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1. Bevezetés

1.1. A transzglutaminaz enzimcsaladtagok és aktivitasaik

A transzglutaminazok (TG-ok, EC 2.3.2.13), fehérjék poszt-transzlaciés modositasat
katalizal6 enzimek, amelyek legismertebb sajatsaga, hogy kalcium-fiiggé aktivitasuk révén
glutamin és lizin oldallancok ko6zott, N-g(y-glutamil)lizin kovalens izopeptid kotéseket
alakitanak ki. A transzglutaminazokra jellemzé az aktiv helyiikon talalhatd, Cys-His-Asp
aminosavakbol allo katalitikus tridd. A 9 human transzglutamindz csaladtag koziil a 4.2
savfehérje esetén a Cys-Ala csere, a csaladtag inaktivitasat eredményezi. A 8 katalitikusan aktiv
human transzglutaminaz kozé tartozik a transzglutaminaz 1-7 (hTG1-7), és a human XIlII-as
véralvadasi faktor A alegysége (hFXIII-A). Az enzimatikus aktivitasuk mellett a TG-0k a
sejtekben allvanyzati funkciokat is ellatnak, szerepiik van a membran integritasanak
fenntartasaban, szabalyozzak a sejtadhéziot és a jelatvitelben is részt vesznek. Az egyik
legrégebben ismert és legjobban tanulméanyozott csaladtag a hTG2, szerepet jatszik a
citoszkeleton szabalyozasaban, a sejt adhézidoban ¢és a koriilményektdl fliggéen a sejtek
tulélésében vagy apoptozisaban. A hTG1, hTG3, és a hTG5 foként a bérben vannak jelen, és
fontos szerepiik van a kornifikacioban. A hFXIII-A legismertebb szerepét a véralvadasban tolti
be, ahol a kemény alvadék kialakitasaban vesz f6leg részt. A hTG6 és hTG7 enzimekr6l nagyon
kevés informéacio all rendelkezésre. A ragcsalokban a TG4 a kopulacios dugo kialakitasaban
vesz részt, a hTG4 pedig prosztatadaganatok, és az l-es tipusti autoimmun poliendokrin
szindroma (APS1) kialakulasaval hozhato 6sszefiiggésbe.

A transzglutaminaz aktivitasok igen valtozatosak lehetnek, tobbféle GIn modositast
eredményezhetnek. Leggyakrabban a Ca?'-fiiggé transzglutaminaz aktivitasuk révén fehérjék
glutamin és lizin oldallancai k6zott izopeptid kotést alakitanak ki, de katalizalhatjak mono- és
poliaminok fehérjék glutamin oldallancaba torténd beépiilését is (transzamidalas, amin
beépiilés). Az eddig kevésbé tanulmanyozott izopeptidaz aktivitas nem teljes megforditasa a
transzamidalasnak, mivel az eredetileg szubsztratként funkcional6 glutamin glutamatta alakul

a fehérjében, amely a késdbbiekben mar nem képes reagalni az enzimmel.

1.2. A human FXIII-A

A hEXIII-A megtalalhat6 a vérplazmaban, valamint intra- és extracellularisan is. A vérben
heterotetramerként van jelen, amely két A és egy két B alegységbdl épiil fel. Az A alegységen
talalhato aktivacios peptidet a trombin hasitja, ezaltal az enzim katalitikusan aktivva valik. A B

alegység részt vesz az A alegység szabalyozasaban, és allvanyozo funkciot is betolt.



A hFEXIII-A 6sszetett funkcioval rendelkezik, de a legjobban tanulmanyozott funkciojat a
hemosztazis fenntartasaban tolti be. A véralvadasi kaszkad utolso tagjaként, az aktivalt hFXIII-
A izopeptid kotéseket alakit ki az addig csak mésodlagos kotések altal dsszetartott fibrinhdlo
molekulai kozott, ezaltal biztositja a vérrog mechanikai stabilitasat. Emellett a hFXIII-A a
fibrinolizis szabalyozasaban is részt vesz. Egyrészt a keresztkotések csokkentik az alvadék
hozzaférhet6ségét a fibrinolitikus enzimek szamara, valamint csokkenti a fibrin szalak
atmérdjét és strtiiségét. Tobb fibrinolizis inhibitort is beépit az alvadékba, azonban az
antifibrinolitikus hatas foként az o2-antiplazmin beépitésének koszonhetd. Ugyanakkor, a
hFEXII-A izopeptidaz aktivitisa révén a korabban izopeptid kotésen keresztiil a fibrin
molekulakhoz kapcsolt a2-antiplazmint izopeptidaz aktivitasaval képes ki is hasitani, ezaltal
gyorsithatja a fibrinolizist.

Emellett a hFXIlI-nak szerepe van még a graviditas fenntartasaban, a sebgyogyulasban,

------

szabalyozasaban Is.

1.2.1. A hFXIII-A aktivitas mérések klinikai jelentosége

Régota ismert, hogy a hFXIII-A nélkiilozhetetlen szerepet tolt be a hemosztazisban, és a
hEXIII-A rendellenességek stlyos vérzési problémakat okoznak. Ma Magyarorszagon évente
tobb mint 2000 ember hal meg trombozis kdvetkeztében. A trombozis megeldzésére véralvadas
gatlo szereket alkalmaznak, amelyek hatranya, hogy befolyasoljak a hemosztazist, és ezaltal
vérzékenységet okozhatnak. Nagy sziikség van biztonsagosabb terapias lehetéségekre.

