Egyetemi doktori (PhD) értekezés tézisei

A XIII-AS VERALVADASI FAKTOR ALEGYSEGEK EGYMASSAL,
ES GLUTAMIN TARTALMU SZUBSZTRATOKKAL VALO
KOLCSONHATASANAK TANULMANYOZASA

Pénzes-Daku Krisztina

Témavezet: Prof. Dr. Muszbek Laszl6, akadémikus

DEBRECENI EGYETEM
Laki Kalméan Doktori Iskola

Debrecen, 2014



A XIIl -AS VERALVADASI FAKTOR ALEGYSEGEK
EGYMASSAL, ES GLUTAMIN TARTALMU
SZUBSZTRATOKKAL VALO KOLCSONHATASANAK

TANULMANYOZASA

Ertekezés a doktori (PhD) fokozat megszerzése ébdak
a klinikai orvostudomanyok tudomanyagban

irta; Pénzes-Daku Krisztina

okleveles molekularis biolégus

Készilt a Debreceni Egyetem Laki Kalman doktoroléla
(Trombodzis, Hemosztazis és Vaszkularis betegségmltamja) keretében

Témavezet: Prof. Dr. Muszbek LaszI6, akadémikus

A doktori szigorlati bizottsag:
elnok: Prof. Dr. Balla Gyérgy, akadémikus

tagok: Prof. Dr. Machovich Raymund, az MTA doktor
Dr. C$sz Eva, PhD

Debreceni Egyetem AOK,
Gyermekgyobgyaszati Intézet konyvtara

2014. szeptember 11. 11:00 éra

A doktori szigorlat idpontja:

Az értekezés biraloi:
Prof. Dr. Erddi Ferenc, az MTA doktora

Dr. Ajzner Eva, PhD

A biralobizottsag:
elnok: Prof. Dr. Balla Gyoérgy, akadémikus
tagok: Prof. Dr. Machovich Raymund, az MTA doktora

Dr. C$sz Eva, PhD
Prof. Dr. Erddi Ferenc, az MTA doktora

Dr. Ajzner Eva, PhD

Debreceni Egyetem AOK,
Belgyogyéaszati Intézet ,A” éplilet tanterme
2014. szeptember 11. 13:00 o6ra

Az értekezés védésénelbmbntja:



BEVEZETES ES IRODALMI ATTEKINTES

A véralvadas Xlll-as faktora (FXIIl) egy kuldnlegegralvadasi faktor,
ugyanis ellentétben a tobbi zimogén alvadasi faitarem egy proteolitikus enzim
prekurzora, hanem egy protranszglutaminaz. A vaddsi kaszkad utolsé fazisaban
trombin és kalcium egylttes hatasara alakul atvaktrmava (FXllla). A
transzglutaminazokra jellerézhogy peptid lancokat kdtnek keresztfe-glutamil)
lizil kotésekkel. Az FXllla & feladata a fibriro- ésy-lancainak keresztkotése, ill,
plazmin inhibitor @,PI) kovalens rogzitése a fibrmnlancahoz. Ez a mechanizmus
esszencidlis a hemosztazis fenntartdsahoz; megzédjonnan képott fibrint a
keringg vér aramldsa altal kivaltott nyiréfesziltség medka hatdsatol, és a
fibrinolitikus rendszer altal okozott degradaciotol

A plazma FXIlI (pFXIIl) egy heterotetramer (FXIII8,), mely a két
potencialisan aktiv A alegységb(FXIII-A ;) és a két hordozé/gatldo B alegységb
(FXNI-B) &ll. A pFXIll molekulatomege 326 kD, plazma kont@cidja 14-28
mg/L.

Az enzim aktiv centruma a 83 kD-os FXIlI-A-ban thkt6, mely négy
strukturdlis doménll (B-szendvics domén, katalitikus koézponti ,core” dom@n
hord6 1 és -2 domének) és a molekula N-termindigén taldlhatdé 37 aminosavat
ciszteinje korul az aminosav szekvencia a transagimnazokra jellem&z Gly-GlIn-
Cys-Trp. Az FXIII-A-ban még tovabbi 6t szabad —Ssbport talalhatd, melyek nem
képeznek diszulfid-hidakat.

Az FXIlI-A monomerek egy-egy nagyobb affinitasti “Cakotshellyel
rendelkeznek, melyek egy Ca atom megkotésére KépdseCa’, SF* és YB*
ionokkal kristalyositott FXIII-A rontgen szerkezetvizsgalati eredményei szintén egy
elsbdleges kation kéhelyet azonositottak alegységenként. A 0,1 miyléktéket
egyensulyi dializis, ill. intrinsic fluoreszcenszsgalatokkal allapitottak meg, mig
*3Ca NMR titralassal 0,51 mM-osqiértéket kaptak. Ezek az eredmények felvetik egy
alacsony affinitast, masodlagos®Ckotshely létezését. A rontgen krisztallografia és
a C&" mutans FXIII-A-hodz valé kosdési vizsgalatai azonositottak, hogy az Asp438,
a Glu485 és a Glu490 oldallancok karboxildlt csgjpbrcsakugy, mint a gerinc
Ala457 karbonil O atomja egy €=&ots zsebet alakit ki. Az Ala457 koti kozvetlentil

a C&'-t. A tobbi aminosav oldallanc nincs elég kozelirekt kdlcsénhatashoz; ezen



molekulak valésziniileg a viz molekulakon kereswésiznek részt a €kotésben.

A Ca ionok kotdése az A alegységeken dévagy affinitasi Cd kotshelyhez
felszabadult A’ dimer aktivalédasahoz. In vitroXdll trombinnal és C&-mal val6
aktivalodasa ugyanugy zajlik, mint a pFXIll-é, é&lieve az FXII-B
disszociaci6jatél. Extrém magas Lhoncentraciénal>100 mM) az AB, komplex
képes disszocialni azéaetes proteolitikus hasitas nélkdl is, és a nemktls FXI111-

A, aktiv transzglutamindzza alakul (FXII,®. Az alacsony affinitasu CGha
kotéhelyek telibdése szerepet jatszhat ebben a folyamatban. A tEXIh pFXIII
nem-proteolitikus aktivalodasa alapéen kulonbozik. A cFXIIl esetében az alacsony
Cd* koncentracié elégséges a cFXIIl lassu progresaiiivacidjanak elidézéséhez
fiziologias korilmények kozott;, az ioriendvelésével az aktivacié sebessége nagy
meértékben 6. FXIII-B-vel valé komplex kialakitasa teljesen nsednteti ezt az
aktvacios folyamatot. Valos4isithet, hogy trombocitdkban és monocitakban a
cFXIll fiziol6gids aktivacids mechanizmusa a nerotpolitikus Utvonal.

Az FXIII-B szignifikdnsan meghosszabbitja a katklis alegység élettartamat a
keringésben, és megodvja a plazma korilmények okdassu proteolitikus
degradaciotol. FXIII-B egy mozaik fehérje, mely 1. ,sushi” domeéndi all. A
sushi domének mindegyikét 2-2 diszulfid-hid tartfzssze. Ez a 80 kD
molekulatomef§ glikoprotein 8,5% szénhidratot tartalmaz. In viv pFXIll
fibrinogénhez kotve kering, a Kiités CA&' jelenlétésl fiiggetlen. A plazma
fibrinogén 15%-at kitel fibrinogén 2 {Ay’ fibrinogén) vy’ lanca az FXIII 6
kotdhelye. A kobdés az FXIII-B-n keresztil jon létre.

Az FXIll nem csak a plazmaban, hanem trombocitaknéaocitdk/makrofagok
citoplazmajaban is élordul FXIII-A ; homodimerként (cFXIII).

Az FXIlI-A-t csontvebb eredei sejtek, mig az FXIII-B-t a hepatocitdk
szintetizaljdk. A két tipusu alegység plazmabaneképomplexet, az FXIII-B
feleslegben talalhat6, kb. 50%-a szabad formabaimdsenagy valdsziiiséggel
dimerként. A komplex kégalésnek fontos szerepe van a normal hemosztazis
fenntartasaban. Az FXIlI-Boffeladata az FXIII-A élettartamanak meghosszabitasa
keringésben. Az FXIII-B ezen szerepe 0Osszefuggésimhaté az FXII-A lassu
progressziv aktivaciéjanak megakadalyozasaval, Fahi-B hianyban a plazméban

bekbvetkezne. Az FXIII-B deficiens betegekben azllIFX koncentracioja a



plazmaban szignifikansan csokkent, és kdsz@eimedz alacsony FXIII-Aszintnek,
ezekben a betegekben enyhe vérzés jelentkezik.

