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BEVEZETO

A transzglutamindzok (E.C. 2.3.2.13.) a fehérjék poszttranszlaciés mddositasat
katalizal6 enzimek, amelyek e(y-glutamil)lizin keresztktéseket hoznak 1étre a fehérjék vagy
polipeptid lancok glutamin és lizin oldalldncai k6zott. Emberben 9 transzglutamindz gént
azonositottak, ebbdl 8 kddol aktiv enzimet. A XllIla véralvadasi faktor (FXIIIa), keratinocita
transzglutamindz (TG1), szoveti transzglutamindz (TG2) és az epidermdlis transzglutaminiz
(TG3) jol karakterizalt fehérjék, de kevesebb informécidval rendelkeziink a prosztata
transzglutamindz (TG4), TGS, TG6 és TG7 enzimekrél. Az eritrocita 4.2 savfehérje nem
rendelkezik transzglutamindz aktivitdssal, a vOrds vértest membréanszkeletonjanak
felépitésében vesz részt. A TG2 az enzimcsaldd gyakran el6forduld tagja, amely sok szovet-
és sejtféleségben megtaldlhatd. A sejten beliill jelen lehet a sejtmagban, citoszdlban,
kiilonbozo sejtszervecskékben, vagy a sejthartydhoz kapcsolddva, de megjelenhet a sejt kiilsd
felszinén és az extracelluldris matrixban is. A humédn TG2 76 kDa-os fehérje, amely 688

aminosavval rendelkezik és a 20q12 kromoszémén levd, ~37 kb TG2 gén kédolja.

A TG2 szerkezete és miikodési mechanizmusa

A TG2 altal katalizalt transzamidalds acil transzfer reakcid, amelyben az aktiv
centrumban 1évéd Cys277 tiol csoportja reagdl a glutamin <y-karboxamid csoportjdval
l1étrehozva az acil-enzim koztiterméket. A kovetkezd 1épésben a lizin vagy primér amin €-
amino csoportja megtdmadja a tioészter kotést és felszabadul a keresztkotott termék. Ha amin
donor szubsztrit nincs jelen, akkor a viz is megtimadhatja a tioészter kotést és deamidalt
termék (glutamat) keletkezik. A reakcié sebesség-meghatirozé 1épése az acil-enzim
intermedier keletkezése. A transzamidalé/deamidalé funkcié mellett a TG2 kindz, protein
diszulfid izomer4z illetve GTP/ATP4z aktivitdsokkal is rendelkezik.

A humén TG2 4 doménbdl all, egy kozponti “core” domén, amely a Cys277-His335-
Asp358 katalitikus triddot tartalmazza, egy N-termindlis B-szendvics domén és két C-
termindlis PB-hordé6 domén alkotja. A nukleotid k&td zsebet a Phel74, Vald79, Met483,
Arg580, Leu582 és Tyr583 oldalldncai alkotjdk, és lehetdvé teszik egy molekula GTP/GDP
megkotését.

Fiziol6gids koriilmények kozott a TG2 két formdaval rendelkezik, GTP/GDP kotott
transzamidalds szempontjabdl inaktiv, zart formaval és Ca2+—k6t6tt, nyitott, aktiv formaval.
Az atmenet a zart €s nyitott forma kozott nagy konformacidvaltozassal jar, a C-termindlis -
hordé domének kb. 120 angstréomnyit elmozdulnak a core doménhez viszonyitva, létrehozva
egy csatornat, amely az aktiv helyhez vezet. A TG2 GTP/GDP kotott, zart formaban G

fehérjeként miikodik és bizonyos jelatviteli folyamatokban vesz részt, de amikor a



citoszolikus Ca’*-szint megemelkedik és a GTP szint csokken, a TG2 aktivalodik és

kersztkoti a sejt fehérjéit.

A TG2 altal katalizalt potencialis bioldgiai funkcidk

A TG2 multifunkciondlis enzim, amely véltozatos élettani szereppel rendelkezik. A
transzglutamindz enzimcsaldd tobbi tagjdval ellentétben, amelyeknek tobbé-kevésbé jol
meghatdrozott specifikus funkciéval birnak, a TG2-nek kiilonféle szerepe lehet. Mint
transzglutamindz moédositja a citoszkeleton fehérjéit (aktin, miozin, ROCK-2) és szerepet
jatszik a sejtek mozgdsaban €s adhézidjaban. Befolydsolja a gyulladdsos citokinek termelését
azaltal, hogy mddositja a szabad IkBa fehérjét, eldsegitve ezzel a NFkB sejtmagba vald
transzlokaciéjat, valamint az annexin I médositasdval noveli annak gétld hatasat. Sejttipustol
fliggéen a TG2 pro- vagy antiapoptotikus funkciéval rendelkezik. Amint az apoptdzis beindul
és a citosz6l Ca®* koncentriciéja megnd, a TG2 aktivdléddsa a szubsztrit fehérjék
keresztbekotését eredményezi oldhatatlan fehérje hdlot hozva 1étre. Nem tisztiazott, hogy
milyen szerepe van a TG2-nek a sejtek energiahdztartdsdnak szabédlyozdsiban, de a
foszfoglicerdt dehidrogendz, foszforiliz kindz, mitokondridlis akonitdz, o-ketoglutarat
dehidrogendz és a gliceraldehid-3-foszfat dehidrogendz enzimeket kovalensen mddositja és
egyeseknek csokkenti aktivitdsit. A hdsokk fehérjék csalddjaba tartozé hsp60, hsp70, hsp90,
hsp27 és krisztallin, valamint az ubikvitin ugyancsak szubsztratként szolgdlnak a TG2
transzglutamindz aktivitdsanak azt sugallva, hogy a TG2-nek szerepe lehet a rosszul
feltekeredett fehérjék elleni védekezésben.

