hasonldan a tobbi TG csaladtaghoz 4 doménnel rendelkezik. Az N-terminalis f-
szendvics doménjében helyezkedik el a fibronektin és integrin kotdhelye, a kzponti katalitikus
doménje felel8s az enzimatikus aktivitasaiért, és Ca®*-kotShelyért és a két C-terminalis B-hordé
doménje koziil a masodik tartalmazza a foszfolipaz C-kotd szekvenciat (Murthy, S.N. és mtsai,
2002; Hwang, K. C. és mtsai, 1995). A katalitikus domén és az elsd C-terminalis B-hordo
domén kozotti hasadékban helyezkedik el az egyedi guanin nukleotid-kotéhely (Liu, S. és
mtsai, 2002).

A TG2-nek tobb szerkezetileg rendezetlen doménje (IDR) is van, amelyeket egy korabbi
publikéacidban azonositottak (Thangaraju K. és mtsai 2017).
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2. abra: A transzglutaminaz 2 doménszerkezete (Kiraly és mtsai, 2011). N-terminalis
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B-szendvics doménben elhelyezkedd fibronektin (FN) kotOhely narancssarga szinnel,
katalitikus doménben megtalalhato katalitikus tridd piros szinnel, és Ca®"-kotéhely
rozsaszinnel, mig az N-terminalis B-hordé doménekben taldlhaté magi lokalizacios
szignal lilaval, PLC-kotohely zolddel és nukleotid-kotohely citromsarga szinnel jellve.
A TG2 gén kddolod szekvencidjan beliili exonhatarokat (0sszesen 13 exon) a szalag abra

feletti nyilhegyek jelolik.

A Ca*" és a fehérjék kozotti interakcid kialakuldsa elektrosztatikus kdlcsdnhatés alapjan valosul
meg, amihez sziikséges a fehérjék negativ vagy részlegesen negativ felszine. Ezeket a negativ
felszineket féleg az Asp és a Glu oldallancok biztositjik a fehérjékben. A TG2 enzim hat Ca**-
kotd helyet tartalmaz, melyek nem kanonikusak. Ezek koziil 6t a katalitikus domén felszinén
helyezkedik el (S1, S2, S3, S4, S5). Az S1 lokalizacidja Asn229-GIn234, ami erds Ca®'-
kotéhelynek tekinthetd, magas Ca**-koté aktivitassal. Az S1 hely mutécidja nem eredményezi
a transzamindz aktivitds teljes megsziinését. Az S2 és S3 helyek két ellentétes hurkon
lokalizalédnak. Az S2 alacsony, mig az S3 kétdhely kritikus jelentéségii a Ca®*-aktivalta nyitott
forma kialakuldsa és transzamidaz aktivitas kifejezddése szempontjabol. Az S4 és S5 helyek
szerepet jatszanak a transzamidaz és GTPaz aktivitas reciprok szabalyozdsaban. Mutaciojuk a
transzamidaz aktivitas csokkenése mellett a GTPaz aktivitas két vagy haromszoros emelkedését

eredményezi a vad tipust enzimhez viszonyitva (Kiraly és mtsai, 2011).

A TG2 fehérje két f6 konformacios allapota ismert, melyek a Ca** és a nukleotidok egymashoz
viszonyitott ardnyatol fliggden alakulnak ki. A sejtben jelenlévd nukleotid, mint az GTP, a GDP
és az ATP negativan szabdlyozzak a transzglutaminaz aktivitasat a fehérjének, mig a Ca"
pozitivan befolydsolja azt. A nukleotidok kotése zart konformdécioban stabilizalja a TG2
szerkezetét, aminek kovetkeztében fedésben talalhatd a katalitikus doménben talalhato aktiv
hely. A Ca®" ion elektrosztatikus kolcsdnhatds révén fejti ki hatasat. Kotédik a katalitikus
doménben taldlhatd negativ felszinekhez, aminek hatdsara eltavolodnak az N-termindlis -
szendvics €s a C-termindlis hord6 domének, igy relaxdlva, kinyitva a fehérje szerkezetét. A

nyitott konformacié kialakulasanak kovetkeztében elérhetévé valik a szubsztrat molekula
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szdmara az aktiv hely, eldsegitve a szubsztrat bekotodését. Elmondhato, hogy a TG2 enzimnek
van egy GTP-kotott, katalitikusan inaktiv, egy Ca®*-kotott nyitott, katalitikusan aktiv forméja.
A GTP-kotott allapot Ca?™ adagolasaval felfiiggesztheté, ami ismét nyitott konformacioju,
transzglutaminaz aktivitassal rendelkezd enzimet eredményez (Achyuthan, K. E. és mtsai,
1987). Egy lehetséges harmadik konformécio ugy johet létre, hogy a Ca**-kotott nyitott,
transzglutamindz aktiv formaban oxidacié hatdsara diszulfid-k6tés alakul ki, igy enzimatikusan
inaktivalva az egyébként nyitott format. Az oxidacid hatdsara bekovetkezd aktivitascsokkenés

tioredoxin adagolasaval gatolhatdo meg (Fésiis és mtsai, 2002; Kiraly és mtsai, 2011).

Ca2+
GTP Tioredoxin
— 4
—
—_—
ok Caz2+
£ Oxidécio e
Zart, 7 Nyitott, Nyitott,
katalitikusan katalitikusan katalitikusan
inaktiv forma aktiv forma inaktiv forma

3. abra: A transzglutaminaz 2 harom fé konformacidja (Pinkas és mtsai, 2007;

Eckert és mtsai, 2014).

3.2.3. A TG2 interaktom

1957-ben Sarkar és munkatarsai kezdték vizsgalni a TG2 fehérjét, melynek vizsgalata azota is

tart, hiszen pontos fizioldgias jelentdsége még nem teljesen tisztazott (Sarkar és mtsai., 1957).

Tobbdoménes szerkezete, a szerkezetileg rendezetlen régioi (IDR), révid linearis motivumai,
valamint az enzimatikus €s nem enzimatikus funkcidinak valtakozésa teszi lehetdvé a TG2
szdmara, hogy sokoldalt molekuléris keresztkotoként és jelatviteli modulatorként mitkodjon a
sejtekben a partnerfehérjékhez valdo kotddése révén. Ez a funkciondlis sokoldalusag
magyarazza, miért olyan fontos fehérje a TG2 az emberi szervezetben, és miért jarulhat hozza

szamos betegség kialakulasahoz (Kanchan és mtsai, 2015).
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A TG2 szubsztratjai hatassal vannak a TG2 aktivitasara, ami lehetévé teszi, hogy a TG2
kiilonbozé bioldgiai funkcidkat toltson be a sejtekben. A nem enzimatikus interakciok
jelentdsége a TG2 aktivitas szabalyozasaban még nem teljesen tisztazott, de szerepet jatszanak
fiziologiai szabalyozasokban és a diverz TG2 funkciok kialakitdsaban kornyezet-specifikus

modon (Zemskov EA. és mtsai, 2007).

Amint mar részben emlitettem a TG2 interakcioba keriilhet az integrin (ITGB1), a szindekan-4
molekulékkal, illetve novekedési faktor receptorokkal (PDGFR, VEGFR) a sejtadhézio, a
migracid, valamint a stabilizaci6 szabalyozasahoz. Matrix metalloproteinazokkal (MMP) valo
fehérjeként koti és hidrolizalja a GTP/ATP molekulakat, igy jelatviteli itvonalakban is részt
vehet (Nakaoka H. és mtsai., 1994). Ezen kiilonféle fehérjeinterakciokon keresztiil a

tovabbiakban részletesebben bemutatom a TG2 fehérje lehetséges bioldgiai szerepeit.

3.2.4. A TG2 fiziologias szerepe

3.24.1. ECM stabilizacio és szovetregeneracio

A TG2 fehérje kovalensen modositja az ECM fehérjéket (fibronektin, kollagén) homo- ¢és
heteropolimereket formalva, novelve az ECM stabilitasat. Ennek kovetkeztében fokozodnak a
fibroblastok és az osteoblastok adhézios folyamatai, valamint a sejtek talélési, ndvekedési,
migracids €s differencialodasi mechanizmusai az integrinhez kapcsolodé mechanoreceptiv
utvonalakra gyakorolt hatasa révén (Lorand L és Graham RM, 2003; Eckert és mtsai, 2014).
A TG2 interakcidba 1ép az extracellularis matrixszal a B1, B3 és B5 integrineken keresztiil, igy
aktivalja az integrin-medialt jelatviteli Utvonalakat, tehat az integrinek ko-receptoraként
miikodik a sejtfelszinen (Zemskov EA és mtsai, 2009). Az ECM-ben talalhato fibronektin €s
integrin kotodés gyenge interakcid, mig a TG2 erdsen kotddik mind a fibronektinhez, mind az
integrinekhez, igy emeli a két molekula kozotti interakcid kialakulasat, eldsegitve az
integrineken keresztiil indul6 jelatviteli folyamatok elinduldsat (Belkin AM és mtsai, 2005).
Ezek az Gtvonalak eldsegitik a sejtek novekedését, tulélését azaltal, hogy stabilizaljak az ECM-

ot, ami elengedhetetlen a szovetregeneraci6 folyamataban.

A TG2 expresszidja emelkedik a sebgyogyulas mechanizmusa sordn azaltal, hogy a TGF-$3
citokin indukalja a kifejez6dését a fibroblasztokban. Ez a fibronektin és a kollagén
lerakodaséhoz vezet, amiket a TG2 keresztkotésekkel meg is erdsit. Az enzim a latens TGF-B-

kotd fehérjéket keresztkotésekkel koti az ECM-hoz, ami segit a TGF-B-t az ECM-ban rogziteni
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¢s aktivalni a sériilés helyén (Verderio és mtsai, 1999). A TG2 ezen folyamatok segitségével
hozzajarul a szovetregeneracidhoz és mechanikai szilardsadgot biztosit a sebgyodgyulas
folyamatdban. Ezt bizonyitja, hogy a TG2-KO egerek sebgyogyulasanak lefolydsa nem
megfeleld, hiszen a TG2-KO fibroblasztok in vitro koriilmények kozott megvaltozott adhéziot,

késleltetett sebzarodast mutatnak (Sarang és mtsai, 2009).
3.24.2. Jelatvitel és sejttulélés

A TG2 nem enzimatikus funkcidja révén szerepet jatszik a jelatviteli folyamatokban mind
sejten beliil, mind a sejtek felszinén. A TG2 képes kotni a guanin nukleotidokat és GTPaz
aktivitasaval jelatvivo fehérjeként funkcionalni. GTP-hez kotott formdjaban a TG2 hasonléan
miikddik, mint egy G-fehérje, Gha fehérjének is nevezik. A TG2 GTPaz aktivitdsaval
hidrolizalja a megkotott GTP-t a heteromer G-fehérje a-alegységéhez hasonloan, majd lehetové
valik, hogy kapcsolédjon membranban elhelyezkedd hét transzmembran receptorok (példaul az
al-adrenerg és az oxitocin receptorok) citoplazmatikus végéhez, aktivalva a foszfolipaz-C-y
molekulat. Ennek eredményeképp ndvekszik az intracellularis méasodlagos hirvivok (inozitol-
trifoszfat és diacilglicerol) szintje, ami emelkedett citoplazmatikus Ca®" szintet eredményez, és

aktivalja a protein kindz-C molekulat (Kang S. K. és mtsai., 2002; Eckert és mtsai, 2014).

A sejtfelszinen a TG2 tobb jelatviteli komplexben koreceptorként és vazfehérjeként miikodik.
A TG2 egyik oldalan integrinekhez (példaul B1 és B3 integrinekhez), masik oldalan
extracellularis fibronektinhez k6tddik, hatékonyan 6sszekotve a sejteket az ECM-al. Ezéltal a

TG2 integrin-klasztereket hoz létre és felerdsiti az integrinek altal kozvetitett jelatviteli

crer
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ellen. A TG2 kotddhet a fibroblasztokon taldlhatdo vérlemezke-eredetii novekedési faktor
receptorral (PDGFR) is. A TG2 kapcsolodik a PDGFR-hez és az integrinekhez, és egy
haromkomponensii komplexet alkot, amely fokozza a PDGF jelatvitelt (Zemskov és mtsai,
2009 és 2012). Ezen interakcio révén a TG2 eldsegiti a PDGFR klaszterképzddést és
autofoszforilaciojat, valamint a PDGF ligandum bekotddését, és fokozza a PDGF altal kivaltott
mitogén és motilitasi jeleket (Heldin C. H. és mtsai., 1999; Eckert és mtsai, 2014). A TG2-t
nem tartalmazo fibroblasztok PDGF-fiiggé migracidja és proliferacidja csokkent aktivitast
mutat, ami arra utal, hogy a TG2 sziikséges az integrin ¢€s a novekedési faktorok

kolesonhatasaval elinduld jelatvitel Gtvonalak lezajlasahoz.
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A TG2 kapcsolodhat az NF-xB fehérjével jelatviteli utat inditva. Normal sejtes kornyezet esetén
az NF-xB molekula inaktiv forméban van jelen a hozza asszocialodé IkBa molekula altal.
Amennyiben stresszhatdsnak tessziik ki a sejtet, ubiquitinalodik a IkBa molekula, és az NF-kB
felszabadul a gatlas alol. A TG2 keresztkoti a IkBa molekulat, segitve a proteoszoma altali
lebontéasat ¢és az NF-kB aktivaciot. A felszabaduldo NF-kB szamos target gén expressziojat
inditja el a sejtmagba bejutva, koztiik a HIF-la termelését, eldsegitve a sejtek talélését,

osztodasat (Eckert és mtsai, 2014).

3.24.3. Apoptozis és fagocitozis

A TG2 kettds szerepet jatszik a programozott sejthaldl (apoptozis) folyamatiban és az
apoptotikus sejtek utdlagos eltavolitasaban, amelyek elengedhetetlenek a szoveti homeosztazis
fenntartasahoz ¢s az autoimmunitds megel6zéséhez. Az apoptdzis soran a TG2 aktivitasa
gyakran feliilszabalyozodik vagy aktivalodik az elhald sejtben, ahol hozzajarul a sejthalal
rendezett lezajlasdhoz. Ahogy az apoptotikus sejtekben emelkedik az intracellularis Ca** szint,
a TG2 nyitott, aktiv konformacidba valt at, és megkezdi a citoszolikus és nuklearis fehérjék
keresztkotését. Ez a haldoklo sejt normal koriilmények kozotti eltavolitasat eredményezi, mivel
a TG2 oldhatatlan keresztkotésti fehérje polimereket képez, amelyek biztositjak a szubcellularis
struktarakat és megakadalyozzédk a gyulladast kivalto intracellularis tartalom kijutasat (Fésiis
& Szondy, 2005). Lényegében a TG2 segit a stabilizalt apoptotikus részecskék kialakitasaban,
amelyeket a fagocitadk biztonsagosan felismernek és bekebeleznek. Az apoptotikus sejtekben a
TG2 aktivitasa keresztkotéseket képez €s inaktivalja a kaszpazokat €s mas fehérjéket, ezaltal
megakadalyozva a masodlagos nekrézist €s a karosodassal kapcsolatos molekularis mintazatok
felszabadulasat. A TG2 felgyorsithatja a foszfatidilszerin sejtfelszinre keriilését az apoptotikus
sejtmembranon, ami elsddleges ,,egy¢él meg” jelnek szamit a bekebelezéshez, igy a TG2
eldsegiti ennek a jelnek a megfeleld idoben torténd megjelenését (Sarang és mtsai, 2007).
Ezenkiviil a TG2 kivaltja egy ,talalj meg” jel generdldsat is azaltal, hogy keresztkotésekkel
stabilizalja az elhald sejtekbdl kikeriilé6 komponenseket, ami a teriiletre vonzza a makrofagokat
(Nishiura H és mtsai, 1998). Ezek a folyamatok az apoptotikus sejten beliil eldsegitik az

apoptozis lezajlasat €s minimalizalja az elhalo sejtek gyulladaskeltd sajatsagait.
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3.2.5. A TG2 patolégias szerepe
3.2.5.1. Daganatos betegségek

A transzglutaminaz 2 emelkedett szintjét mutattak ki szdmos tumoros megbetegedés esetében,
de a pontos mechanizmus, hogyan is jatszik szerepet a tumor kialakuldsdban a mai napig nem
teljesen tisztazott. A TG2 eldsegiti a tumor tulélését, fejlodését és terjedését, amihez elsdként
az extracellularisan elhelyezkedett TG2 jarul hozza. Normal koriilmények kozott a TG2

keresztkotd fehérjeként funkciondl a szervezetben, stabilizalja az extracellularis matrix (ECM)

crer

crer

¢s overexpresszidja hozzajarulhat a metasztazis fejlodéséhez, valamint ez a kolcsonhatés
novelheti a TG2-medialta sejtadhéziot A431 epitélialis tumorsejtekben (Biri és mtsai, 2016).
A TG2 fehérje integrin koreceptorként a mar emlitett utvonalak segitségével hozzajarul a
sejtndvekedéshez (Multhaupt és mtsai, 2016), illetve részlegesen aktivalja mind az apoptdzist
(Hemmings, 1997), mind az autofagias sejthaldl folyamatokat (Sridharan S., 2011) gatl
utvonalakat, eldsegitve a tumorképzddés folyamatat. Tovabba vese tumorokban eldsegitheti a

crer

mtsai, 2016), ami szintén tumoros sejtburjanzashoz vezethet.

Az epitélidlis-mezenhimalis tranzicid6 (EMT) olyan szabdlyozott folyamat, melyben az
adherens epitél sejtek elveszitik epitél sejtes karakterisztikdjukat és mezenhimalis
tulajdonsagokat, tigymint fibroid morfologiat, génexpresszios valtozasokat, és emelkedett
invazivitast, valamint rezisztencidt nyernek a kemoterdpids kezeléssel szemben
(Kalluri&Weinberg, 2009). Féként a TG2 GTP-kotott, zart, de jelatviteli szempontbol aktiv
konformacioja segiti eld a tumoros sejtek talélését és az EMT atalakulas 1étrejottét kiillonféle

tumorokban (Eckert R. L. és mtsai., 2019).

3.2.5.2. Coliakia

A colidkia esetében a TG2 az exogén gabonapeptidek (pl. gliadin peptid) altal kivaltott feltételes
autoimmun mechanizmus specifikus célpontja. Genetikailag hajlamos egyéneknél a buza, a
rozs ¢és az arpa fogyasztasa a vékonybél sejtjeinek karosodaséhoz, felszivodasi zavarokhoz és
TG2 elleni antitestek termelddéséhez vezet. Ezekbdl a gabonafélékbdl szarmazod gliadin

peptidek gazdagok glutamin- és prolin oldallancokban, €s jo szubsztratjai a TG2 fehérjének az
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altala katalizalt transzamidalé enzimreakcidkban (Qiao és mtsai, 2009). A TG2 fehérje altali
modositas kovetkeztében a gliadin peptidek immunogénebbé valnak a HLA peptidkotd zsebe
szamara (Sollid és mtsai, 2011). Csak a HLA-DQ?2.5, 2.2 és DQ-8 valtozatok képesek a T-
sejtek felé bemutatni a gliadin peptideket, és igy kialakitani a glutén-ellenes T-sejt valaszt

(Jabri és mtsai, 2014).

A gliadin-specifikus T-sejtek felelosek a gliadin-peptidek ¢és a TG2 antitesteket termeld
specifikus B-sejtcsoportok aktivalasaért (Sollid és mtsai, 1997).

3.2.5.3. Fibrozis

A TG2 fehérje hozzajarul a vesebetegségek és a tlidofibrozis kialakulasdhoz a TGF-B
aktivalasan keresztiil. A TGF- latens formaban szekretalodik, ami harom komponensbdl all,
az érett TGF-P fehérjébol, egy hozza kovalens kotéssel kapcsolodo hasitott propeptidbdl és a
hozza diszulfidk6téssel kapcsolddo latens TGF-B kotd fehérjébdl (LTBP), ami segiti a TGF-3
fehérje foldingjat, szekretalasat és lokalizacigjat (Miyazono K. és mtsai, 1992; Troilo H és
mtsai, 2016). Bebizonyosodott, hogy a kapcsoloddo LTBP fehérjék N-terminalis része a TG2
szubsztratja, amely elésegiti azok kovalens beépitését az extracellularis matrixba (Verderio E
és mtsai, 1999). Tovabba leirtdk, hogy a TG2 hozz4jarul a makrofagokbol szarmazo TGF-B
mtsai, 2015). Nemcsak a TG2 sziikséges a TGF-B megfeleld aktivaciojadhoz, hanem maga a
TGF-B is eldsegiti a TG2 transzkripciojat, mivel a TG2 mind a promdter, mind az enhancer
régidiban tartalmaz TGF-P valaszado elemeket (Ritter SJ és mtsai, 1998; Sandor K és mtsai
2016). Tehat ennek értelmében a TGF-f hozzajarul a TG2 expresszidjahoz, tovabba a TG2
elésegiti a TGF-B transzkripcidjat, szekrécigjat ¢€s aktivaciojat, igy még inkéabb
feliilszabalyozodik a TGF-B fehérje pozitiv visszacsatoldssal, ami sulyosbitja a fibrozis

folyamatat, valamint daganatos megbetegedésben hozzajarul az EMT-hez .

3.2.54. Kardiovaszkularis betegségek

A kardiovaszkularis megbetegedések (CVD) vezetd haldlokok kozott szerepelnek vilagszerte.
Ezen megbetegedések kozé tartozik a korondrias szivmegbetegedés, a mélyvénas trombozis, az

érelmeszesedés, valamint az egy¢€b periférias €s cerebrovaszkularis artérias megbetegedések.

Az érelmeszesedés hozzdjarul a miokardidlis infarktus és az ischémids stroke kialakulasahoz.
Ennek karakterizalasdban az endotél sejtek gyulladasos folyamatai, a vaszkularis
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simaizomsejtek proliferacioja, a tulzott koleszterol felhalmozodésa, atalakult makrofagok
jelenléte, valamint az artéria faldban formalodo ateroszklerotikus plakkok felismerése
nyUjthatnak segitséget (Munro&Cotran, 1988). Normal korilmények kozott a TG2
expresszalodhat makrofagokban, simaizomsejtekben ¢€s endotél sejtekben, igy ez
akkumulalédhat a plakkokban ¢és tobb ateroszklerotikus folyamattal Iéphet interakcidoba

(Haroon és mtsai, 2001).

3.2.5.5. Neurodegenerativ betegségek

Szadmos neurodegenerativ betegséghez kapcsolodik a TG2 altal kialakitott patologias
aggregatumok megjelenése az agyban. Emelkedett transzglutamindz aktivitast figyeltek meg
Alzheimer, Parkinson és Huntington betegségekben. A korképekben eléforduld amiloid-f3, Tau,
a-szinuklein és huntingtin fehérjék a TG2 szubsztratjai (Yamada és mtsai, 1998). Ezaltal a
TG2 képes ezen fehérjéket keresztkotni, igy irreverzibilis, patologias fehérjeaggregatumokat
képezni. Az aggregatumok karositjak a szinaptikus funkciokat, és az idegek tulélését (Eckert

és mtsai, 2014; Szondy és mtsai, 2017).

Ezen betegségekben a TG2 szerepe még nem teljesen tisztazott, de az bizonyitott, hogy a TG2
aktivitasanak a gatlasaval csokken a keresztko6tott patologids fehérjeaggregdtumok mennyisége,
igy a TG2 gatlasa terapids célpont lehet ezen betegségek kezelésében (Wilhelmus és mtsai,

2008).

3.3. TG2 és HUVEC sejtek kapcsolata

Az endotéliumot anatomiailag egyetlen mezenhimalis sejtréteg alkotja. Az endotél sejtek
egymashoz valo intracellularis kapcsolddasa heterogenitast mutat elektronmikroszkopos
megfigyelések alapjan. Elkiilonithetiink folyamatos, fenesztralt és nem folyamatos
endotéliumot (Benett HS és mtsai., 1959). Folyamatos endotélium talalhato az agy, a bdr, a
sejtek szorosan kapcsolodnak egyméshoz, és egy folyamatos bazéalis membranhoz rogziilve
helyezkednek el. A fenesztralt endotélium szintén folyamatos bazdlis membranhoz
kapcsolodik, azonban 50-60 nm nagysagl transzcellularis porusokat figyelhetiink meg az
endotél sejtek kozott. Olyan szovetekben figyelhetd meg a fenesztralt endotélium, melyek
emelkedett sziirési szereppel rendelkeznek, vagy transzendotélidlis transzportjuk fokozott, mint
példaul az endokrin és exokrin mirigyekben, veseglomerulusokban, gyomor-bél traktus
falaban. A nem folyamatos endotélium esetén a bazéalis membran gyengén strukturalt
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szerkezeti, amin 100-200 nm nagysagti membran nélkiili fenesztraciok figyelheték meg, ami a
1épben, majban fordul el (Aird WC., 2007; Pries AR és mtsai, 2006).

Leirtak, hogy a simaizom sejtek, az endotél sejtek, koztiikk az altalunk is hasznalt human
koldokzsinér véna eredetli endotél sejtek (HUVEC) is nagy mennyiségben expresszaljak a TG2
fehérjét (Thomazy és mtsai, 1989).

A TG2 fehérje szerepet jatszhat a vérnyomads szabalyozasaban az endotél- és simaizomsejtek
koézremiikddése segitségével. Vizsgaltak, hogy a TG2 keresztkotd aktivitasa gatolhatd endotél
sejtekben endotélidlis nitrogén-monoxid-szintaz (eNOS) altal katalizalt reakcioban termel6do
NO hatasara, a kialakuld S-nitrozilacidés modositas révén (Santhaman L. és mtsai, 2010). A
NO termelddése a kor eldérehaladtaval csokken (Cernadas MR. és mtsai, 1998), igy a TG2
keresztkoto aktivitasa emelkedik endotél sejtekben, ami hozzéjarulhat az extracellularis matrix
fehérjék keresztkotéséhez. Ez a folyamat az erek ridegségét eredményezve kardiovaszkularis
korképek kialakulasahoz vezethet.

Tovabba vizsgaltak, hogy a TG2 fehérje csendesitése milyen hatast fejt ki az endotél sejtek
¢lettani funkcidira. A TG2 fehérje csendesitése a fokalis adhézios kinaz (FAK) mennyiségét
csokkentette, igy csokkentve a sejtek adhézios, letapadd képességét. Aramlasi citometris
mérések elvégzését kovetden azt figyelték meg, hogy a TG2 csendesités hatdsara az endotél
sejteknek sériilt az osztodoképessége, igy nott az apoptotikus sejtek aranya (Nadalutti és mtsai,

2011).

3.4. RNS-koto fehérjék és RNS-kotdo domének
3.4.1. RNS-koto fehérjék

Az RNS-kotd fehérjék (RBP-k) olyan fehérjék, amelyek RNS-hez kotddnek és modulaljak a
kotédott RNS-ek sorsat vagy funkciojat. Az RBP-k az RNS-koté domének, példaul az RNS-
felismerd motivumok, a K-homolodgia, a cinkujj, a szerkezetileg rendezetlen régiok (IDR-ek)
¢s a DEAD box helikdz domén segitségével kotddnek az RNS-en beliili szekvenciakhoz vagy
szerkezeti motivumokhoz. Az RNS-koté fehérjék (RBP) részt vehetnek a ribonukleoprotein
(RNP) komplexek kialakuldsdban, amelyek alapvetd fontossagliak a génexpresszioban (Hentze

és mtsai 2018).