Figyelembe véve az FXIll alegységek kozotti kompléialakulasdnak
fontossdgat meglép hogy a két alegység kolcsbnhatasdnak biokémiggk c
felliletesen tanulmanyozott. Habar &altalanosan atfot, hogy az FXIII-A a
keringésben teljes mennyiségben komplexben tatalhet kisérletesen még nem
bizonyitott. Ez id4ig két munkacsoport foglalkozeit A és B alegységek kozotti
kolcsbnhatas ésségének vizsgalataval. Radek és munkatarsai Elt¢SAnikaval
vizsgaltdk az FXIIl alegységeinek Kogsi kinetikajat, és 4 x I0M egyensulyi
disszociacios allandoét (K allapitottak meg. Komanasin és munkatarsai aal#{
és két kilénbok genotipusu FXIII-B (FXII-B »-His95 és FXIII-B-Arg95) kozotti
steady-state kétést tanulmanyoztak. A kialakult FXIll-8, komplex
mindkét forméajara meghataroztak a—K mely a His95 esetén 8,06 x 101, az
Arg95 esetén pedig 8,13 x £M-nak adddott. Ezekben a kisérletekben viszonlyag
magas (>18 M) FXIII-B koncentraciét alkalmaztak receptorkémtmennyiben a
total receptor koncentraciok lényegesen magasalfiak a kalkulalt k ([Rt] >> Ky),
akkor a Ky értéket lIényegesen felilmérhetjik. Valojaban, hierdai két koddeési
allandéval és az FXIII-A ill. FXIII-B é&tlagos plazankocentracidival szamolnank,
akkor a plazma FXIII-A 87% ill. 55%-anak szabad formaban kellene lenaiei
nyilvanvaléan nem tikrozi a valéosagot. A kézelmaithvezettek be a rekombinans
FXII-A, (rFXII-A ) alkalmazasat az FXIII-A deficiens betegek szubszits
terpidjaként. Tény, hogy az rFXIll,Aosszu iddj talélése (félélet idl 9-14 nap) a
keringésben nagyban fligg az eléémsmtabad FXIII-B-vel valé komplex képaléstl,
ami nyomatékositia az FXIlI-B, komplex képédés tanulmanyozasanak
fontossagat.

Az koélcsbnhatasban résztwevepitopok sem ismertek jelenleg. Souri és
munkatarsai olyan rekombinans FXIII-B-t allitottalé, melyben az 1. (N-terminalis)
sushi domén hianyzott, s ez a ,trunkalt” FXIlI-Bvesztette FXIII-A-t kot
képességét. Bar az epitopot nem identifikaltak ekredapjan feltételezh&thogy a
kotédésért feldls epitop az FXIII-B molekula N-termindlis részémyaz FXIII-A-n
lévo, a kotdésért felals epitdp(ok)rdl nincs kisérletes adat.



A XllI-as faktor aktivalédasa, tikodése

A véralvadasi folyamat soran a pFXIIl egy tobblgmcdolyamatban aktiv
transzglutaminazza (FXllla; protein-glutamiygglutamyltransferase, EC 2.3.2.13)
alakul trombin és CA hataséara. A trombin proteolitikusan lehasitja & BXIII-t az
FXIII-A N-termindlis végéél, mely egy modositott tetramer szerkezetet erege®n
(FXIII-A ;'B>). Ezt kéveten C&" jelenlétében az FXIII-B alegységek disszocialnak,
és a trunkalt FXIII-A dimer aktiv konformaciot vesel (FXIII-A2*), melyben az
aktiv centrum eredetileg fedett 314-es pozicidjazteinje elérhéwé valik, és
reagalni képes az adott szubsztrattal. Polimerifidtin jelenlétében igen nagy
meértékben (80-100-szorosara) felgyorsul az aktovdolyamata. Amennyiben jelen
van a fibrin, az aktivacio a fibrin polimerek felsén megy végbe.

A cFXIII aktivacioja fiziologiasan nem-proteolitisuaktivacioé réven zajlik. Az
aktivacié soran- az FXIII-B hianyaban - az FXIILAL&" jelenlétében struktaralis
valtozason megy keresztil és enzimatikusan aktivdkmaciot vesz fel (FXIII-A°).

Van olyan kézlés is, mely szerint €gelenlétében a zimogén pFXIIl egy
alacsony hatasfokd, un. innate aktivitassal bkées keresztkotni a fiziologias
szubsztratjait a fibrinogént, a fibrint és@P|-t.

Kémiailag az FXllla egy mbdositott két Iépéses adilanszfer
(transzglutaminaz) reakciot katalizal, melyben gmpptid kotésben Iév glutamin
karboxamid csoportja az acil donor és egy primemaaz acil akceptor. Az s
lépésben a peptid kdtéesben déglutamin egy tioészter kotésen keresztul az aktiv
centrum ciszteinjéhez kédik, €s ammonia szabadul fel. Ezt ket egy alkalmas
elssdleges amin szubsztréat jelenlétében az acil cs@zoacil enzim kdzvetitésével az
acil akceptor aminra keril at. Az amin izopeptiddseén keresztil kovalensen &k
a y-glutamil oldallanchoz. Fizioldégias kortlmények Kiéiz az el§édleges amin
szubsztrat a peptid kotésbenddizin oldallancanale-amino csoportja, és az FXllla
altal katalizalt reakcio végeredménye a peptid dare(y-glutamil)lizil-en keresztil
torterd keresztkotése. A transzglutaminaz reakcid egyistett sémajat osszefoglald
cikkiinkben kozoltuk. A felszabaduld6 ammonia, a ljeEmin inkorporaciéja egy
fehérjébe, ill. a keresztkotott termék meghatarazasind alkalmas az FXII

aktivitdsanak mérésére.



A Xlll-as faktor szubsztratjai

Az FXllla elssdleges fiziologias szubsztratjai a fibia ésy-lancok, aza,PI
és a fibronektin. A fibrin lancok keresztkotéségslaza,Pl fibrinhez valé kovalens
roégzitésével a fibrin alvadék mechanikabsstése és a fibrinolitikus rendszer altali
gyors proteolitikus lebontasatél valoé védelme valdseg.

A metionin reziduummal kezdlé6 464 aminosavbdl felépéikPI-t (M1-a2PI)
a hepatocitak termelik. Egy plazma proteaz (APQ#ipkasmin cleaving enzyme)
egy dodekapeptidet tavolit el a fehérje N-termsmaiegesl, igy az a,Pl korulbeldl
70%-a kering 12 aminosavval megroviditett, aszpared kez@do izoformaként
(N1-a.PI). Kizarolag az utdbb emlitett trunkalt izofornmfaatékony acildonor
szubsztrat az FXllla altal katalizalt keresztkotésakcidban. Ezenkivil tébb mas
fehérjébl bizonyosodott be, hogy szubsztrat glutamin déohedcal jarul hozza az
FXllla altal katalizalt transzglutaminaz reakciéhd¢éhany esetben az acil donor
glutamint és a kornyezetében ééaminosavakat sikeresen azonositottdk a fehérje
elsbdleges szerkezetében. Azélkeges strukturak dsszehasonlitdsabol azonban nem
vonhatd le altalanos konklizio az FXllla szubsztsgecificitasat illeien. Nincs
egyértelnii konszenzus szekvencia a szubsztrat glutamin k&zgrt kilondésen
fontos fényt deriteni azon szerkezeti kdvetelmérgieknelyek az adott aminosav
sorrendet alkalmassa teszik, hogy individualis idegizubsztratként kédjon az
FXllla-hoz. Tébb tanulmany vizsgélta a béta-kazssraz N1a,Pl reaktiv glutaminja
korili szekvenciat tartalmaz6 szintetikus oligopagk felhasznaldsaval az FXllla

szubsztratokkal torténkotddési mechanizmusat.

A XlllI-as faktor aktivitds meghatarozasanak Iéiségei

A klinikai gyakorlatban és a klinikai kutatasbart ké&bol kifolydlag indokolt
az FXIlI meghatarozasa: 1/ az FXIlI-hiany diagndsgta, és a deficiens betegek
FXIII  szubsztitucidjanak monitorozasa céljabol; 2rombotikus betegség
kialakulasanak megndvekedett kockazata vizsgalaigabodl, ugyanis bizonyos
korilmeények kozoétt az emelkedett FXIII szint jeletihegy trombotikus esemény
bekovetkeztének veszeélyét.