Az enzim sejtmagba vald bekeriilése a hisztonok, SP1 transzkripciés faktor, androgén
receptor €s retinoblasztéma fehérje modositisdhoz vezet. Ezek alapjan feltételezhetjiik, hogy
a TG2 transzkripcids szabalyozé szereppel is rendelkezik. A TG2 jelen van a sejtek felszinén,
segiti a sejt-extracelluldris matrix kozotti kapcsolatokat dgy, hogy fibronektinhez és
integrinekhez kotddik, valamint médositja az extracellularis fehérjéket. Szerepet jatszik az
extracellularis matrix Aatalakuldsaiban és a sebgy6gyuldsban. A sejten kiviili keresztkotd
aktivitisa a jelatviteli utak felerdsitését/csendesitését eredményezheti, mivel hormonok
(inzulin, glukagon), hormonk&td fehérjék (IGFBP-1 és 3, tireoglobulin) és mds jelmolekuldk

(VIP, P anyag, hisztamin, szerotonin, efrinA, midkin) médosulnak az enzim hatdsara.

A TG2 szubsztrat preferenciaja a rendelkezésiinkre allé adatok tiikrében

A TG?2 fizioldgiai és patoldgiai szerepét igazan akkor érthetjiikk meg, ha megismerjiik a
TG2 in situ szubsztratjait, valamint azokat a hatdsokat, amelyek meghatdrozzdk a
szubsztratspecificitdst. Kezdetben a szubsztrdt glutamin és lizin oldalldncok koriili
szekvencidkat intenziven tanulmdnyoztik, hogy kideritsék a kiilonbdz6 oldallancok

jelenlétének a szubsztratok felismerésére gyakorolt hatdsat. A [-kazeinbdl szarmazé



peptideket vizsgdlva megallapitottdk a Val -5, Leu -2, Lys +2, Val +3, Leu +4 és Pro +5
jelenlétének fontossdgat. Mdasik tanulmanyban Osszehasonlitottdk a szubsztrat fehérjékben a
szubsztrat glutaminok szekvencia-kdrnyezetében el6fordulé aminosavakat. A toltott és
poldros aminosavak jelenléte a szubsztrit glutaminok szomszédsagdban azok felszini
elhelyezkedésiikre utalt. Gyakran két kozvetleniil egymas mellett levd glutamin szolgalt
szubsztratként és sok esetben a szubsztrat glutamin a fehérje N- vagy C- termindlisdhoz kozel
helyezkedett el. A P anyag-analégok vizsgalataval ujabb részletekre deriilt fény a szubsztrat
glutamin szekvencia kornyezetét illetéen. A prolin +1 pozicidban gatolta, mig -1 poziciéban
segitette a szubsztrat felismerését. Az aszparagin €s glicin segitette, mig a pozitiv toltési
oldallancok +2 vagy +4 poziciéban nem voltak hatdssal a szubsztritfelismerésre. Coussons €s
mtsai. a szubsztrat glutaminok kornyezetébdl hidanyzé oldallancokat vizsgaltdk. A PDB
adatbazisban megtaldlhaté kristdlyszerkezeteket tanulméanyoztik, de az eredményeket
szekvencia szinten interpretdltdk hangstilyozva a pozitiv toltések fontossdgat, mint gatlé
tényezOket, a szubsztratok felismerésében.

A novényi eredetli raktirozé fehérjében, a gliadinban, a TG2 a QxP szekvenciat
részesiti eléonybe a QP és QxxP szekvencidkkal szemben. A keletkezett deamiddlt peptid
antigénként szolgdl, és immunreakciét indukdl coelidkids betegekben. A prolin fontossdgat
mds kisérlet is megerdsitette, ahol fag bemutatd konyvtarat alkalmaztak a TG2 éltal preferalt
szekvencidk keresésére. Az enzim leggyakrabban a QxPoD(P), QxPg, és QxxoDP
szekvencidkat (¢ a hidrof6éb aminosavakat jeloli) médositotta.

A lizin  szubsztritpreferenciar6l  kevesebb  informdciéval  rendelkeziink.
Megillapitottdk, hogy az enzim kevésbé szelektiv a lizin szubsztratokra nézve és nagyobb
tolerancidval bir a szubsztritokban levd szerkezeti eltérésekkel szemben. A glutaminok
szubsztratpreferencia vizsgdlatdhoz hasonldan, a lizin szubsztratok esetében is megvizsgaltdk
a  szubsztrdt  oldallincok  kornyezetében  el6fordulé  aminosavak  hatdsit a
szubsztratspecificitdsra. A modositott oA-krisztallin szekvencidkon végzett kisérletek
bizonyitottdk hogy a szubsztrat lizinek elott elhelyezkedd prolin, hisztidin és triptofan
kevésbé kedvezd, mig a glicin és aszpartat jelenléte erdsen kedvezbtlen a szubsztratfelismerés
szempontjabol. A valin, arginin és fenilalanin valamint kisebb mértékben a szerin, alanin,

leucin, tirozin és aszparagin segitik a szubsztratfelismerést.
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MODSZEREK