A hFXII1-A gatlasa egy ki nem hasznalt lehetdség az antikoagulans szerek terén. A hFXIII-
A az egyediili véralvadasi faktor, amely meghatarozza az alvadék szilardsagat és félélet idejét.
Egy német cég, a Zedira GmbH kifejlesztett egy kis molekuldaja hFXIII-A inhibitort
(ZED3197), amely nyul modellben alkalmazva nem novelte meg a vérzés idejét, valamint nem
befolyasolta sem a trombin Szintet, sem pedig a vérlemezke aktivaciot. Tehat, ennek az
inhibitornak az alkalmazasdval a vérzés, mint mellékhatds nem jelentene gondot, ezaltal
igéretes gyogyszer jeloltnek tlinik, azonban a klinikai kiprobaldsa még varat magara.

Egy masik, véralvadasi rendellenességet, a hFXIII-A hianyt egy autoszomalis recessziv
rendellenesség okozza, amelyet €lethosszig tartd vérzékenység €s hibas sebgyogyulas jellemez.
A betegség molekuldris hatterét nagy heterogenitds jellemzi, amely hozzdjarul a betegség
kiilonboz6 sulyossagu megnyilvanulasaihoz. Tobb mint 60 hFXIII mutéaciot azonositottak,

valamint egyedi nukleotid polimorfizmusokat is leirtak, amelyek befolyasolhatjak a hFXIII-A



aktivitasat. Ezekben a betegekben a hFXIII-A szint és aktivitas meghatarozasa alapvetd
fontossagu.

A hEXIII-A aktivitasanak pontos, érzékeny mérése foként hFXIII-A hianyos betegek
esetében nagy kihivast jelent az enzim alacsony aktivitasabol kifolyolag. A hFXIII-A
izopeptidaz aktivitasanak mérése jo lehetéséget kinal a hFXIII-A aktivitasanak pontos, nagyon
érzékeny meghatarozasara a plazmaban. Tobb mérést is kifejlesztettek mar a hFXIII-A
aktivitasanak mérésére, de az enzim izopeptidaz aktivitadsanak mérését csak egy fluorimetrids
modszer teszi lehetévé, amelyben a Zedira GmbH A101-es terméke a szubsztrat. A hFXII-A
izopeptidaz aktivitasanak automatizalhato mérése nagyban elésegitheti a hFXIII-A hiany
diagnosztizalasat. Az izopeptidaz aktivitas detektalasanak egyediilallo elénye, hogy nincs
alternativ, parhuzamos reakcio és a szubsztrat atalakitasa mindig egy irdnyban torténik, mivel
a kialakult glutamat mar nem képes reagalni az enzimmel. Azonban a transzglutaminazok
gyakran fehérjéken fejtik ki hatasukat, igy a reakciok kinetikajat nem lehet megjosolni peptidek
vagy kis molekuldju amin szubsztritokat alkalmazva. Ezt bizonyitja, hogy korabban
kifejlesztettiink olyan hTG2 mutansokat, amelyek emelkedett izopeptidaz aktivitast mutatnak
peptid szubsztratokkal, de a fehérje-peptid alapti szubsztrat esetében ennek ellenkezdje volt
megfigyelhetd. A véralvadast a hFXIII-A aktivitdsdnak modositasan keresztiil befolyasold
hatdanyagok teszteléséhez, sziikség lenne fehérje-peptid alapt hFXIII-A aktivitds mérési

modszerekre.

1.3. A human transzglutaminaz 4

A TG4 egyetlen igazan jol ismert biologiai funkcioja a ragesalok kopulacios dugojanak
kialakitasa, kalcium-fiiggé transzamidaz aktivitasa révén. Az ejakulaciot kovetden a ragesalok
ondofolyadékaban 1évd fehérjék a ndstények hiivelyében, a him koagulalé mirigye altal
szekretalt enzim, a TG4 keresztkotd aktivitdsa kovetkeztében megalvad €és kemény dugot
képez, amely akar napokig is a méhszaj kozelében marad. Az ondoholyag és a koagulald mirigy
eltavolitasa a ragcsalokban megakadalyozza a kopulacidos dugd formalddasat, és az alom
méretét is csokkenti. Valoszintileg a kopulacios dugd a megtermékenyités utani eseményeket
is befolyasolja (beagyazodas, terhesség).

A réagcsalok jo kisérleti allatok az emldsok szaporodasanak vizsgélatahoz, igy a ragcsalod
TG4-et intenziven tanulmanyoztak. A legnagyobb eldrelépést az jelentette, amikor felismerték,
hogy a patkanyok kopulacios dugdjanak kialakitasaban résztvevd vezikuldz, vagy dorzalis

protein-1 egy transzglutaminaz csaladtag. Karakterizaltdk a patkany TG4 transzamidaz



aktivitasat és a poszttranszlaciés modositasait is azonositottak. Felismerték, hogy méar 0,1 mM
SDS is noveli az enzim aktivitasat, amely alapjan azt a kdvetkeztetést vontak le, hogy a TG4
lipid feliilethez kotodve fejti ki aktivitasat. Kimutattdk, hogy a patkany TG4 expresszidja
androgén fliggd, ugyanis a patkany kasztralasat kovetden az enzim mRNS expresszidja 80%-
kal csokkent. A patkdny TG4 GTP koto sajatsagat is felismerték, illetve azt is bebizonyitottak,
hogy az enzim N-terminalis része felelos a GTP kotéséért. Kimutattak, hogy a GTP gatolja az
enzim kalcium-fliggd transzamidaz aktivitasat. MDCK (Madin-Darby kutya vese) sejtekben
termelt TG4 nem szekretdlodott a sejtek médiumaba, feltételezhetden a poszttranszlacios
kiilonbségeknek kdszonhetden.