A nem-szubsztitualt betegekben az FXIII-A hiany ys8l haemorrhagias
diathesis-t jelent, a relative gyakori intracraisialérzés miatt nem ritkan fatalis
kimenetellel. Osszefoglalé tanulmanyunk atfogdtikai értékelést nydjt az FXIII



aktivitas plazmaban torténmeghatarozasara alkalmas modszétekKorgalomban
lévo tesztekél. A tradiciondlis, alvadék oldhatésagon alapulsztek hasznalata nem
javasolt az FXIIl deficiencia szésére. Az els vonalbeli (s#ré) vizsgalatnak
funkcionalis kvantitativ FXIII aktivitas tesztnelek lennie. Ezen modszerek két elven
alapulnak: 1/ jelolt amin szubsztrat fehérje glutgéba tortéed, FXllla altal
altal katalizalt transzglutaminaz reakcidban fatexhilé ammaonia NAD(P)H fligg
glutaméat dehidrogenaz (GIDH) indikator reakcidbaal6év monitorozasan. Az
inkorporacios tesztek igen érzékenyek, diggényesek, nehezen standardizalhatoak,
€s nem automatizalhatoak. Az ammonia felszabadul@apuld tesztek kevésbé
érzékenyek, am gyorsak, j6l standardizalhatéak @étonstizalhatéak. Mivel
kisérleteinkben ez utébbi elven alapuld FXIlI akée meghatarozast hasznaltuk,

ezért ennek hatterét az alabbiakban részletezem.

Ammodnia felszabaduldson alapulé FXIII aktivitastghataroz6 tesztek

1969-ben publikaltak az éld-XIIl tesztet, melyet az FXllla &ltali, glutamin
donor fehérje szubsztratjabol felszabadul6 ammamgaésére hasznaltak. Ebben az
esetben az ammoniat rekalcifikalt, megalvasztadizipidban hataroztdk meg. Mas
kordbbi modszerek ammonia szelektiv elektréddalgyvanddositott Berthelot
reakcioval detektaltdk az ammonia kialakulasat rpkzan ill. fibrinogénnel
kiegészitett plazmaban. Ezek a végpontos mérésdedkzar kivitelezhéek voltak és
nagy mennyiség plazmat igényeltek. A keletkezett ammodnia monitasahoz
GIDH-t hasznal6 etstesztet 1985-ben intézetlinkben fejlesztették kiak elv tette
lehettivé az el§ valddi kinetikus FXIII meghatarozast. Ebben a mbeh a
fibrinogént bentonitos kezeléssel eltavolitottakredkcio lag fazisa alatt tértént meg
az FXIIl aktivdlasa trombinnal és €amal. Az FXllla keresztkotétte az amin
szubsztratot (etilamin) az acetildlt, defoszfotil§l-kazein egyedili glutamin
oldallancahoz, a reakcié az ammonia felszabadulfstaAz ammodnia felszabadulas
folyamatosan monitorozhaté volt a GIDH-medialtaikétor reakcioban, melyben a
redukalt nikotinamid-adenin-dinukleotid-foszfat (BRH) nikotinamid-adenin-
dinukleotid-foszfattd (NADP alakult, igy a 340 nm-en mért abszorbancia
csokkenése mérhietolt. A fenti elvet két kinetikus ammaonia felszdoéas mérésén
alapulo teszt fejlesztésében is felhasznaltak. pzmibdositott tesztekben a fibrin

polimerizaciét gatlé peptideket hasznaltak a fitaimadék kialakulasanak a gatlasara,



az acil donor fehérje szubsztratot glutamin tartaligopeptidekre cserélték, amin
szubsztratként és glicin-etil észtert hasznaltakdiket modositott teszt kereskedelmi
forgalomban elérhét A Fickenscher és mtsai altal modositott teszBRerichrom
FXII" néven a Siemens cég (Marburg, Németorszég)galmazza. A “REA-chrom
FXIII" (Reanal-ker, Budapest, Magyarorszag), illTECHNOCHROM FXIII”
(Technoclone, Bécs, Ausztria) néven forgalomba tiomsztek Karpati és mtsai
modszerén alapulnak. E teszteket széles korbemnd&lgdz az FXIII deficiencia
szirésére. Egyik tesztet sem befolyasolja az FXIll-AlI34Leu polimorfizmusa.
Osszehasonlitottuk a Berichrom és a TECHNOCHROMé&st (a REA-chrom teszt
teljes mértékben megegyezik a TECHNOCHROM tesztielkét teszt kilonbdz
glutamin tartalma oligopeptideket alkalmaz szul#ként a Berichrom tesztben
hasznalt dekapeptid aminosav szekvenciaja hasoffikazein szubsztrat glutamin
korali szekvencigjahoz, mig a TECHNOCHROM (és RHEeen) kitben hasznalt
dodekapeptid szekvenciaja azonos az odRF N-termindlis szekvencigjaval. A
Berichrom tesztben NADH-t, a TECHNOCHROM tesztbeANPH-t hasznélnak az
indikator reakciéban.



CELKIT UZES

Kutatasunkban az FXIII kdlcsénhatasait kilonbazspektusokbal vizsgaltuk.
Célul tiztuk ki az FXIII alegységek egymassal valé kolcsaidbanak, és az FXllla
glutamin tartalmi szubsztratokkal kialakitott k@ohatasanak tanulméanyozasat.

1. Kordbban két munkacsoport eltéeredmeényeket publikalt az FXIII-B,
komplex képadési kinetikajat illeien, melynek oka felteh@&tn a kevésbé adekvat
modszerek alkalmazasa volt. Ezért a fehérjek kbAditcsonhatas jellemzésére
kivaldban alkalmas felszini plazmon rezonancia (SB&face plasmon resonance)
technikaval szandékoztuk tanulményozni az alegyskgiesonhatasat, és tisztazni az
eddig kozolt kinetikai paraméterakbadddo ellentmondasokat. Emellett a ddisi
vizsgalatokhoz adekvat alacsony FXIII alegység kom@cioknal egy igen érzékeny
ELISA tipustu kobdési assay-vel is meghataroztuk a koélcsbnhatas tikane
paramétereit és a két modszerrel kapott értékedsztetasonlitottuk.

2. A fenti két mobdszerrel meghatarozott kinetikaiargméterek
felhasznalasaval célunk volt a plazmaban esetlegegzabadon kerirgg FXIII-A
mennyiségének kalkuldlasa és amennyiben az erediwémsgabad FXIII-A
jelenlétére utalnak, annak kisérletes bizonyitasa.

3. Mivel élettani szempontbél az MLPI FXllla altal torté fibrinhez valo
keresztkotése igen nagy jeléseggel bir, céluliiztik ki az FXllla és az Nd»PI N-
termindlis végének megfeteldodekapeptid (NIxPI(1-12)) kozotti kdlcsbnhatas
molekuléris mechanizmusanak tanulmanyozasat. Eekik a) kinetikus mérésekben
tanulmanyozni kivantuk a dodekapeptid kémiai mudrak, ill. trunkalt
valtozatainak a hatasat az FXllla aktivitasra bptgmn NMR és telités-atviteli
differencia (STD, saturation transfer differenceMR technikaval identifikalni
kivantuk azokat az aminosav oldallancokat azoMRK1-12) szubsztratban, melyek

fiziologias pH-n kdlcsdnhatasba Iépnek az FXIlld-va
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ANYAGOK ES MODSZEREK

Az EXIII alegységek kdlcsdnhatasanak vizsgalatéafiédlmazott anyagok és

modszerek

Anyagok

A human trombint, a hirudint, a 3,3',5,5-tetramgtienzidine (TMB)
szubsztratot, a szarvasmarha szérum albumin (BSApkEidjat, a tormaperoxidaz
(HRPO, horseradish peroxidase) VI-os tipusat, ért@mido-hexansav hidrazidot a
kecske anti-egér immunoglobulin G-t (IgG) (Fc sfikas) és a tripszint a Sigma
Aldrich-tél (St. Louis, MO, USA) rendeltik. A Batxobin moojeni a Pentapharm-tol
(Basel, Svajc) szarmazik. A birka anti-human PFXllpoliklonalis antitestet az
Affinity Biologicals-tél (Ancaster, Kanada), a nyahti-human FXIII-B poliklonalis
antitestet a Calbiochendtt(La Jolla, Kalifornia, USA) szereztik be. A Vestain
ABC reagens gyartoja a Vector (Burlingame, CA, USAHRPO-val konjugalt anti-
nyul 1gG-t a Jackson Immunoresearch LaboratoriesMdestgrove, PA, USA)
rendeltik. A streptavidinnel fedett mikrolemezekefThermo Fisher Scientifiéit
(Vantaa, Finnorszag) vasaroltuk. A BALB/c egerekliermelt monokonalis anti-
FXIIl-A and anti-FXIII-B antitesteket intézetiinkbdfatona Eva kollégam allitotta
elé. Az 1gG-t ascitestl szepardltuk affinitas kromatografiaval proteinSepharose
oszlopon (GE Healthcare, Uppsala, Svédorszag).tddési vizsgalatokhoz az, anti-
FXIII-B 1gG-t a szénhidrat oldallancain biotinamitbexansav hidrazid reagenssel
biotinaltuk. A CNBr-aktivalt Sepharose 4B gél ésCdM5 szenzor chipek a GE
Healthcaredl szarmaznak.