Fag bemutaté konyvtar alkalmazasa

A peptideket kereskedelmi forgalomban 1évé random heptapeptideket tartalmazé fag
konyvtarbdl valogattuk ki, amely az M13 fig felszinén tartalmazza a kiilonbozé (2.8x10°
lehetséges varidco) szekvencidju heptapeptideket. A GST-TG2 fehérjét glutation-szefaréz 4B
gyongyokon immobilizaltuk €s haromszor mostuk, majd 0,5% BSA felhasznédldsaval
blokkoltuk. Az 5 mM CaCl,, 10 mM DTT, és 10 mL fagot (2)(1012 PFUs) tartalmazé 50 mL
reakcidelegyet a gyongyokhoz adtuk és 1 6ran at inkubaltuk folyamatos rdzogatds mellet. A
nem kotodott fagok eltavolitdsara a gyongyoket 10X mostuk TBST-vel, €s a kotott fagokat
100 mM glicin-HCl pH 2,0 pufferrel eludltuk, majd Tris-HCl pH 8.0 pufferrel
semlegesitettiik. Az euldlt fagokat E. coli ER2537 sejtekben amplifikaltuk, majd PEG/NaCl
segitségével tisztitottuk, titraltuk és a kovetkezé korokben (10" PFUs) haszndltuk. A
harmadik és negyedik korben a kotott fagok eldciéjdhoz 5 mM specifikus amin donor
szubsztratot, SBPA-t hasznaltunk és a keletkez6 fag klénokat felszaporitottuk, beldliik DNS-t

izolaltunk és annak szekvencidjat meghataroztuk.

ELISA

A véletlenszeriien kivalogatott plakkokbdl szarmazé fagokat amplifikédltuk és tisztitottuk,
majd a 260 nm-en mért abszorbancia-értékekbdl kiszdmoltuk a fag koncentricidjat. A
fagokbol higitdsi sort (10"-10 nM) készitettiink 0,5% BSA 10 mM DTT és 5 mM CaCl,
tartalmd oldattal. A 96-lyukd lemezeket 10 mg/mL GST-TG2-vel fedtiik be és BSA-val
blokkoltuk. Hirom TBST mosds utdn a fagokat tartalmazé oldatok 50 mL-t mértiik a
Iyukakba; 1 h at inkubdaltuk, majd 10x TBST-vel mostuk. A kotott fagok detektdldsara és
mg/mL tetramethyl-benzydine-el 10 percen at inkubéltuk majd kénsavas szinel6hivas utdn az

abszorbanciat Wallac 1420 Victor2 késziilék segitségével 450 nm-en olvastuk le.

In vitro transzglutaminaz aktivitasmérés

A TQG2 éltal katalizalt transzamidalds vizsgélatara a reakcidelegy S mM CaCl, 5 mM DTT és
1 mM 5BPA-t (amin donor) tartalmazott Tris-HCI pH 8.5 pufferben. A kiilénb6z6é glutamin
donor szubsztratokat kiilonb6z6é koncentracidban alkalmaztuk. Az amplifikélt fagokat 15%
glicerint tartalmaz6 Tris-HCl-ban oldottuk fel. A SGYGQQGQTPYYNQQSPHPQQQQP
peptidet 200 mM-ra higitottuk, és amin donorként SBPA-t vagy SBKP-t alkalmaztunk. A
térbeli aminosav mintdzat alapjan TG2 szubsztratként josolt fehérjék esetében a reakcidelegy
0,5 mM glutamin donor szubsztratot (orexin B vagy neuropeptid Y) tartalmazott. Az exendin

(amin szubsztratnak jésolt peptid) esetében a NQEQVSPLTLLK peptidet hasznaltuk glutamin



donor szubsztratként. Mindenik reakciot a rekombinans TG2 hozzaadasaval inditottuk és 1
vagy 2 6réan at inkubdltuk 37°C-on, majd 5 mM EDTA hozzdadésaval leallitottuk. A reakciok

termékeit Western blot vagy tomegspektrométer segitségével vizsgaltuk.

Western blot

Az 5x10'" fagot tartalmazé TG2 4ltal katalizdlt keresztkotés végtermékét 10% SDS-PAGE
gélen futtattuk. A fehérje sdvokat festettik és/vagy Immobilion-P PVDF membranra
blottoltuk. A biotinilalt fehérjéket HRP-konjugdlt streptavidinnel, majd kemilumineszcens

festéssel detektaltuk.

Tomegspektrometrias mérések

A folyadékkromatografidval kapcsolt tomegspektrometrids méréseket (nanoLC/MS) turbd
elektrospray ionforrdssal ellatott 4000 QTRAP nano LC/MS/MS tomegspektrométerrel
végeztiikk. A neuropeptid Y, orexin B és exendin 4-t tartalmazé mintdkat Zorbax 300SB-C18
oszlopra injektaltuk €s a komponenseket 0,5 uL/min atfolyasi sebesség mellett elvalasztottuk.
A SGYGQQGQTPYYNQQSPHPQQQQP peptid 100 mL-t RP-HPLC C18 Tagra oszlopra
injektdltuk és az elvélasztist 6 mL/min sebességgel végeztiikk. A keletkezd peptid tomeg

értékeket a gyarto altal rendelkezésiinkre bocsatott Analyst programmal azonositottuk.

Adatbazis lekeresés

A fag bemutatd rendszer alkalmazasaval szelektdlt heptapeptid szekvencidkat vizsgaltuk. A
konszenzus motivum megéllapitdsa utdn megvizsgiltuk a kérdéses motivum jelenlétét a mar
azonositott transzglutaminaz szubsztrit fehérjékben. Atfogébb keresésben, a GQQQTPY
peptidet, mint a fadgokon jelen levd reprezentativ szekvenciat, vizsgaltuk és BLAST keresés
segitségével olyan fehérjéket probaltunk taldlni a PIR adatbazisban (NCBI), amelyek
tartalmazzdk az emlitett szekvenciat. A legjobb taldlatot, az SWI1/SNF1 kromatin remodeling

faktorok csalddjat, tovabbi analiziseknek vetettiik ala.