A ragcsald TG4-gyel szemben a human TG4 (hTG4) fiziologias funkcidja kevésbé ismert.
Legnagyobb mennyiségben a prosztata luminalis epitél sejtjeiben expresszalodik. A prosztatan
kiviil azonban kisebb mennyiségben jelen van a vizelet glomerularis membran vezikuldiban,
hasnyalmirigy sejtekben, valamint a nyalban is detektalhato teljes méretben és egy kb. 55 kDa
nagysagu fragment formajaban. Patkany és egér aorta és véna cava szovetekben szintén
kimutattak a TG4 jelenlétét, azonban az irodalomban nincs arra vonatkozo adat, hogy a human
aorta és vena cava szovetek is tartalmaznak hTG4-et. Patologias koriilmények kozott, mell,
hugyholyag, tiid6 és kolorektalis daganat sejtek is tartalmaznak hTG4-et.

A himivarsejtek antigén sajatsagai jol ismertek, amelybdl kifolyolag a nd1 nemi traktusba
jutva, idegen anyagként immun valaszt kellene kivaltaniuk. Ez olyan mértékben karositana a
himivarsejteket, hogy a megtermékenyités nem valosulhatna meg. Azonban mégsem ez
torténik, részben a TG4-nek kdszonhetden. Patkdnyokban és egerekben kimutattak, hogy a TG4
olyan immunszupressziv anyagokat kapcsol a spermiumok felszinére, amelyek meggatoljak a
ndstények immunreakcioit.

Egy human autoimmun betegség, az 1-es tipusti autoimmun poliendokrin szindroéma (APS1)
esetén a legtobb felnott férfi beteg esetében hTG4 ellenes autoantitesteket detektaltak. A
betegséget modellez6 him egerekben a TG4 ellenes immunitas destruktiv prosztatagyulladassal

A f6emlésok parzési szokasaival tobb anatdmiai tulajdonsag is Osszefliggésben van. Tobb
sperma fehérje, koztik a TG4 is adaptivan fejlédik a féemldsokben, és ez kiilondsen
szembetlind az ember €s a csimpanz Gsszehasonlitdsa sordn. A ragesalok kopulacios dugojaban
részt vevo gének funkciojanak latszolagos elvesztését tobb tanulmany is kimutatta, azokban a
fajokban, ahol alacsony vagy egyaltalan nincs jelen spermiumverseny. Az emberek esetében
valoszintlileg nem gyakran fordul elé spermiumverseny, mivel a legtobb human tarsadalomban

monogamia vagy poligamia jellemzd. A human sperma az ejakulaciét kovetden csak par percre
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gélesedik el, azt kovetden pedig ujra elfolydsodik. A human szeminalis folyadék f6 dsszetevoi
a szemenogelin I és II fehérjék. A human ondéfolyadékban is jelen van a hTG4, és transzamidaz
aktivitas is megfigyelhetd, azonban a szemenogelinek keresztkotése in vitro nem figyelhetd
tényez6. Mivel kopulacios dugo nem képzoédik az emberekben, igy a ragesalokban a kopulacios
dugo képzésében részt vevo fehérjék human ortoldgjai jelentds evollicios valtozason mehettek
at.

A human TGM4 ¢és a FI3A1 a transzglutaminaz enzimcsaladon beliil és mas génekhez
viszonyitva is magas mutacios rataval rendelkeznek és a leggyakoribb nem szinonim egyedi
nukleotid variaciok allél frekvenciaja a TG4 esetében a legmagasabb. Ez arra utal, hogy a TG4
evolicidés nyomasa a tobbi transzglutaminazhoz képest alacsonyabb. Elképzelhetd, hogy a
spermaverseny hianyaban a kopuldcios dugoban részt vevd fehérjék ortoldgjai olyan evolucios
valtozason mentek keresztiil, amely révén emberben mar elvesztették a kopulacios dugd
kialakitasahoz kothet6 funkcidjukat.

A hTG4 magas szintje Osszefiiggésben van a prosztatadaganat sejtek emelkedett
¢s a sejt matrix adhézioban. Rekombindns hTG4 kezelés vagy a hTG4 taltermelése
prosztatadaganat sejtekben az E-kadherin csokkentését eredményezte és a mesenchimalis
jellemzok kertiltek el6térbe az epitélidlis jellemzdkkel szemben. Valamint a sejtek motilitasa is
sejtekhez, amely arra utal, hogy a hTG4 fontos szerepet jatszhat a daganat sejtek és az endotél
kozti interakcioban. A hTG4 képes antagonizalni az IL-24 sejt novekedésre €s migraciora valod
hatasat prosztatadaganat sejtekben, valamint a RON-nal egyiittmiikodve ndveli a

A Cancer Genom Atlas alapjan a hTG4 expresszidja a primer prosztatadaganatok esetében
volt a legmagasabb, mas human daganattipusokkal Osszehasonlitva. A hTG4 expresszioja
primer tumorok esetében Osszefliggést mutat a betegség progresszidjaval. Azoknak a
betegeknek, akiknek a primer daganataban magas hTG4 expresszido van jelen, jelentsen
célpont lehet. Prosztata tumorral rendelkezd betegek spermaplazmaiban, amely legalabb 50
éves betegektdl szarmaztak, €s a szérum prosztata specifikus antigén szintjiik legalabb 4 ng/ml
volt, a hTG4 szintje magasabbnak bizonyult, mint az egészséges egyénektdl szarmazo mintak

esetében, igy a hTG4 a prosztatatumor biologiai markerként is szolgalhat.