FXIII preparatumok és FXIII antigén meghatarozasok

A tisztitott human pFXlll-at és a plazma FXIILB (pFXIlI-B,) egészséges
véradoktol gyjtott human plazméabdl allitottuk @l A cFXIlI-t huméan placentabdl
preparaltuk. Az rFXIIl-A Dr. Eva H.N. Olsen, (Novo Nordisk, Malgv, Dania)
nagylelki ajandéka volt. A Zedira-tol (Darmstadt, Németogdzabeszerzett
rekombinans FXIII-B-t (rFXIII-B,) rovarsejtekben allitottak &l Az FXIII-A 2B, és
FXIII-A , antigén koncentraciok meghatarozasat a kordbbealkealapjan végeztik

el.
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Felszini plazmon rezonancia vizsgalatok

A felszini plazmon rezonancia jelenségén alapul@éstéchnika kilonb&z
biomolekularis koélcsbnhatasok vizsgalatara alkalmas két alegység komplex
képzdésének kinetikgjat SPR technikaval kordbban még viesgaltak. A modszer
elénye mas interakciot vizsgaldo modszerekkel szemlemgy a kolcsdonhatasok
vizsgalata valds ithen, jeldletlen molekulakkal torténik. Az egyik isgertebb és
legelterjedtebb SPR technikat alkalmazé rendsz&iamore. A felszini plazmon
rezonancia vizsgalatokat az intézetiinkben rendétkezallé Biacore X készuléekkel
(GE Healthcare, Uppsala, Svédorszag) vegeztik zl‘atnine coupling protocol”
szerint 10Qug/mL pFXIII-B,-t vagy rFEXIII-By-t immobilizaltunk CM5 tipusu szenzor
chip 2-es aramlasi cellajara (FC2 - flow cell 2)k@éntrollként hasznalt 1-es dramlasi
cellat (FC1 - flow cell 1) bovin szérum albuminn@SA-val) fedtik le. Az
alegységek kolcsonhatasanak vizsgalatahoz anadlitk&ionb6d koncentraciéju
CcFXIII-A ot vagy rFXIII-Az-t alkalmaztunk 150 mM NaCl-ot, 3 mM EDTA-t és
0,005% v/v surfactant-t tartalmazé 10 mM-os HEPHSfepben (pH 7,4). Az
kélcsbnhatasok tanulmanyozasahozulfmin-es, mig a regeneralashozid/min-es
aramlasi sebességet allitottunk be. Az asszociaséixességi konstanst (ka), a
disszociacios sebességi konstanst) (ks a K-t Biaevaluation szoftver (GE
Healthcare) segitségével kalkulaltuk.

Mivel a gyart6 altal ajanlott regenerdlé oldatokyikg sem volt képes a
bekotdott analitok (cFXII-A vagy rFXIII-A) maradéktalaeltavolitasara, ezért az
ajanlasoktol eltérve a regeneralasokat minden eseib U/mL trombin-t, 250 mM
CaCb-t, 10 mM HEPES-t, 150 mM NaCl-ot, és 0,005% v/vfactant-t tartalmazé
oldattal (pH: 7.4) végeztik el. Ebben a rendszedxaktivacios peptid trombin altal
tortérd eltavolitast koveéten a kotott FXII-A disszocial a szenzor chip-hezdkt
FXII-B-rél.

ELISA-tipusu kobdési vizsgalatok

A kulonboz koncentracioju cFXIIN-A-t vagy rFEXI-Ax-t 0.25 nM FXIII-B~
vel inkubaltuk egyutt 1 6ran keresztil 23 °C-on.0#ken 100ulL biotinalt
monoklonalis anti-FXIII-B antitestet (fuig/mL) mértink egy streptavidinnel fedett
mikrotiter lemez valydiba. 30 perc inkub&cidé utan nem-ko6dott biotinélt

antitesteket mosassal tavolitottuk el. Ezt kéget 100uL, a kialakult komplexet
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tartalmazo inkubacios keveréket vittik at a vahalkis egy oran at inkubaltuk.
Alapos mosast kovéen a kialakult komplex mennyiségét HRPO-val (hadish
peroxidase, tormaperoxidaz) jelzett anti-FXIII-A tisgst és TMB  szubsztrat
felhasznalasaval hataroztuk meg. A kialakult komidencentraciojat az FXIII-4AB,
standard gorbéje segitségével allapitottuk megq Riszadmitasahoz a GraphPad (San

Diego, CA) Prism Software, Version 5.0-t hasznaltuk

A testfolyadékokban keriigszabad FXIII-A mennyiségének kiszamitasa

Wilkinson KD és munkatarsai 2004-es kozleményukiszerepb képlet
felnasznalasaval kalkulaltuk a szabad FXIJ+Aennyiségét.

A plazma total FXIII-B és a total FXIII-A koncentracidjat 35 egészséges
onkéntes plazmajabol meghatarozott koncentracidilaga jelentette. A
cerebrospinalis folyadék (CSF) és kdnny esetébemtézetiinkben mar korabban

meghatarozott atlag, ill. median koncentraciokazhaltuk a szamitasokhoz.

A testfolyadékokban keriigszabad FXIII-A mennyiségének mérése

11 egészséges egyéntszarmazd citrattal alvadasgatolt plazma mintakbol
Sepharose 4B oszlophoz kovalensen kotott monoktongihti-FXIII-B antitest
felhasznalasaval immunabszorpcioval eltavolitotak FXIII-AB,-t és a szabad
FXIII-B-t. Az immundepletalt plazma mintakban nernaltvkimutathatd FXIII-AB,,
ami bizonyitotta, hogy a komplexben &ékXIII-A , maradéktalan eltavolitasa sikeres
volt. Ezt kdveten a plazma mintdkb6l meghataroztuk a szabad Bxlll-

V4

a total FXIII-A; és a komplexben IéXIII-A , koncentraciok kdzotti kilonbségnek.

Az FXII-A 2B, komplex plazmébdl valo eltavolitAsa utan maradibad

FXIII- A ; funkcionalis aktivitasanak vizsgalata

Az immundeplécié utdn a plazmaban maradt szabadll-PXI fibrin
keresztkdd aktivitasat vizsgaltuk meg. A plazma mintakat 2nll/trombinnal és 10
mM CaCl-dal alvasztottuk 2 mM jodacetamid jelenlétéberhi@myaban 37C-on,
60 percig. Alapos fiziolégias NaCl-dal tortémosast kovéen a kinyert alvadékokat
feloldottuk redukald SDS-PAGE minta pufferben, éDSSPAGE segitségével
analizaltuk. Az egyes kisérletekben a trombint datbin moojeni-vel (11 U/mL)
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helyettesitettiik, mely egy trombinhoz hasonlé kiggéeg proteadz. A batroxobin
moojeni a fibrinogen A-lancérol képes lehasitani a fibrinopeptid A-t, igy
megalvasztani a fibrinogént, de nem aktivalja azllFX-t. Ez esetben a plazmaban
a koagulaciés kaszkad Ealtali aktivalddasa eredményeként keletkezett hioirl0
U/mL hirudinnal gétoltuk.

Az EXIII és szubsztratjai kdlcsdnhatasanak vizsgalal alkalmazott anyagok

€s modszerek

Fehérjék és reagensek

Az ezen kisérletekhez hasznalt tisztitott plazmdllF&s a szarvasmarha
trombin preparaldsa intézetinkben tortént. A szmaha ma) glutamat
dehidrogenéazt és a NADPH-t a Roche-tél (MeylannEeq vasaroltuk. Az ADP-t, az
o-ketoglutaratot, a glicin-etil észtert, a ditiotadi, a HEPES-t és a jédacetamidot a
Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA) gyartotta. Az Ndiciklohexilkarbodiimid, az
1-hidroxibenzotriazol hidrat, az Fmoc-O-t-butil-kesin, az Fmoc-O-t-butil-L-
treonin, az Mi-Fmoc-Ne-Boc-L-lizin, az Fmoc-L-alanin és a Wang gyantaakk-tol
(Sigma-Aldrich Group), az Fmoc-L-prolin, az Fmoo#akn, az Fmoc-L-leucin és az
Fmoc-L-glutamat-5-t-butil észter a REANAL-Ker Kiitt(Budapest), az d-Fmoc-
No&-tritil-L-glutamin  és az N-Fmoc-Ny-trityl-L-asparagin  a Novabiochenttt
(Darmstadt, Germany) szarmaznak. Az &$Pl(1-12) dodekapeptidet, és 19 kémiai
mutansat Merrifield-féle szilard fazisu szintézisahitottuk els. A minimum 95%-
osra becsult peptidek tisztasdganak vizsgalatalitikaa reverz fazisa HPLC-vel
allapitottuk meg. A peptidek molekulatomegének naggtozadsa Voyager DESTR
matrix-segitett 1ézer deszorpcid/ionizacio replldséi(MALDI-TOF, matrix-assisted
laser desorption/ionization time-of-flight) analiag&al (Applied Biosystems, Foster
City, CA, USA) tortént.