Szekvencia és szerkezeti adatok

A szekvencidk Osszehasonlitdsdra és a rendezetlenség vizsgdlatara a szekvencia adatokat az
UniProt adatbazisbdl nyertiik. A térbeli kornyezet vizsgalatahoz hasznélt kristalyszerkezeti
adatok a PDB adatbazisb6l szdrmaztak. Az aminosavak felszini elhelyezkedését is
megvizsgiltuk €és 18%-os hatarértéket allapitottunk meg. Azokat az aminosavakat,
amelyeknek kevesebb, mint 18%-a volt a felszinen kitoroltiik a szerkezetbdl. A teljes és a

csak felszini elhelyezkedésli aminosavakat tartalmazé szerkezeteket kiilon-kiilon vizsgaltuk.



A TG2 szubsztrat szekvenciak osszehasonlitasa

A glutamin és lizin oldalldncok mindkét oldalan 5-5 aminosavnyi ,,ablakot” vizsgéltuk és a
SEQSTAT program segitségével Osszehasonlitottuk az egyes aminosavak eléforduldsi
gyakorisdgdt a szubsztrat illetve a nem szubsztrat oldallincok kornyezetében. Az
eredményeket khi-négyzet teszt segitségével elemeztilk €s a szignifikdns kiilonbségeket
értékeltiik. A szekvencia Osszehasonlitdsok sordn szubsztratként definidltunk minden olyan

glutamint, amelyet az irodalomban TG2 szubsztratként azonositottak.

A térbeli kdrnyezet tanulmanyozasa

A teljes és a csak felszini aminosavakat tartalmazé szerkezeteket elemeztiik az ATOMDIST
program segitségével a glutaminokra, illetve a lizinekre vonatkozéan. Az ATOMDIST
megszamolja, hogy a glutaminok esetében a delta C atomtdl (CD), a lizinek esetében, pedig a
zeta N (NZ) atomt6l szamitott 15 A sugari gdmbben, adott tdvolsdgra milyen és hany darab
aminosav taldlhat6. Mindenik aminosavat egyetlen atommal definidltunk. Ebben a
vizsgélatban az irodalom 4ltal effektiv szubsztratként emlitett oldallancokat szubsztratként, a

TG2 éltal nem haszndlt oldalldncokat, pedig nem szubsztratként definidltuk.

Statisztikai elemzés

Az ATOMDIST program eredményét statisztikai elemzésnek vetettiik ald. A 15 A sugard
gombben levd aminosavak szdmdt az indikdtor médszer szerint kédoltuk. Mindenik kédolt
véltozot kereszttdblazatba vittiik be és kiszamoltuk az esélyhdnyadost (odds ratio) és annak
95%-os konfidenciaintervallumét. Azokat a véltozokat, amelyek esetében az esélyhanyados
95%-o0s konfidenciaintervalluma nem tartalmazta az 1,0 értéket kivalogattuk, és tobbvaltozds
logisztikus regresszidval vizsgaltuk. A logisztikus regresszids analizisben szignifikdnsnak
bizonyul6 véltozokat felhasznéltuk a modellépitéshez. Az analizisiink ellenérzésére a ,leave-
one-out” mddszert hasznéltuk. A predikcié teljesitményének meghatirozasdhoz kiszamoltuk a
szenzitivitdst és specificitdst. A kiilonbozé predikciés modellek Osszehasonlitdsdhoz
elkészitettiik a megfeleld ROC gorbéket és kiszdmoltuk a gorbe alatti teriiletet (AUC).

A SEQSTAT program eredményeinek Osszehasonlitdsara khi-négyzet tesztet alkalmaztunk,

mig a rendezetlenség vizsgdlatanal Mann-Whitney U tesztet hasznaltunk.

A rendezetlenség vizsgalata
A szubsztrat fehérjék szekvencidjaban jelen levd rendezetlenség joslasira az I[UPred

(http://iupred.enzim.hu) és PONDR-VSL2 (www.pondr.com) prediktorokat hasznaltuk.

Rendezetlen régionak azt a szekvencia-részletet fogadtuk el, amelyet mindkét prediktor
rendezetlennek josolt. A kovetkezd 1€pésben azokat a fehérjéket vizsgaltuk tovabb, amelyek

tartalmaztak mind szubsztrit mind nem szubsztrat oldallincokat és a szubsztrat régio



rendezetlen volt. Ezen fehérjékben 10-10 aminosavat vizsgaltunk a glutamin ill. lizin
oldallincok mindkét oldaldn és megbecsiiltik a relativ rendezetlenség mértékét és a
rendezetlenséget eldsegitd aminosavak szamdt. A szubsztrat és nem szubsztrit oldalldncokra

vonatkozé eredményeket Mann-Whitney U teszt segitségével hasonlitottuk ossze.
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EREDMENYEK ES ERTEKELES

Az elmilt 40 év sordan tobb mint 130 fehérjérdl deriilt ki, hogy in vitro vagy in situ
koriilmények kozott részt vesz a TG2 4ltal katalizalt poszttranszlaciés médositasokban. Ezek
a fehérjék a sejtek kiilonb6z6 kompartmentjeiben, a sejtek felszinén vagy az extracellularis
térben helyezkednek el. A széles szubsztratspecificitds biztositja a TG2 véltozatos funkcioit,
ugyanakkor kiilonbozo szabdlyozo tényezok jelenléte sziikséges ahhoz, hogy az enzim csak az
adott bioldgia funkcidhoz rendelt szubsztratokat médositsa.