Az RNS-ek és a fehérjék kozott 1étrejovo interakcidk komplex szabdlyozd mechanizmusokat
inditanak be a sejtekben. Az RBP-k a sejtek differencidlodasanak és a szervek fejlédésének
kulcsfontossagu szabalyozo6i, ¢€s kozponti szerepet jatszanak szamos patofiziologiai

folyamatban. A citoplazmaban az RBP-k az mRNS megfeleld lokalizacidjat és stabilitasanak

23



crcr

(Brinegar & Cooper, 2016). A sejtmagban egyes RBP-k alternativ splicing-szabalyozoként
miikodnek, kiilonosen a fejlédés soran vagy szovet-specifikus folyamatokban. Ezenkiviil az
RBP-k kozvetitik az mRNS-ek transzkripcid utdni szabalyozasat, ami stabilizdlja a

génexpresszio haté¢konysagat (Kishore és mtsai 2010).

Az RNS-biologia teriiletén kiilonbozo technikakat alkalmaznak az RNS-fehérje kélcsonhatasok
azonositasara. Gyakoriak a kozvetlen RNS-fehérje kdlcsonhatasok vizsgalatdban az affinités
tisztitast, a kémiai/sugarzas altal indukalt kovalens keresztkotést és az UV-keresztkotést
hasznél6 technikdk (Volkers és mtsai 2024). Tovabba vannak olyan detektalasi modszerek,
mint példaul a rontgenkrisztallografia és a magmagneses rezonancia (NMR) kisérletek, melyek
lehetdve teszik a fehérje-RNS komplexekben kodlcsonhatasba 1épd aminosavak és nukleotidok

pontos vizsgalatat (Corley és mtsai 2020).
3.4.2. RNS-koté domének

Az RNS-ko6té domének (RBD-k) az RBP-k szerkezeti elemei, melyek segitségével az RNS ¢s
a fehérje kozotti kolesonhatas alakulhat. A domének kevesebb mint 100 aminosavbdl allnak, és
csak nagyon kevés aminosav vesz részt az RNS-sel valo kozvetlen kapcsolodas soran. A
specifikus kotddés érdekében az RBP-k tobb RNS-ko6té régiohoz is kotddhetnek,
hidrogénkotésekkel, illetve gyengébb kolcsonhatasokkal (Corley és mtsai 2020). A

tovabbiakban a legjelentésebb RNS-kotd doméneket fogom részletezni.
3.4.2.1.  RNS felismeré motivumok

Az RRM (RNA recognition motif) a szerkezet és a biokémia szempontjabol a legjobban
jellemzett RNS-k6té domén. Az RRM becslések szerint az 6sszes emberi fehérje 1%-4ban jelen
van, ¢és kotddik a pre-mRNS-hez, mRNS-hez, pre-riboszomalis RNS-hez és kis nukledris RNS-
ekhez is (Burd és mtsai 1994). Ezenkiviil allati, ndvényi, gombas és baktériumsejtekben is
jelen van, ami arra enged kovetkeztetni, hogy ez egy 0si fehérjeszerkezet, amely jelentds
funkcioval rendelkezik. Az RRM domén 90 aminosavbdl all, amelyek két konzervalt, nyolc és
hat aminosavbol allo szekvencidkat tartalmaznak, amelyek RNP1 és RNP2 néven ismertek
(Cléry és mtsai 2013). Az RRM tipikus B1 al B2 B3 a2 B4 topoldgiat vesz fel, amely két a-
hélixet képez egy antiparallel B-lemezzel szemben, ami a konzervalt RNP1 és RNP2 RNS-koto

motivumokat tartalmazza a kozponti B1 és B2 részekben (Corley és mtsai, 2020).
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Az RRM-ek tobb RNP-motivumokkal valo hidrogénkotések révén 1épnek kolcsonhatasba az
egylanci RNS-sel. Az RRM szerkezeti vizsgalatai azt mutatjak, hogy az RRM ¢és az RNS
kozotti kolesonhatas nem korlatozodik a B-lemez feliiletére, €s hogy a hurkok és a két végzddés
ugyanolyan alapvetd fontossaguak a B-lemez szamara, mint az RNS nagy affinitast és
szekvenciaspecifikus kotddése (Cléry és mtsai 2013). A szekvencia preferenciat tekintve
minden RRM-nek megvan a maga affinitdsa. Leginkabb a GU-gazdag szakaszokat kedveli.
Példaul a kanonikus B-lemez feliilete elonyosen kdlcsonhatasba 1ép a C/A-G szekvencidkkal.
Az RRM-ek azonban barmilyen tipusu szekvencidhoz kotddhetnek, mivel masodlagos
szerkezetiik egyediilallo plaszticitast mutat. A tobb RRM-mel rendelkez6 RBP-k altaldban
nagyobb RNS-kotddési affinitassal és szekvenciaspecifitassal rendelkeznek, mint az egyetlen
RRM-mel rendelkezdk. Vizsgaltak tobb, RNS-hez kdtddd tandem RRM-et, ami bizonyitotta az
RRM-ek jelentdségét az RNS-ek és fehérjék kozotti kolesonhatas kozvetitésében (Cléry és
mtsai 2013).

3.4.2.2. Cink-ujj motivum

A cinkujj (ZnF) egy masik, az RBP-kre jellemzé domén. Az RBP-kben ez a domén 6nmagéban,
ismétlddoen vagy mas RBD-kkel kombinalva is eléfordulhat. A legtobb ZnF DNS-hez koétodik.
Ugyanakkor mas biomolekuldkhoz, példdul RNS-ekhez, fehérjékhez és lipidekhez 1is
kotddhetnek. A ZnF-k 30 aminosavbol allnak, amelyek BPa topologiat alkotnak, amelyben a 3
hajtiikanyarban és az o hélixben talalhato oldallancokat Zn**-ionok koordinaljak (Corley és
mtsai 2020). Az RNS-sel kolcsonhatasba 1épd ZnF altipusok a CCHC, CCCH, CCCC ¢és
CCHH. A C ¢s H betiik a cinkatomot koordinald, szérvanyosan elhelyezkedd cisztein- €s
hisztidin-oldalldncokat jeldlik. Ezek az altipusok a cinkujjak és az RNS koz6tti kdlesonhatasok
nagy valtozatossagat mutatjadk (Corley és mtsai, 2020). A TFIIA volt az elsé ZnF, amelyet
RNS-sel komplexben mutattak ki. A TFIIA cinkujj kilenc CCHH-bo1 all, és kotédhet DNS-
vagy RNS-molekuldkhoz (Pelham & Brown, 1980). Ezenkiviil a CCCH ¢és CCCC altipusok
tobbnyire 3 nukleotid ismétlddéseket ismernek fel egy RBP-ben taldlhato tobb ZnF-en
keresztiil. Ezeket az interakciokat a bazisokkal kialakitott hidrogénkotések €s a bazisok kozott

kialakuld aromas oldallancok kozvetitik.
3.4.2.3. K-homolégia domén

A hnRNP K homoloégia (KH) domént el6szor az emberi heterogén nuklearis ribonukleoprotein
K-ban irtdk le (Valverde és mtsai 2008). Az RBP-kben jelen 1évé KH domének mind az RNS-

hez, mind az egylancit DNS-hez k6tddnek. A domén 70 aminosavbol 4ll, és kotddési helye csak

25



négy parositatlan bazist képes befogadni. Az eukariotdkban a KH domének vagy 1. tipusu B1
al a2 B2 B’ o topoldgiat, vagy forditott IL. tipusu a’f’Bl al a2 B2 topoldgiat vesznek fel,
konzervalt ,,GXXG” RNS-koté motivummal az al és a2 hélixek kozott (Valverde és mtsai
2008). A nukleinsav-kotodési affinitas a Van der Waals-eroknek, a hidrofob kdlcsonhatasoknak
¢s az elektrosztatikus kolcsonhatdsoknak koszonhet6. A RBP-kben taldlhatdé tandem és
augmentalt KH-domének nagyobb affinitast €s specificitast érnek el a nukleinsav-kotddés terén.
Példaul a KH feliiletének Paaffaa topologidval torténd kiegészitése lehetdvé teszi hat
nukleotid kotddését az atlagos négy nukleotid kotddés helyett (Cléry és mtsai 2013). Masrészt
a tandem KH domének fiiggetleniil vagy szinergikusan is miikodhetnek. Példaul a MEX-3C két
KH-doménje 5+4 nukleotidos, kétrészes motivumra noveli a kotddési helyét (Corley és mtsai

2020).
3.4.2.4. Kettos szala RNS-koté motivum

A kettds szala RNS-k6té motivumokrol (dsRBM-ek) ugy vélik, hogy az RNS alakjat ismerik
fel, és nem az RNS szekvencidjat. Ezek a domének koriilbeliil 65-70 aminosavbol allnak, és
konzervalt afpPa topoldgiat tartalmaznak (Masliah és mtsai 2013). A dsRBM-ek szamos
funkcioban vesznek részt, mint példaul az RNS-interferencia, az RNP lokalizaci6, az RNS-
feldolgozas, az RNS-szerkesztés €s a transzlacids folyamatok szabalyozasaban. Ezenkiviil
gyakran megtalalhatok olyan fehérjékben, amelyek kulcsszerepet jatszanak a virusok elleni
védekezésben. A dsRBM-ek hatdsukat tandem ismétlddések forméjaban vagy mas funkcionalis
RBD-kkel kombinélédva fejtik ki. A dsRBM-ek kizardlag az A-forméju hélix szerkezetét
ismerik fel, amely legfeljebb 16 bazispar hosszusagu, és hidrogénkdtésekkel kapcsolodik a
foszfodiészter gerinchez, valamint a 2'-OH csoporthoz (Corley és mtsai 2020). Egy tipikus
interakcioban a dsRBM harom régioja érintkezik a kettds szalo RNS-sel. Az 1. régid
interakcidja a dsRBM al hélixet, a 2. régio interakcioja a 2. hurkot, a 3. régi6 interakcidja pedig
a 4. hurkot és az a2 hélixet érinti (Tian és mtsai 2004). Az 1. és 2. régidk nagy szerepet
jatszanak az RNS-sel valo interakcidban, és magukba foglaljak a rib6z cukor 2'-OH csoportjat
is. A 3. régio hat darab kozvetlen interakciot 1étesit a foszfodiészter gerinc nem hidképzd oxigén

oldallancaival (Tian és mtsai 2004).
3.4.2.5.  Szerkezetileg rendezetlen régio (IDR)

Az szerkezetileg rendezetlen régiok (IDR-ek) a RBD-k egy masik formdja. Nincs stabil,
meghatarozott 3D szerkezetiik. Szerkezetileg heterogének, mindeniitt jelen vannak, allatokban,

novényekben, baktériumokban ¢és gombdkban egyardnt megtalalhatok (Holehouse &
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Kragelund, 2024). Az IDR-ek kiilonb6z6 alapvetd sejtfolyamatokban vehetnek részt, mint
példaul a transzkripciés folyamatok kontrolldldsaban, a jelatvitelben és a sejten beliili
szervezOdésben. Szerkezetiiket tekintve az IDR-ek arginin/szerin (RS ismétlodés),
arginin/glicin (RGG box), arginin- vagy lizinben gazdag régiok (R/K részek) vagy rovid linearis
aminosavmotivumok (Corley és mtsai 2020) ismétlédéseibdl allnak. Az IDR-ek ténylegesen
elosegithetik a sejtben a fehérje-RNS interakciok tobbségét (Hentze és mtsai 2018). Leirtak,
hogy az IDR-ek gyakran kombinalédnak RNS-koté motivumokkal, igy maguk is részt vesznek
az RNS-kotésben (Ottoz, D. S. M., & Berchowitz, L. E. 2020; Zeke A. és mtsai 2022).

A strukturalt RNS-koté motivumok gyakran tartalmaznak Arg, Lys és His aminosavakat,
valamint Arg és Ser ismétlddéseket, aromas aminosavakat, Tyr és Phe aminosavakat, és YGG
ismétlédéseket is, amelyek szintén gazdagon megtalalhatok az RNS-ko6td IDR-ekben (Ottoz,
D. S. M., & Berchowitz, L. E. 2020).
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4. Célkitiizés

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

mechanizmusa nem teljesen tisztazott.

A TG2 fehérje bioldgiai és potencialis terapias jelentdségének alaposabb megismerése

érdekében kutatasunk a kovetkezo vizsgalatokat tiizte ki célul:

e aTQG2 interaktom feltardasait HUVEC sejtkivonatbdl kétféle modszer felhasznalasaval:

o helyspecifikusan biotinilalt, huméan rekombindns TG2 fehérje és neutravidin
agaro6z felhasznélasaval, illetve

o a fejlesztett endogén TG2 csendesitett és transzgén 3xFlag-TG2 fehérjét
expresszalo HUVEC sejtkivonatbol a sejtekben 6sszeszerel6dott TG2 asszocialt
komplexek koimmunoprecipiticidés izoladlasaval anti-FLAG agardzzal ¢és

tomegspektrometrids azonositasaval.

e a TG2 RNS-kot6 képességének megerdsitését, karakterizalasat.
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5. Anyagok és modszerek

Kisérleteinkhez minden sziikséges anyagot a Sigma-Aldrich-Merck-Millipore-t6] (Miinchen,

Németorszag) szereztlink be, kivéve, ahol ezt zarojelben feltiintetjiik.
5.1.  Alkalmazott sejtvonalak

A Kkisérleteink soran a mar korabban kialakitott, a telomerdz gén overexpressziojaval

immortalizalt humén koldokzsinor véna eredetli endotél sejteket (HUVEC) hasznaltuk.

A sejtvonalak esetében M 199 alapti médiumot (Biosera, Nuaille, Franciaorszag) hasznaltunk a
sejtek tenyésztésekor, amit kiegészitettiink 2% HEPES (SIGMA), 1% Penicillin-Streptomicin
(Biosera), 1% Amhotericin-B (BIOSERA), 10% EGM-2 (Lonza, Basel, Switzerland) ¢és 10%
FBS (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) reagensekkel. A sejttenyésztés 37 °C-os
termosztatban, 5%-o0s CO; tartalom mellett tortént, minden masodik vagy harmadik napon

médiumcserét alkalmazva. A sejtek passzalasdhoz Tripszin-EDTA reagenst hasznaltunk.

5.2.  Sejtvonalak kialakitasa
5.2.1. Az indukalhatd, endogén TG2 fehérjét csendesitdo vektor és a TG2 knock-down
HUVEC sejtvonal létrehozasa

Elséként a pLKO Tet-On (Puro) iires vektort (Addgene #21915, Watertown, MA, USA) EcoRI-
HF ¢és Agel-HF (New England Biolabs; NEB, MA, USA) restrikciés endonukledzok
alkalmazaséval felnyitottuk, majd 1 %-os agardz gélelektroforézis (90V, 1 ora) segitségével
megfuttattuk. A linearizalt vektor DNS-t 10 pg/ml etidium-bromidot tartalmaz6 TAE puffer
alkalmazasaval tettiik lathatova, és kivagas utan gélbdl tisztitottuk PCR Clean Up & Gel
Extraction Kit (Macherey-Nagel, Dueren, Németorszag) hasznalataval. A vektor tisztasagat
ujabb agaroz gélelektroforézissel ellendriztiik, mely sorén a gélbe 0,5 pg/ml etidium-bromidot

alkalmaztunk (90 V, 1 6ra).
A csendesitd oligonukleotid szekvenciat a Sigma MISSION shRNA adatbazisabol valasztottuk.

2. tablazat: Alkalmazott shRNA oligonukleotid szekvenciak.

Oligonukleotid neve Oligonukleotid szekvencidja
TRCN0000272816For 5’CCGGCCACCCACCATATTGTTTGATCTCGAGAT
(shTG2-8For) CAAACAATATGGTGGGTGGTTTTTG-3’
TRCN0000272816Rev

S’AATTCAAAAACCACCCACCATATTGTTTGATCTCG
(shTG2-8Rev) AGATCAAACAATATGGTGGGTGG-3’
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A primerek liofolizaltan érkeztek, amiket nukledz mentes vizben oldottunk be 0,1 nmol/ul

végkoncentracioban.

A primerparok hibridizacidja, majd a felnyitott vektorba torténd ligaldsa kordbban mar
alkalmazott protokoll alapjan tortént (Wiederschain és mtsai, 2009). A primerparokat 10X-es
hibridizacids (annealing) pufferrel (1 M NaCl és 100 mM Tris-HCI, pH 7,4) kevertiik 0ssze,
majd 95°C folé melegitett vizbe helyeztiik az oligonukleotid keveréket tartalmazé csdveket, €s

megvartuk, hogy a viz magat6l 30°C-ra visszahtiljon. Ez id6 alatt a primerparok hibridizaltak.

A hibridizéciot kovetden Osszeallitottuk a ligalasi reakciot, melyhez a hibridizalt primereket és
a felnyitott vektort hasznaltuk fel (400x higitott hibridizalt primerkeverékbdl 1 pl térfogathoz
adtunk 0,5 pl felnyitott, gélbdl tisztitott pLKO-Tet-On Puro vektort kiegészitve 1 pl 10X-es T4
DNS ligaz pufferrel (NEB) ¢és 6,5 pl nukledz mentes vizzel). A primerek ligalasat a vektor
DNS-be a T4 DNS ligaz biztositotta (NEB), amit 1 pul mennyiségben alkalmaztunk. A ligalési

reakciot 10 percig szobahdmérsékleten, majd egy éjszakan at hiitészekrényben inkubaltuk.

A ligalasi reakcio végtermékét kémiailag kompetens DHS5a baktérium sejtekhez adtuk, amit
jégen inkubaltunk 40 percig. Ezt kovetden hdsokkot alkalmaztunk 60 masodpercig 42°C-on,
majd ujra jégre tettiik a reakcidelegyet 5 percig, ami utdn SOC médiumot adtunk hozza és 1
ordn keresztiil 37°C-on razattuk. A transzformalt sejtekbdl szobahdmérsékletli 100 pg/ml
ampicillint tartalmazé LB-agar lemezre szélesztettiink, majd 1 éjszakan at, 37°C-on torténd
inkubalast kovetden a kindtt telepeket atcsikoztuk, és ujabb €jszakai, 37°C-os inkubalas tortént.

A kinétt telepeket tartalmazé LB-agar lemezt taroltuk a plazmid izolalasig.

Az izolalast az LB-agar lemezen kindtt telepekbdl végeztiik 100 pg/ml ampicillint tartalmazé
LB tapfolyadék segitségével NucleoSpin® Plasmid Kit felhasznélasaval a gyarté altal javasolt
protokoll szerint. Egy éjszakan at 37°C-on novesztettiik a kiszelektalt baktérium klonokbdl,

amikbdl plazmidot izolaltunk.

Az izolalast kovetden elséként Xhol (Thermo) restrikciés endonukledz hasitassal ellendriztiik
a klonokat, amihez az enzimet és a plazmid DNS-t tartalmazé elegyet 1 6ran at 37°C-on
inkubaltuk, majd ellendriztiik a hasitas eredményét 2%-o0s agaroz gélelektroforézis segitségével

(90 V, 1 ora). A gél 0,5 pg/ml etidium-bromid festéket tartalmazott.

A klonokat szekvendldssal is ellendriztiik Mix2Seq Kittel (Eurofins Genomics, Mainz,
Németorszag). Az online forméban kapott eredményt Serial Cloner 2.6.1 programmal

értékeltiik ki.
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A vektor amplifikalasat a NucleoBond Xtra Midi EF kittel (Macherey-Nagel) végeztiik a gyarto
altal javasolt protokoll szerint. A DH5a sejteket, amik a vektort tartalmaztak, 200 ml 50 pg/ml

ampicillint tartalmaz6 LB taptalajon novesztettiik koriilbeliil 20 6ran keresztiil.

A pszeudo-virion készitését a témavezetdm végezte a Didier Trono laboratdrium weboldaldn
megtalalhaté Ca-precipitacids protokoll szerint pMD2.G és psPAX2 vektorokkal HEK 239FT
sejtek alkalmazésaval. A viriont tartalmazo feliiliszo gytijtése 24 éranként kétszer tortént, majd

a koncentralasa Amicon Ultra-15 100 kDa koncentrator cso segitségével valosult meg.
5.2.2. A transzgén 3F-TG2 fehérjét expresszalo vektor kialakitasa

A korébban témavezetOm altal inzerciés mutagenezissel kialakitott pENTR-4-3Flag vektort
EcoRI (NEB) restrikcids endonukleaz segitségével nyitottuk fel. Az 5° végen 1évo foszfatot
eltavolitottuk alkalikus foszfataz kezeléssel (CIP, NEB) annak érdekében, hogy
megakadalyozzuk az On-, illetve visszaligalodas esélyét. A felnyitott vektort 1 %-os agar6z
gélelektroforézist (90 V, 1 6ra) kovetden a gélbol kivagtuk és PCR Clean Up & Gel Extraction
Kit (Macherey-Nagel) hasznalataval tisztitottuk. A vektor tisztasdgat ujabb agardz
gélelektroforézissel ellendriztiik, mely sordn a gélbe 0,5 pg/ml etidium-bromidot alkalmaztunk

(90 V, 1 ora).

A TG2 cDNS szekvenciajat egy korabban, a munkacsoport altal kialakitott pET30ek/LIC-hTG2
vektorbol vagtuk ki EcoRI restrikcios endonukledz segitségével. Ezutdn 1 %-os agardz
gélelektroforézis (90V, 1 o6ra) segitségével valasztottuk el a TG2 fehérjét kodolo cDNS
szekvenciat. A TG2 inzertet 10 ug/ml etidium-bromidot tartalmazd TAE puffer segitségével
lathatova tettiik, €s kivagas utdn g€lbdl tisztitottuk PCR Clean Up & Gel Extraction Kit
(Macherey-Nagel) segitségével. A vektor tisztasdgat ujabb agardz gélelektroforézissel

ellendriztik.

A felnyitott pENTR4-3Flag vektorbodl 2,5 ul (50 ng) mennyiséget és a TG2 cDNS szekvenciat
kodold inzertbdl 3,1 pl (50 ng) mennyiséget felhasznalva allitottuk Ossze a ligaldsi reakciot
kiegészitve 1 ul 10X-es T4 DNS ligéz pufferrel (NEB) és 2,5 ul nukleaz mentes vizzel. A TG2
kodolo szekvenciat a vektor EcoRI hasitohelyére illesztettiik be 0,9 ul T4 DNS ligaz (NEB)
segitségével. A ligalasi reakciot 10 percig szobahOmérsékleten, majd egy ¢€jszakén at

hiitészekrényben inkubaltuk.

A transzformalas folyamata, majd a plazmid izolalasa az endogén TG2 csendesitd vektorhoz

hasonldan tortént.
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Az izolalast kovetden elsoként Xbal (Thermo Fisher Scientific) restrikciés endonukledz
hasitassal ellendriztiik a TG2 cDNS-t tartalmaz6 klonokat, amihez az enzimet és a plazmid
DNS-t tartalmazd elegyet 1 6ran at 37°C-on inkubaltuk, majd ellendriztiik a hasitds eredményét
2%-o0s agardz gélelektroforézis segitségével (90 V, 1 6ra). A gél 0,5 pg/ml etidium-bromid

festéket tartalmazott.

A klonokat szekvenalassal is ellendriztiik Mix2Seq Kittel (Eurofins Genomics). Az online

formaban kapott eredményt Serial Cloner 2.6.1 programmal értékeltiik ki.

A kialakitott pPENTR4-3F-TG2 és a pCW57.1 vektorokat inkubaltuk Gateway LR Enzyme Mix
II. (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) mellett 2 6ran a4t 37°C-on gyartdi utasitds szerint. A
pCW57.1 vektor tartalmazza a sziikséges genetikai elemeket a doxiciklin-indukalhato
transzgén expresszid szamara. Ezt kovetden Proteinaz K hozzdadasaval tovabbi 10 percig
inkubaltuk a reakcioelegyet, majd Stbl3 baktérium sejtekbe transzformaltuk az inkubalast

kovetben a mar korabban leirt modon.

Az izolalas, valamint a kloénok ellenérzése Xbal restrikcids endonukledz hasitassal, majd

szekvenalassal az eldz6ekben leirtak alapjan tortént.
A vektor amplifikalasa és a pszeudo-virion készitése a csendesitd vektorhoz hasonldan tortént.
5.2.3. Az endogén TG2 csendesitett, 3F-TG2 fehérjét kifejezo sejtvonal kialakitasa

Az immortalizalt HUVEC sejtek fertézése az endogén TG2 fehérjét csendesitd vektorral 12
valyus lemezen tortént a 70% konfluenciat elérd sejteken tapfolyadék cserét kovetden. A sejtek
szelekcigjat 1,5 pg/ml puromicint tartalmazé M199 alapti médiumcserével végeztiik 48 orat
kovetden. Ujabb 48 6ra mulva 4 pg/ml puromicin tartalmu tapfolyadékceserét alkalmaztunk,
amit addig folytattunk, mig a kontroll sejtek, amiken csak alapmédiumot cseréltiink, el nem
pusztultak. Miutan a TG2-KD sejtek bendtték a valyut a szelekci6 utan, atraktuk éket 6 valyls
lemezre, majd T25 és T75 flaskakba. A transzgén TG2 fehérjét expresszalo vektor esetében,
miutan meggy6zddtiink a TG2 csendesités hatékonysagardl (TG2-KD sejtvonal kialakitasa), a
sejtek fert6zése hasonldan tortént, mint a csendesitd vektor esetén, viszont a szelekcid soran 6

pg/ml puromicint tartalmazo tapfolyadékot hasznaltunk (TG2-KD+3F-TG2 HUVEC).

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

Az endogén TG2 fehérje csendesitése, illetve a transzgén 3F-TG2 fehérje expresszidja a duplan
fertdzott sejtekben is 4 pg/ml doxiciklin hozzaadésaval tortént. A kialakitott sejtvonalakon a
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doxiciklint tartalmaz6 tapfolyadékot két naponta cseréltiik. A csendesités megfeleld

indukalasdhoz legalabb 3 hét sziikséges volt.
5.3.  Fehérje extraktum készitése

A kisérletekben hasznalt sejteket T75-0s flaskdkban (TPP) tenyésztettiik, majd tripszin-EDTA
kezeléssel valasztottuk fel dket (5 perc, 37 °C). Ezutan a sejteket kétszer mostuk jéghideg PBS-
sel és centrifugalassal (1000 g 10 perc, 4 °C). A sejtpelletet lizis pufferben szuszpendaltuk (25
mM Tris-HCI, pH 7,4, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 5% glicerin, 0,5% NP-40, 1 mM PMSF),
ami tartalmazott PIC-t (Protease Inhibitor Cocktail, Sigma) 100-szoros higitasban ¢&s
PhosSTOP-ot (Phosphatase Inhibitor Cocktail Tablets, Roche) 1-szeres higitdsban. A
sejtszuszpenziokat ultrahangos szonikatorral is kezeltiik (5 impulzus), majd a centrifugalas utan
(a sejttormelék eltavolitasa érdekében) a tiszta feliiluszot hasznaltuk sejtkivonatként a tovabbi
kisérletekhez. A fehérjekoncentraciot Bio-Rad Protein Assay Dye reagens (Bio-Rad, Hercules,

CA, USA) segitségével mértiik meg.