2. Célkituzések

A hEXIII-A izopeptidaz aktivitasanak kimutatasa fehérje szubsztraton

e Fehérje-peptid alapu kinetikus anizotropias mérés kifejlesztése a hFXIII-A izopeptidaz

aktivitasanak teszteléséhez.

e A hTG4 transzamidaz aktivitasanak és szabalyozasanak vizsgalata.

e A hTG4 nyalban bet6ltott biologiai szerepének feltarasahoz a hTG4 szubsztratjainak és

interakcids partnereinek azonositasa.



3. Anyagok és modszerek

3.1. Western blot analizisek

SDS-PAGE analizist 10%-0s Tris-glicin géllel végeztiik, amelyet félszaraz blottolas
kovetett. A membran blokkolasahoz 5 (™/v)% tejporral kiegészitett TTBS puffert hasznaltunk
majd az antitesteket 0,5 ("/v) %-os tejport tartalmazo TTBS pufferben higitottuk. El6hivashoz
WesternBright ECL HRP szubsztratot és Agfa filmet hasznaltunk.

3.2. Fehérje termelés és tisztitas

Az S100A4(GST) és a rekombinans huméan TG2 termelése és tisztitdsa a kutatdcsoportunk
altal korabban kozolt modon Rosetta 2 (DE3) sejtekbdl affinitaskromatografiaval tortént. A
rekombinans human TG4 enzimet E. coli BL21 (DE3) pLysS bakterialis sejtekben IPTG
indukciéval, egy éjszakan at, alacsony homérsékleten expresszaltuk. A sejteket centrifugalas
utan felszuszpendaltuk. Szonikalast és centrifugalast kovetéen a feliiliszobdl Talon affinitas
kromatografiaval, majd ioncserélé kromatografiaval tisztitottuk a rekombinans hTG4-et. A
rekombindns hTG4 tisztasadgat (>90%) Coomassie festéssel és Western blottal ellendriztiik. A
biotinilalhato hTG4 expresszidjahoz E. coli Rosetta 2 (DE3) pLysS sejteket hasznaltunk. A

biotinilalast BirA ligazzal végeztiik, majd a be nem épiilt biotint dializissel tavolitottuk el.

3.3. AhFXIII-A és hTG2 aktivitasanak kinetikus mérése

5nM hTG2 vagy hFXIII-A jelenlétében 100 nM FLpepT26 vagy FlpepPI2 jelolt peptideket
inkubaltunk 5 uM S100A4(GST) fehérjével HEPES (pH 7,5) transzamidaz pufferben. Az
izopeptidaz reakciok esetében 380 nM FLpepT26-S100A4(GST) vagy 259,5 nM FLpepPI2-
S100A4(GST) keresztkotott szubsztratot alkalmaztunk MOPS (pH 6,8) izopeptidaz pufferben
mM EDTA-t és 2 mM jodacetamidot (IA), a mérési reakciok pedig S mM Ca?*-t tartalmaztak.
A normal human plazma mintak 10-szeres higitasban voltak alkalmazva, 2 mM GPRP peptid
¢s 5 mg/ml polibrén jelenlétében. A hFXIII-A reakcioi esetén a reakcid elegy 500 mU trombint
is tartalmazott. A fluoreszcencia polarizacidé valtozasat a Synergy H1 microplate olvaséval
detektaltuk. A reakcid sebességek a percenkénti anizotropia valtozas alapjan lettek
meghatarozva. A reakcio elegyeket SDS-PAGE segitségével elvalasztottuk, majd a beépiilést
mutaté fluoreszcens savokat PharosFX Plus Molecular Imager késziilék segitségével is
detektaltuk.



3.4. A hTG4 és hTG2 transzamidaz aktivitasanak végpontos mérése

A hTG4 transzamidaz aktivitasanak mérésére a klasszikus mikrotiter lemez mérést
hasznaltuk, kisebb modositasokkal. A transzglutaminaz reakci6 altalaban 2,5 ng hTG4 enzim,
0,5 mM biotin-pentilamin (BPA) szubsztrat, 10 mM DTT és 5 mM Ca?* jelenlétében zajlott.
Az extravidin alkalikus foszfataz (1/2500) katalizalt reakcio szinvaltozasat 405 nm-en kovettiik
Synergy H1 késziilék segitségével. A transzglutaminaz reakcid sebességét a foszfataz reakciod
percenkénti mAbs valtozasaval hataroztuk meg. Kiilonbozé redukaldé vagy oxidalod
koriilmények beallitasdhoz a reakcio elegyeket 2,4 mM GSSG-vel és 0, 0,24 0,45, 1,25 vagy
2,4 mM GSH-val egészitettiik ki. A [GSH]?/[GSSG] aranya végsé molaris koncentraciokbol

lett kiszamolva.

3.5. A hEXIII-A izopeptidaz aktivitasanak tesztelése keresztkotott fibrin

degradacios termékeken

Keresztkotott fibrin degradacios termékeket (xFDP, D-dimer) és fibrin degradacios
termékeket (FDP) rekombindns human FXIII-A jelenlétében, vagy a kontroll mintdk esetében
enzim nélkiil inkubaltuk 20 mM MOPS (pH 6,8) pufferben. A reakci6 2 oran keresztiil, 37°C-
on zajlott, majd a reakcio elegyet SDS-PAGE segitségével elvalasztottuk és Western blot

analizissel vizsgaltuk.

3.6. Fibronektin kotés ellenérzése

Fibronektin kotés ellenérzéséhez NuncTM maxisorp plate-et 0,3 pg fibronektinnel fedtiik
9,6-0s pH értékii bikarbonat pufferben, majd hTG2-t, vagy hTG4-et adtunk a lyukakhoz és a
kikotodott rekombinans enzimeket anti-Hiss/HRP antitesttel és 3,3°,5,5°-tetrametilbenzidinnel
detektaltuk. Az abszorbancia értékeket 450 nm-en Synergy H1 késziilékkel mértiik.