A TG2 szubsztritspecificitisanak vizsgalatit az eddig publikdlt szubsztratok
Osszegyljtésével kezdtilk, majd az informacidkat a TRANSDAB Wiki transzglutaminéz
szubsztrat adatbazisba rendeztiikk. Az adatbazisban 1évd kiterjedt szerkezeti informdacidkat
felhaszndlva megvizsgéltuk a TG2 szubsztratspecificitisat a szekvencia és a térszerkezet
szintjén. In silico és in vitro modszerek alkalmazdsidval megkiséreltiik felfedni e széles

szubsztratspecificitdssal rendelkezd enzim szubsztrat preferencidjat.

TRANSDAB Wiki - az interaktiv transzglutaminaz szubsztrat adatbazis

Az adatbézis készitésénél az volt a célunk, hogy olyan szerkezeti informdacidkat
tartalmazé adatbdzist hozzunk létre, amely adatokat szolgaltat a szubsztrat és nem szubsztrat
oldallincok mikrokornyezetér6l. Az irodalomban fellelhet6 szubsztrat fehérjéket és
interakcids partnereket Osszegyiijtottik és ezeket az informicidkat a TRANSDAB Wiki
(http://genomics.dote.hu/wiki) adatbdzisba rendeztiik. Az adatbazist web 2.0 feliileten
készitettiik kihaszndlva a wiki adta lehetdségeket, hogy az itt taldlhaté informdcidk kdnnyen
hozzaférhetd, jok kezelhet6 moédon élljanak a felhasznidlok rendelkezésére. Jelenleg a
TRANSDAB Wiki 247 szubsztratokrol szolé cikkel rendelkezik és tartalmazza a Xllla
véralvadasi faktor, TG1, TG2, TG3, TGS és a mikrobidlis transzglutamindz szubsztratjait és
interakciés partnereit. Kutatdsunk eldterében foként a TG2 transzglutamindz funkcidja all, de
az adatbazis a transzglutaminiz szubsztritok mellett tartalmazza a kindz és deamiddz

funkcidk szubsztritjait is.

A TG2 altal preferalt linearis szekvenciak vizsgalata fag bemutaté rendszer segitségével

A TG2 altal preferdlt glutamin szubsztrat szekvencidk kisziiréséhez fig bemutatd
rendszert alkalmaztunk, amely lehetové tette a rekombindns human TG2-hoz specifikusan
kotodd peptid szekvencidk kisziirését random heptapeptideket bemutaté fig konyvtarbol. A
fagok felszinén bemutatott peptidek hozzdkotodtek az immoblizalt TG2 fehérjéhez és a
kotodott fagokat alacsony pH-ju oldattal eludltuk a TG2 felszinér6l. A keletkezett fagokat
felszaporitottuk és a folyamatot megismételtilk annyi kiilonbséggel, hogy a madsodik és

harmadik korokben az elicidt specifikus amin donor szubsztrittal, SBPA-al végeztiikk. A
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masodik kor utdn a szelektalt fagok 46%-a tartalmazott egy vagy tobb glutaminnal rendelkez6
peptidet, de ez az ardny 75%-ra nétt a harmadik kort kovetéen. Osszesen 26 glutamint
tartalmazé peptidet azonositottunk. Annak eldontésére, hogy az azonositott peptideket
ténylegesen felhaszndlja-e az enzim szubsztratként, in vitro transzglutaminaz aktivitismérést
alkalmaztunk. Az 5BPA beépiilését a figokba Western blot segitségével vizsgiltuk. Az
MPPPMRS és LMAKPTR szekvencidt tartalmaz6 fagokat negativ kontrollként hasznaltuk és
esetiilkben nem tapasztaltunk 5SBPA beépiilést. A TG2 a GQQQTPY, GLQQASV és
WQTPMNS peptideket modositotta leghatékonyabban és a modositott peptidek szekvencidja
alapjan a  pQx(P,T,S)1 szekvencia motivumot taldltuk jellemzének a TG2
szubsztratfelismerése szempontjabol. Ez a motivum jelen van a mar azonositott szubsztrat
fehérjékben (TRANSDAB Wiki) és jol egyezik az irodalomban kozolt adatokkal. Hasonl6
szekvencidkat €s konszenzus motivumokat taldltak fontosnak mds fag bemutaté rendszert
alkalmaz6 kisérlet sordn, ahol a fagok felszinén megjelend dodekapeptideket glutamin donor
szubsztratként hasznaltdk a TG?2 éltal katalizalt transzglutamindlési reakcidoban. Az SBPA-al
jelzett preferalt szekvencidk alapjan a QxPoD(P), QxPo, és QxxeDP szekvencidkat (¢ a
hidroféb oldalldncokat jeldli) talaltak legkedvezdbbnek a TG2 szdmdra.

A GQQQTPY -szerii motivumok transzamiddldsa nativ peptidekben

A GQQQTPY peptidet, mint a fag konyvtarbol kiszirt, reprezentativ példat a TG2
altal preferdlt szekvencidkra, tovébbi vizsgélatoknak vetettik ald. BLAST keresés
segitségével olyan fehérjéket kerestiink a PIR adatbazisban, amelyek a GQQQTPY peptidhez
hasonlé régidkat tartalmaznak. A legjobb taldlatot reprezentidlé SWII/SNF1 kromatin
remodeling faktort, amely két GQQQTPY-szeri szekvenciit tartalmaz egyik konzervalt
glutamin-prolin gazdag régidjaban, tovabb vizsgéltuk. A
'SGYGQQGQTPY YNQQSPHPQQQQPPYS? szekvencidval rendelkezé 27-mer peptidet
megszintetizaltunk és  tomegspektrometridval kovetett, in vifro transzglutaminaz
aktivitisméréssel teszteltiik. A rekombindns humén TG2 szubsztratként haszndlta a peptidet
és a GIn6, GIn8 és GIn22 oldalldncokat mddositotta, azt sugallva, hogy a kombinatdrikus

modszerrel meghatarozott szekvencidknak in sifu relevanciaja lehet.