Kinetikus FXllla tesztek
A tisztitott plazma FXIII aktivalasa és az FXlllataitasanak meghatarozasa
a koradbban az intézetiinkben kifejlesztett egylép&bé kinetikai teszttel tortént, a

méréseket Cobas Mira (Roche, Meylan, France) atatial végeztik. A mdédszer az
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FXllla hatasara felszabadul6 ammonia enzimatikuagtikkus spektrofotometrias
mérésén alapszik. Az FXIlIl trombin és ‘Cahatasara aktivalodik. Az aktiv
transzglutaminaz FXllla az amin szubsztrat glidilészter (Gly-O-ET) és a
specifikus glutamin donor MLPI(1-12) peptid szubsztrat izopeptid kbtéssel Hdrté
O0sszekapcsoldédasat katalizalja. A reakcié soran @marszabadul fel. A keletkezett
ammonia mennyiségét GIDH altal katalizalt, NADPM NADP® atalakulassal jaré
indikator reakcioban fotometriasan meérjuk. A NADRbtjyasanak sebessége, azaz
340 nm-en mért abszorbanciajdnak csokkenése aréamosXIll aktivitassal. A
NADPH > NADP" a mérés 5-10 percében lineéris. Azdelspercben (lag fazis)
torténik meg az endogén ammaonia konszumpcioja éX#raktivalasa.

A keverék (assay mixture) tartalmazott 7 nM FX|IRO U/mL marha trombint,
10 mM CaCj-t, 0,1 mM DTT-t, 5 mM Gly-O-ET-t, 0,35 mM NADPH-20 U/mL
GIDH-t, 0,6 mM ADP-t, 7 mM ketoglutaratot, 5.4 md/mBSA-t (bovine serum
albumin) és kulonbdz mennyisé peptid szubsztratokat 60 mM HEPES pufferben
(pH 7,7). Minden mérést legalabb duplikatumban zégek el, a kapott értékeket
atlagoltuk, és ks, Kn ill. kealKy paramétereket kalkukéltunk GRAFIT version 6
adatelemé szoftver (Erithacus Software, Horley, UK) hasztélal.

NMR vizsgalatok

Az NMR  spektroszkopia  napjaink  egyik legelterjediteb a
természettudomanyok minden terlletén nélkulozhetetirendkivil sokoldaltan
alkalmazhato, hihetetlen gyorsaséaggalotjl és terjed hatékony szerkezetkutatasi
modszere. A fehérjék szerkezetének ékadéesének megértése alagviintossagu a
biologia és az orvostudomany szamara. Az NMR spskkiOpia azon ritka kisérleti
modszerek egyike, mely a molekularis kdlcsénhatdakkmind a szerkezeti, mind a
dinamikai aspektusat képes megvilagitani. A modsaeabbi ebnye, hogy az igy
nyert atomi szirit informacio makroszkopikusan mértieéermodinamikai és kinetikai
paraméterekkel hozhato dsszefliggésbe.

Az NMR kisérleteket Bruker Avance DRX 500H( frekvencia 500 MHz)
spektrométeren végeztik 5 mm-es multinuklearis YBRlgradiens méiej
alkalmazaséaval a vizsgalt peptid vizes oldatapOfB,0, 9:1 v/v). A kétdimenzids
(2D) teljes korrelacios (TOCSY) és a mag OverhayBEDESY) kisérleteknél az
intenziv vizjel elnyomaséra hatékony szekvenci&ialalaztunk, megfelél viz-
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szelektiv (‘water flip-back’) és térgradiens impudbk kombinacidjaval.

500 uL 90% H0O/10% DO 22 mM borat pufferben 2 mM Nd;PI(1-12) vagy
N1-a,PI1(1-12;2E) 500 MHz-esH-NMR spektrumait vizsgaltuk 1M FXllla
jelenlétében és hianyaban, 310 K (pH 7.4) vagyR9oH 5.5) ltomeérseékleteken.

A mérések ditt az FXIII-t 40 U/mL trombinnal és 10 mM Ca@lal aktivaltuk
20 percen keresztil; az aktivacio$ ibvabbi ndvelése nem eredményezte az FXIII
aktivitas emelkedését, az FXIlI-t teljesen aktindk tekintettik.

A telités-atviteli differencia (Saturation TransfeDifference, STD)
spektroszkopia a kis affinitasu, azaz gyengérd@tigandumok fehérjével alkotott
komplexeibl ad informaciét. Ha a ligandum gyengén ddik a fehérjéhez, akkor a
ligandum kotott- és szabad formaja gyors cserébam Wyenkor az'H NMR
spektrumban a ligandumhoz egy jelsorozat tartoaik. STD méréesnél a fehérje
proton-atmeneteit szelektiven besugarozzuk (tk)itjiGyenge kolcsdnhatas esetén a
gyors csere miatt a telités hatasa atterjed a dzidgndum molekulakra, és azok
proton-jelének intenzitas csokkenését eredméniiniel kozelebb kerll a ligandum
a fehérje kathelyéhez, illetve az ott |évH-atomokhoz, annal ésebb lesz az
effektus. A jelintenzitas valtozasat differenciaédettel mérjik. Ehhez két kisérletet
kell végezni: az egyikben a fehérjét szelektivesulgérozzuk, a masikban nem. Az
utobbi kisérlet adja a referencia spektrumot, anldymok proton-jelének referencia
intenzitasat. A két kisérlet eredményeként kappeksumok kilénbsége a telités
atviteli differencia,azazSTD-spektrum. Az STD spektrumban csak akkor vanhjgl
a ligandum kdidik a fehérjéhez. A ligandum azon atomjai, ill. psdjai, amelyek
kozelebb kertilnek a fehérje kbielyéheznagyobb STD effektust mutatnak.

Az STD H-NMR spektrumokat 1QuM FXllla-n és 20 mM Nie,P1(1-12)
peptiden vettik fel pH 7,4-en és 310 K-en, a fehéngtil rezonancia-jelét (0 ppm-
nél, ‘on-resonance’) 2 masodpercig szelektiven degmzva. A referencia kisérletnél
a besugarzas frekvencigjat -15 000 Hz-re (‘off-neswme’) allitottuk. A fehérje
szelektiv telitését Gauss-impulzusok sorozatavad@ab 50 ms-os Gauss-impulzus,
koztik 1 ms-os varakozasididértiik el. Az STD'*H-NMR spektrumokat 30 perces
intervallumokban rogzitettilk. Az Nd,PI(1-12) peptid teljes *H NMR
jelhozzarendelését a két dimenzidés TOCSY és NOES#&rlketeken alapulé Witrich-

féle stratégiat alkalmazva végeztik el.

16



A szubsztrat-termék atalakulas vizsgalata tandenegpspektrometriaval

Az FXllla éltal katalizalt N1e,P1(1-12) szubsztrat N&-PI(1-12; 2E) termékkeé
val6 atalakulasat tandem témegspektrometriaval tkidk@yomon az APl 2000 tipusu
készulékkel (MDS SCIEX, Concord, Kanada) tobbszdemkcid ellefirzé eljarast
alkalmazva optimalizalt korilmények alatt. A kiséirkdrilmények azonosak voltak
az STD NMR vizsgalatok soran alkalmazottakkal. &ngzglutaminaz reakciotéee
definialt idokdzokben ledllitottuk 1 mM joédacetamid hozzaadasawes a
fragmentacio alatt kialakult, az Ni;PI(1-12) el§ két aminosavat tartalmazé b2

fragmentet (m/z = 243,2) mertik.
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EREDMENYEK

Az EXIIl aleqgyséqgek kolcsOnhatdsénak vizsgalata

Az FXIII alegységek kélcsonhatasat jellefregyensulyi disszociacioés allando

(Kq) és egyéb kinetikai paraméterek meghatarozasa

Az FXIII-A, és FXIII-B, kdlcsdnhatasat jellemizKq4t SPR technikaval és
ELISA tipusu kobdési vizsgalattal hataroztuk meg. Egy jellegzefeR Szenzorgram
és az ELISA vizsgalatokkal kapott kdesi gorbe szemlélteti az rFXIlI-Alazmabdl
szarmazo FXIII-B-hez tortén kotodesét. A kisérletet elvégeztik human placentabdl
preparalt cFXIlI-A-vel is. A két eltés technikaval meghatarozott jKértékek
egyarant 18° M tartomanyban voltak (atlagban 4,17 x*2M), jelezvén a kotés
erdsségét. A k korulbelil 2 x 10 se¢*-nek adédott, ami igen lasst disszociaciora
utal. Amint varhat6 volt, az rFXIII-Avel és a cFXIlI-A-vel kapott eredmények alig
kilénboztek egyméstol. SPR-rel az rFEXIEAFXII-B-hez vald kdddését is
tanulmanyoztuk. A rovarsejtekben termeltetett rioBl} N-glikozilaciés mintazata
kulonbozik az endls sejtekétl. Az FXIII-B N-glikan reziduumaiban &y kilénbség
az alacsonyabb molekulattmegben nyilvanul meg, Zml@an nem befolyasolta

szignifikAnsan az FXIlI-A-vel val6 kdlcsdnhatasat.