3.7. Guanozin-trifoszfat nukleotid koté prébak

A hTG4 nukleotid kotésének teszteléséhez korabbi publikaciok alapjan BODIPY-FL-
GTPyS-t és GTP-agardzt hasznaltunk, kisebb modositasokkal. A fehérjéhez kotédé BODIPY -
FL-GTPyS magasabb fluoreszcencia értéket mutat, amelyet a Synergy H1 késziilékkel mértiink.
A kisérlethez Nunc fekete mikroplatet, pozitiv kontrollként 100 nM rekombinans hTG2-t
hasznaltunk. A GTP-agar6z ,,pull-down” méréshez 5 pg rekombinans hTG4-et vagy hTG2-t

hasznaltunk. A GTP-agar6z gyantahoz kotddott transzglutaminazokat kétszeres denaturald



puffer hozzaadasat kovet6en 10 percig 100°C-on torténd inkubalassal elualtuk. A Western blot

analizis soran anti-Hisg/HRP antitestet hasznaltunk.

3.8. Differencialis Pasztazé Fluorimetria

A huméin TG4 hostabilitdsat Differencidlis Pasztazdé Fluorimetridval teszteltik. A
Prometheus NT.48 miiszer lehetové teszi a fehérjék ho hatasara torténd kitekeredésének jelolés
mentes detektalasat, a fehérjék belsd fluoreszcencia valtozasa alapjan, mikdzben a hdmérséklet
20-r6l 95°C-ra melegszik. A hTG4 fehérjét ehhez 20 mM Tris-HCI pufferben (pH 7,2)
higitottuk.

3.9. Diszpaz emésztés

A proteolitikus stabilitas tesztelésekor hTG4-et vagy hTG3-at, diszpaz I vagy II proteazzal,
Ca?" jelenlétében 0,1 M-os Tris-HCI pufferben (pH 8,5) inkubaltuk (1 6ra, 37°C). Majd az
elegyet Western blottal vizsgaltuk.

3.10. A hTG2 és a hTG4 aminosav szekvencidjanak ésszehasonlitasa

Az Uniprot adatbdzisban taldlhat6 hTG2 ¢és hTG4 aminosav szekvencidkat
osszehasonlitottuk az NCBI Protein BLAST online eszkoz segitségével. A hTG2 ismert
szekvencia részleteit felhasznalva megvizsgaltuk, vajon a hTG2 esetén ismert funkcios helyek

jelen lehetnek-e a hTG4 szekvenciajaban.

3.11. Atmeneti hTG4 expresszio AD-293 sejtekben

AD-293 sejteket 70%-0s konfluencia szint eléréséig novesztettiik 6 lyuka sejttenyésztd
lemezen. A transzfekcios médiumban az FBS-t 2 (Y/v) %-ra csokkentettiik és megvontuk az
antibiotikumokat. A pTriEX™-4 EK/LIC Vector Kit-Novagen hasznélataval készitett pTriEX-
4 EK/LIC hTG4 vektort és Lipofectamine 2000-et hasznaltunk transzfekciohoz, a gyartok
utasitdsai szerint. 3 6ra utdn a transzfekcios médiumot néveszté médiumra cseréltiik. A sejteket

48 oraval a transzfekcio utan lizis pufferben begytjtottik.

3.12. Nyalmintak gyiijtése és extracellularis vezikuldinak izolalasa

A nyalmintakat standardizalt protokoll alapjan gytijtottiik, a mintavételt megel6zo két 6raban
a donorok nem étkeztek, a gytijtés elotti féloraban folyadékot sem fogyasztottak és a mintavétel

megkezdését megeldzdleg a szajukat tiszta vizzel kioblitették. A nyalgyljtést kovetéen 1 mM
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PMSF-et és 1 mM Proteinase Inhibitor Cocktail-t adtunk a mintdkhoz. A nyal extracellularis

vezikulainak (EV) izolalasat ultracentrifugalassal végeztiik.

3.13. Human TG4 szubsztratok keresése AD-293 sejtextraktumban és
nyalmintakban

A nyalban 1évé endogén transzglutaminazokat jodacetamiddal és Z-DON irreverzibilis
inhibitorral gatoltuk, majd a felesleges inhibitorokat dializissel eltavolitottuk a nyalmintabol. A
dializis és a gatlas sikerességét Western blot analizissel ellendriztiik.

Az AD-293 sejtextraktum cellularis és magi frakcidinak elvalasztasahoz Nuclei Isolation
Kit: Nuclei EZ Prep-et hasznaltunk, a gyartdé utasitasai szerint. Ezt kovetéen az AD-293
sejtextraktum citoplazmatikus vagy magi frakcidjat, vagy teljes nyal mintat inkubaltunk
rekombinans hTG4, BPA és Ca?* jelenlétében (2 6ra, 37°C). A be nem épiilt BPA dializissel
lett eltavolitva A BPA modositasokat tartalmazd fehérjéket NeutrAvidin-agar6z affinitas
kromatografia segitségével valasztottuk el a tobbi fehérjétdl és dusitottuk fel a mintdban. A
BPA modositasokat tartalmazé fehérjék azonositdsa céljabol a mintat tomegspektrometrias
analizisre kiildtiik. A sejtextraktumban val6 szubsztrat kereséshez a kontroll mintak esetében
csak AD-293 sejtextraktumot alkalmaztunk, hTG4 jelenléte nélkiil, amelyet a tobbi mintahoz
hasonloan kezeltiink. A nyalban vald szubsztrat kereséshez a kontroll mintak elkészitéséhez
pedig a NeutrAvidin-agaroz gélt kezeletlen nyallal kevertiik Ossze, minden mas 1épés az

elozbéekben leirt modon tortént.