A TG2 altal preferalt szekvencia-kornyezet in silico vizsgalata

A szubsztrat fehérjékben jelen levo glutamin és lizin oldallancok koriili szekvencidkat
Osszehasonlitottuk, hogy  megvizsgidljuk az egyes oldallincok  szerepét a
szubsztratfelismerésben. A SEQSTAT program segitségével 96 szubsztrat glutamin koriili
szekvencidt hasonlitottunk Ossze 602 nem szubsztrat glutamin koriili szekvencidval és a
szignifikans kiilonbségeket tanulmanyoztuk. A glutamin a -1, -2, +1 pozicidkban sokkal

gyakrabban fordult eld, mint birmely mas aminosav, ugyanakkor a szubsztrat glutaminok N-
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termindlishoz kozeli elhelyezkedése is megfigyelhetd volt. A Gly -1 és Pro +5, a polaros Thr -
3, Gln +2, Ser +5, a pozitivan toltott Lys +2 jelenléte valamint a Leu -1 Ser +3 hidnya
szignifikdnsan gyakrabban fordult el6 a szubsztrat glutaminok kérnyezetében.

A lizin oldallancok kornyezetét hasonlé médon vizsgaltuk, 63 amin donor szubsztrat
szekvencidt hasonlitottunk Ossze 472 nem szubsztrat szekvencidval és a szignifikdns
eltéréseket értékeltiik. A szubsztrat lizinek gyakrabban fordultak elé a C-terminushoz kozeli
pozicidkban és a korabbi adatokkal 6sszhangban, a Pro -2 €s -3 valamint a pozitivan toltott
Arg -4, Arg +5, Lys -2, Lys +2 jelenléte szignifikdnsan gyakoribb volt a szubsztrat lizinek
kornyezetében. A Lys +1 jelenléte fontos gitld tényezdnek bizonyult és eredményeink nem
er6sitik meg a Grootjans és mtsai. altal részletesen tanulmdnyozott -1 helyzetben levd
oldallancok fontossdgat a szubsztratszelekci szempontjabdl.

A TG?2 szubsztrat felismerésére jellemz6 pQx(P,T,S)l motivum a szekvencia kdrnyezet
Osszehasonlitdsabol nyert adatokkal egyiitt sem tudja pontosan megmagyardzni, hogyan

vélasztja ki a TG2 az éltala hasznalt szubsztratfehérjéket.

A TG2 szubsztratspecificitasat meghatarozo térbeli tényezok

A TG2 szubsztrit-preferencidjanak felderitése érdekében a szubsztrat fehérjék
mdasodlagos és harmadlagos szerkezetét kezdtiikk tanulmdnyozni, hogy megtaldljuk azt a
térbeli format/alakot, amely a szubsztrat glutamin illetve lizin oldallancok térbeli
elhelyezkedésére jellemzd. VMD alkalmazdsdval meghatiroztuk, hogy a glutamin és lizin
oldallincok milyen masodlagos szerkezeti elemekben helyezkednek el. A szubsztrit
glutaminok inkdbb a turn régidkat kedvelik, és kisebb mértékben helyezkednek el béta
redokben, mig a szubsztrét lizinek gyakrabban fordultak el6 turn régidkban és béta reddben,

de kevesebb szubsztrit lizin taldlhato coil és hélix régidkban.

A harmadlagos szerkezeten alapulé logisztikus regresszios analizis

Megvizsgaltuk a kristdlyositott fehérjék térbeli szerkezetét és kiilon vizsgaltuk a teljes
szerkezetet és a csak felszini aminosavakat tartalmazé szerkezeteket. Mindkét tipusu fajlokat
az ATOMDIST bemend adataiként hasznaltuk €s a kimend adatokat logisztikus regresszidval
elemeztiik. A szubsztrat és nem szubsztrat oldallancok térbeli kérnyezete kozotti szignifikans
kiilonbséget azok az aminosavak jelentik, amelyeknek szerepiik lehet a TG2 szubsztrat
felismerésében. A szdmitdsok altal eredményezett, a glutamin CD és a lizin NZ atomjait6l
kiilonbozo tavolsagban taldlhaté aminosavaknak pozitiv vagy negativ hatdsa volt a szubsztrat

szelekcidra, segitve vagy gatolva az illetd oldallanc felhasznalasat TG2 szubsztratként.
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A glutamin szubsztratspecificitast befolyasolo térbeli tényezok

Amikor a szdmitidsokban a felszinen -elhelyezkedd aminosavakat tartalmazoé
szerkezeteket haszndltuk, a szdmos, kiillonb6z6 tdvolsdgra 1évé aminosav koziil a glutaminok
CD-t61 5 A-re levé Thr, 10 A-re levé Arg, His és Leu, 11 A-re levé Val és a 15 A-re levd Arg
és Phe fordultak elé szignifikdnsan gyakrabban a szubsztrat glutaminok kornyezetében. A
fenti aminosavak jelenléte pozitiv hatdst gyakorolt a szubsztratfelismerésre. Amikor a teljes
szerkezetet hasznaltuk a szamitasokban, a 10 A-re levé Asp, Gly és Phe, a 11 A-re 16v6 Ser, a
12 A-re 1év6 Val és a 14 A-re 1év6 Asn jelenléte gyakoribb volt a nem szubsztrat glutaminok
kornyezetében, azt sugallva, hogy ezen aminosavak csokkentik az illetd glutamin

szubsztratként torténo felhasznalasat.