Szabad FXIII-A a plazmaban és egyéb testfolyadékokban

A két technikaval mért K értékek atlagat, és a total FXllLAs FXIII-B;
koncentracidok atlagat hasznélva meghataroztuk aplexben 1é% FXIII-A, és a
szabad FXIII-A mennyiségét a plazmaban. A szamitas alapjan adl-BXI
korulbelil 1%-a az FXIII-B-hez nem kotve, szabad formaban talalhaté. Ezt a
megle@ felismerést kisérletekkel tAmasztottuk ala. A adabs a komplexben lév
FXIII-B-vel egyarant reagalé anti-FXIII-B monoklolig antitest segitségével
immunabszorpciéval 11 egészséges oOnkéntes plazohajédljes mértékben
eltavolitottuk az FXIII-AB,-t és az FXIII-B-t. Az FXIII-A ,B; telies mennyiségének
eltavolitasat nagy érzékenysedLISA-val bizonyitottuk. Az ELISA 0,003 nM
FXIII-A 7B, detektalasi hatarral jellemeztiegami megfelel a plazma atlagos FXIlI-
A,B; koncentracidja 0,004%-anak. Ezzel a mddszerrégnamundepletalt plazmaban
FXIII-A 2B, nem volt kimutathaté. Az immundepletélt plazmakig06+0,49 nM
szabad FXIlI-A-t mértink, azaz a plazmaban talalhatd FXI}I-B38+0,55%-a
szabad formaban kering. Ahhoz, hogy ellerziik a megallapitott Kvaliditasat, a
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kalkuladlt és a meért szabad FXIII A értékeket egyarant o©sszehasonlitottuk
cerebrospinalis folyadékban és konnyben is, melgeklaz FXIIl alegységek
koncentraciéja legaldbb 3 nagysagrenddel alacstnyatint a plazmaban. llyen
korilmeények kozott varhatd, hogy sokkal magasabbzabad FXIII-A aranya.
Valéban, mind a kalkulalt, mind a meért értekek 8®8tett voltak, és megfelél

egyezest mutattak.

A plazmaban l&¥ szabad FXIII-A mikédoképes

Azon kérdés megvalaszolasara, miszerint a plazmablen Iév szabad
FXIII-A ; funkcionalisan intakt-e, az FXIlI-MB,-mentesitett plazmat trombinnal és
Ca*-mal kezeltilk, majd a kialakult alvadék fibrin kez&otottségét analizaltuk. A
nem-depletalt plazmaban (P) a fibrjplancai teljes dimerizaciot, mig az-lanc
polimerek (ip) eds keresztkodtés kialakulasat mutattak. A fibrin @nkeresztkotesét
az FXIlla inhibitor jédacetamid (IA) megakadalyoztsz immundepletalt plazmaban
(DP) ay-lanc dimerek {-y) transzglutaminaz-dependens kialakulasa jél délie&to
volt, mely bizonyitja, hogy a szabad FXIILArombinnal és Cd'mal aktivalhato,
azaz képes aktiv transzglutaminazza alakulni. Etben a nem-depletalt plazmaval
itt csaky-lanc dimerek képtek, ap nem volt detektalhaté a koncentralt gél dels
részében. Ez nem volt megle@ y-lanc dimerizacié egy igen szenzitiv indikatora az
FXllla aktivitAsanak, mig az-lanc polimerizaciohoz sokkal magasabb FXllla
koncentracié szikséges, és egy sokkal lassabbnialyamint ay-lancok kozotti
keresztkotés kialakulasa. A fibrin keresztkotés tamata az immundepletélt
plazmaban j6l megfelel annak az eredménynek, nilgzeplazmaban mindésszesen
az FXIII-A; kb. 1%-a van szabad formaban. A kévetkkgrdésiink az volt, hogy a
szabad FXIII-A nem-aktivalt, vagy aktivalt allapotban van-e. Ez&érdés
megvélaszolasahoz a fibrin alvadék kialakulasabkabin moojeni-vel (B) és C&
mal idéztik & az immundepletalt plazmaban. A batroxobin moojehasitia a
fibrinrél a fibrinopeptid A-t, de a fibrinopeptid B-t nems nem aktivalja az FXIllI-at.
Mivel C&* jelenlétében a plazméban endogén trombin iz ennek aktivitasat a
batroxobinnal végzett kisérletekben hirudinnal ¢fdjoltuk meg. llyen rendszerben a
fibrin lancok kozott nem alakult ki keresztkotésyiazt jelzi, hogy a szabad FXIII-A

a plazméban nem-aktivalt forméban kering.
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Az aktivalt FXIIl és szubsztratjai kdlcsdnhatasanasqgalata

A szubsztrat peptid analdgok reverz fazisut HPLC-w@térs tisztasag
vizsgalata minden esetben minimum 95%-osnak bidgnyMALDI-TOF-fal

meghatarozott molekulatomeguk a kalkulélt molekirtztggel megegyezett.

Az N1-0,PI(1-12) N-termindlis szakaszan létrehozott szikist mutaciok

hatasa a kinetikai konstansokra

Amint azt mar korabban kozéltek, az acil donor Ghkezparaginnal valo
helyettesitésével az NdP1(1-12) peptid elvesztette FXllla szubsztrat wdegsagat,
az ilyen modon médositott peptiddel transzglutamiaiéivitas nem volt mérhét Ez
azt is jelenti, hogy a GIn4 nem szolgal acil-dohetyként. Az GIn4 Asp-nal valo
cseréje eredmeényeképpen kapott dP1(1-12; 4N) peptiddel meért emelkedett, K
erték a ks érték szignifikans valtozasa nélkil azt sugalljakigy a GInd oldallanc
részt vesz az enzim-szubsztrat kdlcsonhatasbamene befolyasolja a bekddott
szubsztrat katalitikus atalakulasanak sebességganazglutaminaz reakcioban az N-
termindlis Asnl fontossagat vilagosan mutatja, heligvolitasa, vagy alaninnal val6
helyettesitése drasztikusan megvaltoztatta a keiepiaramétereket. Az Nd,PI1(2-
12) esetében a 9-szer magasabh &ték és a katalitikus sebességi konstans
csokkenése egyutt oridsi, 1/30-adara valdé csokkeméesiményezett a katalitikus
efficienciaban. Az AsnlAla csere a,K-szeres ndvekedéshez vezet. Ez azt mutatja,
hogy az aszparagin oldallanc — sokkal inkabb, n@im2-hdz koététt aminosav
jelenléte — elddleges fontossadgu a szubsztrat FXllla-hoz tértédtodésének
elésegitésében.

GIn2 kozeli aminosav oldallancok FXllla-val valo lés$onhatasanak

bizonyitasa proton NMR technikaval

5,5-0s pH-t és 290 K-t alkalmazva az NMARI(1-12) amid jelei élesek és jol
feloldottak, am a pH 7,4-re és &mérséklet 310 K-re ndvelésekor kiszélesedtek, ami
a viz protonokkal egy felgyorsult kémiai kicsédtst jelez. Az oldoszéitarnyékolt
amid protonok Bmérséklet fliggése vagy mas téren athatdé (NOESXskihatasok
alapjan, a szabad peptid nem rendelkezik masodlaggeskezettel, nyujtott