5.4.  Fehérjetermelés és tisztitas

5.4.1. Helyspecifikusan biotinilalt human rekombinans TG2 fehérje

A helyspecifikusan, N-termindlisan biotinilalt human rekombinans TG2 fehérje (N-BAP-
rhTG2) termeléséhez a human TG2 cDNS szekvencidjat kodold pET-30ek/LIC-TG2 bakterialis
expresszios vektort alkalmaztuk (3. tablazat), amibe szubklonoztuk a biotin akceptor peptid
(BAP, GLNDIFEAQKIEWHE) szekvencidjat az N-terminalison taldlhatd trombin hasitasi
helyre Q5 Site-Directed Mutagenesis Kit (NEB) protokoll segitségével.
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3. tablazat: A pET-30 ek/LIC BAP rhTG2 vektor kodolo szekvencidja

ATGCACCATCATCATCATCATtcttctGGTCTGaacgacatcttcgaggctcag A A Aatcgaatggecacgaaggtatgaaagaaaccgetgetgctaaattcg
aacgccagcacatggacagcccagatctgggtaccgatgacgacgacaagatgagaattcagaccATGgecgaggagetggtettagagaggtgtgatctggagetggagaccaat
ggecgagaccaccacacggecgacetgtgecegggagaagetggtggtgcgacggggecagececttetggetgaceetgeactttgagggecgeaactacgaggecagtgtagacag
tctecaccttcagtgtegtgaccggeccageccctagecaggaggecgggaccaaggeccgttttccactaagagatgetgtggaggagggtoactggacagecacegtggtggaccag
caagactgcaccctctcgetgeagetcaccacceeggecaacgeecccatcggectgtatcgectcagectggaggectecactggetaccagggatceeagetttgtgetgggecactte
attttgetcttcaacgcectggtgeccageggatgetgtgtacctggactcggaagaggageggcaggagtatgtectcacccageagggcetttatctaccagggctcggccaagttcatca
agaacataccttggaattttgggcagtttgaagatgggatcctagacatctgectgatecttctagatgtcaaccccaagttcctgaagaacgeecggecgtgactgetceecgeegeageage
ccegtectacgtgggecgggtggttagtggcatggtcaactgecaacgatgaccagggtgtgctgetgggacgetgggacaacaactacggggacggegtcagecccatgtectggatcg
geagegtggacatcetgeggegetggaagaaccacggetgecagegegteaagtatggecagtgetgggtettcgeegeegtggectgeacagtgetgaggtgectaggeateectac
ccgcegtegtgaccaactacaactcggeccatgaccagaacageaaccttctcatcgagtacttccgeaatgagtttgggoagatccagggtgacaagagegagatgatctggaacttcea
ctgetgggtggagtegtggatgaccaggeeggaccetgecageeggggtacgagggetggeaggeectggacccaacgecccaggagaagagegaagggacgtactgetgtggece
agttccagttcgtgccatcaaggagggcegacctgageaccaagtacgatgegecctttgtctttgcggaggtcaatgecgacgtggtagactggatccageaggacgatgggtetgtgea
caaatccatcaaccgttccctgategttgggcetgaagatcageactaagagegtgggecgagacgagegggaggatatcaccecacacctacaaatacccagaggggtectcagaggag
agggaggccttcacaagggegaaccacctgaacaaactggecgagaaggaggagacagggatggccatgeggatcegtgtgggccagageatgaacatgggeagtgactttgacgt
ctttgcccacatcaccaacaacaccgetgaggagtacgtetgecgectectgetetgtgecegeaccgteagetacaatgggatettggggeccgagtgtggeaccaagtacetgetcaa
cctcaacctggagcctttctctgagaagagcegttectetttgcatectetatgagaaataccgtgactgecttacggagtccaacctcatcaaggtgegggecctectcgtggagecagttate
aacagctacctgetggcetgagagggacctctacctggagaatccagaaatcaagatceggatecettggggageccaageagaaacgceaagetggtggetgaggtgteectgeagaace
cgctecetgtggeectggaaggetgeaccttcactgtggagggggccggectgactgaggageagaagacggtggagateccagaccecgtggaggeaggggaggaagttaaggt
gagaatggacctgetgecgcetccacatgggectccacaagetggtggtgaacttcgagagegacaagetgaaggetgtgaagggettceggaatgteatcattggeeccgecc TAA

A BAP megfeleld inzerciojat restrikcidos emésztéssel és szekvenalassal (Eurofins Genomics)
ellendriztiik. Ezt kdvetden az N-termindlisan biotinilalt thTG2 fehérjét E. coli Rosetta 2 (DE3)
baktériumsejtekben expresszaltuk Terrific Broth (TB) téptalajon. A rekombinans fehérje
expressziojat 0,1 mM izopropil B-d-1-thiogalaktopiranozid (IPTG) hozzaadéasaval indukaltuk.
A fehérje tisztitdsdhoz His GraviTrap oszlopot (GE Healthcare Bio-Sciences AB, Uppsala,

Svédorszag) alkalmaztunk.
5.4.2. Rekombinans TG2 fehérje

A rekombinans human TG2 fehérje termelése egy mar kordbban leirt modszer alapjan tortént

(Kiraly R. és mtsai, 2015).

5.4.3. Expresszios vég-mentes TG2 fehérje

Az expresszios vég lehasitott TG2 fehérje termelése egy korabbi leiras szerint késziilt (Biri B.

és mtsai., 2016).

A TG2 kodolo régioja pBH4 expresszids vektorba, ami tartalmazta a Hise-tag jeldlést, és
Tobacco etch virus (TEV) protedz hasitasi helyét, lett szubklonozva a leolvasési keretnek
megfeleléen Ndel és Xhol restrikcids helyekre. A konstrukcidkat E. coli Rosetta 2 (DE3)
sejtekbe (Novagen) transzformaltuk. Az OD600=0,6 denzitast elért kultarat, 0,1 mM IPTG
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(izopropil-B-d-1-thiogalaktopiranozid) hozzdadasaval indukaltuk és 18 °C-on 16 oOran at
tenyésztettik. A fehérjéket His GraviTrap affinitds oszlopokon (Bio-Rad Laboratories)
tisztitottuk 4 °C-on. A Hise-tag jelolés TEV protedz altal torténd hasitasat 4 °C-on végeztiik 16
oran at. A hasitatlan TG2-t és a Hise-taggel ellatott TEV proteazt egy masodik Ni> -affinitasos

tisztitassal valasztottuk el az ekkor mar Hiss-tag nélkiili TG2-t6l.

5.5. RNS izolalas és RT-qPCR (valés idejii-qPCR) mérés

Az RNS izolalasahoz a sejteket felvalasztottuk tripszin-EDTA kezeléssel (5 perc, 37 °C), majd
a sejteket kétszer mostuk jéghideg PBS-sel és centrifugélassal (1000 g 10 perc, 4 °C). A
sejtpelletet TRI reagens (Molecular Research Center, Cincinnati, OH, USA) segitségével
szuszpendaltuk, majd szobahdmérsékleten 10 percig inkubaltuk. Kloroform hozzdadasa utan az
RNS molekulakat tartalmazé felsd, szintelen fazishoz ardnyosan izopropanolt adtunk, majd
szobahdmérsékleten 10 percig inkubaltuk az elegyet. Centrifugat kovetden (15 perc, max
fordulatszam) a pelletet -20°C-ra hiitott, 70%-os etanollal mostuk, majd az RNS pelletet ujabb
centrifugdlds utdn megszaritottuk (vdkuum centrifugaval). A megszaritott RNS pellethez
aranyosan nukleaz mentes vizet (NFW) adtunk, majd Nanodrop2000 késziilékkel ellendriztiik
a tisztasagat. A reverz traszkriptaz-PCR méréshez az RNS mintékat 200 ng/ul koncentraciora
higitottuk, majd az mRNS-t cDNS-sé irtuk a4t High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit
(Applied Biosystems) hasznalataval gyartoi utasitas szerint. A reverz transzkriptaz-PCR cDNS
termékét hasznaltuk fel az RT-qPCR méréshez (Roche LightCycler® 480 II késziilék), amihez
TaqMan probakat alkalmaztunk. A transzkripcios szinteket az B aktin szintjére normalizaltuk

és Cr modszer segitségével hataroztuk meg a gének expressziojat.
5.6.  Western blot és alkalmazott antitestek

A fehérjék elvalasztasa 10%-os SDS-PAGE gélelektroforézis segitségével tortént altalanos
protokoll alapjan Bio-Rad Mini Protean® Tetra Cell késziilékkel. Ezt kovetden a gélb6l PVDF
membranra (Millipore Immobilon-P membrén; 0,45 pm) transzferaltuk a fehérjéket félszaraz
blottolas (Bio-Rad Trans-Blot SD Semi-Dry transfer cell késziilék) segitségével. Blokkolashoz
5 (m/v) %-os alacsony zsirtartalmu tejporos 1x TTBS oldatot hasznéltunk 30 percig szobahdn,
vagy egy ¢jszakan 4t 4 °C-on. Az elsddleges és masodlagos antitestek (4. tablazat) higitdsdhoz
0,5 (m/v) %-os alacsony zsirtartalmu tejporos 1x TTBS oldatot alkalmaztunk. A jeleket
WesternBright ECL HRP oldat (Advansta, CA, USA) segitségével hivtuk eld.
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4. tablazat: A tanulmany soran hasznalt elsédleges és masodlagos antitestek.

Antitest neve Gazda | Higitas Gyart6 Kataloégusszam
Faj

Els6dleges | Transglutaminase- | egér 1/10.000 Thermo Fisher | #MA5-12736
antitest 2 (CUB7402) Scientific

Aktin nyul 1/3.000 Sigma #A2066

anti-FLAG M2 egér 1/2.000 Sigma #F1804
Masodlagos | anti-egér kecske | 1/10.000 | Advansta # R-05071-500
antitest IgG/HRP

anti-nyul kecske | 1/10.000 Advansta #R-05072-500

IgG/HRP

5.7.  Letapadasi teszt

A mérést megel6zd napon a sejteken a tapfolyadékot éhezési médiumra cseréltiik, ami csak 1%
FBS-t tartalmazott 10% helyett. Els6 1épésben F16 Black Maxisorp platet fibronektinnel (0,125
pg/valyt) fedtiink (1 o6ra, 37 °C), majd KOWA lemez segitségével megszamoltuk a sejteket, és
ugy allitottuk be a sejtszamot, hogy minden valyu 1000 db sejtet tartalmazzon. A plate valyuit
200 ul PBS oldattal mostuk, majd 1 6rdn at 37 °C-on inkubaltuk az éhezési médiumban higitott
sejteket a letapadas érdekében. Majd 200 ul PBS oldattal torténé mosast kovetden Cell-Titer
Blue reagenst (Promega, Medison, WI, USA) tartalmaz6 ¢hezési médiumot mértiink a valyukba
a letapadt sejtekhez, majd a fluoreszcens intenzitds értékeket 2 oranként lemértiik BioTek
Synergy HT késziilékkel (Ex:530 nm/Em:590 nm) és meghataroztuk az intenzitasvaltozast
(meredekség). Minden minta esetében a csak tapfolyadékot tartalmazé valyuban meghatarozott
meredekség érték levonasaval korrigaltuk az értékeket, majd atlagoltuk azokat. A kontroll
sejtként hasznalt HUVEC sejteket tartalmazo valyik meredekség értékét 100%-nak vettiik, és

ezekhez viszonyitva adtuk meg a sejtek letapadasi képességét a tobbi sejtvonal esetében.
5.8.  Aramlasi citometrids mérés

A sejteket tripszin-EDTA kezeléssel torténd felvalasztas utan centrifugaltuk (3 perc, 4 °C, 700
rpm), majd a pelletet PBS oldattal mostuk, majd jra centrifugaltuk (3 perc, 4 °C, 700 rpm). A
sejteket jeloltiik Annexin-V és propidium jodid reagenssel (BioLegend, San Diego, CA, USA)
15 percen keresztiil sotétben. A kontroll esetben csak Annexin-V koto puffert alkalmaztunk. A
sejteket ezt kovetden FACSAria™ III dramlési citométer segitségével analizaltuk.
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5.9. TG2 interaktom meghatarozasa két Kkiilonb6z6 modszerrel
5.9.1. Helyspecifikusan biotinilalt human rekombinins TG2 fehérjével asszocialt
fehérjék izolalasa High Capacity Neutravidin agaroz gyonggyel és azonositasuk

tomegspektrometriaval

Elsé 1épésként 250 pul Pierce High Capacity Neutravidin agardz gyongyot (Thermo Scientific)
ekvilibraltunk MQ vizzel, majd haromszor R pufferrel (20 mM Tris, 150 mM NaCl, 1 mM
EDTA, 1 mM imidazol pH 7,8-8). A mosasok kozotti centrifugélasi 1épések egységesen 2
percig, 2500 g fordulatszamon, 4 °C-on zajlottak. Az agar6z gyongyre 100 ug helyspecifikusan
biotinilalt rekombindns human TG2 fehérjét (rhTG2) immobilizaltunk, aminek teljes térfogata
500 pl volt lizispufferben (2 6ra inkubalas 4 °C-on). Ezt kovetdéen az agardéz gyongyot
blokkoltuk 333 pg/ml biotinnal, R pufferben oldva (inkubélés 1 6ra, 4 °C). Az affinitas tisztitast
2,5-3 mg/ml HUVEC sejtkivonat hozzdadasaval végeztiik egy ¢jszakan at, folyamatos rotacio
mellett 4 °C-on. Mésnap haromszor mostuk a gydngyot ColP pufferrel (25 mM Tris, 150 mM
NaCl, 1 mM EDTA, 5 % glicin, pH 7,4), majd a potencialis interakcios fehérjéket elualtuk 0,1
M glicin-HCI pufferrel (pH 3,5). Az erdsen kotdédo partnerek eludldsa végett 6x Denaturdcios
puffert (300 mM Tris-HCL, pH 6.,8; 12 (m/v)% SDS, 20 (v/v)% glycerol és 0,43 M f-
merkaptoetanol) is alkalmaztunk hédenaturalas mellett (10 perc, 100 °C). A tripszin hasitas
hatékonysaganak fokozasa érdekében mindkét elualt frakciot SDS poliakrilamid gélbe futtattuk
a szeparalo gél hataraig, és még a fehérje savok szeparaldsa el6tt Coomassie-kék festést

kovetden az Osszes fehérjét tartalmazo savot kivagtuk és LC-MS/MS analizisre kiildtiik.

5.9.2. Transzgén 3F-TG2 fehérjével a sejtekben asszocialt fehérje komplexek izolalasa

anti-FLAG M2 agaroz gyongy alkalmazasaval és azonositasuk tomegspektrometriaval

Elséként 300 ul monoklonalis anti-FLAG M2 agar6z gyongyo6t equilibraltunk ColP pufferrel,
aminek GsszetevOi az el6z0 modszer esetében vannak részletezve. Majd 3,3-3,5 mg fehérjét
tartalmazod sejt extraktumot inkubaltunk egy éjszakéan at az equilibralt anti-FLAG M2 agar6z
gyonggyel. A nem specifikus hattér fehérjék meghatarozasdhoz egér IgG agardz gyongyot
hasznaltunk kontrollként. Hirom mosasi 1épés utan a lehetséges interakcids fehérjéket elualtuk
a Neutravidin agaréz gyongyhdz hasonldan 2 1épésben. Az eludlt fehérjéket 10 %-os SDS
poliakrilamid gélbe futtattuk a szeparald gél hatardig, majd Coomassie festést kdvetden a

savokat a szeparalodas el6tt kivagtuk és LC-MS/MS analizisre kiildtiik.

A konformacié fiiggd interakcids partnerek feltarasa érdekében kiilonb6z6 modulatorokat

alkalmaztunk. A TG2 nyitott allapotban val6 stabilizalasahoz 15 uM NC9 modulatorral
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kezeltiik el6 a sejteket a sejtkivonat készitését megeldz6 24 oraval. A TG2 zart konformacids
allapotanak megodrzése érdekében 1 mM GTPyS inhibitort adtunk a sejtkivonathoz, mivel a

GTPyS nem penetral az €16 sejtekbe az NC9 modulatortol eltérden.
5.10. Ortogonalis szerves fazis szeparacio

A RNS-k6t6 fehérjéket ortogonalis szerves fazis szeparacioval (OOPS) izolaltuk egy kordbban
alkalmazott protokoll alapjan (Queiroz és mtsai, 2019, Nature). A kisérlethez az immortalizalt
HUVEC alap sejtvonalat hasznaltuk, és a sejteket 10 cm-es Petri csészében ndvesztettiik.
Feldolgozas eldtt kétszer mostuk PBS oldattal a letapadt sejtréteget, majd 400 mJ/cm? UV fény
alkalmazasaval kovalensen keresztkotottiikk az RNS-fehérje komplexeket a sejtekben GS Gene
Linker UV Chamber késziilékkel (Bio-Rad). A kontroll sejtek esetében nem alkalmaztunk UV
fény kezelést. Ezt kovetden a sejteket TRI reagenssel lizaltuk, majd végrehajtottuk a fazis
szeparaciot 1:5 aranyban hozzaadott kloroformmal. A felsd €s az also fazis kozotti interfazist
Ovatosan atmértiik 0j csébe €és haromszor mostuk: TRI reagenssel, és kloroform hozzaadaséaval
ujra elvalasztottuk a fazisokat a fent leirtak alapjan haromszor. Végeredményképp olyan
interfazist kaptunk, ami tartalmazta az UV fény altal keresztkotott RNS-fehérje komplexeket.
A komplexeket tartalmazé fazist 9:1 (methanol:minta) aranyban hozzdadott methanollal
precipitaltuk. Az ezutdn kapott pelletet 0,1 M Tris-HCI (pH 8,5; kiegészitve 1% SDS
reagenssel) oldatban szuszpendaltunk fel. Az elegyet szonikaltuk 15 percen keresztiil 30
masodperc  szonikalds/pihentetési  ciklusokkal vizes fiirdds ultrahangos késziilék
alkalmazaséaval (BD ProbeTec ET, 2510E-DTH, Becton Dickinson). Majd a mintakat kezeltiik
5 png RNaz A reagenssel (Thermo Scientific) 37 °C-on 4 oran keresztiil. Szepardlni a
komplexekbdl felszabaditott RNS-ko6to fehérjéket tjabb TRI reagens, majd kloroform kezelést
hasznaltunk. Ez esetben a szerves, alsd fazist hasznaltuk a tovabbiakban, és metanollal
precipitaltuk a mintdkban lévd fehérjéket. 80% etanollal torténd mosast kdvetden a pelletet 0,1
M Tris-HCI pufferben (pH 8,5; tartalmaz 1% SDS reagenst) oldottuk vissza. Western blot
esetén a mintdkhoz 6x Denaturdcios puffert adtunk, ami 50 mM ditiotreitollal (DTT) volt

kiegészitve. A mintdk fehérjetartalmat tomegspektrometriaval azonositottuk.
5.11. Magneses RNS-fehérje pull-down kisérlet

Az RNS-fehérje interakciok kimutatdsdhoz hasznaltunk Pierce RNA 3 Desthiobiotinylation
Kit-et és Pierce Magnetic RNA-Protein Pull-Down Kit-et (Thermo Scientific) a gyartoi utasitas
alapjan. 493 ng immortalizalt HUVEC sejtekbdl izolalt total RNS-t, illetve 50 pmol 43-mer
RNS molekulat (5’- CCU GGU UUU UAA GGA GUG UCG CCA GAG UGC CGC GAA
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UGA AAAA- 3’) alkalmaztunk, ami megtalalhat6 volt a Kit-ben. Az alkalmazott 43-mer RNS
molekula 3’ végét is desthiobiotinilaltuk a Kit segitségével. A ligalasi reakcid hatékonysaganak
novelése érdekében a reakcidelegyet 16°C-on, egy éjszakan 4t inkubaltuk. A jelolt RNS

molekuldk precipitalasi, mosasi €s visszaoldasi I€péseit a gyartoi utasitas szerint végeztiik.

A jelolt RNS mintékat streptavidin magneses gyongyok szuszpenzidjara kotottiik a fent emlitett
Kit segitségével. A magneses gyongy 20 mM Tris-HCI (pH 7,5) oldattal torténé mosasa utan
az immobilizalt RNS-t tartalmazd magneses gyongyokhoz adtuk a humdan (His)e-jelolt
rekombinans TG2 fehérjét az ajanlott master mix felhasznélasaval és inkubaltuk 1 6ran at
szobahdn. Ezt kdvetden a gyongyoket haromszor mostuk és az RNS-kotott fehérjéket elualtuk
6x Denaturécios puffer segitségével (hddenaturalds 5 perc, 100°C). Az elualt fehérjéket 10%

SDS poliakrilamid gélelektroforézis és Western blot segitségével analizaltuk.

Az els6 RNS-fehérje pull-down kisérletekben desthiobiotinilalt RN'S molekulékat hasznaltunk,
¢s 28 pug human rekombinans TG2 fehérjét alkalmaztunk. Optimalizalds utdn a szintetizalt
biotinilalt RNS, illetve az egyszali DNS (poly(dA) és poly(dG)) esetében 50 pmol mennyiséget
kotottiink a Pierce Streptavidin magneses gyongyre, és 5 pg human rekombinans TG2 fehérjét
hasznaltunk. (A poly(dA) szekvencia 5°-AAA AAA AAA AAA AAA AAA AAA AAA AAA
AAA AAA AAA AAA AAA AAA AAAA-3’, és apoly (dG) szekvencia: 5°-GGG GGG AGG
GGG GAG GGG GGA GGG GGG AGG GGG GAG GGG GGA GGG GGGA-37).

A TG2 RNS kotésének konformacid fiiggését vizsgalni a rekombindns TG2 fehérjét
eléinkubaltuk 0,1 mM NC9 modulatorral a nyitott konformacié eléréséhez 15-20 percig
szobahdn, majd ujabb 15-20 percig 5 mM CaCl; jelenlétében. A zart konformacio vizsgalatdhoz

0,5 mM GTPyS inhibitor jelenlétében inkubaltuk az RNS toltott magneses gyongyot.

5.12. Transzglutaminaz aktivitismérések

5.12.1. TG2 transzamidaz aktivitasanak mérése

A TG2 transzamidaz aktivitdsanak mérését a Tangaraju €s mtsai (2016) altal leirt modositasok
alapjan végeztiik. A modszer a danzil-kadaverin beépiilését vizsgdlja az N, N’-dimetilezett
kazeinbe a TG2 fehérje altal. A reakcidelegy tartalmazott 50 mM Tris-HCI (pH 8) puffert, 0,2
mM danzil-kadaverint, 2 mg/ml N, N’-dimetilezett kazeint, 3 mM DTT-t és 10 mM CaCl
oldatot. A vak esetében a reakcioban 10 mM EDTA oldatot alkalmaztunk a 10 mM CaClx
helyett. Az aktivitdsmérést a TG2 fehérje hozzdadéaséaval inditottuk, aminek koncentracioja 200
nM volt 100 ul reakcidelegyben. Az aktivitast a ndvekvo fluoreszcencia intenzitas kozel linearis

szakasza alapjan szamitottuk ki (Ex/Em: 360/530 nm, 37°C).
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5.12.2. TG2 izopeptidaz aktivitasanak fluoreszcens mérése

A TG2 izopeptidaz aktivitdsanak meghatarozasahoz A102 fluoreszcens szubsztratot
hasznaltunk (Zedira), amit szintén egy korabban leirt protokoll alapjan végeztiink el
(Tangaraju és mtsa, 2016). A modszer l1ényege, hogy a transzglutaminazok képesek hasitani
az izopeptid kotést a szintetizalt szubsztratokban, mikoézben egy quencher molekula (2,4-
dinitrofenil) szabadul fel. A reakcidelegy 50 mM MOPS puffert (pH 6,8), 10 mM CaCl,, 100
mM NacCl oldatot, 0,1% (w/v) PEG8000 reagenst, 50 uM A102 és 3 mM DTT-t tartalmazott.
A vak ez esetben is 10 mM EDTA oldatot tartalmazott a 10 mM CaCl; helyett. A reakciot a
TG2 fehérje hozzdadasaval inditottuk, aminek koncentracidja 150 nM volt 200 pl
reakcidelegyben. A mérést 37°C-on végeztik BIOTEK Synergy HT késziilékkel (Ex/Em:
318/413 nm).

5.13. RNS-fehérje interakcio detektalasa bioréteg interferometriaval (BLItz)

A modszer egy optikai technika, ami a molekuldk kozotti interakciok kinetikdjat és erdsségét
képes vizsgalni valos idében. A molekulak kozotti kotés kinetikajat BLItz miiszerrel hataroztuk
meg (PALL FortéBio). A méréshez a gyarto altal ajanlott sztreptavidin bioszenzort hasznaltuk,
aminek csd mintatartojat kotépufferrel (0,05 M NaCl-t, 2 mM MgCl; -t és 0,1% Tween 20-at
tartalmazo 0,02 M Tris-HCI (pH 7,5) puffer) toltottiik fel az alapvonal felvételéhez. Ezt
kovetden 10 pg/ml biotinilalt 43-mer RNS molekulat immobilizaltunk a lapka mintatartoval.
Ujabb alapvonal felvétel utan (csé mintatarto) a tisztitott, rekombinans TG2 fehérjét vittiik fel
(lapka mintatartd). A két kiilonboz6é mintatartd kozotti valtas egy elcsuszast okozott a gérbében
a kisérleti lépések kozott, de a lapka mintatartd lehetdvé tette a sziikséges térfogatok
csokkentését 5 pl-re. Lépéskorrekciot alkalmaztunk azért, hogy kikiiszoboljik ezeket az
eltolodasokat a késObbi kisérleti 1épések kozott. A molekuldk kozotti kotések disszociacios
konstansanak (Kp) meghatarozasdhoz a BLItz Pro 1.2.1.5. szoftvert hasznaltuk.
Kontrollkisérletekként mértiik az RNS kotddés jelét magaban, a pufferhez képest, illetve a

fehérje nem specifikus kotddését a szenzorhoz, az immobilizalt RNS hidnyéban.
5.14. LC-MS/MS analizis

Az RNS-ko6t6 fehérjék azonositasdhoz az ortogonalis fazis szeparaciot kovetden, illetve a TG2
interaktom azonositasdhoz a mintdkat 10% poliakrilamid gélbe futtatuk, amig éppen
beérkeznek a szeparald gélbe, majd Coomassie festést kdvetden a még nem szeparalt fehérje
savokat kivagtuk, a festéket kimostuk és tomegspektrometrias analizisre kiildtiik a Debreceni

Egyetem, AOK, Biokémiai és Molekularis Intézet Proteomika Szolgéltaté Laboratoriumaba.
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A peptidszekvencidk (MS/MS spektrumok) alapjan torténd fehérjeazonositast a MaxQuant
1.6.2.10 keresOmotorral végezte a szolgaltatd labor a SwissProt/UniProt adatbazis
felhaszndlasaval. A géldarabokat egy éjszakan at emésztették 37°C-on tripszines kezeléssel,
majd a mintakat 10 pl térfogatra szaritottdk be. A fehérjemintakat MS analizishez Easy
nLC1200 (Thermo Scientific) nanouplc-Orbitrap Fusion (Thermo Scientific) MS/MS
rendszerrel készitették eld. Az eredményeket a Scaffold 5.0 programmal megnyithato

(Proteome Software) formaban kaptuk meg.