A lizin szubsztratspecificitast befolyasolo térbeli tényezék

A felszinen elhelyezkedd aminosavakat tartalmazé szerkezetek tanulméinyozasandl
ugy tlint, hogy a Gly, Ser és Asp jelenléte jatszik szerepet a szubsztratfelismerésben. Egy Gly
és Asp jelenléte 6 A-re, egy Ser jelenléte 14 A-re és egy Gly jelenléte 15 A-re a lizin
oldallincok NZ atomjitol, segitette a szubsztratfelismerést. A teljes szerkezet
tanulmanyozdsandl tobb aminosav bizonyult fontosnak; egy His jelenléte 5 A-re, egy Ser és
egy Gly jelenléte 6 A-re, két Gly jelenléte 11 A-re, egy Pro jelenléte 12 A-re, két Asp
jelenléte 13 A-re és egy Gly jelenléte 15 A-re segitette az illeté lizin kivdlasztdsdt és

modositasat.

Moddszeriink egyik hatranya, hogy minden oldalldncot egyetlen atommal definidltunk.
Igy példaul a 14 A-re 16v6 Asn jelenléte azt jelenti, hogy az Asn gamma C atomja 14 A-re
taldlhat6 a glutamin CD vagy a lizin NZ atomjatol, és nem ad informéciot sem az oldallanc
térbeli helyzetérdl sem arrél, hogy milyen konformdcidban van az illetd oldalldnc a vizsgalt
glutaminhoz/lizinhez viszonyitva. Mddszeriink méasik hibdja a bemend adatok zajossdga. Az
irodalomban szubsztratként emlitett fehérjék szolgdlnak a vizsgélataink elsddleges bemend
adataiként, de ezek koziil kevés szarmazik nagyon pontos tomegspektrometrids mérésekbdl, a
szubsztratok nagy részét kiillonbozo érzékenységii modszerekkel azonositottak. Ezen
korlatozé tényezok mellett is a ROC gorbék esetében a gorbe alatti teriilet minden
predikcidndl nagyobb, mint 0,785, ami a mddszeriink jé predikcids erejére utal. A Thr
jelenléte 5 A, Arg, His és Leu jelenléte 10 A, Val jelenléte 11 A, Arg és Phe jelenléte 15 A
tavolsdgra és az Asp, Gly és Phe hidnya 10 A, a Ser hidnya 11 A, aVval hidnya 12 A és az Asn
hidnya 14 A tavolsagban segiti az illetd glutamin szubsztratként valo felismerését.

A lizin donor szubsztratok esetében a His jelenléte 5 A, Gly, Ser és Asp jelenléte 6 A,
két Gly jelenléte 11 A, egy Pro jelenléte 12 A, két Asp jelenléte 13 A, egy Ser jelenléte 14 A
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és egy Gly jelenléte 15 A tavolsagban pozitiv hatassal rendelkeznek, segitik a

szubsztratfelismerést.

Uj szubsztratok joslasa a logisztikus regresszids analizissel nyert adatok alapjan

Ismert volt, hogy a TG2 képes bizonyos peptid hormonok, mint inzulin, glukagon,
VIP, P anyag, ACTH és béta endorfin mddositisdra, ezért a tovdbbiakban néhdny neuropeptid
molekulat vizsgdltunk meg. A prediktor aminosavak jelenlétét vagy hianyat, mint szelekcids
kritériumokat felhasznalva 17, véletlenszeriien kivélasztott, neuropeptidet vizsgaltunk. A
vizsgalt és szubsztratként josolt peptidek koziil a neuropeptid Y, orexin B és exendin 4
peptideket tovabb analizdltuk és ugy taldltuk, hogy a TG2 mindharmat felhasznélja
szubsztratként. A neuropeptid Y és az orexin B a kozponti idegrendszerben taldlhatok és
szerepet jatszanak a taplalékbevitel szabdlyozasiaban. Az orexin B orexin receptorokon hatva
szerepet jatszik az ébrenlét szabdlyozdsdban. Az exendin 4 vagy exenatid a Glia monster gyik
nyalabdl szarmazik és GIP-1 inkretinhez hasonlé médon viselkedve szerepet jatszik a IL
tipusi diabétesz gydgyszeres kezelésében Byetta (Amylin, Lilly) néven. Természetesen,
tovéabbi kutatdsok sziikségesek annak kideritésére, hogy a fenti neuropeptidek szubsztratként
szerepelnek-e a sejten beliil, és ha igen, akkor milyen szerepet jatszik a TG2 funkcidik
szabdlyozdsaban. Egyik lehetdség a rendelkezésre 4ll6 aktiv (monomer) neuropeptidek

mennyiségének szabdlyozésa.

A rendezetlenség szerepe a szubsztrat felismerésben

Vizsgdlataink sordn a TG2 szubsztratfehérjéket két csoportba osztottuk, az egyik
csoport jol meghatdrozott kristilyszerkezettel rendelkezik, a mdsik csoport fehérjéi nem
rendelkeznek kristdlyszerkezettel, vagy ha rendelkeznek, akkor a szubsztrat oldallancokat
tartalmazd részek hidnyoznak a szerkezetbdl. A logisztikus regresszids analizist jol tudtuk
alkalmazni a kristalyszerkezettel rendelkezé fehérjék esetében a TG2 szubsztratfelismerése
szempontjabol fontos prediktor aminosavak meghatdrozdsidra, de a madsodik csoport
szubsztratjai vizsgalatdndl 4j megkozelités alkalmazdsa valt sziikségessé.