konformécidéban van. A szabad peptitl-NMR spektruméat 6sszehasonlitva az
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FXllla-val komplexet alkotdé peptid spektrumaval -gyanazon kdrtlmeényeket
alkalmazva (pH=7,4, T=310 K) - a legfaibbb kilénbség a spektrumok amid
régiojaban figyelhét meg. FXllla jelenlétében a spektrum ezen régiGgaohlit
ahhoz a spektrumhoz, amit a szabad peptiden vetdlirfik5-6s pH-n, 290 K-en. Az
N1-a,PI(1-12) FXllla-val valé kdlcsonhatdsanak fizioldgi pH-n vald
tanulmanyozasakor figyelembe kellett venniink, hdoiggszter kotés alakul ki a
glutamin oldallancok k6zott és az aktiv hely tisbportja kdoz6tt, mely hidrolizal, s
igy a GIn2 atalakul Glu2-vé. 7,4-es pH-n a termé&krazaz az NIxPI(1-12; 2E)-
nak, ugyanolyan kiszélesedett amid jelei voltakptnai szubsztratnak (a dolgozatban
nem mutatjuk be). Ez a megallapitas igazolja, hagyXllla jelenlétében az amid
proton spektrumban bekdvetkezett valtozasok nemubsztrat-termék atalakulasnak,
hanem az NIxPI(1-12) FXllla-val valé koélcsdnhatasanak koszotbkt A jol
feloldott amid proton jelek mutatjak, hogy az anhigdirogének hidrogéen-kétésben
vannak, vagy az oldészer molekulak szamara nemafértebk a peptid-fehérje
komplexben. Szintén megfigyelléetolt, hogy az N1a,PI(1-12) peptid N-terminalis
szakaszan bizonyos oldalldnc proton rezonancigjaiekezetesen az Asfil€s a
GIn2,4y, szintén nagy mérték eltolédast mutattak az FXllla jelenlétében. A
rezonanciajelek kémiai eltolédasaban észlelt vattok azt tlkrozik, hogy a lokalis
kémiai kornyezet az FXllla jelenlétében lényegeseegvaltozik. Az NMR és a
kinetikus adatok egyittesen bizonyitjdk az Asnlaé&ln4 oldallancok tdmogato
szerepét a szubsztrat enzimhez valédéséeben.

Az N1-a,PI(1-12) C-termindlis szakaszan létrehozott szkust mutacidok

hatdsa a kinetikai konstansokra

A peptid C-terminalis része — nevezetesen a 7-i2lusmok — esszencialis
szerepet jatszanak a szubsztrat aktiv enzimhez kitinésében és a katalitikus
aktivitdsban. A dodekapeptid sorozatos C-terminédidditése a mért enzimatikus
aktivitas fokozatos csokkenését, a 7-nél kevesehimasavat tartalmazd peptidek
esetében pedig a telles megssét eredményezte. A C-terminalis lizin (K12)
eltavolitAsa majdnem 3-szoros ndvekedést okozitt artekében, ad: szignifikans
valtozasa nélkil. Ez a megallapitas azt sugalliagyha Lys12 hozzajarul a
dodekapeptid kédéséhez, viszont nem fontos az enzimatikus aksiviid. A

kovetked két leucin (Leull, LeulO) egyesével tofieeltavolitasa mérsekelt és
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fokozatos emelkedést okozott a, Kertékében és élesebb csokkenést a katalitikus
efficienciaban. Annak érdekében, hogy kilonbséggyink a két leucin szerepe
kozott, kualon-kalon az egyiket vagy mindKkittalaninnal helyettesitettik. Mindkét
aminosav csere megnovelte g, Kertékét a kg szignifikans véaltozasa nélkil. A
drasztikusabb ndvekedés g Krtékében az Ni-PI(1-12; 10A) varians esetében volt
tapasztalhatd, mely azt sugallja, hogy a LeulO itetlhs metil csoportja sokkal
fontosabb az enzim-szubsztrat kapcsolatban, mibewl1-é. Ezt a kdvetkeztetést
alatdmasztjak az Na,PI(1-12; 10,11A) varianssal - melyben mindkét latici
alaninra cseréltik - kapott eredmények is, melyagjan a k, hasonlé a NIx,PI(1-

12; 10A) varianssal kapott Khez. A Thr9 eltavolitdsa az NiPI(1-9)-61 nem
befolyasolta szignifikhnsan a.Kértékét, am csokkentette g.dét. Ahhoz, hogy
megvizsgaljuk e polaris -OH csoportot és termindtstil csoportot tartalmazo
treonin funkcidjat, a nem-trunkalt peptidben kiédtik a polaris csoportot igen,
viszont terminalis metil csoportot nem tartalmazérsre, vagy a rovid lancu, metil
csoporttal rendelkéz apolaros alaninra. Erdekes modon mindkét helyiedtes
csokkentette a K értékét, és az N&,PI(1-12; 9S) varians esetében a katalitikus
efficiencia magasabbnak bizonyult, mint a modositat eredeti szekvencigju

dodekapeptid esetében.

Az FXllla és az N1a,PI(1-12) koélcsdonhatasdnak vizsgalata STD NMR

technikaval

Az STD kisérletben a receptor fehérje szelektivan kesugarozva (telitve)
egy, a ligandum rezonanciajef@itmentes spektralis régioban. A 2,0-5,0 mp-es
telitési idy alatt a magnesezettség atvitele torténik a recgptatonjairdl a kotott
ligandum fehérjéhez kozeli protonjaira. Az STD dpakban lathatd rezonanciajelek
ezen fehérje kozeli ligandum protonoktdl szarmaznaidtenzitdsuk aranyos a
kélcsdnhatas ésségével. Az FXllla-NIxPI(1-12) komplex STD 'H-NMR
modszerrel tortéh tanulmanyozasa soran detektalt STD csucsok a riirtélis
leucinok metil csoportjaitdl szarmaznak. A méréthdatdképessége nem képes
kuldnbséget tenni a LeulO és a Leull kozott. Tovabbdetektalt gyengébb STD
csucsok a Thr9 metil, ill. az egyik leucin metil&oportjahoz rendelhit. A
spektrum az els fél oraban rogzitett adatokat jelenti, mely alattszubsztrat

koncentraciéja — ahogy azt tandem tdmegspektroavetdris meghataroztuk — 20-rol
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2 mM-re csokkent. Az utobbi koncentracio még mindligzer magasabb, mint a,K
ertéke, és megtartja az enzim szubsztrattal véilketteégét. Majd parhuzamosan az
N1-a,PI(1-12) NleayPI(1-12; 2E)-vé tortah tovabbi transzformacidjaval, a jelek
fokozatosan gyengulnek, majd (glhek. Megegye®en a kinetikai adatokkal, az
eredmények arra engednek kovetkeztetni, hogy aernmatiekularis hidroféb
kdlcsbnhatasok az Nd,PI(1-12) C-terminalis aminosav oldalldncai és azlliX

hidroféb régidi kozott igen fontos szerepet toltebe a kotés kialakulasaban.
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MEGBESZELES

A két kiulonbos technikaval kapott eredmények vilagosan mutatj@igy az
FXII alegységek kdlcsonhatasat fov-os nagysagreridk 4 értékkel jellemezhetjiik,
ami nagysagrendekkel alacsonyabb, mint a korabliedltk kotdesi allandok. A
meghatarozott K a nagy affinitdsi antigén-antitest kdlcsénhatéasojedlemz
tartomanyban van, és egy nagyon szorogdésre utal az FXIII-A és az FXIII-B
kozott. Altalanosan elfogadott tény, hogy a plazamahz FXIII-A telies mennyisége
komplexben van az FXIII-Bvel. Ezzel szemben agl€rtéken és az FXIII alegységek
plazma koncentracioin alapulé szamitasaink arraedted kovetkeztetni, hogy a
szoros kaidés ellenére az FXIII-Aegy kisebb frakcidja (korulbelll 1%) szabad
formdban, nem-komplexben kering. A szabad FXHIj&lenlétét kisérletekkel is
megebsitettik. Konnyben és cerebospinalis folyadékban Flll alegység
koncentraciok minimum harom nagysagrenddel alacsupgk, mint a plazmaban.
Ennek megfelélen az emlitett testfolyadékokban a szabad FXjlladanya joval
magasabb a plazmédban mért értékhez képest. A mpigdtt Ky érték azaltal is
megebsitést nyert, hogy a szamitott és a mért szabat-PXlj6 egyezést mutatott a
harom testfolyadékban. Kimutattuk azt is, hogy atreabad FXIII-A az FXIlI-nak
nem degradalt, hanem funkcionélisan intakt formagm aktiv, de trombin és €a
hatdséara aktivva valik és képes a fibrin kereseidgie. Az eddigi ismereteink alapjan
csak spekulalni tudunk a plazmabandl&zabad FXIII-A élettani jelertiségéél. Az
FXIII-A, az FXIII-B, hianyaban nem igényli az aktivacios peptid eltdssht az
aktivacio létrejottéhez. A nem-hasitott FXIILAegy lassu proteolitikus aktivacion
megy keresztiil, mely Gaés NaCl jelenlétében megy végbe a plazméban. Bz
proteolitikus aktivaciot a firbinogén gyorsithatjgvekkel ezeitt leirtak a nem-
aktivalt plazma FXIII fibrint és fibrinogént kere&dté gyenge “konstitutiv”
aktivitasat. Erdekes volna, ha ez a konstitutivivithis éppen az FXIIl-A szabad
frakcigjanak lenne tulajdonithaté. Ennek a felgtébnek latszélag ellentmond, hogy
az immundepletalt plazmaban - mely kizardlag szabXdlI-A ,-t tartalmaz - a
batroxobin altal alvasztott plazmaban a fibrin naresztkotétt, azaz a szabad FXIII-
A, nem aktivalodott. Elképzelltetazonban, hogy a nem-proteolitikusan aktivalt
szabad FXIII-A kotdik sejtes elemekhez vagy fibrin(ogén) szalakhozzital a
plazmabdl elinik. Lehetséges az is, hogy az Ujonnan kdp# fibrinben ez a sokkal

kénnyebben aktivalhatdé plazma FXIII frakcié hozzaiéa fibrin y-lancok rendkivil
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gyors keresztkotéséhez.