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

alapjan fogadtuk el a fehérjét valos talalatnak) (Csoban-Szabé Zs. és mtsai, 2021).
5.15. Bioinformatikai analizis

Az azonositott TG2-asszocidlt fehérjék analizisét PANTHER 19.0 ¢és STRING v12
adatbazisokkal elemeztiik. A legjobban disulo GO Molekuldris funkciokat az FDR (false
discovery rate) érték alapjan rendeztiik és az eredményeket GrapPad Prism 8.0.1 szoftverrel

jelenitettiik meg.

Az altalunk HUVEC sejtekben azonositott RNS-kotd fehérjéket megvizsgaltuk az RBP2GO
adatbazissal, és 20 Gjjonnan azonositott RNS-kotd fehérjét talaltunk, amiket STRING adatbazis
segitségével analizaltunk, majd a legjobban dusulo GO Biologiai funkciokat az FDR (false
discovery rate) érték alapjan listdztuk. A hasznalt 43-mer RNS masodlagos szerkezetét az
RNAstructure v6.4 szoftver hasznalataval prediktaltuk. A TG2 potencidlis RNS-kotd
képességét a catRAPID online elérhetd szoftverrel becsiiltiik meg. A TG2 vizudlis dbrazolasat

a Visual Molecular Dynamics Software (VMD) segitségével készitettiik.
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6. Eredmények
6.1. TG2 interaktom vizsgalata

Munkédm sordan elséként a HUVEC sejtekben megtalalhatdé TG2-asszocialt fehérjék
azonositasat és igy a TG2 sejtekben betdltott fiziologias szerepének pontosabb feltarasat tiiztik

ki célul.

A Kkisérletekben hasznalt immortalizalt human koldokzsinor véna eredetli endotél sejtek
(HUVEC) jelentés mennyiségben expresszaljak a TG2 fehérjét. A kisérletek megkezdése elott
mRNS szekvendlassal ellendriztik (Genomi Medicina ¢és Bioinformatikai Szolgaltatd
Laboratérium), hogy az immortalizalas ellenére az alkalmazott sejtvonal kifejezi a klasszikus

endotél sejtekre jellemzd markergéneket (4. bra).

204
154

104

Normalizalt génexpresszié (log,)

4. abra: Az endotélialis markerek és a TG2 génexpresszios analizise immortalizalt
HUVEC sejtvonalban RNS szekvenalassal. 4 kialakitott immortalizalt HUVEC
sejtvonal expresszal szamos endotélialis markergént is a TG2 mellett (pl. vVWF, PECAM-
1, ICAM]I).

6.1.1. A TG2 interakcios partnereinek azonositasa HUVEC sejtkivonatban biotinilalt,

human rekombinans TG2 fehérje segitségével

ElsOként egy mar ismert, hagyomanyosnak mondhaté technikat, biotin-neutravidin agardz
alapu affinitds kromatografiat alkalmaztunk. A TG2 fehérje véletlenszerli biotinilacidjanak €s
az interaktomra gyakorolt lehetséges hatdsainak a megeldzése érdekében egy biotin-akceptor
A felhasznalt biotinilalt, Ni-NTA affinitassal tisztitott rekombinans human TG2 fehérjét (N-
BAP-biotin thTG2) E. coli Rosetta 2 (DE3) baktériumsejtekben expresszaltuk. Késdbbiekben
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ezt az N-BAP-biotin thTG2 fehérjét hasznaltuk a HUVEC sejtkivonatban talalhaté TG2
interakcids partnerek izoldlasahoz. Az affinitds tisztitds soran a biotinildlt fehérjét High
Capacity Neutravidin agardz gyongyhoz kotottiik, majd a szabad kotdhelyek biotinnal térténd
blokkolasa utan hozzaadtuk a HUVEC sejtkivonatot, amibdl kikotodtek a TG2 potencialis
partnerei az immobilizalt, rekombindns TG2 fehérjéhez. A sejtek lizalasahoz NP-40-tartalmu
puffert hasznéltunk, ami lehetdvé tette az alacsony kotddési affinitast fehérjekomplexek
képzOdését is. A partnerfehérjéket ezutan elualtuk, és a potencialis interakcios partnereket LC-

MS/MS analizissel azonositottuk.

A kontroll esetében nem immobilizaltuk a High Capacity Neutravidin agaréz gyongy
felszinéhez a rekombinans TG2 fehérjét, hiszen arra voltunk kivancsiak, kotddnek-e fehérjék a
gyongy felszinéhez a HUVEC sejtkivonatbdl. Az azonositas tovabbi 1épései megegyeztek a
minta esetében alkalmazott [épésekkel. A kontroll esetén az LC-MS/MS analizissel azonositott
fehérjék az alkalmazott agardz gyongy interaktomjat jelentették, tehat az aspecifikusan kotodo
fehérjetalalatokat (5. tablazat). Ezen taldlatokat az analizis sordn kivontuk a mintaban
azonositott potencidlis interakcios fehérjetalalatokbol, igy csak a lehetséges TG2-asszocialt
fehérjék maradtak a taldlati listdnkban. A kontroll fehérjék kozott volt mar kordbban azonositott
TG2 interakcioés partner is (pl. CALM1, CALR, TLNI1, TUBA/B; 5. tablazat), ami erésiti a

modszeriink hitelességét.

A High Capacity Neutravidin agardz gyongy segitségével kialakitott affinitas tisztitas 1épéseit

az 5. abra szemlélteti.

N-BAP-biotin rhTG2
kontroll

(lizis puffer) minta
»High Capacity” Neutravidin agaréz gyongy kotés
mosas

Blokkolas biotinnal
mosas

HUVEC sejtkivonat felvitele
mosas
Elucio
(0,1 M Glicin-HCI és 6x Denaturacios puffer)
LC-MS/MS analizis

TG2 interaktom (minta-kontroll)

5. abra: A bakteridlisan termeltetett, helyspecifikusan biotinilalt rekombinans
human TG2 (N-BAP-biotin rhTG2) interaktom azonositasanak kisérleti sémaja

HUVEC sejtkivonatbol.

43



5. tablazat: High Capacity Neutravidin agaréz gyongyhoz nem specifikusan kotodo
fehérjék HUVEC sejtkivonatban (kontrollok, amik levonasra Kkeriiltek a

mintakbol). A roviditések fehérjeneveket jelolnek STRING analizis alapjan.

ACTB CPTIA H1-2 HSP90AB1 | LMO7 PFN1 RPN2 SPTBNI1
ACTG1 CRIP2 H1-3 HSP90B1 LMO7B PGK1 RPSI11 SRP14
ACTNI CTNNAI1 |HI1-4 HSPAIL MACROH2A1 | PHB1 RPS12 SUPT16H
ACTN4 CSEIL H1-5 HSPAS MAPK3 PKM RPS16 SVIL
AHNAK DBNI1 H2ACI11 HSPAS MATR3 PLEC RPS17 SYNCRIP
ALB DDX17 H2AC4 HSPB1 MSN PPIA RPS19 SYNE2
ALDOA DDX3X H2AC6 HSPD1 MTDH PPPI1R12A | RPS2 SYNPO
ANPEP DHX15 H2AJ IGF2BP3 MTHFD1 PTBP1 RPS25 TAGLN2
ANXAIL DHX9 H2BC12 IGKV2D-24 | MVP RASIP1 RPS27A TALDO1
ANXA2 EEF1Al H2BC18 IGKV2D-26 | MYHI10 RBBP4 RPS3 TARDBP
ANXAS EEF1D H2BC4 ILF3 MYHI14 RBM14 RPS3A TGM2
ANXA6 EEF1E1 H2BC9 IQGAP1 MYH9 RBMX RPS4X THBS1
ATP1Al EEF1G H3Cl1 ITGB1 MYL12B RPL10A | RPS5 THRAP3
ATP2A2 EEF2 H4Cl1 KPNBI MYL6 RPL11 RPS6 TLN1
ATPSF1IA | EFHD2 HIGD1A KRTI1 MYOIC RPL12 RPS7 TPM3
ATPSFIB EHD1 HMGALI KRT10 MYOI1D RPL13 RPS8 TPP1
ATP5PO EHD2 HMGA2 KRT14 MYOIE RPLI3A | RPS9 TUBAITA
CAD EHD4 HNRNPA1 KRTI18 MYOSA RPL14 RPSA TUBA1B
CALM1 EIF3M HNRNPA2BI1 | KRT2 MYO6 RPL15 RRBP1 TUBB
CALR EIF4A1 HNRNPA3 KRTS5 MYOF RPL17 RSLIDI TUBB4B
CANX ELAVL1 | HNRNPC KRT6A NAPILI RPL18 S100A11 TUBB6
CAPI ENG HNRNPD KRT6B NCL RPLI8A SEC22B TXNDCS5
CAVINI ENO1 HNRNPDL KRT7 NES RPL19 SEC23A UBAI
CFL1 EWSRI HNRNPF KRT77 NONO RPL23 SERPINH1 | UBB
CKAP4 FARSA HNRNPH1 KRTS NPM1 RPL23A SFPQ UBC
CLIC1 FERMT3 | HNRNPK KRT9 PA2G4 RPL24 SLC25A11 | VATI1
CLTC FLNA HNRNPL KTNI PABPCI RPL3 SLC25A3 | VCP
CNN2 FLNB HNRNPM LDHA PABPNI1 RPL4 SLC25A5 | VDAC2
COLGALTI | FLNC HNRNPR LETM1 PCBP1 RPL6 SLC25A6 | VIM
COPG1 GAPDH HNRNPU LGALSI1 PCMT1 RPL7 SND1 XRCC6
CORO1B GBE1 HNRNPUL2 | LIMAI PDIA3 RPL7A SNX2 YBX1
COROI1C GLIPR2 HP1BP3 LMNA PDIA6 RPL8 SPCS2 ZNF185
CPS1 GLRX3 HRNR LMNBI1 PDLIM7 RPLPO SPECCIL

CPT1A GSTPI HSP90AA1 LMNB2 PFKP RPN1 SPTANI1
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A kontroll levonasa utan 169 TG2-asszocialt fehérjét azonositottunk (6. tdblazat). Ezek koziil
11 mar ismert TG2-interakcios fehérje volt a TRANSDAB adatbazis alapjan (az 6sszes talalat
6,5 %-a; COPA, COPB1, CYB5R3, DNAJAI1, FN1, MMPI1, PRDX1, TUBB3, TUBB4A,
ZYX, VCL), ami aldtamasztja modszeriink megbizhatosagat. A TG2 fehérjével kapcsolatba
1ép6 fehérjetalalatok halozatdit STRING adatbazis segitségével vizualizaltuk gy, hogy a
leggyakrabban eléforduld fehérjetaldlatokat a legalabb otszor detektalt egyedi peptid szama
alapjan sztrtiik ki, ami igy egy 26 fehérjébol allo6 haldzatot eredményezett (az Gsszes talalat
15,4 %-a; 6A. abra). A STRING-elemzés tobb kapcsolatot is tartalmazé fehérjehaldzatot
mutatott, ami arra utal, hogy ezek a fehérjék ténylegesen képesek kotddni egymashoz, és
komplexeket alakitva kiilonféle biologiai folyamatokban jatszhatnak szerepet. Az analizis nem
eredményezett dusuldo GO Molekularis funkciokat, de a leginkdbb dusul6 GO
Sejtkompartmentumok a Fokalis adhézio, az Extracelluldris exoszoma, a Vezikula, a
Membranfeliilet és az Extracelluldris tér voltak (7. tablazat), melyek aldtdmasztjdk az
exoszomalis vezikuldk segitségével torténd TG2 externalizacio lehetéségét HUVEC sejtekbdl.
A TG2-asszocialt fehérjék sejtmembranokhoz vald kotottsége Osszefiigg a TG2 jelatviteli,
illetve transzportfolyamatokban betoltott szerepével, példaul az MCAM fehérje hozzéjarul az
kozotti interakeiok kialakuldsaban, a sejtek és az extracellularis matrix kozotti kapcsolatokban,
valamint a citoszkeleton atrendezddésében (FLII, CDC42BPS, DYNCI1HI1, PLEC, FNI,
FMNL2). A fehérjetalalatok kozott szerepelnek membran, illetve vezikularis fehérjék is (CD59,
NTS5E, COPBI1, AP2AT1). Ezen tilmenden, ezek koziil a TG2-asszocialt fehérjék koziil néhany
transzmembran transzportot szabalyozo fehérje (GNB1, GNB2, GNAI2), masok részt vesznek
a sejtciklus szabéalyozasaban ¢és a DNS-javitasban (TMPO, PARP1, SSRP1, XRCCS5, RALA).

Az N-BAP-biotin rhTG2-asszocialt fehérjék teljes listdjdnak (nem csak a legalabb 6tszor,
hanem a kevesebbszer detektalt egyedi peptidet tartalmazd fehérjék is) elemzése hasonlo
eredményekhez vezetett €s a legjobban dusulé GO Molekuldris funkciok (8. tablazat; 6B. abra)
kozott szerepel a Kadherin kotodes és a Sejtadhézios molekula kotés, amelyek a TG2
sejtadhézioban és migracidoban betdltott szerepét erdsitik. Az RNS-kotés, mint GO Molekularis

funkcio dusuldsa, azonban egy 1j jelenség a TG2 interakcios partnerek kontextusaban.
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6. abra: A detektalt egyedi peptidszamok alapjan a leggyakrabban eléfordulé TG2-
asszocialt fehérjék interakcios halozata és a biotinilalt rekombinans TG2 fehérje
azonositott interakcios partnereinek GO Molekuldris Funkcioi. (A1) Az egyedi
peptidek szama alapjan leggyakrabban elofordulo TG?2 fehérjéhez asszocialt partnerek
fehérje-interakcios halozatat a String v12.0 segitségével térképeztiik a Homo sapiens
referencia-adatbazishoz viszonyitva, amely mind az ismert, mind a feltételezett
interakciokat mutatja. Az alapértelmezett kiiszobérték értéke 0,4-re volt bedllitva
(https://string-db.org/, 2025. junius 6-an letéltve). Azok a TG?2 interakcios partnerek
tekinthetok a leggyakrabban eloforduloknak, melyeket legalabb otszor detektalt egyedi
peptiddel azonositottunk a kisérlet soran. A piros csomopontok a mar ismert TG2
interakcios partnereket jelolik. (B) Az oszlopdiagram a TG2-asszocidlt fehérjék
leggyakoribb GO Molekularis Funkcioit mutatja be, a STRING adatbazis altal szamolt
FDR érték alapjan.
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6. tablazat: A HUVEC sejtkivonatbo6l azonositott N-BAP-biotin rhTG2-asszocialt
fehérjék listaja High Capacity Neutravidin agaréz gyonggyel izolalva. A
roviditések fehérjeneveket jelolnek STRING analizis alapjan.

PLECI CDC42BPB | COPA HK1 UBAS52 DNAJA1 NUP93 STING1
DYNCI1H1 | GANAB CTNND1 | IGF2R UNCA45A | DST OCIAD2 | STOM
GNAI2 MCAM CTSB 1POS VPS35 EFEMP1 PAPSS2 SUN2
GNB1 YESI GNG12 KIF5B 7YX FBL PHGDH SURF4
NTSE ATAD3A | GSN LARSI1 ACINI1 FHL2 PLAGI TCIRG1
PARPI1 EIF3A HDLBP LRPPRC | AHNAK2 FKBP1A PLOD2 TGFBI1I1
SSRP1 EIF3CL HYOU1 MCM7 AKAP2 G3BP1 PPPICC TIMMS50
RPS18 EMD PCBP2 MMP1 AP2B1 GALK1 PRDX1 TJP2
XRCC5 H2BC17 PDCD6IP | MYADM | ARHGAP32 | GARSI PRDX6 TMED10
CD59 IFI16 PFKL MYOIB ATPSF1C GLGl1 PSMD2 TMED9
FMNL2 MBOAT7 | RPS26 NOP56 BRCA1 H2AC14 RAB11B | TOP2B
FN1 PHB2 UQCRC2 | NOPS58 CAPNI1 H2AZ1 RAB7A TPM1
PRKDC QARSI VDACI1 PDLIM5 CAPZA2 HEXA RAC2 UBAP2L
COPB1 RACK1 ATP6V1B2 | RAB10 CCDC175 | HNRNPAB | RAPIA UNC45A
DDOST TTN CAPZB RAN CCT3 HSPA4 RHOC VCL
FLII UQCRC1 CAVI RPLS5 CDC42 ITGA3 SEC62 VDAC3
GNB2 YWHAZ DLD SFXN1 CDCP1 ITGAS SFXN3

PDI ACATI ERLIN1 SPRED2 | CLEC19A | KHSRP SLTM

RALA ACLY ESYTI1 TNPO1 CNTRL LMANI1 SMCI1A

TMPO ANXA ESYT2 TRPV2 COLS5A2 MAPI1B SRSF1

AP2A1 ARHGDIA | FASN TUBB3 CYBS5R3 MARSI SRSF3

CANDI CAPZA1 HI1-0 TUBB4A | DLST MGST3 SSR4

7. tablazat: Az N-BAP-biotin-rhTG2-asszocialt fehérjék legjobban dusulé GO
Sejtkompartmentumok a STRING adatbazis alapjan (Eredeti név a bal oldalon, a
jobb oldalon a magyar nyelvii megfelelé kifejezés; GO ID, tgymint gén ontologiai

kifejezés azonositoja).

#GO ID GO kifejezés megnevezése
G0:0005925 | Focal adhesion Fokalis adhézio
GO:0031982 | Vesicle Vezikula

G0:0070062 | Extracellular exosome Extracellularis exoszéma
G0:0098552 | Side of membrane Membranfeliilet
GO:0005615 | Extracellular space Extracellularis tér
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8. tablazat: Az N-BAP-biotin-rhTG2-asszocialt fehérjék legjobban dusulé GO
Molekularis funkciok a STRING adatbazis alapjan (Eredeti név a bal oldalon, a jobb

oldalon a magyar nyelvii megfeleld kifejezés).

#GO ID GO kifejezés megnevezése

G0:0005515 | Protein binding Fehérje kotés

G0:0045296 | Cadherin binding Kadherin kotés

G0:0050839 | Cell adhesion molecule binding Sejtadhézios molekula kotése
GO0O:0019899 | Enzyme binding Enzim molekula kotése
G0O:0044877 | Protein-containing complex binding Fehérje-tartalmi komplexek kotése
G0:0005488 | Binding Specifikus molekularis interakcid
G0:0003723 | RNA binding RNS kotés

G0:0036094 | Small molecule binding Kis molekula kotése
G0:0097159 | Organic cyclic compound binding Szerves ciklikus vegyiilet kdtése
G0:0000166 | Nucleotide binding Nukleotid kotés

G0:1901363 | Heterocyclic compound binding Heterociklikus vegyiilet kotése
G0:0032555 | Purine ribonucleotide binding Purin ribonukleotid kotés

6.1.2. A Tet-indukalhatd, endogén TG2-csendesitett és 3xFlag-jelolt transzgén TG2

fehérjét expresszalo HUVEC sejtvonal fejlesztése és karakterizalasa

A Dbaktériumokban expresszalt, rekombinans fehérjével végzett affinitds kromatografia
hatranyait kikiiszobolni, illetve a TG2 fehérje HUVEC sejtekben valé magas expressziojanak
elényeit kihasznalni ugy dontottiink, hogy egy 0j modellrendszert fejlesztiink ki a TG2-
asszocialt fehérjék azonositasara. Ez esetben a TG2 fehérjét tartalmazo fehérjekomplexeket €16
sejtekben torténd Osszeszerelddésiiket kovetden izolaltuk. A TG2 fehérjét az N-terminalisan
tulnyulo 3xFlag jeloléssel lattuk el annak érdekében, hogy az interakcios partnerekkel fedett
TG2 fehérje nagyobb hatékonysaggal legyen izolalhato, elkeriilve azt, hogy a TG2 specifikus
antitestek az epitopokhoz kotddésiikkel megvaltoztassak a TG2-asszocialt fehérjekomplexek
osszetételét. Kifejlesztettiink két iy HUVEC sejtvonalat, amely koziil az egyikben az endogén
TG2 fehérjét egy shRNS (TG2-KD) segitségével lecsendesitettiik, mig a masikban egy harmas
Flag-cimkével ellatott transzgén TG2 fehérjét (3F-TG2) expresszaltunk a kialakitott TG2-KD
sejtvonalban a mar leirt modszer segitségével. A konstrukciok kialakitasat, ellendrzését a 7.
abra mutatja be. A transzgén expresszald vektor kialakitas sordn a restrikcidés endonukledz és
szekvenalas eredménye alapjan pENTR4-3FTG2-2 klont valasztottuk, majd a sikeres
rekombinaciot kovetden tjabb endonukleaz hasitas és szekvenalads utan a pCW57.1-3xFTG-2,

3 és 4 klonokkal dolgoztunk.
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A TG2 csendesito vektor konstrukcio kialakitasa
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7. abra: A csendesito, illetve a transzgén expresszalé vektor konstrukciok
kialakitasanak, ellendrzésének l1épései. (A4) A kisérlet soran alkalmazott pLKO-Tet-
On csendesité vektor térképe a toltelékszekvenciaval. (B) A felnyitott pLKO-Tet-On
csendesito vektor méretének és tisztasagnak az ellendrzése 1 % agaroz gélelektroforézis
alkalmazasaval etidium-bromid festés utan. 8800 bp a vektor vart mérete. (C) A
csendesito szekvenciat tartalmazo pLKO-Tet-On vektor hasitdasi eredménye Xhol
restrikcios endonukledz kezelés utan, 2 % agaroz gélelektroforézissel etidium-bromid
festés utan. Jo konstrukciok esetében a fragmentek méretei 8447, 190 és 136 bp voltak.
(D) A pENTR4-3Flag vektor térképe. (E) A pENTR4-3Flag vektor Xbal restrikcios
endonukledzzal valo hasitas utani ellenorzése, 1% agardoz gélelektroforézis
alkalmazasaval etidium-bromid festés utan. Megfelelo fragmentek a 2907 és 1503 bp
meéretiiek. (F) A pCW57.1-3F-TG2 transzfer vektor térképe. (G) A létrehozott transzfer
vektor Xbal restrikcios endonukledz kezeléssel kapott hasitasi eredménye. Vart

fragmentméretek a 7171, 1503 és 1248 bp.
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A Flag-cimke segiti a TG2 fehérjét tartalmazo, nativ koriilmények kozott kialakuld
fehérjekomplexek izolalasat és késobbi kimutatasat. A csendesitd rovid szekvencia kifejezetten
befolyasolta az ettdl kiilonb6zé UTR régiokkal rendelkezd transzgénnek az expresszidjat, ami
lehetové tette a TG2-KD sejtvonalban a TG2 transzgén kifejezddését. A HUVEC sejtekben a
TG2 fehérje hianyanak vagy alacsony szintjének potencidlis negativ kovetkezményeit
indukélhaté csendesitéssel probaltuk kikiiszobolni. Az egyidejii doxiciklin-fiiggd TG2
csendesitéshez ¢és transzgén expressziojahoz (DOX-ON) lentiviralis vektorok hasznalataval

transzdukaltuk a sejteket a megfeleld hatékonysag elérése érdekében (8A. dbra, séma).

El6szor, az endogén TG2 expresszid csendesitéséhez az immortalizadlt HUVEC sejtvonalba a
Tet-On puro shTG2 vektort (amely a TG2 mRNS 3’UTR-t célozza meg) juttattuk be lentiviralis
transzdukcioval. Puromicin szelekcié utdn harom hetes doxiciklin indukcioval a TG2 szint
csokkenését mind RNS, mind fehérje szinten megerdsitettiik TG2-knockdown HUVEC
sejtvonalban (8B, C. abra). A doxiciklin indukcio nem valtoztatta meg a TG2 fehérje szintjét a
kontroll sejtekben és a scramble szekvenciat tartalmazd6 HUVEC sejtekben (HUVEC SCR),
mig az shTG2 szekvencia jelentdsen csokkentette a TG2 fehérje mennyiségét a TG2-KD
HUVEC sejtekben.

Ezutan a 3F-TG2 fehérjét kodolo szekvenciat tartalmazo Tet-indukalhato vektort egy masodik
lentiviralis géntranszfer Utjan juttattuk be a TG2-KD HUVEC sejtvonalba (HUVEC TG2-
KD+3F-TG2). Mindkét Tet-indukalhatd konstrukcid puromicin-rezisztenciat tartalmazott, igy
a masodik transzdukciot kovetden a szelekcid érdekében magasabb puromicin-szintet
alkalmaztunk. A szelekcid, majd a haromhetes doxiciklin-indukcié utan az RT-qPCR és a
Western blot eredmények kimutattdk, hogy a transzgén 3F-TG2 bejuttatasa helyreallitotta a
TG2 szintjét mind RNS, mind fehérje szinten a létrehozott HUVEC TG2-KD+3F-TG2
sejtvonalban (8B, C. abra). Ellendriztiik, vajon a TG2 fehérje csokkenését probalja-e
kompenzalni a sejt mas transzglutamindz csalddtag emelkedett expresszidjaval, de a tobbi
csaladtag expresszios szintjeit sem a csendesités, sem a transzgén TG2 jelenléte nem

befolyésolta (8D. abra).

6.1.3. Sejtvonalak funkcionalis jellemzése letapadasi teszttel és apoptotikus sejtek

aranyanak meghatarozasaval

A kifejlesztett sejtvonalak funkciondlis jellemzése érdekében eldszor egy TG2-fliggd

endotélialis tulajdonsagot, a letapadasi képességet vizsgaltuk fibronektinnel fedett feliileten.
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Bizonyitott, hogy a TG2 csendesitése vagy a TG2 aktivitdsanak gatlasa negativan befolyasolja
TG2-KD HUVEC sejtek alacsonyabb sejtadhézids tulajdonsdgokat mutattak, mint a nem
modositott HUVEC és HUVEC SCR sejtek (8E. abra), bar ez a kiilonbség statisztikailag nem
volt szignifikans. A 3F-TG2 bejuttatdsa nem tudta kompenzalni a megfigyelt csokkenést a
sejtadhézios folyamatokban, aminek az oka talan a transzgén fehérje viszonylag nagy, hidrofob

3xFlag jelolése lehet.

Ismert tovabba, hogy a TG2 csendesitése ndoveli az apoptotikus HUVEC sejtek aranyat
(Nadalutti és mtsai, 2011). Eredményeink 0Osszhangban vannak ezzel a korabbi
megfigyeléssel, hiszen a TG2-KD HUVEC sejtekben az apoptotikus sejtek aranya magasabb,
mint a kontroll és a 3F-TG2-kompenzalt sejtvonalakban (8F. 4bra), ami arra utal, hogy a
transzgén TG2 kompenzalhatja az endogén TG2 csendesités hatasat. Valdsziniileg ez esetben
nem befolyasolja a molekularis folyamatokat az N-terminalison 1év6 jelentOsen hidrofil szakasz

jelenléte.
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A HUVEC immortalizalt sejtvonal (pBABE-neo-hTERT)

!