3.14. Human TG4 interakcios partnereinek keresése human nyalban

150 pl High Capacity NeutrAvidin Agarose Resin gélhez ekvilibralast kovetéen 25 pg
biotinildlt hTG4-et kotottiink (1 h, 4°C, folyamatos forgatds mellett). Ezt kovetden a
NeutrAvidin gélt biotinnal blokkoltuk, majd 6 mg fehérje tartalmt teljes nyalmintaval
inkubaltuk (1 ora, 4°C, folytonos keverés mellett). A gélt ezt kovetden haromszor mostuk és
120 pl hatszoros denaturald puffer hozzaadasat kovetéen 100°C-on 10 percig inkubaltuk.
Centrifugalast kovetéen a feliiliszot 10%-0s Tris-glicin gélbe futtattuk SDS-PAGE
segitségével és a fehérjéket Coomassie festést kovetden a gélbol kivagva LC-MS/MS analizisre
kiildtiik. A kontroll mintdk elkészitésekor nem adtunk biotinilalt hTG4-et a gélhez, a
mintakészités a blokkolasi Iépéssel kezdddott, a tobbi 1épésben nem volt eltérés. Az azonositott
fehérjéket String online fehérje haldzati adatbazis Funkcionalis dusitasi analizisének

segitségével csoportositottuk.
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3.15. Proteomikai adatbazisok elemzése

A MassIVE adatbazis hTG4-re vonatkoz6 ,,PSM Provenance” tablazatat exportaltuk. A
MassIVE feliilete lehetové teszi, hogy a peptideket a ,,Matched Genes” tulajdonsaguk alapjan
egyediségiik alapjan sziirjik. Az egyedi és mas fehérjékkel kozos peptideket két tablazatra
osztottuk. Az azonositott peptideket tartalmazdé mintak eredetét, hogy milyen szdvetbdl
szarmaztak a mintak elnevezésébdl vagy az adatsor azonositoja alapjan kerestiik ki. A detektalt
hTG4 peptideket tartalmazo mintak eredete az dsszesen 3499 peptidnél 76 esetben nem volt
elérhet6. A PeptideAtlas-ban a ,,Sequence Motifs” rész alatt talalhat6 detektalt peptidekre valo
kattintast kovetéen megnyilt ablakokbol ,,Observed in Experiments” részek adatait
kigytjjtottilk. A detektalt peptidek egyediségét az NCBI Standard Protein BLAST online
eszkozzel ellendriztiik. A kisérletek neveib6l minden esetben Ossze tudtuk gyiijteni a
szoveteket, ahonnan a detektalt peptidet tartalmazé mintdk szarmaztak. A ProteomicsDB
adatbazisban a ,,PeptidessMSMS” fiil alatt 49 egyedi és 1 kozos detektalt hTG4 peptidet
talalunk, amelyek a ProteomicsDB adatbazis alapjan korabbi MS analizisek soran tobbszor is
azonositva lettek. A peptidek szekvencidjara kattintva megjelenik a ,,Peptide Details” nevii
ablak, amelyet mind az 50 peptid esetében egy Excel file-ba exportaltunk. A projekt, a
kisérletek vagy a fajlok neve alapjan azonositottuk, hogy melyik szévetbdl szdrmaztak a
mintdk. Nyilvdnosan elérhetd adatsorok esetén a kisérlet nevére kattintva a mintadk

elnevezésének kodolasa is elérhetd volt.

3.16. LC-MS/MS analizisek

Az LC-MS/MS analizisre szant mintakat 10%-0s poliakrilamid gélre toltottiik, de csak a
szeparalo gél elsd centiméterébe futtattuk be azokat. Commassie festés utan a fehérje savokat
kivagtuk a gélbdl, és a festéket nanotiszta vizzel mostuk ki. Majd a tomegspektrometrias
analizist a Proteomika Szolgaltatd Laboratorium (Biokémiai és Molekularis Bioldgiai Intézet,
Debreceni Egyetem) végezte. A fehérje azonositdsokat a peptid szekvencidk alapjan a
MaxQuant 1.6.2.10. keres6 program azonositotta a SwissProt/Uniprot adatbdzisokat
felhasznalva. Az eredmények Scaffold 4.8.9. programba lettek exportdlva. A fehérjék
azonositasdhoz a kovetkezd bedllitdsokat hasznaltuk: 1,0% False Discovery Rate (FDR),
minimum 3 azonositott peptid fehérjénkként, és a peptid kiiszob 0,1% FDR volt. A BPA jelolt
fehérjék meghatarozasanal nem hasznaltuk az FDR alapt szlirési modot, hanem minden
azonositott peptid MS/MS spektrumat ellendriztiik, és azt fogadtuk el szubsztratnak, amely

esetében legalabb négy egymast kovetd y vagy b ionsorozat jelen volt a spektrumban.
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4. Eredmények és megbeszélés