Az N1-a,-Pl egy kival6é glutamin, &m nem lizin donor szubdiid az FXllla-
nak. A véralvadas folyaman az FXllla gyorsan keilgstz az a,-Pl-t a fibrin a-
lancdhoz, majd a fibrima-lanc-Nlo,-Pl heterodimerek inkorporalédnak a nagy
molekulatomed a-lanc polimerekbe. A fibrinhez kététt Nd-Pl megtartja teljes
plazmint gatlo kapacitdsat. Mara mar vilagossa, \algy az intakt NIx,-Pl-ben az
egyetlen acil donor glutamil oldallanc az N-terntimd@ész utols6 ékti pozicidjaban
l[évé GIn2. Jéllehet ha a GIn2-t kiiktattak a Q2A M1PI mutans fehérjében harom
tovabbi glutamin donor helyet talaltak a molekuld-e5, 419-es és 447-es
pozicidiban, ezek kinetikus hatékonysaga sokkaisalayabbnak bizonyult a GIn2-
nél. A propeptid jelenléte miatt az MiLPI igen gyenge szubsztratja az FXllla-nak.
A propeptid mindossze utolsé harom C-terminalis revsavanak az Na&-Pl N-
termindlis végéhez valo kapcsolasa mar elegeekl bizonyult ahhoz, hogy
meggatolja fibrinhez val6 keresztkotését.

Jelen tanulmanyban megvizsgaltuk az FXllla &§RI(1-12)-vel |étrejov
kélcsonhatasanak molekularis mechanizmusat. AzpPI(1-12) kivaléo szubsztratja
az FXllla-nak és kompetitiv. médon gatolja az OLRI fibrinhez tortéd
keresztkotését. Az N@-PI(1-12) altalunk mért kinetikai paraméterei j0 epgst
mutattak a korabbi tanulmanyokban k&zolt adatokkad;, érték azonosnak bizonyult
az N1a,Pl N-terminalis szakaszaval megegydsb tagu oligopeptid (Nd-P1(1-15))
Km értékével. A Cleary és Maurer altal az bifRI(1-15)-re megallapitott
alacsonyabb J: és katalitikus efficiencia értékek valosiieg a fagyasztott és
Ujraolvasztott FXllla prepardtumok hasznélatanakgy esetleg az utols6 harom
aminosav gatlé hatdsanak volt kbészothet

A korabban 6,5-6s pH-n kivitelezett NMR tanulmankakszemben az FXllla
N1-a,PI(1-12)-vel valé koélcsbnhatasét fiziologias pH-mnilmanyoztuk. Az
interakciét egyérteliren demonstraljak az Nd,PI(1-12) spektrum amid régidjaban
bekovetke# szembediné valtozasok. Az NIx,PI(1-12) peptid fiziologias pH-n is
éles amid jeleket ad az FXllla jelenlétében, migllIBX hidnydban viszont
kiszélesednek a szignalok. Ez arra enged kovetkezteogy az az enzim szubsztrat
komplexben az amid protonok az oldoséertlzartak, és gatolt a vizzel valo

kicserébdésuk.
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Megvizsgéltuk az NIx,PI(1-12)-ben az N-terminalis aminosavak szerepert a
FXIllla-val val6é kdlcsénhatasban. Ahogyan arra szatnink, a Q2N valtozas teljesen
megszintette az enzimatikus aktivitast. Egy korditatasban beszamoltak a GIn4
tamogatd szerep@ly melyet megefsitettiink. Megjegyzergéd hogy az FXllla két
masik természetes szubsztratjanak is van a regktigmintdl C-termindlis iranyban
elhelyezked glutamin reziduuma. “Fag-display” technikaval é#tozott peptid
konyvtar segitségével tbébb olyan FXllla szubszwrdlt azonosithatd, mely ezen
poziciéjaban glutamin reziduum talalhat6. Dras&ikadltozast akkor tapasztaltunk a
kinetikai paraméterekben, amikor az Asnl-et alaainhelyettesitettiik, vagy
eltavolitottuk ezzel eléként bizonyitottuk az Asnl fontossagat az ®P4 N-
termindlis peptid FXllla-val val6 koélcsdonhatasabak.proton NMR-rel detekalt
Asnl{l proton jelének kis mértékeltolodasa szintén alatamasztja ezen reziduum
fontossagat, és utal a szubsztraikoteget korllve§ polaros csoportokkal tortén
kolcsbnhatasra. Erdekes modon, az FXllla szamartagadisplay konyvtarbol
szelektalt 28 preferalt szubsztrat kozil 24 szekigdban szintén csak egyetlen
aminosav €izi meg a reaktiv glutamint, melyek nagy része Hibtarakterinek
bizonyult. Osszefoglalva, az Asnl-enk nagy szenrepe az Nila,Pl(1-12) FXllla-
hoz val6 kobdésében, és a GIn4, ill. talan a Glu3 oldallandadggtitt direkt mddon
vesz részt a reaktiv glutamin aktiv helyhez valdo#ésében a szubsztrat-&ot
Uregben.

Marinescu €s munkatarsai az NaP1(1-15) peptidél felvett 1D proton NMR
rezonanciajelek szélesedéseinek kimutatasaval D aNOE-atviteli (‘transfer
NOESY’) spektrumok segitségével, indirekt bizorkdteszolgaltattak a szubsztrat
peptid C-termindlis része és az FXllla kozétti kdlichatasra. Tanulmanyunkban, a
C-termindlisan trunkalt/cserélt szubsztratokkalaetgkinetikai kisérletekkel és STD
NMR-rel bizonyitottuk a transzglutamindz reakciéb&mtos szerepet betd|t
masodik szubsztrat-kdhely l1étezését. A katalitikus efficiencia fokozatsokkenése
parhuzamosan az aminosav reziduumok szamanak cstdéeeel, ill. hét reziduum
alatt a transzglutaminaz aktiviths megszinése tag@ien demonstralja az N1-
0,PI(1-12) C-termindlis részének fontossagat az RXiibz valé kaidésében. A
Lys12 eltavolitasa a Kertékét kb. 2,5-szeresére emelte meg, ami muatiasszu,
pozitiv tolté$i oldallancanak fontossagat az WNIPI(1-12) FXllla-hoz valé
kotodésében. Az STD NMR kisérletek demonstraljak adfddr kdlcsonhatasok
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kozremikodését az NIPI(1-12) C-terminadlis részének Kdesében, és
azonositottak a hidrofob interakciok @eges forrasaul szolgalé egy vagy két leucin
metil, esetleg metilén csoportjait. A szintetikusutédmsokkal végzett kisérletek
ramutattak a Leul0 fontossagara. Az STD NMR viztgél arra utaltak, hogy a Thr9
metil csoportja is részt vehet a szubsztrat esXdda-kozotti hidrofob kdlcsénhatas
kialakulasdban. A metil csoport eltavolitasa a Hen9 cserével azonban nem
valtoztatta meg a ckot, St a K, értékét lecstkkentettetehat a Thr9 metil
csoportjanak bizonyos hidroféb aminosavak oldabérad valo kdlcsbnhatasa kisebb
jelentbsédi az enzim-szubsztrat kapcsolat kialakitasaban.

Osszefoglalva, az FXllla acil-donor peptid/fehéspubsztratokra vonatkozo
irodalomban elérhétadatok, és a fentiekben részletezett eredményagidal gy
tinik, hogy a reaktiv helyhez térigkotodésen fell, a kilonbézoeptid szubsztratok
egy, az FXllla-n 1éé masodlagos kéhellyel is kdlcsonhatasba lépnek. Egy ilyen
mésodlagos kéhely ebsegitheti a szubsztrat peptid FXllla-hoz toéddtodését, es
a transzglutamindz reakcié katalitikus hatékonysagantvelését. A szignifikdns
konszenzus hianya a kulonldozhatékony glutamin szubsztratok dd&eges
szekvenciai kozott azt sugallja, hogy eltémasodlagos kéhelyek |éteznek a
kulonbo® szubsztratok szamara. Ezen dhitlyek feltérképezése jelésen
hozzajarulhat az FXllla-szubsztrat kolcsonhatassd az aktivalt enzim

transzglutaminaz funkcidjaval kapcsolatos ismenétesz.
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