1. Infekcio és szelekcid (puromicin, 4 ug/ml)

l 2. Infekcio és szelekcid
(puromicin, 6 pug/ml)
HUVEC SCR HUVEC TG2-KD » HUVEC TG2-KD+3F-TG2
(pLKO Tet-On puro SCR) (PLKO Tet-On puro shTG2) (pCW57.1-3F-TG2)

A csendesités és a transzgén expresszid indukalasa (doxiciklin, 4 yg/ml)
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abra: A Tet-indukalhato 3xFlag-TG2 (3F-TG2) fehérjét expresszalo és az endogén
TG2 fehérjét csendesitett HUVEC sejtvonal kialakitasa és karakterizalasa. (4) A
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sejtvonalak kialakitasanak sematikus abrdja. A HUVEC TG2-KD sejtvonal létrehozasa
érdekében az immortalizalt HUVEC  sejtvonalba lentiviralis — géntranszfer
alkalmazasaval juttattuk be a pLKO Tet-On puro shTG2 vektort. A sikeres csendesités
igazolasa utan, egy masik infekcio segitségével juttattuk be a transzgén 3F-TG?2 fehérjét
kodolo  pCWS57.1-3F-TG2  vektort, a HUVEC TG2-KD+3F-TG2 sejtvonal
kialakitasahoz. (B) Az endogén TG2 csendesités és a 3F-TG2 transzgén expresszio

monitorozdsa Western blottal. A doxiciklin indukcio alatt a TG2 fehérje mennyiségét
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vagy anti-TG2 vagy anti-Flag antitest alkalmazasaval ellenoriztiik. A TG2 expresszio
szintjét beta-aktin fehérjére normalizaltuk. Reprezentativ kép (n=2). (C) A kialakitott
sejtvonalakban a TG2 mRNS szintet valos idejii qPCR technikaval mertiik. Kontrollkent
beta-aktin fehérjét hasznaltunk. (D) A TG2 csendesités hatdisa a transzglutamindz
enzimcsalad tagjainak expresszios szintjeire. (E) Az endogén TG2 csendesités és a
transzgen expresszio hatisa a HUVEC sejtek adhézios képességere. (F) A TG2
csendesités és annak kompenzaldasanak hatasa az apoptotikus sejtek aranyara. A
sejteket Annexin-V és propidium-jodid festéssel jeloltiik. A statisztikai szignifikanciakat
egyutas varianciaanalizissel (ANOVA) hataroztuk meg Tukey post hoc teszttel (*p <
0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001, ****p <0.0001).

6.14. A HUVEC sejtekben o0sszeszerelodé 3F-TG2-asszocialt fehérjekomplexek

azonositasa

A sejtekben Osszeszerel6dd TG2 tartalmii komplexek feltardsa érdekében endogén TG2-
csendesitett és 3F-TG2 fehérjét expresszald0 HUVEC sejt extraktumat hasznaltuk (9A. abra,
séma). Anti-FLAG M2 agardéz gyongy alkalmazasaval izolaltuk a TG2-t tartalmazo
fehérjekomplexeket a 3xFlag-jelolés segitségével. Az anti-FLAG M2 antitest sokkal nagyobb
affinitassal kotddik a TG2 fehérjén talalhatd harmas Flag-jeloléshez, Osszehasonlitva egy
egyszeres Flag-jeloléssel vagy egy tipikus antitest-antigén kolcsonhatassal (Ranawakage és
mtsai, 2019). Kontrollként egér IgG-agardz gyongyot alkalmaztunk, hogy megismerjiik a
HUVEC sejt extraktumbol az anti-FLAG M2 agar6z gyongyh6z nem specifikusan kot6do
fehérjéket. LC-MS/MS elemzést kdvetden a kontroll fehérjéket (9. tdblazat) ez esetben is
levontuk az anti-FLAG M2 agardz gyongy segitségével azonositott taldlati listabol, bar szamuk
kevesebb volt, mint a neutravidin-agar6z esetében azonositott kontroll fehérjék szama. A
kontroll kivonasa utan 356 TG2-asszocialt fehérjét azonositottunk (10. tablazat), amelyek koziil
86-ot mind a Neutravidin agarozzal végrehajtott affinitds kromatografiaval, mind pedig az anti-
FLAG M2 agardz gydnggyel is azonositottunk (11. tiblazat). Osszesen 114 fehérje (a taldlatok
32%-a) volt kimutathaté legalabb o0tszor detektalt egyedi peptiddel, amelyeket a
megkozelitésiink alapjan a gyakrabban detektélt interakcios partnerek kozé sorolhatunk (9B.
abra). A teljes fehérjetalalati lista 19 (5,3%) mar ismert TG2-asszocialt partnert tartalmaz:
TLNI1, TUBAIA, H2BC4, COPG1, YWHAZ, COPB2, CALR, CD44, OSBPL3, ITGA2,
ITGA6, ITGB1, MYOF, TUBAIC, UGGTI, YWHAK, APMAP, CANX, TUBB4A
(TRANSDAB, és Kanchan és mtsai, 2015 alapjan).
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6.1.5. A 3F-TG2 fehérjéhez kapcsolodo fehérjék molekularis funkcidi és lokalizacidojuk a

sejtben

A legalabb 6tszor detektalt egyedi peptidet tartalmazdé TG2-asszocialt fehérjék STRING
adatbazissal torténd interakcios elemzése (12. tablazat; 9C. abra) alapjan a leggyakrabban
dusuldo GO Molekularis funkciok kdzott volt a Szerkezeti molekula aktivitas, a Kadherin kotés
¢s a Sejtadhézios molekula kotés, alatamasztva a TG2 hozzéjaruldsat a sejtadhéziodhoz,
migracidhoz, proliferacidhoz, kadherin kotddéshez ¢€s citoszkeleton atrendez6déshez. Ezek a
folyamatok olyan endotélialis, fizioldgiai funkcidknak a fenntartdsahoz elengedhetetlenek,

mint példaul az adhézio, a sejt-sejt kapcsolatok és az angiogenezis.

Ujszerti megkozelitésiinkkel, a kialakitott transzgén TG2 fehérjét expresszalé HUVEC
sejtvonal segitségével egy atfogobb listat allitottunk Ossze a TG2 fehérjéhez kapcsolodo
fehérjekrol, amelyek a TG2 fehérjével egylittmikddhetnek az endotélidlis funkcidk
végrehajtasaban. Meglepd modon a legjobban dusuldé GO Molekularis funkcio mind a teljes
lista, mind a gyakrabban, legalabb 5 detektalt, egyedi peptidet tartalmaz6 interakcios fehérjék
esetében az RNS-kotés volt. A TG2 interaktom elemzését elvégeztiik a keratinok (KRT-k) és a
riboszomalis fehérjék (RPL-ek és RPS-ek) kizarasaval is, amelyek altalaban a sejtekben a
leggyakrabban el6forduld fehérjék, és nem specifikus interakcids fehérjeként azonosithatoak,

azonban az eredmény valtozatlan maradt.

A 3F-TG2 fehérjéhez asszocialt fehérjetalalatokbdl nyert adatok szintén alatdmasztjak a TG2
részvételét a HUVEC sejtek vezikularis transzportjdban, ami mind a sejtfelszin apikalis, mind
bazalis oldalan elengedhetetlen az endotélidlis fizioldgiai funkcidk fenntartasahoz. A legjobban
dasuld GO Sejtkompartmentumok az Extracellularis exoszoma, a Vezikula €s az Extracellularis
tér voltak, amik arra utalnak, hogy a TG2 valoszinlileg a HUVEC sejtekbdl vezikularis
transzporttal szekretdlodik, és befolyasolhatja a vezikuldk mennyiségét és Osszetételét is

(Shinde A. és mtsai., 2020).
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A Kontroll Kezeletlen  NC9 eldkezelés GTPYS

* koinkubacié
TG2-KD+3F-TG2 sejtkivonat
 / felvitel
TG2-ColP TG2-ColP
(egér IgG agardz gyongy) (anti-Flag M2 agar6z gyongy)
mosas
Eltcié (0,1 M Glicin-HCI és 6x Denaturacios puffer)

\d

LC-MS/MS analizis (TG2 interaktom)

(1 egyedi peptid, legalabb 4 egymast koveté b/y- fragmens ion)

EIF4B

&
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NB2
IGKV2D-29

C KRT2 (7, \ LRRCBA B

1.40x10°°

7.70x10"*
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2.94x10°°
2.24x10°®
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Fehérje-tartalmu komplexek kétése
Specifikus molekularis interakcio
Fehérje kotés

Sejtadhéziés molekula kétése
Heterociklikus vegytilet kbtése
Kadherin kétése

Szerves ciklikus vegyiilet kbtése-|! 15.21x107
rRNS kotés 5.11x107
Nukleinsav kétés 1.34x107
Riboszéma szerkezeti alkotorész 6.84x10°®
Szerkezeti molekula kétése 1.61x10710

RNS kétés 2.86x10°"7

LOGo(FDR érték)

9. abra: A koimmunprecipitaci6 munkafolyamata, valamint a legnagyobb szamban
detektalt 3F-TG2-asszocialt fehérjék legjobban dusulo GO Molekularis funkcidi
és interakcios halozata anti-FLAG M2 agaro6z gyongy alapui keimmunprecipitacio
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utan. (4) A nyitott és zart dallapotu 3F-TG2 fehérje interaktomjanak azonositisa
erdekében a sejtek feldolgozasat megelozé 24 oraban NC9 inhibitoros eldkezelést
alkalmaztunk, vagy a sejtlizatumot inkubaltuk GTPyS moduldtorral, mert az nem
penetral a sejtbe. Eludlast kévetoen a mintakat LC-MS/MS analizisre kiildtiik. (B) A
fehérjék interakcios halozatat a Homo Sapiens referencia adatbazis segitségevel
elemeztiik a STRING VI12.0 bioinformatikai adatbazis alkalmazasaval. A halozat
tartalmaz ismert és prediktalt fehérjeinterakciokat is az LC-MS/MS analizis soran,
legalabb é6tszor detektalt egyedi peptidet tartalmazo fehérjetaldlatok kozott (szinkodok:
piros=RNS kotes; lila=Kadherin kotés; zold=Sejtadhézios molekula kotés). (C) Az
oszlop diagramm a legjobban dusulo GO Molekularis funkciokat mutatja a STRING

adatbazisbol szarmazo FDR érték alapjan.

9. tablazat: Az azonositott nem specifikusan kot6do fehérjék listaja egér IgG agaroz
gyongy alkalmazasaval HUVEC sejtkivonatbol. A roviditések fehérjeneveket
jelolnek STRING analizis alapjan.

ACTB CTNNAI | G3BP1 HNRNPDL | KHSRP PABPNI | RPL7 SRSF10

ACTBL2 _ |CTIN GAPDH HNRNPF | KRTI PDIA6 RPL7A  |STK3l

ACTGI DBNI GSTPI HNRNPHI | KRT10 PDLIM7 |RPSII SYNCRIP

ACTN4 DDX1 Hi-2 HNRNPH3 | KRT9 PENI1 RPS12 TAF15

ANXAI DDX17  |HI-3 HNRNPK | LDHA PGK1 RPSI8 TARDBP

ANXA2 DDX3X | HI-4 HNRNPL | LETMI PHBI RPS20 TFG

ARHGDIA | DDX5 HI-5 HNRNPM | LGALSI PLEC RPS27A | TKT

ATPSFIA | DERPC | H2ACII HNRNPR | LMNA PLS3 RPS5 TPM1

ATPSFIB | DHX9 H2AC20 HNRNPU | LMO7 PPIA RPS6 TUBAIB

BRCA2 EEFIAl | H2AC4 HNRNPULI | MACROH2A1 | PRDX1 | RPS8 TUBB

CALMI EEF2 H2AJ HNRNPUL?2 | MATR3 PRDX6 | RPS9 TUBB4B

CAPRIN1 | EIF4A1 | H2BCI2 HSD17B4 | MRPL28 PSPCI RTCB TUBBG6

CAPZA2  |EIF4A2 | H2BCl17 HSP90ABI |MVP PTBPI SAFB UBAI

CARMI EIF4G1 | H2BCIS HSP90BI | MYH9 RASIPl  [SEC23A | UBAP2L

CCAR?2 ELAVLI | H2BC9 HSPA5 MYLI12B RBMI14 [ SFPQ UBB

CFLI EMD H3Cl HSPAS MYOI1C RBMSI  [SH3GLB2 | VCP

CLICI EWSRI | H4CI HSPBI MYOID RBMS2 | SLC25A3 |VIM

CLTC FAMI120A | HMGAI HSPDI MYO6 RBMX  [SLC25A5 | XRCC6

CNGAI FARSA | HNRNPAI | HSPG2 NCL RPLI15 SLC25A6 | XRN2

CNN2 FLNA HNRNPA2BI | IGF2BP2 | NONO RPLISA |SNX9 ZNF185

COLGALTI | FLNB HNRNPA3 | IGF2BP3 | NPMI RPL19 SPCS2 ZYX

COROIC | FLNC HNRNPAB | IGKV2D-26 | NUDT2I RPL24 SPECCIL

CPSF7 FNI HNRNPC ILF3 PABPCI RPL4 SPTANI

CRIP2 FUS HNRNPD KHDRBS1 | PABPC4 RPL6 SPTBNI
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10. tablazat: A koimmunprecipitacioval azonositott 3F-TG2-asszocialt fehérjék
HUVEC sejtekben anti-FLAG M2 agardéz gyongy alkalmazasaval (a hattér

levonasa utan). A roviditések fehérjeneveket jelolnek STRING analizis alapjan.

ABCD1 CAPZB EIF3A ILF2 NAPIL1 RACK1 RPS7 TCIRGI
ABCD3 CAV1 EIF3B IMMT NAPA RALA RPSA TCP1
ABLIM1 CAVINI1 EIF31 IQGAP1 NES RALY RRBP1 TGM2
ACAP2 CCARI EIF3L ITGA2 NNT RAN RSLIDI1 THBSI1

ACIN1 CCT2 EIF3M ITGA6 NOP2 RBICC1 S100A11 THRAP3
ACTNI1 CCT3 EIF4A3 ITGB1 NOP56 RBM10 SAMMS0 TICAM2
ACTRIA CCT4 EIF4B ITPR3 NOPS8 RERI1 SARTI1 TLN1
ACTR3 CCTS EMC1 JAK1 NTSE RHOC SEC11A TMEDI0
ADRMI CCTS8 EMC2 KCTDI12 OCIAD2 RNH1 SEC22B TMED9
AHNAK CD44 ENDODI KCTDS OSBPL3 ROCK1 SEC62 TMEM43
AKAP2 CDS55 ENOLI KIF11 PA2G4 RPL10 SERBP1 TMOD3
ALB CD59 ERLINI KIF5B PARPI RPL10A SERPINEI TMPO
ALDOA CDC25C ERLIN2 KIF5C PCBP1 RPL11 SERPINH]1 TMTC3
ALYREF CDC42 ERMPI KPNBI1 PCBP2 RPL12 SF3B1 TPI1
ANKFY1 | CDC42BPB ESYTI KRT16 PDIA3 RPL13 SF3B3 TPM4
ANO10 CDCSL FERMT3 KRT18 PFKP RPL13A SFXNI1 TPP1
ANPEP CHTOP FLII KRT2 PHB2 RPL14 SFXN3 TRA2B
ANXAS5 CKAP4 FLOT!I KRT6A PHGDH RPL17 SLC12A4 TRIM21
ANXA6 CMAS FLOT2 KRT7 PHLDBI RPL18 SLC25A11 TRIM28
AP2A1 COL5A2 FMNL2 KTNI PHOX2B RPL21 SLC25A24 TRPV2
AP2A2 COPB2 FSCNI1 LBR PICALM RPL23 SLC2Al TUBAIA
AP2BI COPGl FXRI1 LDHB PIGR RPL23A SMCHD1 TUBAIC
APMAP COPS3 GANAB LIMALI PIK3C2A RPL26 SNDI TUBB4A
APOAL1 CPT1A GDI2 LMANI PKM RPL27A SNRNP200 | TXNDCS5
ARCNI1 CTNND1 GLG1 LMNBI1 PLAT RPL29 SRP14 UBAS52
ATAD3A CTSB GLIPR2 LMNB2 PLOD2 RPL3 SRRT UGGT1
ATP13A1 CSRP1 GNAI2 LRPPRC PLOD3 RPL31 SRSF1 UQCRCI1
ATP1A1 DCTNI GNBI LRRC8A PPM1B RPL34 SRSF3 UQCRC2
ATP2A2 DDOST GNB2 LRRC8C PPPICA RPL35 SRSF6 VAPA
ATPSF1C DDX23 GNGI2 MAGT1 PPPICB RPL36A SRSE7 VARSI
ATP6API DHCR7 GOLGA3 MAPI1B PPPIR12A RPL5 SSRP1 VATI
ATP6VOAL DHX15 HI-0 MAP4 PPPIR18 RPL8 STING1 VDAC3
ATP6VOA2 DLD H2AC6 MBOAT7 PRMTS RPL9 STK38 WARSI
ATP6VODI1 DLST H2BC4 MCAM PRPF31 RPLPO STOM WDR77
ATP6VIB2 | DNAJCI11 HCLS1 MCM3 PRPF8 RPNI STT3A XRCCS5
ATP6VIELI DNHD1 HDLBP MGST3 PRPS1 RPN2 STT3B YBX1
BCLAFI DPP7 HP1BP3 MLEC PRPSAPI RPS14 SUN2 YBX3
BST1 DYNCIHI | HSP90AALI MSN PTDSSI RPS16 SUPT16H YESI
C3 EEF1D HSPAIL MTCH2 QARSI RPS19 SURF4 YWHAQ
CALDI EEF1G HSPA9 MTDH RABI0O RPS2 SVIL YWHAZ
CALR EFHD2 IARSI MYADM RABI1B RPS25 SYNEI1 ZC3HAV1
CALU EFTUD2 IF116 MYHI0 RABI14 RPS26 TABI1 ZMPSTE24
CANX EHD2 IGF2BPI MYHI14 RABS5C RPS3 TAF4
CAP1 EHD4 IGKV2D-24 MYL6 RAB7A RPS3A TALDOI
CAPZA1 EIF2S1 IGKV2D-29 MYOF RAC2 RPS4X TBL2
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11.

tablazat: Mindkét mddszerrel azonositott TG2-asszocialt fehérjék (N-BAP-biotin-

rhTG2 és 3F-TG2). A roviditések fehérjeneveket jelolnek STRING analizis

alapjan.

ACIN1 CD59 ERLINI |HDLBP |NOP58 |RAB7A | SRSFI TRPV2
AKAP2 | CDC42 ESYTI  |IFIl6 NTSE RAC2 SRSF3 TUBB4A
AP2A1 CDC42BPB | FLII KIF5B OCIAD2 |RACKI | SSRPI UBAS2
AP2BI COL5A2  |FMNL2 |LMANI |PARPI _ |RALA STINGI | UQCRCI
ATAD3A |CTNNDI |GANAB |LRPPRC |PCBP2  |RAN STOM UQCRC2
ATP5FIC | CTSB GLGl MAPIB | PHB2 RHOC SUN2 VDAC3
ATP6V1B2 | DDOST GNAI2 | MBOAT7 |PHGDH |RPL5 SURF4 | XRCC5
CAPZAl |DLD GNBI MCAM _ |PLOD2 | RPS26 TCIRGl | YESI
CAPZB | DLST GNB2 MGST3 | QARSI | SEC62 TMEDIO | YWHAZ
CAVI DYNCIHI |GNGI2 |MYADM |RABIO [SFXNI | TMED9

CCT3 EIF3A HI-0 NOP56  |RABIIB |SFXN3 | TMPO

tablazat: A Kkezeletlen mintiban legjobban disulé GO Molekularis funkcidok az

12.

anti-FLAG M2 agaréz gyongy esetében a STRING adatbazis alapjan (Eredeti név

a bal oldalon, a jobb oldalon a magyar nyelvii megfelel6 kifejezés).

#GO ID GO kifejezés megnevezése

G0:0003723 | RNA binding RNS kotés

G0:0005198 | Structural molecule activity Szerkezeti molekula kotése
G0:0003735 | Structural constituent of ribosome Riboszéma szerkezeti alkotorész
G0:0003676 | Nucleic acid binding Nukleinsav kotés

G0:0019843 | rRNA binding rRNS kotés

G0:0097159 | Organic cyclic compound binding Szerves ciklikus vegyiilet kotése
G0:0045296 | Cadherin binding Kadherin kotés

GO0:1901363 | Heterocyclic compound binding Heterociklikus vegyiilet kdtése
G0:0050839 | Cell adhesion molecule binding Sejtadhézidés molekula kotése
GO:0005515 | Protein binding Fehérje kotés

G0:0005488 | Binding Specifikus molekuldris interakcid
GO0O:0044877 | Protein-containing complex binding Fehérje-tartalmi komplexek kotése

6.1.6. A Kkonformacios

fehérjekomplexekben

valtozas

hatasa

a 3F-TG2 fehérjéhez

asszocialt

A TG2 rontgenkrisztallografids kisérletek alapjan fiziologidsan legalabb két kiilonbozo

konformécioban fordulhat el¢ (Pinkas és mtsai, 2007), igy nyitott vagy zart allapotaban
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kiilonbozoé kolcsonhatasokat képes kialakitani (Ilismaa SE. és mtsai., 1997). A TG2
konforméciovaltozasanak interakcids partnereire gyakorolt hatasat vizsgéalni modulatoros
kezeléseket alkalmaztunk a koimmunoprecipitacié elétt vagy alatt (9A. abra, séma). A TG2
nyitott konformaciojat a sejtek NC9 (Akbar és mtsai, 2017) elokezelésével stabilizaltuk, mig
a zart konformaciot GTPyS-sel torténd inkubalassal idéztik el6 a sejtek lizise és a

koimmunoprecipitacio alatt, mivel a nukleotidok nem képesek behatolni a sejtekbe.

NC9 vagy GTPyS jelenlétében a kontroll levonasa utan 295, illetve 161 fehérjét azonositottunk
(13. és 14. tablazat). A talalatok szaménak a csdkkenése jelezte szamunkra, hogy a moduléatorok
stabilizaljak, és limitaljak a kialakulé konformdacios formak szamat. GTPyS jelenlétében az
interakcios partnerek szdma kortilbeliil 55%-o0s csokkenést (160 taldlat a kezeletlen esetben
mért 356-hoz képest) mutatott, mig NC9 esetében ez a csokkenés 17%-os volt (294 talalat a
356-hoz képest, ami kortilbeliil 17%-o0s csokkenést jelent), ami arra utal, hogy a zart forma
stabilizalasa erOteljesebben befolyasolja a TG2-asszocialt fehérjék szamat. Ennek oka

valdsziniileg a csokkent feliilet és a kevésbé rugalmas szerkezeti dinamika lehet.

A 10A. abra és a 15. tdblazatcsoport bemutatja a TG2 interakcids partnereinek csoportositasat
¢s szamat az alkalmazott kisérleti beallitdsokban (kezeletlen, NC9 kezelt, GTPyS kezelt
mintdk). A fehérje talalatok nagy részét (a 396 detektalt 3F-TG2-asszocialt fehérje koziil 138,
azaz 34,8%) mindharom kisérleti beéllitasban detektaltuk, ami arra utal, hogy az interakcios
feliiletek tobbsége fiiggetlen a nyitott vagy zart konforméaciotdl, és mind a zart, mind a nyitott
formaban jelen 1év feliileti poziciokhoz képes kotddni. Ezek kozott a fehérjék kozott talalunk
nagy szamban a transzlacidban részt vevd fehérjéket (ribonukleoproteinek, transzlacios
faktorok), a citoszkeleton €s a fokalis adhézids komplex komponenseit, valamint az anyagcsere
és a jelatviteli folyamatokhoz kapcsolodo fehérjéket is. A masodik legnagyobb csoport (122
talalat) az interakcids fehérjék koziil mind a kezeletlen, mind az NC9-kezelt TG2 fehérjéhez
képes volt kotddni, valdszintileg azért, mert a TG2 nyitott konformacidban lehet és igy nagyobb
feliilettel rendelkezik. Ezek kozott a fehérjék kozott szamos membran transzporttal kapcsolatos
taldlatot azonositottunk a legjobban dusuldé GO Molekularis funkcio kategdridban, ugymint
Transzporter aktivitas, lon transzmembran transzporter aktivitas, ATPaz-kapcsolt kation
transzmembran transzporter aktivitas, Transzmembran transzporter aktivitas, ATPaz-kapcsolt
transzmembran transzporter aktivitas, Elsodleges aktiv transzmembran transzporter aktivitds,
Szervetlen molekularis transzmembran transzporter aktivitas, Kation transzmembran
transzporter aktivitas résztvevd fehérjéket (16. tablazat; példa fehérjék: ATP13Al,
ATP1A1/2A2, ATP5F1C, ATP6V0A1/2, ATP6VOD1, ATP6VIB2, ANO10, LRRCSA/C,
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MGT1, SFXN1/3, SLC12A4, SLC25A11, SLC2A1, TRPV2, VDAC3). A Kadherin kétodes,
RNS-kétodeés kevésbé dusuld GO Molekularis funkciok voltak. Ez az eredmény felveti annak
lehetdségét, hogy a nyitott, illetve transzglutaminaz aktivitassal rendelkezd TG2 fehérje
kozvetleniil befolydsolhatja a membran transzport folyamatokat és hatassal lehet ezen

transzporter molekulakra.

A konformaciofiiggd TG2 interaktomban megfigyelt kiilonbségek megerdsitése érdekében
elvégeztiik az adatelemzést a PANTHER adatbazis segitségével is (10B-D. abra). A GTPyS
kezelés utdn valtozast tapasztaltunk a GO-Slim Molekularis funkciok aranydban. A zart
konformécio stabilizaloddsa csokkentette a Transzporter aktivitas kategoéridhoz kapcsolodo
interakcids fehérjék aranyat (4 talalat, 1,36%; ATPSF1A, CLIC1, PLS3, VATI) a kezeletlen és
NC9-kezelt mintdkhoz képest (24 talalat, 4,26% [APOAIl, SFXN3, TRPV2, OSBPL3,
SLC12A4, ATPSF1A, ATP1A1, ABCD3, CLIC1, SLC2A1, ATP6V1B2, ABCDI1, ATP13Al,
ATP5SFIC, ITPR3, VDAC3, ANO10, VATI, ATP2A2, SFXNI, SLC25A11, FLOTI,
SLC25A24, ATP6VIEI1] és 26 talalat, 5,35% [pl. ATP6VIB2, VDACI, VDAC2, PLS3,
SLC35B2]), ami megerdsiti korabbi megfigyelésiinket.

A kezeletlen TG2 fehérjével kolcsonhatasba 1épd partnerek nagy szama (93 talalat) arra utal,
hogy alapesetben a fehérje rugalmas, ami segiti a dinamikus szerkezeti mozgésokat, szerepet
jatszva a kiilonféle kolcsonhatdsok kialakulasaban. Ezek kozott a fehérjék kozott a legjobban
dusulé GO Molekularis funkciok az RNS-kotddéshez, a szerkezeti, sejt-sejt és sejt-

extracellularis matrix molekuldkhoz k6t6do fehérjékhez kapcsolodnak.
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13. tablazat: Azonositott 3F-TG2-asszocialt fehérjék NC9 kezelés soran HUVEC
sejtekben anti-FLAG M2 agaroz gyonggyel koimmunprecipitalva. A roviditések
fehérjeneveket jelolnek STRING analizis alapjan.