4.1. A hFXIII-A izopeptidaz aktivitasanak karakterizalasa

4.1.1. AhEXIII-A izopeptidaz aktivitasnak kimutatasa Keresztkotott fibrin degradacios

termékeken

A hFEXIII-A faktor izopeptidaz aktivitasanak fehérje szubsztratokon vald kovetéséhez
elsoként az izopeptid kotéseket tartalmazo fibrin degradacios termékekre specifikus antitest
alkalmazasaval teszteltiik az enzim izopeptidaz aktivitasat. A keresztkotott fibrin degradacios
termékeket (xXFDP, D-Dimer) aktivalt hFXIII-A jelenlétében inkubaltuk. A reakcié elegy
Western blot analizise azt mutatta, hogy egy kb. 10-20 % csokkenés figyelheté meg az antitest
altal felismert xFDP sdvjdban, azonban ez a csdkkenés nem volt konzekvens A kisérletet
tobbszor megismételve, néha megndvelt inkubacios idével, azt a kovetkeztetést vontuk le, hogy
ez az antitest nem alkalmas a fibrin alegységek kozotti izopeptid kotés mennyiségének pontos
monitorozasara. Viszont a keresztkotott fibrin degradacios termékek antitest alapti detektalasa

jo kvalitativ markere lehet a hFXIII-A transzamidaz aktivitasanak a véralvadas soran.

4.1.2. Fehérje-peptid alapu, kinetikus médszer a FXIII-A transzamidaz és izopeptidaz

aktivitasanak méréséhez

Véralvadasi rendellenességek esetén a véralvadasi faktorok pontos szintjének
meghatarozasa esszencialis a betegség diagnosztizalasaban €s a faktor helyettesitd kezelés
hatékonysaganak ellenérzéséhez. A hFXIII-A aktivitasainak mérése kivald eszkozt biztosit a
hEXIII-A rendellenességek azonositasara. A fluoreszcencia anizotropia valtozas detektalasa
egy még megfelelobb modja lehet a transzglutaminaz aktivitas kovetésének.

Egy érzékeny, fehérje-peptid alapti a hFXIII-A transzamidaz és izopeptidaz aktivitasanak
mérésére alkalmas kinetikus, anizotrdpia valtozason alapulé mddszert probaltunk adaptalni. Ezt
a munkacsoportunk altal korabban a hTG2 transzamidaz és izopeptidaz aktivitasanak mérésére
kifejlesztett fehérje-peptid alaptl, kinetikus anizotropids mérés szubsztratjainak kicserélésével
probaltuk megvaldsitani. Ebben a tesztben a FLpepT26 peptid nem volt megfeleld szubsztrat a
hEXIII-A transzamidaz aktivitasanak kinetikus detektalasara, valamint az S100A4(GST)-
FLpepT26 keresztkotott szubsztrat sem generalt elegendd jelet a hFXIII-A izopeptidaz
aktivitasanak kinetikus detektalasahoz. A Western blot sem mutatott jelentds termék képzodést
a reakciokban. Viszont a FLpepT26 FLpepPI2 peptidre valo cseréje esetén a Western blot
jelentds keresztkotott termék képzesét mutatta ki, valamint azt is, hogy tisztitds utan az enzim

ezt képes el is hasitani. Rdadasul ezek a szubsztratok a FXIII-A transzamidaz és izopeptidaz
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aktivitasanak mérésére kinetikusan is detektalhato jelet is eredményezetek. A késObbiekben az

izopeptidaz mérés eldnyei miatt a z izopeptidaz mérés alkalmazhatosagara fokuszaltunk.

4.1.3. A fehérje-peptid alapia kinetikus izopeptidaz hEXI11-A aktivitdismérés

érzékenysége, linearitasa és detektalasi hatara

ey

S100A4(GST) szubsztrat mennyiség ¢s 150 nM hFXIII-A jelenlétében. Az aktivitas értékek
telitési kinetikat mutattak, igy Michaelis-Menten egyenletet hasznalva illesztettiink gorbét
(koefficiens meghatarozas: R?=0,928). Az aktivitas platd fazist ért el és a GraphPad Prism
program alapjan a Km 4,10+0,76 nM-nak, a Vmax 54,92+1, mr/min/nM hFXII1-A-nak adédott.
Ez a Km érték rendkiviil alacsonynak szamit, mas médszerekhez viszonyitva, amelyekkel a Km
érték 19,842,8 uM-nak vagy 530 puM-nak adodott. A legegyszeriibb magyarazat a mi
mérésiinkben mért alacsony Km értékre az lehet, hogy a fehérje-peptid alapti szubsztratok
esetében a FXIII-A nagyobb affinitassal bir, mint a kis peptid vagy amin szubsztratoknal, a
nagyobb interakcios feliilet miatt.

Kovetkez6 1épésként a mérési modszer érzékenységét és linearitasat vizsgaltuk. Az aktivitas
mérésekor 150 nM hFXIII-A koncentracioig a Pearson korrelacios koefficiens 0,9387 volt
0,8811 R? értékkel, amely erds, de nem pontosan linearis Osszefiiggést mutat a hFXIII-A
koncentracioja és aktivitdsa kozott a teljes vizsgalt koncentracié intervallumban. A legkisebb
mérheté hFXIII-A koncentraci6 1,0 nM volt. Amikor az adatokat ujra elemeztiik egy
alacsonyabb, maximum 15 nM hFXI11-A koncentracié tartomanyban, a korrelacios koefficiens
0,9907 volt 0,9816 R? értékkel.