A rendezetlenség gyakran el6fordul a fehérjék szerkezetében és az esetek nagy
részében szabdlyoz6 funkcidkkal tarsul. A rendezetlenségnek fontos szerepe van a fehérje-
fehérje interakcidkban a kotddo partner felismerésében €s szerepet jatszik a fehérjék bizonyos
poszttranszlaciés moddositdsaban, mint a foszforilici6 és a deacetildlds helyének
felismerésében. A TG2 szubsztritok esetében a szubsztrat oldallanc gyakran helyezkedik el a
fehérjék N- és C-terminusai kozelében és sok esetben a szubsztrat régidkat nem lehet rontgen
krisztallografids mérésekkel meghatiarozni. Ezek az adatok arra utalnak, hogy a
rendezetlenségnek szerepe lehet a transzglutamindlds helyének meghatarozasdban is.

Hipotézisiink bizonyitdsdra megvizsgaltuk a szubsztrat fehérjék szekvencidjat és rendezetlen
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régidkat kerestiink. Eredményeink azt mutattidk, hogy a szubsztrit fehérjék mintegy felében a
szubsztrat régiok rendezetlen részben helyezkedtek el. Az eredmények tovabbi finomitdsa
érdekében minden olyan fehérjében, amely egyardnt tartalmazott szubsztrit és nem szubsztrat
glutamin illetve lizin oldalldncokat valamint a szubsztrat régié rendezetlen volt, a glutamin
illetve lizin oldallancok kornyezetét részletesebb vizsgdlatnak vetettiik ald. A 21 aminosav
hosszti szekvencia részletekben megbecsiiltiik a relativ rendezetlenség mértékét és a
rendezetlenségért felelds aminosavak szamat. Mind a glutamin, mind a lizin szubsztratok
esetében a relativ rendezetlenség és a rendezetlenségért felelds aminosavak szdma
szignifikdnsan nagyobb volt, mint a nem szubsztrit oldallincok esetében, igazolva
feltevésiinket, hogy a szerkezeti rendezetlenségnek szerepe van a TG2 szubsztrat

felismerésében.
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OSSZEFOGLALAS

A 2 tipusi transzglutamindz (TG2) a fehérjék Ca2+—fﬁgg6 poszttranszlacids
moédositasat katalizdld enzim, amely izopeptid kotéseket hoz 1étre a glutamin és lizin
oldallancok kozott. A TG2 tobb mint 130 azonositott szubsztrattal rendelkezik, de a pontos
szubsztrat felismerési mechanizmus még nem ismert. A szubsztritpreferencia vizsgilatihoz
Osszegyujtottikk az eddig azonositott TG2 szubsztratokat €s létrehoztuk a TRANSDAB Wiki
(http://genomics.dote.hu/wiki) transzglutamindz szubsztrat adatbazist.

A TG?2 altal preferalt szekvencidk vizsgalatira fag bemutat6 rendszert alkalmaztunk és
a random heptapeptideket bemutaté konyvtarbol kiszirtiik a rekombinans TG2-hoz kot6do
fagokat. A kapott peptidek szekvencidjaban leggyakrabban el6forduld, a szubsztrat
glutaminok kornyezetére jellemzo pQx(P,T,S)l konszenzus motivum &sszhangban van az
eddig azonositott szubsztratok szekvencidjaval. A pQx(P,T,S)l motivum jelenléte alapjan
szubsztratnak josolt SWI1/SNF1 kromatin remodeling faktor N-termindlis részletét
megszintetizaltuk és bebizonyitottuk, hogy a TG2 felhaszndlja szubsztratként. Eredményeink
azt sugalljdk, hogy a kombinatérikus moddszerrel meghatirozott szekvencidknak in situ
relevancidja lehet. Az fig bemutatdé rendszer mellett in silico médszereket alkalmazva is
megprébéltuk feltérképezni a szubsztrat glutamin illetve lizin oldalldncok kornyezetében jelen
levé aminosav oldallancok fontossagat, de sem az in vitro sem az in silico megkozelités nem
adott teljes magyardzatot a TG2 szubsztritspecificitdsara.

A TRANSDAB Wiki adatbdzisban taldlhat6 szerkezeti informdacidkat felhaszndlva
megkiséreltiink fényt deriteni arra, hogy milyen térbeli kritériumok szerint vdlogatja ki a TG2
szubsztratjait. A glutamin illetve lizin oldalldncok térszerkezeti elemzésébdl nyert nagy
mennyiségli adatot logisztikus regresszids analizis segitségével Osszehasonlitottuk és olyan
prediktor aminosavakat kerestiink, amelyek meghatdrozzdk, hogy mely oldallancokat
moédositja a TG2. A prediktor aminosavak jelenlétét vagy hidnyat, mint szelekcids
kritériumokat felhaszndlva sikeriil hdrom 4j TG2 szubsztratot azonositani.

Azokban a fehérjékben, amelyek nem rendelkeznek kristdlyszerkezettel a TG2
szubsztratspecifictdsanak egyik meghatirozo tényezdje a rendezetlenség jelenléte; a TG2
azokat az oldallancokat haszndlta fel nagyobb valészinliséggel szubsztratként, amelyek
rendezetlen régidban helyezkedtek el.

Az Osszegyljtott szekvencia és szerkezeti adatok 1j megvildgitisba helyezik e
véltozatos enzimaktivitassal rendelkezd fehérje szubsztratspecificitdsat. A sejtben a TG2
szamos kompartmentben fordul eld és transzglutaminiazként mitkodve valtozatos szubsztrat
fehérjéket modosit, de rendelkezik GTP/ATPaz aktivitassal, kindzként, protein diszulfid
izomerazként is milkodhet vagy a sejtek felszinén integrinhez vagy fibronektinhez

kapcsolodhat. A szubsztratok felismeréséhez sziikséges komplex fiziko-kémiai interakciok
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megértéséhez nem elég csak a linedris szekvencidban rejlé informacidkat hasznélni, hanem
szitkség van a térbeli szerkezetben kddolt informacidkra és a rendezetlenség jelenlétének

vizsgalatara.
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