ABCD1 CCT2 EIF4A3 HSPA9 MYADM | RAC2 RRAS TCIRG1
ABCD3 CCT3 EIF4B IF116 MYHI10 RACK1 RRBPI TCP1
IGKV2D-
ABLIM1 CCT5 EMC1 24 MYH14 RAI14 RSL1D1 TGM2
IGKV2D-
ACAP2 CCT7 EMC2 29 MYL6 RALA SAMMS0 | THRAP3
ACINI CCT8 ENDOD1 | ILF2 MYOF RALY SECI11A TICAM2
ACTNI CD44 ENG IMMT NACA RAN SEC22B TLN1
ACTRIA | CDS55 ENO1 IQGAP1 NES RAPIA SEC62 TMEDI10
ADRMI1 CD59 ERLIN1 ITGA6 NNT RBBP4 SERPINE1 | TMED9
AHNAK CDC42 ERLIN2 ITGBI NOP2 RBM10 SF3Bl1 TMEM43
ALDOA CHCHD3 | ERMPI1 ITGB4 NOPS56 RER1 SF3B2 TMPO
ANKFY1 CKAP4 FBL ITPR3 NOP58 RHOC SFXN1 TMTC3
ANOI10 COPB2 FERMT3 | JAKI1 NTSE RNH1 SFXN3 TPI1
ANPEP COPGl1 FLII KCTDS5 OCIAD2 | ROCK1 SLC12A4 |TRA2B
ANXAS CPTIA FLOT1 KIF11 OSBPL3 | RPLIOA SLC25A11 | TRIM21
ANXAG6 CTNNDI1 | FLOT2 KIF5B PA2G4 RPL11 SLC2A1 TRPV2
AP2A1 CSEIL FMNL2 KPNBI1 PCBP1 RPL12 SLC35B2 | TUBAIA
AP2Bl1 DCTNI1 FSCNI1 KRT14 PCBP2 RPL13 SLTM TUBB4A
APOA1 DDOST FUT8 KRT18 PDCD6IP | RPLI3A SND1 TXNDCS5
ARCNI1 DDX23 FXR1 KRT2 PDIA3 RPL14 SNRNP200 | UBAS2
ATAD3A | DDX39B | GANAB KRT7 PFKP RPL17 SNRPD1 UQCRC1
ATP13A1 | DHX15 GDI2 KTNI PGAMS RPL18 SRSF1 UQCRC2
ATP1Al DKC1 GLG1 LBR PHB2 RPL23 SRSF6 VAPA
ATP2A2 DLD GLIPR2 LCP1 PKM RPL29 SRSE7 VATI
ATPSFIC | DLST GNAI2 LDHB PLAT RPL3 SSRP1 VDACI
ATP6VOAL | DPP7 GNB1 LMANI1 PLOD2 RPLS STINGI VDAC2
ATP6VOA2 | DPYI9L1 | GNB2 LMNB2 PPM1B RPLS STK38 VDAC3
ATP6VOD1 | DYNCI1HI1 | GNGI12 LRPPRC PRMTS RPLPO STOM VPS35
ATP6V1B2 | EEF1D GORASP2 | LRRC8A | PRPF31 RPNI1 STT3A WARSI1
BCLAF1 EEF1G H1-0 LRRC8C PRPF6 RPN2 STT3B WDRI1
C3 EFTUD2 | H2AC6 MAGT1 PRPF8 RPS19 SUN2 WDR77
CALR EHD4 H2AX MAPIB PRPS1 RPS25 SUPT16H | XRCC5
CAP1 EIF3A H2BC4 MBOAT7 | PRPSAP1 |RPS26 SVIL YBX1
CAPZAI1 EIF3B HCLSI1 MCAM PTDSS1 RPS3 TABI1 YESI
CAPZB EIF3CL HDLBP MGST3 RABI10 RPS3A TAF4 YWHAZ
CAV1 EIF3E HMGA2 MLEC RABI11B | RPS4X TAGLN2 | ZDHHCI13
CAVINI EIF31 HP1BP3 MSN RABS5C RPS7 TALDO1 | ZMPSTE24
CCARI EIF3L HSP90AA1 | MTDH RAB7A RPSA TBL2
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14. tablazat: HUVEC sejtekb6l azonositott 3F-TG2-asszocialt fehérjék GTPyS
kezelést kovetoen anti-FLAG M2 agaroz gyonggyel koimmunprecipitalva. A
roviditések fehérjeneveket jelolnek STRING analizis alapjan.

ABLIM1 | CCT5 EIF3CL HSPA9 MTDH ROCK1 RRBPI TPI1

ACAP2 CCT6A EIF3E IF116 MYH14 RPL10A SERBP1 TPP1
IGKV2D-

ACINI1 CCT7 EIF31 24 MYL6 RPL11 SERPINE1 | TRA2B
IGKV2D-

ACTNI1 CCTS8 EIF3L 29 MYOF RPL13 SERPINHI1 | TRIM21

ACTRIA | CD59 EIF4A3 IQGAP1 NTSE RPL14 SND1 TUBAIA

ADRMI1 CDC42 EIF4B ITGB1 PA2G4 RPL17 SNRNP200 | TUBB4A

AHNAK | CKAP4 ENO1 JAK1 PCBP1 RPL23 SRSF1 TXNDC5

ALB COPGl1 ERLIN1 KCTD5 PCBP2 RPL29 SRSF3 UBAS2

ALDOA CPTIA ESYTI1 KIF11 PDIA3 RPL3 SRSF6 VATI

ALYREF | CTSB FERMT3 | KPNBI PGD RPLS SRSF7 WARSI1

ANKFY1 |DDX39B |FLII KRT18 PKM RPLS STK38 WDRI1

ANPEP DPP7 FSCNI1 KRT2 PLOD2 RPN1 SUN2 WDR77

ANXAS DPYSL2 | GDI2 KRT7 PPM1B RPS16 SUPT16H | WDR93

ANXAG6 DYNCIHI1 | GLGI1 KTNI1 PRMTS RPS19 TABI1 YWHAZ

BCLAF1 | EEF1D GNB1 LCP1 PRPF31 RPS2 TAF4

CALR EEF1G GNB2 LDHB PRPF8 RPS26 TAGLN2

CAP1 EFTUD2 |H2AX LMANI RAB7A RPS3 TALDO1

CAPZA1 | EHD2 H2BC4 LMNB2 RALY RPS3A TCP1

CAVIN1 | EHD4 HDLBP LRPPRC RAN RPS4X TGM2

CCT2 EIF3A HP1BP3 MAPI1B RHOC RPS7 THRAP3

CCT3 EIF3B HSP90AAIL | MSN RNHI1 RPSA TLNI1
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15. tablazatcsoport: A HUVEC sejtekben inhibitorok (NC9 vagy GTPyS) hianyaban
(kezelés nélkiil) vagy jelenlétében azonositott 3F-TG2-hoz kapcsolodo fehérjék

csoportositasa. A roviditések fehérjeneveket jelolnek STRING analizis alapjan.

GTPyS

Kezeletlen (UNT) jelenlétében

ACTR3 CSRP1 MAP4 RAB14 SRP14 CHCHD3 RRAS CCT6A
AKAP2 DHCR7 MCM3 RB1CC1 SRRT CSEIL SF3B2 DPYSL2
AP2A2 |DNAJC11 | MTCH2 RPL10 SURF4 DKC1 SLC35B2 PGD
APMAP DNHDI1 | NAPILI RPL21 SYNE1 | DPYI9L1 SLTM WDR93
ATP6AP1 EFHD2 NAPA RPL23A THBS1 ENG SNRPD1
ATP6VI1E] | EIF2S1 PARP1 RPL26 TMOD3 FBL VDAC1
BSTI EIF3M PHGDH RPL27A TPM4 FUT8 VDAC2

CALDI1 GOLGA3 | PHLDBI RPL31 TRIM28 | GORASP2 | VPS35
CALU HSPAIL | PHOX2B RPL34 TUBAIC | HMGA2 |ZDHHCI3
CANX IARS1 PICALM RPL35 UGGT1 ITGB4
CCT4 IGF2BP1 PIGR RPL36A VARSI KRT14
CDC25C ITGA2 PIK3C2A RPL9 YBX3 NACA
CDC42BPB | KCTD12 PLOD3 RPS14 YWHAQ [ PDCD6IP
CDCSL KIF5C PPPICA | S100A1l1 |ZC3HAV1| PGAMS

CHTOP KRT16 PPP1CB SART1 PRPF6
CMAS KRT6A | PPPIR12A SF3B3 RAIl4
COLS5A2 LIMAI1 PPP1RI18 | SLC25A24 RAPIA
COPS3 LMNBI QARSI1 SMCHDI1 RBBP4
Kezeletlen &
Kezeletlen & &
ABCDI1 CDS55 GNG12 NOP2 RPLI18 TBL2 ALB CCT7
ABCD3 COPB2 H1-0 NOP56 RPLPO TCIRG1 ALYREF DDX39B
ANOI10 CTNNDI1 H2AC6 NOPS8 RPN2 TICAM2 CTSB EIF3CL
AP2A1 DCTNI1 HCLS1 OCIAD2 RPS25 TMEDI10 EHD2 EIF3E
AP2B1 DDOST ILF2 OSBPL3 RSL1D1 TMED9 ESYTI1 H2AX
APOALI DDX23 IMMT PFKP SAMMS50 TMEMA43 RPS16 LCP1
ARCNI1 DHX15 ITGA6 PHB2 SECI1A TMPO RPS2 TAGLN2
ATAD3A DLD ITPR3 PLAT SEC22B TMTC3 SERBP1 WDRI1
ATP13A1 DLST KIF5B PRPS1 SEC62 TRPV2 SERPINH1
ATPI1A1 EMCI1 LBR PRPSAPI1 SF3B1 UQCRC1 SRSF3
ATP2A2 EMC2 LRRCSA PTDSS1 SFXNI1 UQCRC2 TPP1
ATP5F1C ENDODI1 | LRRC8C RABI10 SFXN3 VAPA
ATP6VOAL1 ERLIN2 MAGT1 RABI1IB SLC12A4 VDAC3
ATP6VO0OA2 ERMP1 MBOAT?7 RABS5C SLC25A11 XRCC5
ATP6VODI1 FLOT1 MCAM RAC2 SLC2A1 YBX1
ATP6V1B2 FLOT2 MGST3 RACK1 SSRP1 YESI1
C3 FMNL2 MLEC RALA STING1 ZMPSTE24
CAPZB FXR1 MYADM RBM10 STOM
CAV1 GANAB MYHI10 RER1 STT3A
CCARI1 GLIPR2 NES RPL12 STT3B
CD44 GNAI2 NNT RPL13A SVIL
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Kezeletlen & &
ABLIMI1 | COPGI1 HDLBP MYHI14 |RPL17 TABI1
ACAP2 | CPTIA HP1BP3 MYL6 RPL23 TAF4
ACINI1 DPP7 HSP90AA1 | MYOF |RPL29 TALDOI1
ACTNI1 |DYNCIHI | HSPA9 NTSE RPL3 TCP1
ACTRI1A | EEF1D IF116 PA2G4 |RPLS TGM2
ADRMI1 | EEFIG IGKV2D-24 | PCBP1 |RPLS8 THRAP3
AHNAK | EFTUD2 IGKV2D-29 | PCBP2 | RPNI TLN1
ALDOA | EHD4 IQGAPI1 PDIA3 RPS19 TPI1
ANKFY1 | EIF3A ITGBI1 PKM RPS26 TRA2B
ANPEP | EIF3B JAK1 PLOD2 | RPS3 TRIM21
ANXAS | EIF3I KCTD5 PPMIB | RPS3A TUBAIA
ANXA6 | EIF3L KIF11 PRMTS | RPS4X TUBB4A
BCLAF1 | EIF4A3 KPNBI1 PRPF31 | RPS7 TXNDC5
CALR EIF4B KRTI18 PRPFS RPSA UBAS2
CAP1 ENOI1 KRT2 RAB7A | RRBPI VATI
CAPZA1 | ERLINI KRT7 RALY SERPINEI1 WARSI
CAVINI | FERMT3 KTNI1 RAN SND1 WDR?77
CCT2 FLII LDHB RHOC SNRNP200 | YWHAZ
CCT3 FSCNI1 LMANI1 RNHI1 SRSF1
CCTS5 GDI2 LMNRB2 ROCK1 | SRSF6
CCT8 GLGI1 LRPPRC RPL10A | SRSF7
CD59 GNBI1 MAPIB RPLI11 STK38
CDC42 | GNB2 MSN RPL13 | SUN2
CKAP4 | H2BC4 MTDH RPL14 SUPT16H
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UNT

(25m) ’ M 5.34% transporter activity (22)
23.30% unclassified in PANTHER (96)
1.21% translation regulator activity (5)
e W 0.97% transcription regulator activity (4)
@1.7%) U NT 18.93% catalytic activity (78)
1.70% cytoskeletal motor activity (7)
2.43% molecular function regulator activity (10)
199 19 / 4.61% ATP-dependent activity (19)
(30.8%) (2.8%) / 1 0.49% molecular transducer activity (2)
(31?58%) 2.43% molecular adaptor activity (10)
M 0.24% antioxidant activity (1)
27 8 4 10.19% structural molecule activity (42)
(8.8%) (2%) (1%) 28.16% binding (116)
NC9 GTPYS
(295) (161)
D
W 5.94% transporter activity (23) W 0.48% transporter activity (1)
' 22.22% unclassified in PANTHER (86) 16.67% unclassified in PANTHER (35)
1.29% translation regulator activity (5) 2.38% translation regulator activity (5)
W 1.03% transcription regulator activity (4) B 1.43% transcription regulator activity (3)
NC9 15.76% catalytic activity (61) GTP S 15.24% catalytic activity (32)
1.29% cytoskeletal motor activity (5) ’Y 1.43% cytoskeletal motor activity (3)
1.81% molecular function regulator activity (7) 3.33% molecular function regulator activity (7)
4.13% ATP-dependent activity (16) 2.86% ATP-dependent activity (6)
/; W 0.26% molecular transducer activity (1) 2.86% molecular adaptor activity (6)
! 2.33% molecular adaptor activity (9) 10.95% structural molecule activity (23)

W 0.26%
6.72%

antioxidant activity (1)
structural molecule activity (26)

36.95% binding (143)

42.38% binding (89)

10. abra: A HUVEC sejtekben 3F-TG2 fehérjéhez konformacié fiiggé modon
kapcsolodo talalatok szama és GO-Slim Molekularis funkciéi a PANTHER
adatbazis alapjan. (4) Konformdciofiiggo interakciot mutato 3F-TG2-héz kapcsolodo
fehérjék szama és csoportjai (Venny 2.1). A kezeletlen (B), NC9-kezelt nyitott (C) és
GTPyS-sel egyiitt inkubalt zart (D) TG2-hez kapcsolodo fehérjék legjobban dusulo GO-
Slim Molekularis funkcioinak (eredeti angol megnevezéssel) arianya a PANTHER
adatbazis segitségével. Az azonositott fehérjetaldalatok szama a kategoria utan

zarodjelben szerepel (a vizualizalashoz GraphPad 8.1. szoftvert hasznaltunk).
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16. tablazat: A HUVEC sejtekben azonositott 3F-TG2-asszocialt fehérjék legjobban
dusulé GO Molekularis funkcioi inhibitorok (NC9 vagy GTPyS) hianyaban
(kezelés nélkiil) vagy jelenlétében (eredeti név a bal oldalon, a jobb oldalon a

magyar nyelvii megfelel6 Kifejezés).

Kezeletlen (UNT)

#GO ID GO kifejezés megnevezése
G0O:0003723 | RNA binding RNS kotés
G0:0005198 | Structural molecule activity Szerkezeti molekula kotése
GO:0003735 | Structural constituent of ribosome Riboszéma szerkezeti alkotorész
G0:0045296 | Cadherin binding Kadherin kotés
G0:0097159 | Organic cyclic compound binding Szerves ciklikus vegyiilet kotése
GO:1901363 | Heterocyclic compound binding Heterociklikus vegyiilet kotése
G0:0050839 | Cell adhesion molecule binding Sejtadhézios molekula kotése
G0:0003676 | Nucleic acid binding Nukleinsav kotés
G0:0005488 | Binding Specifikus molekuldris interakcid
Sejtadhéziohoz kapcsolodo kadherin

G0:0098641 | Cadherin binding involved in cell-cell adhesion kotés

UNT+ +
#GO ID GO kifejezés megnevezése
G0:0003723 | RNA binding RNS kotés
G0:0097159 | Organic cyclic compound binding Szerves ciklikus vegyiilet kdtése
GO:1901363 | Heterocyclic compound binding Heterociklikus vegytilet kotése
G0:0003676 | Nucleic acid binding Nukleinsav kotés
G0:0005198 | Structural molecule activity Szerkezeti molekula kotése
G0:0005488 | Binding Specifikus molekularis interakcid
G0:0045296 | Cadherin binding Kadherin kétés
G0:0050839 | Cell adhesion molecule binding Sejtadhézios molekula kotése
G0:0003735 | Structural constituent of ribosome Riboszoma szerkezeti alkotdrész
GO0:0005515 | Protein binding Fehérje kotés
G0:0003729 | mRNA binding mRNS koétés
G0:0019899 | Enzyme binding Enzim molekula kotése
G0:0031625 | Ubiquitin protein ligase binding Ubiquitin fehérje ligz kdtodés
G0:0044877 | Protein-containing complex binding Fehérje-tartalmi komplexek kotése
G0:0044183 | Protein folding chaperone Fehérje hajtogaté (feltekerd) chaperone
G0:0019843 | rRNA binding rRNS kotés
GO:0051082 | Unfolded protein binding Nem feltekeredett fehérje kotodés
G0:0140662 | ATP-dependent protein folding chaperone ATP-fiiggd fehérjefeltekerd chaperon
GO:0008092 | Cytoskeletal protein binding Citoszkeletalis fehérje kotés
G0O:1990948 | Ubiquitin ligase inhibitor activity Ubiquitin-ligaz inhibitor aktivitas
#GO ID GO kifejezés megnevezése
G0O:0044877 | Protein-containing complex binding Fehérje-tartalmu komplexek kotése
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UNT

#GO ID GO kifejezés megnevezése
GO:0005215 | Transporter activity Transzporter aktivitas
GO:0015075 | Ion transmembrane transporter activity lon transzmembran transzporter aktivitas
ATPase-coupled cation transmembrane transporter | ATPaz-kapcsolt kation transzmembran
GO:0019829 | activity transzporter aktivitas
G0:0022857 | Transmembrane transporter activity Transzmembran transzporter aktivitas
ATPaz-kapcsolt kation transzmembran
G0:0042626 | ATPase-coupled transmembrane transporter activity | transzporter aktivitas
Elsédlegesen aktiv transzmembran
GO:0015399 | Primary active transmembrane transporter activity transzpoter aktivitas
Inorganic molecular entity transmembrane Szervetlen molekula transzmembran
GO0:0015318 | transporter activity transzporter aktivitas
Kation transzmembran transzporter
G0:0008324 | Cation transmembrane transporter activity aktivitas
G0:0045296 | Cadherin binding Kadherin kotés
G0:0003723 | RNA binding RNS kotés
GO:0140657 | ATP-dependent activity ATP-fliggd aktivitas
Proton-transporting ATPase activity, rotational Proton-transzportalo ATPaz aktivitas,
G0:0046961 | mechanism rotacids mechanizmus
Szervetlen kation transzmembran
G0:0022890 | Inorganic cation transmembrane transporter activity | transzporter aktivitas
Aktiv ion transzmembran transzporter
G0:0022853 | Active ion transmembrane transporter activity aktivitas
Proton transzmembran transzporter
G0:0015078 | Proton transmembrane transporter activity aktivitas
Aktiv transzmembran transzporter
G0:0022804 | Active transmembrane transporter activity aktivitas
GO0:0017111 | Nucleoside-triphosphatase activity Nukleozid-trifoszfat aktivitds
GO0:0051117 | ATPase binding ATPAaz kotés
G0:0019899 | Enzyme binding Enzim molekula kotése
G0:0044877 | Protein-containing complex binding Fehérje-tartalmi komplexek kotése
6.2. A TG2 RNS-koto képességének bizonyitasa

A TGQG2 interaktom vizsgalata soran a TG2-asszocialt fehérjék STRING analizisét kovetden tobb
esetben is GO Molekularis funkcio kategdridban az RNS-kotés funkcid dusult a legjobban.
Mivel a TG2 6sszefiiggésbe hozhatd a génexpresszio zavaraival, felmeriilt, hogy esetleg képes

lehet maga is az RNS-kotésre.

Annak érdekében, hogy kideritsiik, vajon a TG2 képes-e RNS-kotésre, legegyszeriibb
megoldasnak a HUVEC RNS-kot6 fehérjéinek izolalasa és abban a TG2 kimutatasa bizonyult

proteomikai modszerekkel vagy Western blottal. Ortogonalis szerves fazis szeparacios (OOPS)
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modszert alkalmaztunk immortalizalt HUVEC sejtvonal felhasznéalasaval, ami egy gazdasagos

¢s egyszerli médszer az RNS-koto fehérjék (RBP) kiilonbozo sejtekbdl torténd izolalasara.

Az RBP-k izolélasa soran az UV-keresztkotott RNS-fehérje komplexeket tartalmazé interfazist
haromszor mostuk, amig az utols6 szerves fazisi mosas csak elenyész6 mennyiségii TG2
fehérjét tartalmazott. Az egyes mosasok utani frakciok TG2 tartalmat Western blottal
ellendriztiik (11. abra). Az UV-kezelt sejtek esetében, az RNS-degradaldo kezeléseket
(szonikalas, denaturalas, RNaz A emésztés) kovetden, az elvalasztott szerves fazis erds TG2
jelet mutatott Western bloton sugallva, hogy a TG2 is egy RNS-koto fehérje (az elvalasztasi
1épések soran azonos oldoszermennyiségeket alkalmazva). A Western bloton megjelend

crer

lehetnek.

Kersazthotatt LC-MS/MS analizis
HUVEC =¥y RNS-fehérie __OOPS __  RNS-kéts fehériék /

254 mJ/cm? HUVEC HUVEC sejtekbél
sejtekben \

Western blot

250 kDa=p-
130 kDa=p
95 kDa=p
72 kDawp

55 kDa=p>

<TG2

36 kDamp

28 kDa=p>

17 kDawp

UV keresztkotés
(254 nm)

+ - +

Interfazis 4. mosas Szerves fazis a
utan mosott
interfazisbol
szonikalas,
melegités és
Rnaz kezelés
utan

11. abra: A TG2 fehérje azonositasa HUVEC sejtekbdl izolalt RNS-koto fehérjék
kozott ortogonalis szerves fazis szeparacidéval. Az dbra felsé része a HUVEC
sejtvonalbol tortend RNS-koto fehérjék azonositasanak kisérleti sémadja. Az abra also
része reprezentativ Western blot (n=2), ami mutatja, hogy az interfazist négyszer mosva
sikeriilt a szabad TG2 fehérje mennyiségét minimalisra csokkenteni. A TG2 fehérje
megjelent az UV-kezelt szerves fazis frakcioban RNS degraddacio mellett. A szerves fazis
egységes terfogatait precipitaltuk és oldottuk vissza, amelyekbol ugyanolyan
térfogatokat hasznaltunk a Western blot elemzéshez.
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A HUVEC sejtekbdl izolalt RBP frakciok TG2 mennyiségének vizsgalatahoz a mintakat LC-
MS/MS analizisre kiildtiik. A nyers tomegspektrometrias adatok értékelése soran minden olyan
fehérjét talalatnak tekintettiink, amely legaldbb egy egyedi peptidet tartalmazott négy egymast
kovetd fragment ion sorozattal. Az MS-adatok elemzése soran a TG2 fehérjét mind a harom
mintaban azonositottuk. Osszesen 413 RNS-kot6 fehérjét sikeriilt azonositani, melyek koziil a
TG2 fehérje a 25. leggyakoribb talalat volt (17. tablazat) a detektalt egyedi peptidek szama
alapjan. Mindezek arra utalnak, hogy a TG2 a HUVEC sejtekben, mint RNS- kotd fehérje is
mukdodik.

Mivel a TG2-asszocialt fehérjék kozott sok RBP talalhatd, megvizsgaltuk, hogy a korabbi
fejezetben HUVEC sejtekben koimmunprecipitacios technikékkal azonositott TG2-asszocialt
fehérjék, és az itt azonositott HUVEC RNS-koté fehérjék kozott van-e atfedés. A TG2
interaktom vizsgalata soran bemutatott két modszerrel azonositott interakcios partner talalatbol
150 fehérjét RNS-koto fehérjeként is detektaltunk (17. tablazatban kék szinnel jelolt fehérjek),
ami alatamasztja, hogy a TG2 fehérje, mint ,,allvinyozd”, vagy szabalyozo fehérje részt vehet

az RNS-fehérje komplexek 0sszeszerelddésében €s valoszinlileg maga is koti az RNS-t.

Az RBP2GO adatbazissal dsszehasonlitva az altalunk azonositott RBP koziil csak 20 fehérje
volt Ujonnan azonositott RBP, ami megerdsiti az alkalmazott kisérleti megkdzelitésiink
megbizhatésagat (18. tablazat). Erdemes megjegyezni, hogy az RBP2GO adatbazisban a
legtobb RBP korlatlan proliferacioju, de kevésbé szovet-specifikus tumorsejtek

felhasznalasaval azonositottak.

Az éaltalunk Ujonnan azonositott RBP-k STRING-elemzés alapjan dsszekapcsolhatok olyan
endotélialis funkcidkkal, mint az angiogenezis, a tubulusképzddés, a vérereket felépitd
endotélialis sejtek vandorlasanak szabdlyozasa ¢és a szovetfejlodés, ami alatdmasztja

eredményeink relevancidjat (19. tablazat).
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17. tablazat: Az immortalizalt HUVEC sejtekben azonositott RNS-koto fehérjék 3

parhuzamos mérésbdl (azonositott peptidszam szerint rendezve oszloponként

fentrol lefelé, majd balrdl jobbra haladva).

MYH9 PFKP PLS3 SHANK3 PFKL CSRP1 GNB2 TRIOBP
PLEC TXNDC5 | COPA EHD1 RACI1 RNF213 YBXI1 NPLOC4
VIM DDX17 TRIM28 ARAPI PPPIR12A | DKCI1 RTCB PLEC
FLNA CLIC1 KPNBI1 RPL5 MAPK1 CEP170 EXOSC3 HSPA1A
FLNB HSPA9 TPM3 7YX PPFIBP1 SH3GL1 CAPNSI1 PARP]
ANXA2 ANXAS TALDOI XRCCS5 MAPK3 PABPNI1 PSMC2 GLRX3
AHNAK LMNBI MATR3 DPYSL2 PALLD TARS1 RBM14 UGGT1
LMNA HSP90B1 | MTHFD1 | DDXS5 GLUDI TUFM CAPI DNMBP
TLNI WDRI1 HSPB1 ATP6VIA | CAPZB RAN RPL7A EDC4
ACTGI1 HNRNPK | MAPIB TCP1 UTRN YWHAH CPT1A AGPS
ACTNI1 KHSRP RPL6 HNRNPL AARS1 TARDBP | STMNI1 GBEl
TUBB PPIA ZNF185 FAM120A | EIF3M SUPTI6H | IMPDH2 RPS18
ENOI1 PDIA6 CAPZA2 EEF1G YWHAG HLA-A YWHAE PRKAR2A
DYNCIHI DHX9 TAGLN2 | CCT5 RBM14 STIP1 SRP68 VPS52
PKM ATPSF1A | HNRNPM | GALK] NID1 SNTB2 CAPG HSPA4
HSPAS RPL4 HNRNPC | CPNEI1 PRPF8 MYOSA CDC37 RBM39
FLNC CCT2 CTNNDI |HARSI EIF4G1 1PO7 MACROH2A1 | ACTR3
EEF2 CTTN SFPQ ACTB SARSI1 ZC3HAV1 | DNAAFS COPB1
CLTC XRCC6 RPL8 WARSI NPEPPS ARPCIB DLAT SEC31A
TUBAITA CCT4 PDLIM1 NONO AHCY KTNI RPS3 HP1BP3
HSP90ABI1 KIF5B COPGl LDHB RANBP2 ABI1 H2BC17 NOPS58
HSPAS IQGAPI HSP90AAT | SEPTIN9 PABPCI ATL3 LMO7 SRSF7
GAPDH GNAI2 DDX3X RBMX SERPINHI | APRT CCDC22 FBLIM1
ANXA1 KCTD12 | GDI2 DBNL HNRNPD ATXN2 GIGYF2 NUP153
TGM2 (25.) | HDLBP CAD RPL24 PA2G4 SF3B3 GLUL INF2
TKT CAPN2 TUBB4B SQSTM1 UNC45A PCBP1 KRT9 RNPEP
HNRNPU TUBB6 AHNAK?2 | FSCNI CCT7 SNRNP200 | RARSI ALDH2
VCP PTBP1 MYO6 RPL13 CSE1L LRPPRC HK1 POLR2A
UBAI G6PD CYFIP1 GAPVD1 KHDRBS1 | VPS35 ADSS2 HSPH1
SPTBN1 LDHA HNRNPA1 | YWHAQ FUBP3 PRCP PPP2RIA SET
ACTN4 COROI1B | CARSI LRRC47 XRN2 CANDI PDLIMS TPR
PDIA3 GANAB |ITPR3 NPM3 HYOU1 GNBI CAPNI1 GLG1
EEF1A1 GSTP1 ATP1A1 ANPEP SF3A3 PML SEPTIN2 RPL10A
FNI1 CCT8 NUMA1 RNHI RUVBL2 MMRN2 PRKCSH PCBP2
HNRNPA2B1 | RPSA EHD4 CTNNALI EZR EIF4G2 GNS UQCRC1
MYOF EPRSI1 EIF3CL COL18Al FUBPI TXNRDI1 MYH10 HNRNPDL
UBB RPNI VARSI MACF1 FUS DNM2 SYNCRIP RPL14
HSPG2 ELAVL1 | GARSI AKAP2 NARSI1 HNRNPA3 | ENG RPS5
NCL KRTI1 CCT3 LARSI GSN DDBI HNRNPULLI AP2A2
ALDOA MCAM PDCD6IP | H3C1 QARSI TPM4 MPST ANP32A
MSN PGK1 ACLY PDLIM7 PLCB3 IPOS TPP1 PTPN12
SPTANI1 FASN ITGBI RPS3A RPS11 TNKS1BP1 | UPF1 PLXND1
CFL1 NES COROI1C | PDIA4 FARSA TOLLIP KRT2 CPSF6
MYOIC MYL6 EIF4A1 HNRNPUL2 | ANXA7 XPNPEP1 | YARSI CD44
VCL VATI PGAMI1 ESYTI DOCK6 ILK GART EIF2S1
PRDX1 KRT7 LGALSI ITGB4 SRM CALDI CLTA CNBP
HNRNPR HNRNPF | LASP1 CRIP2 FXR1 RHOC PLOD3 CTSB
MVP PAICS FERMT3 IGF2BP3 TJP2 SRSF6 SERBPI

ANXA6 RASIPI PFN1 TPI1 RANGAP1 | ABCEl RPS6

SND1 PHGDH EFHD2 DBNI1 APEH LUZP1 HUWEI

THBSI FLII CCT6A DPYSL3 CAVINI RP1BL SRRM2

CKAP4 RRBPI PKNI1 MAT2A COLGALTI | TWF1 NOS3

HNRNPH1 HSPD1 USP5 CNN2 EEF1E1 PSMD12 CAST

MAP4 P4HB YWHAZ TNPOI1 RPL3 PRPF19 PRKCA

PRKDC EHD2 RPS8 PPMIF ARHGDIA |ILF3 DHXI15
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18. tablazat: Az RBP2GO adatbazisban még nem szerepld, ijonnan azonositott, RNS-
koto fehérjék HUVEC sejtekben

Fehérje angol megnevezése Gén jele
Basement membrane-specific heparan sulfate proteoglycan core protein | HSPG2
Integrin beta-4 ITGB4
N-acetylglucosamine-6-sulfatase GNS
Thrombospondin-1 THBSI1
Nidogen-1 NIDI
Endoglin ENG
Nitric oxide synthase, endothelial NOS3
Abl interactor 1 ABI1
Ras-interacting protein 1 RASIP1
EH domain-containing protein 2 EHD2
Multimerin-2 MMRN2
Protein kinase C alpha type PRKCA
Fermitin family homolog 3 FERMT?3
Toll-interacting protein TOLLIP
TRIO and F-actin-binding protein TRIOBP
SH3 and multiple ankyrin repeat domains protein 3 SHANK3
Rho-related GTP-binding protein RhoC RHOC
Vacuolar protein sorting-associated protein 52 homolog VPS52
Filamin-binding LIM protein 1 FBLIM1
Aminopeptidase N ANPEP
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19. tablazat: A HUVEC sejtekben tjonnan azonositott, RNS-koté fehérjék GO
Molekularis funkcioi a STRING adatbazis alapjan.

#GO ID GO kifejezés megnevezése
G0:0009653 Anatomical structure morphogenesis Anatomiai szerkezet morfogenezis
G0:0048646 Anatomical structure formation involved in | A morfogenezisben részt vevd
morphogenesis anatomiai szerkezetek kialakulasa
GO:0001525 Angiogenesis Angiogenezis
G0:0035295 Tube development Tubulusformalodas
G0:0022603 Regulation of anatomical structure | Az anatomiai szerkezet
morphogenesis morfogenezisének szabalyozasa
G0:0035239 Tube morphogenesis Tubulusmorfogenezis
G0:0048856 Anatomical structure development Anatomiai szerkezet fejlédése
G0:0009888 Tissue development Szovetfejlodés
G0:0050793 Regulation of developmental process A fejlodési folyamat szabalyozésa
G0:0048729 Tissue morphogenesis Szévetmorfogenezis
GO0:0048731 System development Rendszerfejlodés
G0:0043535 Regulation of blood vessel endothelial cell | Az érendotél sejtek migracidjanak
migration szabalyozasa
GO:0007155 Cell adhesion Sejtadhézio
GO:0051094 Positive regulation of developmental process A fejlédési  folyamat  pozitiv
szabalyozasa
GO0:0045765 Regulation of angiogenesis Az angiogenezis szabalyozasa
GO0:0001936 | Regulation of endothelial cell proliferation Az endotélialis sejtproliferacio
szabalyozasa
G0:0001937 Negative regulation of endothelial cell | Az endotélidlis sejtproliferacio negativ
proliferation szabalyozasa
G0:0030334 Regulation of cell migration Sejtmigracié szabalyozasa
G0:0043536 | Positive regulation of blood vessel endothelial | Az érendotél sejtek migracidjanak
cell migration pozitiv szabalyozasa
G0:0045766 Positive regulation of angiogenesis Az angiogenezis pozitiv szabalyozasa
G0:0044087 Regulation of cellular component biogenesis A sejtkomponensek biogenezisének
szabalyozasa
GO:1903588 Negative regulation of blood vessel endothelial | A csiraképzédésben részt vevo
cell proliferation involved in sprouting érendotél  sejtek  proliferacidjanak
negativ szabalyozasa
GO:0009790 Embryo development Embriofejlodés
G0:0060429 Epithelium development Epitélium fejlodése
GO0:0030155 Regulation of cell adhesion Sejtadhézi6 szabalyozasa
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6.2.1. A HUVEC sejtb6l szarmazé RNS-ek és egy szintetikus 43-mer RNS kotédnek a
TG2 fehérjéhez

Mivel a TG2 altal felismert RNS-szekvenciak nem voltak ismertek a kisérleteink kezdetén, a
HUVEC sejtekbdl izolalt teljes RNS frakciot hasznaltuk ,,csaliként” a magneses RNS-fehérje
pull-down kisérletben. Elészor az RNS-ek 3'-termindlis végét destiobiotinnal konjugalt
citidinnel jeloltiik a T4 DNS-ligdz tartalmi Pierce RNA 3'-End Desthiobiotinylation Kit
segitségével. Rekombinans TG2 fehérjét hasznalva a jelolt, teljes RNS frakciéo megkdototte azt,
¢s Western blottal detektalhat6 jelet adott (12A. dbra). A gyart6 altal, a jeldlési reakcid pozitiv
kontrolljaként biztositott 43-mer RNS-molekula, amely j6 szubsztrat a T4 DNS-ligaz szdmara,
szintén kolcsonhatasba 1épett a rekombinans TG2 fehérjével, mig immobilizalt 43-mer RNS
hianyaban nem észleltiink nem specifikus fehérjekotédést a magneses gyongyokhoz. Ez a 43-
mer RNS stabil masodlagos szerkezettel rendelkezik, amit az RNAstructure v6.4 programmal
prediktaltunk (12B. 4bra), valamint nagyon hasonlit az AU-gazdag szekvencidkra, amelyek

fontos szerepet jatszanak a 3’ UTR szakaszokban az mRNS stabilitdsanak szabalyozasaban.

A késobbi kisérletekben ezt a 43-mer RNS-t kereskedelmi forgalomban kaphato, 3'-végén
biotinnal jelolt formaban hasznaltuk, és ,,csaliként” alkalmaztuk az endogén TG2 megkotésére

a HUVEC fehérje extraktumbol.

Az endogén TG2, amely primer és immortalizalt HUVEC sejtekben egyarant jelen van kot6dott
az alkalmazott 43-mer RNS-molekuldhoz a magneses pull-down kisérletekben. Ez arra utal,

hogy a TG2-RNS komplexek HUVEC sejtekben jelen lehetnek (12C. abra).

6.2.2. A rekombinans TG2 RNS-koto tulajdonsaganak jellemzése

A TG2 RNS-kot6 sajatsaganak jellemzése érdekében pull-down alapu kompeticios kisérletet
végeztiink. Rekombinans TG2 fehérjét inkubaltuk jeldletlen 43-mer RNS-sel, majd hozzadtuk
immobilizalt, jelolt 43-mer RNS molekulat tartalmazo magneses gyongyokhoz (12D. dbra). A
mennyisége csokkent. Ez arra utal, hogy az immobilizalt ribonukleinsav felelés a TG2

kotodéséért.
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A TG2 képes GTP/GDP ¢és ATP/ADP nukleotidok kotésére. Annak érdekében, hogy ezen
kotohelyei kozotti potencialis atfedést meghatarozzuk, valamint az alkalmazott nukleinsav
potencialis szekvencia- és szerkezeti kdvetelményeit vizsgaljuk egylancu poli(dG) és poli(dA)
homo-oligomer dezoxiribonukleinsavat hasznaltunk a pull-down kisérletekben. A poli(dA)
esetében nem detektaltunk kdlcsonhatést, mig a poli(dG) kolcsonhatasba 1épett a TG2-vel (12E.
abra). Elvégezve a kisérletet szabad 43-mer RNS molekuldval az immobilizalt poli(dG) mellett
versengés lépett fel a két molekula kozott, csokkentve a TG2 poli(dG) molekuldhoz valo
kotoédését (12F. abra). Ezek az eredmények arra mutatnak, hogy a guanin bazis és annak a
kotdédési helye a TG2 fehérjében részben részt vehet az RNS-TG2 kozotti kdlesonhatas
kialakulasdban. Mivel a negativ toltések nem elegendéek az interakciohoz, a poli(dA) homo-
oligomer esetén nem detektaltunk interakcidt, az eredmények azt sugalljak, hogy mind a
nukleinsavak szekvencidja, mind a masodlagos szerkezeti motivumai fontosak lehetnek a TG2

fehérjéhez valo kotddés szempontjabol.

Annak vizsgalatara, hogy a TG2 konformacidja befolyasolja-e annak RNS-kotodését vagy sem,
ujabb RNS-fehérje magneses pull-down kisérleteket végeztiink immobilizalt 43-mer RNS-sel,
vagy poli(dG)-vel, vagy HUVEC sejtekbdl izolalt teljes RNS-sel GTPyS jelenlétében, valamint
NC9 inhibitor kezelés mellett. A GTPyS a TG2-t zart konformacidoban, mig az NC9 az enzimet
nyitott szerkezetben stabilizalja. Az eredmények alapjan a GTPyS megakadalyozta a TG2 ¢€s a
nukleinsavak kolcsonhatasat, mig az NC9 kezelés nem befolyésolta az RNS-kotddést (12G.

crer

elérhetd, zart, nukleotidhoz kotott formajaban pedig el van fedve.
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12. abra: A magneses RNS-fehérje pull-down Kkisérletek igazoltik az interakciot a
nukleinsavak és a TG2 fehérje kozott. (4) Mind az immortalizalt HUVEC sejtekbol
izolalt 3’ desztiobiotinilalt total RNS, mind a 43-mer RNS képes kotodni a human
rekombinans TG?2 fehérjéhez (n=3). (B) A 43-mer RNS prediktalt masodlagos szerkezete
az RNAstructure v6.4 program segitségével (Mathews lab). (C) A 3’ biotinilalt 43-mer
RNS képes kétodni mind primer, mind immortalizalt HUVEC fehérjeextraktumban lévé
endogén TG2 feherjéhez (200 ug fehérje). Az input sejtkivonat 0,5 ug fehérjét
tartalmazott (n=2). (D) A jeloletlen 43-mer RNS verseng az immobilizalt 3’ biotinilalt
43-mer RNS molekulaval a rekombinans TG2 fehérjéhez valo kotésert. (E) Human
rekombinans TG2 a 3’ biotinilalt homo-oligomer poly(dG) molekulaval interakcioba
lép, mig a poly(dA) molekulaval nem (n=2). (F) A jeloletlen 43-mer RNS verseng az
immobilizalt 3’ biotinilalt poly(dG) molekulaval a TG2 kotésért. (G) A GTPyS altal
stabilizalt zart allapotu TG2 fehérje nem, mig az NC9 inhibitorral stabilizalt nyitott
konformdcioju TG2 fehérje képes kotodni a nukleinsavakhoz (rekombinans TG2 és 43-

mer RNS esetében n=4, mas kisérletekben n=2).
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6.2.3. Az RNS-TG?2 interakcio megerdsitése bioréteg interferometriaval

A bioréteg interferometria egy jelolésmentes optikai technika, amely a molekularis interakciok
valos idejli kimutatisara szolgal. A kolcsonhatds erdsségére az immobilizalds és
komplexképzddés soran az érzékeld feliiletén bekdvetkezd visszaverddés valtozésa alapjan
kovetkeztetiink. Méréseinkhez a Blitz miiszert hasznaltuk, amely egyszerre csak egy mintat tud
mérni. Lapka és csé mintatartoval rendelkezik a késziilék, ami a mintatartok cseréje miatt
eltolodast eredményez a mérés egyes 1épései kozott a hullamhossz eltolodasban.

A TG2 és a 43-mer RNS kozotti valos idejii kotodési gorbék és a kotddés affinitasanak a
lehasitott TG2 fehérjét alkalmaztunk 2,5-200 pg/ml tartomanyban, miutdn a sztreptavidin
bioszenzorokat hasonld6 mennyiségli biotinilalt 43-mer RNS-sel toltottiik fel (13A. abra). A
nyers kotési gorbéket 1épésenként korrigaltuk és igazitottuk az asszociacids és disszocidcios

fazisokhoz (13B. abra).

eredményezte. A BLItz Pro 1.2.1.5 szoftverrel szamitott Kp érték 88 nM volt, 1:1 kdtodési

modellt alkalmazva.

Amikor a poli(dG) molekuldt immobilizaltuk az érzékeld feliiletén, a kotési gdrbék és a Kp
értekek hasonloak voltak a 43-mer RNS alkalmazasaval kapott értékekhez (13C. éabra). A
bioréteg interferometria is megerdsitette az RNS-fehérje magneses pull-down kisérlet

eredményét, miszerint nincs kdlcsonhatas a poli(dA) és a TG2 fehérje kozott (13D. dbra).
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13. abra: A TG2-RNS interakciok valos ideju detektalasa bioréteg interferometriaval.
(A) A 43-mer RNS és a rekombindns, expresszios vég-mentes human TG2 nyers kotési
gorbéi. (Reprezentativ gorbék, n=2). (B) A TG2 és az immobilizalt 43-mer RNS
asszocidcios és disszociacios fazis illesztett kétési gorbéi (n=2). (C, D) A TG2 és a
poly(dG) és poly(dA) homooligomer dezoxiribonukleinsavak asszocidacios és

disszocidcios fazis illesztett kétési gorbéi.

6.2.4. A 43-mer RNS hatasa a transzglutaminaz aktivitasra

Bar az RBP-k kotodésiik vagy felszabadulasuk soran moduldlhatjdk az RNS sorsat és
funkcidjat, az interakcid hatassal lehet az RNS-kotd fehérje bioldgiai aktivitasara is.
Megvizsgaltuk a TG2 fehérjéhez kotddd 43-mer RNS potencidlis hatasat két kiilonbozo
transzglutaminaz aktivitdsara. Az RNS-kotddés még magas RNS-koncentraciok esetén sem

befolyésolta sem a transzamiddz, sem az izopeptidaz aktivitasat a TG2 fehérjének (14. abra).
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14. abra: A 43-mer RNS megkotésének hatiasa a TG2 fehérje transzamidaz és
izopeptidaz aktivitasara. A transzamidaz aktivitas meérésenél 200 nM, mig az
izopeptidaz aktivitas merésénél 150 nM végkoncentracioban alkalmaztuk a
rekombinans His6-tag TG2-t.. A vakproba kalcium helyett 10 mM EDTA-t tartalmazott
(keét fiiggetlen mérés, n=3).

6.2.5. A TG2 potencialis RNS-koto helyének in silico predikcioja és helyspecifikus

mutagenezise

In silico elemzéseket végeztink a TG2 feliiletén taldlhatdé RNS-koté hely azonositasa
érdekében. A catRAPID algoritmus (Agostini F. és mtsai, 2013) kiszamitja egy fehérje RNS-
kotd hajlandossagat, milyen valdszintiséggel koti az RNS-t. Az algoritmussal szamitott értékek
alapjan a human TG2 szekvencia nem képes kotni az RNS molekulat. Az elméleti attekintésben
szamos specifikus domént ismertettem, mint példdul az RNS-felismeré domének (RRM), a K-
homologia domének ¢€s a kiilonb6zo cinkujj domének, amelyek specialis szekvencidkkal (pl.
RGG ismétlddés) kombindlva feleldsek lehetnek a fehérjék nagy affinitdsa RNS-kotéséért. A
TG2 nem rendelkezik ilyen tipikus doménekkel, nukleotid- és kalcium-kotd helyei sem
kanonikusak, azonban a szerkezetileg rendezetlen régioi (IDR-ek) gyakran kombinaldédnak
RNS-ko6t6 motivumokkal, és ezaltal részt vehetnek az RNS-kotésben is az elméleti bevezetdben

leirtaknak megfelelden.
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A VMD vizualizacios szoftver segitségével elemeztiik a TG2 szerkezetét a potencialis RNS-
kotd helyek, motivumok szemszogébdl (15. abra). Eldszor kivéalasztottuk azokat a szakaszokat
a szerkezetben, amelyekben gyakoriak a pozitiv toltésii aminosavak (hasonléan az ismert RNS-
koté motivumokhoz), mert ezek atfedésben lehetnek az esetleges IDR régiokkal. Ezeket a
modelljein (15. 4bra). Mivel az eredményeink alapjan a poli(dG) képes kotdédni a TG2
fehérjéhez, és az ismert GTP-kotd oldallancok a nyitott formaban elérhetéek (el vannak
fordulva a feliileten), a zart formaban viszont ezek az oldallancok részben el vannak rejtve és
kozel vannak egymashoz (nem kotédhetnek RNS-hez), igy ezekben a régiokban talalhatd
oldallancok funkcionédlhatnak potencialis RNS-kotd helyként és vehetnek részt az RNS-
kotésben. A 15. abran a kék szinti oldallancok (K173, F174, 1175, K176, N177, 1178, P179,
NI181 és Q186) vagy a GTP-hez vald kotddeésért feleldsek (K173), vagy a katalitikus domén
nukleinsavhoz valé kotddéséhez jarulhatnak hozzad. A GTP/GDP kétéhely C-terminalis része
¢s a kornyezd potencialis RNS-koto oldallancok zold szinnel vannak jelolve (R580, Y583,
R476, R478, Q481, S482, M483, H494 és V479). Van néhany RNS-kdtésben gyakran részt
vevO oldallancot tartalmazo IDR, amik narancssargaval (R433, D434, E435, R436, E437,
H441, K444, P446, E447, G448, S449 és R453) és barna szinnel (K598, Q599, K600, R601 és
K602) vannak jelolve. Végiil a lila szin jeloli a magi export szignal régioja kornyékén talalhato
bazikus aminosavakat, mivel ez a régi6 tobb tipikus RNS-k6té aminosavat is tartalmaz (H658,
H662, K663, N667, 672K, K674 és K677). A zart konformdaci6 akadalyozza az RNS-kotddését,
ami arra utal, hogy az RNS kotésért felelds interakcios feliiletek a TG2 azon részein talalhato,
amely a zart konformacioban rejtve van. Ezek alapjan a barna €s a narancssarga szinekkel jelolt

régiok kizarhatok, mivel ezek mindkét konformacioban feliileti pozicidban talalhatoak.

A nyitott és zart TG2 struktirdk Osszehasonlitdsa alapjan ugy gondoljuk, hogy részben a
katalitikus domén GTP-kot6 helye (15. ébra, kék) valamint a C-terminélis hordé domén pozitiv
toltésti oldallancai (15. abra, lila) feleldsek az RNS-kotésért, mivel ezek az oldallancok a zart

konformacioban nem teljesen hozzaférhetdk, részben el vannak rejtve.

Az RNS-fehérje magneses pull-down kisérlet kimutatta, hogy az utolsé C-terminalis B-hordd
domén eltavolitasa nem befolyasolta a trunkalt TG2 (1-584) fehérje és az RNS kolcsonhatasat,
mig a pozitiv toltésii és aromas aminosavak eltavolitasa a >’KF!7* aminosavak !> EA'"*-re vagy
a 1KFIKN'"” aminosavak '?EASED!”-re torténd muticidjaval a TG2 és az RNS egymashoz
valo kotddése lecsokkent (15. dbra, western blot kép). Ez arra utal, hogy ezek az oldallancok

dontd szerepet jatszanak az RNS-kotés kialakitdsaban. A mutins TG2 fehérjék
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transzglutaminaz aktivitisa megmaradt, ami bizonyitja, hogy a mutdciok nem a fehérje
denaturdldsaval eredményezték az RNS-kotésben 1étrejové csokkenést. Tovabbi szerkezeti

vizsgélatok és proteomikai elemzések sziikségesek a TG2 pontos RNS-kotd oldallancainak a

TG2 VT aa-1-584 BEA" BEASED'

Transzamidiz
aktivitas (%)

megismeréséhez.

100+4 17£3 132+6 59+15

IDR a IDR a

katall,tlkus C-terminalison
doménen

GTP-koto
aminosavak a
' Katalitikus
doménen

GTP-koto

> 0
aminosavak a 180

B-hord6 doménen

Bazikus
aminosavak a
C-terminalison_

IDR a C-
W terminalison R
Nyitott TG2 Zart TG2

15. abra: A potencialis RNS-koto régiok szerkezeti megjelenitése a TG2 fehérjében. 4
bal oldali kép a nyitott TG2 konformaciot (PDB 2q3z) mutatja, mig a jobb felso és also
képek a zart TG2 konformaciot abrazoljak 180°-os elforditasban (PDB 1kv3) a Visual
Molecular Dynamics Software (VMD) segitségével abrazolva. Aminosavak szinjelzései.:
zold (a GTP kotésben résztvevo aminosavak és kornyezetiik a C-terminalis p-hordo
doménen a): R580, Y583, R476, R478, Q481, S482, M483, H494 és V479, kék (a GTP
kotohely katalitikus doménen lévo része és kornyéke): K173, F174, 1175, K176, N177,
1178, P179, N181 és Q186, narancssarga (IDR, alkalikus oldallancokkal a katalitikus
doménben): R433, D434, E435, R436, E437, H441, K444, P446, E447, G448, 5449 és
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R453; lila (zart formaban elhelyezkedo, felszinen lokalizalt alkalikus oldalldncok):
H658, H662, K663, N667, K672, K674 és K677, barna (C-terminalishoz kézeli IDR):
K598, 0599, K600, R601 és K602. A kis abra (jobb oldalon, felsé rész) RNS-fehérje
pull-down kisérlet eredményét mutatia a TG2 C-terminalis domén trunkalt mutansa
(TG2 1-584) és a potencialis RNS-kétohely mutansok (K173E/F174A — 173EA174 és
KI173E/F174A/11758/K176E/N177D — 173EASEDI177) esetén. A transzamidadz
aktivitast a vad tipusu TG2 aktivitasanak szazalékos aranyaban fejeztiik ki (két fiiggetlen

kiserlet atlaga, 3 parhuzamossal).
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7. Megbeszélés
7.1. TG?2 interaktom feltarasa HUVEC sejtekben

A TG2-asszocidlt fehérjék azonositasdhoz két modszert alkalmaztunk: az els6ben rekombindns,
helyspecifikusan biotinilalt TG2 fehérjét adtunk HUVEC sejtkivonathoz, a madsik, uj
megkozelités esetén az endogén TG2 fehérjét csendesitettiik, majd lecseréltiik egy hdromszoros
Flag-jelolt transzgén TG2 fehérjére. A masodik mddszer ndvelte az azonositott interakcios
partnerek szamat és csokkentette a fehérjék nem specifikus kotddését a komplexek izolalasara
hasznalt agar6z gél esetén. JelentOs elonye a technikdnak, hogy igy €10 sejtkornyezetben
kialakulo TG2 fehérjéhez kapcsolodo fehérjekomplexeket azonosithatunk, vizsgalhatunk. E16
sejtekben a funkcionalis fehérjekomplexek kialakulasa egy szabdlyozott, chaperonok altal
segitett folyamat. Az dsszeszereld chaperonok, az dtmeneti ko-transzlacids interakciok €s az azt
kovetd konformacids valtozasok teszik lehetové a fehérjekomplexek kialakulasat és az azokat
alkoté egyes fehérjék meghatarozott sorrendben torténd beépiilését. Az Osszeszereld
chaperonokkal val6 interakcio segiti a sziikséges konformacids valtozasok kialakuldséat, ami
nélkiilozhetetlen lehet mas fehérjékhez vald kotddéshez. Tovabba a GTP hidrolizis szintén
kivalthat konformdacios valtozasokat, amelyek fokozzak az affinitist bizonyos fehérjékhez,
azonban ez a folyamat in situ kevésbé ismert (Brown MT. és mtsai., 2025). A TG2
kolcsonhatdsa konformacidt stabilizald modulatorokkal, transzglutaminaz vagy GTPaz

szubsztratokkal még érdekesebbé teheti ezen interakciokat, mivel ezek befolyasolhatjdk a

------

Azt érdemes megemliteni, hogy a munkdm soran alkalmazott kisérleti megkozelitéseknek
vannak limitacidi. Habar az Gjonnan létrehozott sejtvonalban (TG2-KD+3F-TG2) a 3F-TG2
expresszios szintje hasonld mind a kontroll, mind a nem modositott sejtekben talalhaté endogén
TG2 szintjével, és hatékonyan ellenstlyozta a TG2-KD allapotban megndvekedett apoptotikus
sejtek szamat, de a sejtek adhézids tulajdonsdgait nem tudta helyreallitani (8. dbra). A
magyarazat az lehet, hogy minden expresszids tag egyedi tulajdonsagokkal rendelkezik, igy
példaul a Flag-tag hidrofil tulajdonsaggal bir. Ez befolyasolhatja a TG2 N-terminalis helyén a
hidrofob, ideélis esetben membranhoz kapcsolddd molekuldkkal (fehérjék vagy lipidek) valo
interakciokat. Egy masik lehetséges korlatozo tényezd a konformaciés modulatorok hatékony,

crer

teljes biztonsaggal, hogy a 15 pM NC9 koncentracid fenntartja a teljes telitettségi szintet a
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kisérlet soran. Azonban rovid ideig mar 10 uM NC9 is gatolhatja a TG2 aktivitasat in situ
(Gundemir S. és mtsai., 2017).

Korabbi publikéaciok koriilbeliill 80 darab TG2-vel kdlcsonhatasba 1€pd fehérjét irtak le,
amelyeket a TRANSDAB adatbazisban gytijtottek 6ssze (Csosz E. és mtsai., 2009). Ezen
kolcsonhatdsok nagy részét koimmunoprecipitacids, kolokalizacios, ELISA, illetve mas a
fehérje kolcsonhatasokat kozvetleniil kimutato kisérletekkel igazoltak. Egy masik részét Kim
¢s munkatarsai egy sejtvonalbol koimmunoprecipitacios vizsgalatokkal és tomegspektrografias
meghatarozas alapjan irtak le (Kim SJ. és mtsai., 2013). A kisérleteinkben szdmos atfedést
mutattunk ki a mar azonositott TG2 interakcids fehérjékkel, ami tovabb erdsiti a TG2
sejtadhézioban, migracidban és sejt-sejt interakciokban betoltott, mar ismert funkciodit. Néhany
jol ismert interakcios partner azonban kiesett a talalataink koziil, mert jelen voltak a tisztitashoz
hasznélt gélhez aspecifikusan k6tddd kontroll fehérjék kozott (pl. FN1, CALM1, GSTP1,
PRDX1).

Az elmult évtizedben néhany proteomikai tanulmany jelentdsen hozzajarult a TG2 interaktom
feltarasahoz és biologiai jelentdségének megértéséhez, nagyban elémozditottdk a TG2-hez
kapcsolodo és interakcidba 1€pd fehérjékrol szold ismereteket, azonban ezek a tanulmanyok
tobbnyire egérmodelleket hasznaltak (Furini G. és mtsai., 2018; Wilhelmus MMM. és mtsai.,
2022). Az egér UUO modellben az exoszomalis fehérjék (pl. ALIX, FLOT2, PRDX2, RABI1A,
SDC4) kapcsolddnak a TG2-hoz, elésegitve annak extrernalizacidjat (Furini G. és mtsai.,
2018). Az APP23 Alzheimer-kér egérmodellben a TG2 interakcidos partnerek szamanak
novekedését figyelték meg, €s a partnerek kozott nagy szdmban a szinapszisok felépitésében, a
(Wilhelmus MMM. és mtsai., 2022). Piacentini professzor laboratériumaban tandem
affinitastisztitds modszerrel alkalmaztak HA- ¢és Flag-jelolt, taltermelt TG2-t kiillonb6zo
stresszhatasok mellett, hogy feltarjak a TG2 interaktomot és a proteosztazisban részt vevo
kulcsfontossagl interakcios partnereket egér- és emberi sejtekben egyarant (Kim SJ. és mtsai.,
2013; Altuntas S. és mtsai., 2015). Ezen interaktomelemzések alapjan azonositottak a TG2-
vel interakcidba 1€épd chaperonokat (HSP70, HSP90, HSP20, HSPHSP27, HSPA6, BAG2/3,
DNAJ A1/B1/C7) és autofagidban szerepet jatszo6 receptorokat (p62, NBR1). Ezen eredmények
jelzik a TG2 szerepét a stresszreakciokban és a feleslegessé valt fehérjék megfeleld
eltavolitasaban. Proteaszomalis aktivitas hianyaban a BAG3-mal komplexben jelen 1évé TG2
az ubikvitinalt fehérjéket dsszegylijtheti €s a multivezikularis testekbe irdnyithatja, ahol azok

vagy lizoszomadlis lebontdsra, vagy exoszomalisan eltavolitasra keriilnek (Altuntas S. és
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mtsai., 2015). A mi kisérleti modelliink egy stresszmentes HUVEC sejt, amiben nem figyeltiik
meg ezeket a stresszel kapcsolatos interakciés molekuldkat, azonban a TG2 hidnya
stresszmentes koriilmények kozott 1évé TG2-KO MEF sejtekben az exoszomak kibocsatdsanak

csokkenéséhez vezetett (Diaz-Hidalgo L. és mtsai., 2016).

Az extracellularis exoszoémak a legjobban dusulé GO Sejtkomponensek az azonositott TG2-
asszocialt fehérjék kozott, ami arra utal, hogy fiziologias koriilmények kozott a TG2 szerepet
jatszik az endotél sejtek exoszoémalis kommunikécidjaban. Ez eldsegitheti az extracellularis
vezikuldk (EV) képzddésének szabalyozasat, vagy stabilizalhatja azok szerkezetét azaltal, hogy
katalizalja a fehérjék kovalens keresztkotését ezekben a vezikuldkban (Shinde A. és mtsai.,
2020). Ezeknek az exoszémaknak a képzddése az endotél sejtekben hozzajarulhat mas sejtekkel
mind bazalis, mind apikélis irdnyban toérténd kommunikaciohoz. Az exoszomak kiilondsen
apikalis iranyban keriilnek a keringésbe, de a TG2 a HUVEC és a HCAEC sejtek mindkét
iranyu szekrétumaban jelen van (Wei H. és mtsai., 2019). Ezenkiviil a TG2-asszocialt fehérjék
jelentds atfedést mutatnak a HUVEC sejtekbdl, vezikularis transzporton keresztiil felszabaduld
szekretalt fehérjékkel (ACTN1, AHNAK, CALR, CAVINI1, ENOI, FSCNI1, SERPINI,
TALDOI, TCP1, TLNI1, TPOl, VATI1, RACKI1, VAPA stb., Wei H. és mtsai., 2019).
Egészséges endotél sejtekben az exoszomakban talalhatéd fehérjék védelmet nytjthatnak a sziv-
¢s érrendszeri betegségek kialakuldsa ellen, azonban tovabbi vizsgalatokra van sziikség a TG2
¢és annak konformacios allapotainak hatdsat vizsgalni a felszabadult exoszomak fehérje- és

nukleinsav-tartalméra (Davidson SM. és mtsai., 2018).

A TGQG2 egy egyediilallo fehérje, amely képes kiilonb6z6 konforméacios allapotokat felvenni.
Eredményeink szerint a legtobb kapcsolodo fehérje nem mutatott jelentds TG2 konformaciod
fliggést, de a nyitott forma stabilizdldsa ndvelte a transzporterek ardnyat a TG2 asszocialt
fehérjék kozott. Ez a nyitott konformécio biztosithatja a kiilonbdz6 membran transzporterekkel
valé interakciot. A TG2 képes a Ca**-szelektiv TRPV5-6t szubsztratként elfogadni, és kovalens
modositas révén gatolni azt (Boros S. és mtsai., 2012). Ez magyarazatot adhat a megvaltozott
mitokondridlis funkciokra TG2-KO egerekben, és hozzajarulhat a sejten beliili energiatermelés

szabalyozasahoz (Rossin F. és mtsai., 2015).

Szadmos RNS-kotd fehérjét is azonositottunk a TG2 interaktom vizsgalata soran. Ezek koziil

néhany fehérje RNS vagy nukleinsav kotésért felel (pl. NOP56, RPs, RALY, SART1, SRSF1,

SUPT16H), igy azok érésére, stabilitasara, lokalizaciojara is hatassal van. Az azonositott TG2-

asszocialt fehérje koziil tobbnek is mar ismert a biologiai szerepe (pl. PKM, ENO1, ALDOA,

MAP4, ATP5F1C, PDIA3, CALR, DYNCI1HI1), illetve az is, hogy kotddhetnek az RNS-hez.
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Befolyasolhatjdk az RNS miikddését, de forditva, a fehérje is modulalhaté az RNS-hez valo
kotodéssel. Az RNS-hez kotddd fehérjék részt vesznek a membran nélkiili folyadék-folyadék
fazis szeparacidban ¢s atalakuldsokban is. Ezeknek a folyamatoknak a karosodédsa hozzajarul a
neurodegenerativ betegségekhez vagy a tumorok kialakulasdhoz, amelyekrdl kimutattak, hogy
Osszefliggésben allnak a TG2 diszfunkcioival (Eckert RL. és mtsai., 2014; Hughes MP. és
mtsai., 2025).

Az RNS-ko6to fehérjék szamanak dusuldsa a TG2-asszocialt fehérjék kozott arra utal, hogy a
TG2 eddig nem ismert modon szerepet jatszhat a poszttranszkripcids szabalyozasban, RNS-
kotd fehérjékkel valdo komplexek kialakitdsaval. Ez egy eddig nem kozolt TG2 funkcio, ami
még annak a feltételezését vetette fel benniink, hogy a TG2 maga is képes lehet RNS molekula

kotésére.
7.2. A TG2 fehérje rendelkezik RNS-koto képességgel

Az RBP-k heterogén fehérjék, amelyek az RNS-molekuldkkal kolcsonhatasba 1épve
szabalyozzak a génexpressziot és a transzkripcid utani folyamatokat, mint példaul az RNS-
splicing, a transzport €s az mRNS-transzlaci6 szabalyozasa. Az RBP-k azonositasara kiilonféle
modszerek léteznek, de mindegyikiik az UV-fény segitségével kialakitott kovalens
keresztkotések kialakitdsaval indul, annak érdekében, hogy stabilizaljak a sejtekben taldlhato
RNS-RBP komplexeket. Ezutan ezeket a kovalens komplexeket fazisszeparacios protokoll
segitségével dusitas nélkiil, vagy dusitassal (oligo-dT gyanta) izolaljak. Az RNS emésztése utan
tomegspektrometriat vagy specifikus antitesteket hasznilnak a felszabadult fehérjék

azonositasara (Castello A. és mtsai., 2012).

Az RBP2GO adatbazis alapjan (Caudron-Herger M. és mtsai, 2021) a transzglutaminazok
megtalalhatéak az RNS-fehérje komplexekben. Az OOPS modszerrel U20S sejtekbdl izolalt,
potencialis RBP-k k6zott azonositottadk a human TG2 fehérjét (Queiroz RML. és mtsai., 2019),
mig HEK?293, Jurkat és HuH-7 sejtvonalakban a human TG1 és TG3 fehérjéket irtak le RBP-
vel kapcsolatos tanulményokban. Mas human transzglutaminazokat, mint példaul a TG4-7 és
FI3A, eddig még nem azonositottak RNS-koté fehérjeként. Egy masik tanulmanyban
vizsgaltak a pre/pri-miRNS-ekben talalhatd hajtli kanyarokhoz kotédé RBP-ket pull-down
alapu kisérlet alkalmazéasaval. A TG2-t azonositottak, mint RBP (Treiber T. és mtsai., 2017).
Ezen tanulmanyokkal ellentétben, amikben tumoros sejtvonalakat alkalmaztak a nagy
mennyiségli mintat igényld proteomikai elemzés, mi a kisérleteink soran az RBP-k izoldladsdhoz

egy immortalizalt HUVEC sejtvonal alkalmazéséaval értiik el a sziikséges mintamennyiséget.
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Az alkalmazott sejtvonal megorizte az endotél sejtekre jellemzd tulajdonsagokat, expresszalta
az endotélre jellemzd markergéneket (4. abra), és citokinkezelés utan a HUVEC sejtek

funkcionalis tulajdonsagait mutatta (Shaw A. és mtsai., 2021).

Eredményeink alatamasztjdk a TG2-RNS interakcio lehetdségét HUVEC sejtekben. Ezt
HUVEC sejtekbdl izolalt totdl RNS, illetve egy 43-mer RNS és baktériumokban termelt
rekombinans TG2, valamint a 43-mer RNS ¢és HUVEC-bdl izolalt endogén TG2 kozott
igazoltuk magneses pull-down kisérlet segitségével. Ez a TG2-RNS interakci6 valdsziniileg
adott RNS-szekvenciat vagy masodlagos szerkezetet igényel, mivel a TG2 ATP/ADP-k6to
tulajdonsaga ellenére a poli(dA) nem Iépett kolcsonhatasba a TG2-vel. Ezen interakcid
bioldgiai relevancidjanak meghatarozéasa érdekében BLAST keresést végeztiink az Ensemble

adatbazisban (https://www.ensembl.org) a teljes 43-mer RNS-szekvencidjara, azonban

eredménytelentiil. A 43-mer RNS masodlagos szerkezete (12B. dbra) tartalmaz egy AU-gazdag
elemhez (ARE) hasonld hurkot és egy masik, kiemelkeddbb hurkot, amelyek potencialis

szerkezeti elemeket biztositanak az RBP-vel vald kdlesonhatashoz.

Tovabba a TG2 és a 43-mer RNS kozotti kolcsonhatas erdsségének meghatarozasa érdekében
bioréteg interferometrids méréseket végeztiink. Immobilizalva a biotinilalt 43-mer RNS-t a
sztreptavidin bioszenzor feliiletén, koncentriciofiiggd kotddési gorbéket tapasztaltunk. A
meghatarozott Kp érték 88 nM volt. Nithin és munkatirsai (Nithin C. és mtsai., 2019)
Osszehasonlitottdk tobb fehérje RNS kotési affinitdsait, €és viszonylag széles kotédési
tartomanyt azonositottak. Példaul a vas-szabalyozo fehérje 1 és a ferritin H IRE RNS kozott a
Kbp 45 pM, mig a nuklearis RNS-export faktor 1 fehérje és a CTE RNS kozott a Kp 90 nM. A
kisérleteinkben a TG2 és egy bioldgiailag irrelevans RNS-molekula kozott nanomolos
tartomanyban 1évd Kp értéket hataroztunk meg, ami feltételezhetéen még kisebb is lehet, ha

természetes sejtekben vizsgaljuk az interakciot.

Az RNS fehérjéhez valod kotddésének egyik biologiai jelentdsége lehet a riboregulaciod, amikor
az RNS kotédése szabalyozza a fehérje biologiai aktivitasat és funkcioit. gy a TG2 fehérjéhez
kotddott RNS molekula atjarast, kapcsolatot biztosithat a TG2 kiilonféle aktivitasai kozott.
Vizsgéltuk a 43-mer RNS kotddésének hatasat a TG2 ellentétes transzamidédz és izopeptidaz
aktivitasara, azonban nem tapasztaltunk jelentds hatast. Bar a 43-mer RNS nem volt hatéssal a
transzglutaminaz aktivitasokra a kisérleti koriilményeink k6zott, de nem zarhat6 ki a TG2 in
vivo riboregulacioja akkor, ha a sejtekben, természetes kornyezetben megtalalhato RNS-ek, és
szubsztratok vannak jelen. Az RNS kotddése felelhet a TG2 finom szabalyozasaért,
befolyasolva annak Ca**-érzékenységét, GTP/GDP-kotddését és a redukalo/oxidald hatdsokkal
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szembeni érzékenységét. Az RNS-kotddés befolyasolhatja a fehérjék lokalizaciojat, és igy azok
kolcsonhatésait a transzportfehérjékkel (Hentze MW. és mtsai., 2018). A TG2 ardnya a
sejtmagban ¢€s a citoplazméban fiigg egy nem kanonikus sejtmagi export szignaltdl (Kojima S.
és mtsai., 2012), ami atfed a leirt potencidlis RNS-kotodési feliiletekkel. Ez felveti annak
lehetdségét, hogy az RNS-ek részt vehetnek a TG2 transzportjaban a sejtmag €s a citoplazma

kozott.

Az RBP-k az RNS metabolizmus szabalyozasanak minden 1€pésében részt vehetnek, és mivel
a TG2 a citoplazmaban ¢és a sejtmagban is jelen van, a transzkripcié utani génkifejezodést
barmely 1épésben szabalyozhatja, mint RBP, hozzajarulva ezzel kiilonb6z6 folyamatokhoz. Az
emlésok mRNS-eiben, valamint az alkalmazott 43-mer RNS-ben is megtalalhaté AU-gazdag
elemek (ARE) az mRNS-t gyors lebomlas felé¢ iranyitjdk a nem stimulalt sejtekben, igy
biztositva, hogy az ezekbdl az mRNS-ekbdl létrejovd fehérjék nagyon alacsony szinten
expresszalodjanak (Lourou N. és mtsai., 2019). A poli-U régiokkal rendelkezd mRNS-ek a
gyulladashoz és a sejtproliferaciohoz nélkiilozhetetlen fehérjéket kodolnak, melyek expresszios
szintje sziikség esetén, altalaban rovid idére, megemelkedik. Példaul az aktivalt T-sejtekben a
TIA-1 fehérje kotddik a Fas-receptort kodold6 mRNS ARE-jéhez, eldsegitve annak
proapoptotikus formdjanak a szintézisét (Lourou N. és mtsai., 2019). Ez az eredmény azt is
bizonyitja, hogy az RBP-k elengedhetetlenek a gyulladds ¢€és az apoptozis megfeleld
lefolyaséhoz, ezaltal megakadalyozva az autoimmunitést vagy a daganatos megbetegedéseket,
mely folyamatokban a TG2 szerepét mar bizonyitottdk (Eckert RL. és mtsai., 2014; Lourou
N. és mtsai., 2019). Bar a TG2-nek szamos ismert hatasa van a specifikus gének expresszidjara
hat6 transzkripcios faktorok moduladldsara (Tanabe Y. és mtsai., 2019), Gjonnan megerdsitett
RNS-koté képessége arra utal, hogy ezekben a szabalyozasokat kiilonféle szinteken
befolyasolhatja. Példaul az SHMT1 kotddése az SHMT2 mRNS-hez csendesiti az adott mRNS-

bdl torténd transzlaciot (Guiducci G. és mtsai., 2019).

Treiber és munkatarsai néhany sejtvonalban Osszegylijtotték a mikroRNS-ek érését és
képzddését befolydsolo RBP-ket (Treiber T. és mtsai., 2017). E tanulmény szerint a TG2
fehérje 17 mikroRNS-sel képes kolcsonhatasba 1épni, €s potencidlisan befolyasolni azok
termelddését. A GeneCards adatbazis alapjan ezen TG2-h6z kdtédd mikroRNS-ek koziil tobb
is szerepet jatszik az endotél sejtek mitkodésében. Példaul a miR-21 negativan szabalyozza az

crer

angiogenezist, mig a miR-31, miR-200a ¢és miR-214 hatassal lehet az endotél sejtek
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mint egy RNS-koto fehérje.

Megemlitendd, hogy a TG2 extracellularis vezikuldkon keresztiill is externalizalodhat
(Zemskov EA. és mtsai., 2011). Tehat mas extracellularis és szortirozo fehérjékhez hasonléan
a TG2 is részt vehet kiillonb6z6 RNS-molekulak szallitasaban (Shinde A. és mtsai., 2020). A
vezikuldkkal szallitott RNS-ek szamos fiziologias folyamatban részt vehetnek, ¢és

hozz4jarulhatnak patologias allapotok kialakulasadhoz is.

Osszességében eredményeink arra utalnak, hogy a TG2 fehérje rendelkezik egy kordbban
ismeretlen tulajdonsaggal, képes RNS molekuldk kotésére konformécio-fiiggd modon. A TG2
RNS kotési affinitdsa relativ magas, ami még erdsebb lehet természetes ligandumokkal és

sejtkornyezetben.

A TG2 fehérje RNS-kotd sajatossagainak pontosabb megismeréséhez a TG2 fehérje
szerkezetének alaposabb tanulmanyozasa, a kotott RNS molekuldk azonositasa sziikséges,

amely kisérletek folyamatban vannak a laboratdériumunkban.
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8. Osszefoglalas

A transzglutaminaz enzimcsalad leginkabb tanulmanyozott tagja, a szoveti transzglutaminaz
(TG2), ami egy multifunkcionalis fehérje. Tobbféle enzimaktivitdssal rendelkezik, illetve
szamos biologiai folyamatban (pl. jelatvitel, sejtek adhézidja, apoptdzis) szerepelhet. A TG2
pontosabb fiziologids szerepének megallapitdsahoz a human, immortalizalt HUVEC sejtvonalat
alkalmaztuk, ami természetes koriilmények k6zott nagy mennyiségben expresszalja a vizsgalni
kivant fehérjét.

A TG2 interaktomot feltarni kétféle megkozelitést alkalmaztunk. Az egyikben egy
helyspecifikusan biotinilalt rekombinans TG2-t hasznaltunk Neutravidin agar6z gyongyhoz
immobilizalva, aminek segitségével a HUVEC sejtkivonatbdl kifoghattuk a TG2 interakcids
partnereit. A masik mddszerben olyan HUVEC sejtvonalat fejlesztettiink ki, amiben a TG2
fehérjét csendesitettiik, majd egy transzgén TG2 fehérjét expresszalo vektor bevitelével
helyreallitottuk (TG2-KD+3F-TG2). A Flag-tag segitségével anti-FLAG M2 agardz
gyongyhoz kotottiik a TG2-t a vele asszocidlt fehéréjékkel egyiitt. LC-MS/MS analizist
kovetden a két modszerrel Gsszesen 356 fehérjét sikeriilt azonositani, melyeket informatikai
adatbazis (STRING) segitségével elemeztiink. A detektalt egyedi peptidek szama alapjan a
legjobban dusuld6 GO Molekularis funkciok kozott volt a Sejtadhezio és az RNS-kotés. A TG2
szerepe a sejtadhézios folyamatokban mar bizonyitott, azonban RNS-fiiggd folyamatokban
valo részvételét még nem vizsgaltak.

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

A TG2 fehérje RNS-ko6td sajatossagainak pontosabb megismeréséhez a TG2 fehérje
szerkezetének alaposabb tanulmanyozasa, az RNS-kotohelyek feltérképezése, bioldgiailag

relevans RNS célpontok azonositasa sziikséges.
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9. Summary

The most studied member of the transglutaminase enzyme family is tissue transglutaminase
(TG2), which is a multifunctional protein. It has multiple enzymatic activities and may be
involved in numerous biological processes (e.g., signal transduction, cell adhesion, apoptosis).
To determine the precise physiological role of TG2 in endothelial cells, we used the human
immortalized HUVEC cell line, which expresses the TG2 protein in large amounts under natural
conditions.

Two approaches were used to explore the TG2 interactome. In one approach, a site-specifically
biotinylated recombinant TG2 immobilized on Neutravidin agarose resin was used to capture
TG2 interaction partners from HUVEC cell extracts. In the other method, we developed a
HUVEC cell line in which the TG2 protein was silenced and then restored by introducing a
vector expressing a transgenic TG2 protein (TG2-KD+3F-TG2). Using the Flag tag, we bound
TG2 together with its associated proteins to anti-FLAG M2 agarose resin. Following LC-
MS/MS analysis, a total of 356 proteins were identified using the two methods, which were
then analyzed using databases (STRING, PANTHER). Based on the number of unique peptides
detected, the most enriched GO Molecular Functions were Cell Adhesion and RNA Binding.
The role of TG2 in cell adhesion processes has already been proven, but its involvement in
RNA-dependent processes has not yet been investigated.

The OOPS technique was used to identify RNA-binding proteins in HUVEC cells. Following
LC-MS/MS analysis, 413 RNA-binding proteins were identified based on the number of
detected unique peptides, including the TG2 protein. Compared to the proteins identified in the
interactome study, 150 protein hits (42%) were detected in both cases, confirming the role of
the TG2 protein in the functioning of RNA-protein complexes. We used a magnetic pull-down
method to demonstrate the RNA-binding ability of TG2. Based on the results, the TG2 protein
is able to bind to the RNA molecule when TG2 is stabilized in an open conformation. It is likely
that in a closed conformation, the RNA-binding surfaces are hidden within the TG2 structure.
In a bio-layer interferometry experiment, we determined the affinity of TG2-RNA binding to
be 88 nM. This value may be even higher in a cellular environment with biologically relevant
RNA molecules.

To gain a more accurate understanding of the RN A-binding properties of the TG2 protein, it is
necessary to study the structure of the TG2 protein in more detail, map the RNA-binding sites,
and identify biologically relevant RNA targets.
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10. Az értekezés j megallapitasai

1. Uj immortalizalt HUVEC sejtvonalat alakitottunk ki lentiviralis géntranszfer segitségével,
melyben indukélhat6o modon az endogén TG2 expressziot csendesitettiik, és 3xFlag jelolt
transzgén TG2 fehérjére cseréltiik. Bizonyitottuk, hogy a sejtvonal az adhézios sajatsagok
kivételével megbizhatéan alkalmazhat6 a TG2 cellularis funkcidinak vizsgélatara.

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

3. Feltartuk, hogy a TG2-asszocialt fehérjék leginkabb disuléo GO Molekularis funkcioja az
RNS-kétés, ami arra utal, hogy a TG2 befolyasolhatja az RNS-fiiggd folyamatokat.

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

5. Az NC9 inhibitor esetén jelentdsen megemelkedett a transzportfolyamatokban résztvevd
fehérje kozvetleniil hatdssal lehet ezen transzporterekre és befolydsolhatja a membran
transzportfolyamatokat.

6. Meghataroztuk az immortalizalt HUVEC sejtekben az RNS-kotd fehérjéket OOPS
modszerrel. Az eredmény alapjan maga a TG2 is rendelkezik RNS-ko6t6 sajatsaggal.

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

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

9. Modellezés és mutagenezis tanulmany segitségével bizonyitottuk, hogy a katalitikus domén
GTP-koté helye jelentésen befolyasolja a TG2 RNS-kotd képességét. Valosziniileg a két
kotohely kozott atfedés van.

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

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