A teszt alkalmazhatosagat tizszeres higitdsban normal humdan plazma ¢és kiilonb6zo
mennyiségi rekombinans hFXIII-A enzim jelenlétében vizsgaltunk tovabb. Megfelelé negativ
kontroll alkalmazasahoz plazma jelenlétében, az endogén hFXIII-A transzglutaminaz
aktivitasat egy Ca?* kelator (10 mM EDTA) és jodacetamid alkalmazasaval gatoltuk. Normal
human plazma jelenlétében a korrigalt aktivitas értékek alacsonyabbak voltak, de jobb
korrelacios paramétereket mutattak. 50 nM rekombinans hFXIII-A koncentracidig a Pearson
korrelacios koefficiens 0,9950 volt, 0,9901 R? értékkel és az illesztett gorbére meghatarozott
koefficiens 0,9422 volt. A legkisebb, egyértelmiien mérheté hFXIII-A mennyiség 5 nM volt.
Ettdl alacsonyabb koncentracio esetén mért érték nem volt elkiilonithetd a vak reakcioban
68 nM ¢és a referencia tartomany ennek a koncentracionak a 69 és 143 %-a kozott van. Ha
figyelembe vesszik a tizszeres plazma higitast, akkor ez a normal érték atfed a mérésiink

linearis tartomanyaval. Ez azt sugallja, hogy a modszer alkalmas lehet a fiziologias hFXIII-A
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szint meghatarozasara a human plazmaban, azonban stlyos hFXIII-A hidny esetén mar nem
képes az enzim aktivitds mérésére.

Mivel a hFXIII-A in vivo fehérje szubsztratokat hasznal, egy fehérje-peptid alapi mérés
nagyon hasznos lenne potencialis gyogyszer molekulak teszteléséhez, hiszen a hFXIII-A
gatlasa terapias cél a nemkivanatos véralvadék stabilizalasanak megelézésében. Ennek
érdekében teszteltiik a |IA, egy altalanos transzglutamindz inhibitor és a ZED1301, egy
specifikus hFXIII-A szubsztrat peptidomimetikum inhibitor hatdsat az anizotropias mérési
modszerrel. Mindkét esetben dozisfiiggd gatlast figyeltiink meg, a IA esetében 1,89+0,29 uM,
mig a ZED1301 esetén 268+56 nM IC50 értékekkel. Egy kinetikus fluoreszcencia anizotropia
alapi modszer alkalmazasa inhibitorok tesztelésére azért is célszeri, mivel hatékony
inhibitorok gyakran rendelkeznek fluoreszcens tulajdonsagokkal és ez nem befolyasolja
szignifikansan az anizotropia valtozasat.

Modszeriink az izopeptidaz aktivitas mérésekben alkalmazott szubsztrat tovabbi tisztitasaval
vagy a mérés mikrofluidikus alapra valo optimalizalasaval tovabb fejlesztheté. Valamint az
S100A4-hez  hasonld  szubsztrat molekuldk  szelektalasaval a  transzglutaminaz
enzimcsalddtagok kinetikus aktivitdsdnak mérésére széles korben alkalmazhatd tesztek
fejlesztését tennék lehetdvé. Izoenzim specifikus fehérje-peptid alapi mérések fejlesztésével,
tobb egyiitt kifejez0dd transzglutaminaz aktivitdsanak mérése valhat lehetévé bioldgiai

mintakban.

4.2. A human transzglutaminaz 4 transzamidaz aktivitasanak
karakterizalasa és az enzim nyalban valo szerepének vizsgalata

4.2.1. Proteomikai adatbazisok analizise a hTG4 expreszidjanak feltérképezéséhez

A human transzglutaminazok egyre nagyobb figyelmet kapnak, a biologiai funkcidjuk és a
potencialis orvosi relevancidjuk miatt, de a tudasunkban van egy jelentds folt, a human TG4
biokémiai tulajdonsagait és a szoveti eloszlasat, szubsztratjait €s interakcids partnereit illetden.
A hTG4 szoveti expresszidjanak Osszegyljtéséhez a MassIVE, a PeptideAtlas és a
ProteomicsDB adatbazist vizsgaltuk at. Ezeknek az adatbazisoknak az attekintésével, a mintak
szoveti eredetének és minden egyes detektalt peptid meta adatainak az analizisével 41 szdvetet
gyljtottiink 6ssze, ahol a hTG4 peptid fragmentek detektalva voltak. A nem egyedi peptidek
kizarasa utan 9 szovet maradt, ahol a hTG4 jelenlétét egyedi peptid detektalasa erdsitette meg.
Ezek az adatok alatamasztjak, hogy a férfi genitélis traktuson kiviil a hTG4 fiziologidsan jelen

van a szivben, a 1épben, a nyalmirigyekben, a vastagbélben és a htigyhdlyagban is.
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4.2.2. A hTG4 biokémiai karakterizalasa

Annak érdekében, hogy kisérleti Uiton is tanulmanyozhassuk a hTG4-et, rekombinans
formaban allitottuk elé és teszteltik a transzamidaz aktivitasat microtiter lemezes biotin-
pentilamin (BPA) beépiilési mérést alkalmazva. 0,5 pg hTG4 transzamidaz aktivitisa
0,62+0,29 mAbs/min volt, amely rendkiviil alacsony a pozitiv kontrollal, a rekombinans human
TG2-vel 6sszehasonlitva (29,25+5,93 mAbs/min, 5 mM Ca?" jelenlétében). A kereskedelmi
forgalomban kaphaté rekombinans hTG4 (Zedira GmbH) aktivitasa hasonl6 volt, mint a mi
laboratériumunkban termelt enzimé. A Zedira GmbH altal arult human rekombinans
transzglutaminazok esetén elérheté aktivitas értékek alatamasztjak és megerdsitik a mi
megfigyelésiinket, hogy a hTG4 nagyon alacsony transzamidéaz aktivitassal rendelkezik a tobbi
transzglutaminazhoz viszonyitva. Az enzim mennyiségének a transzamidaz aktivitas
emelkedésével jo linedris korrelaciot mutatott, 4 pg enzim esetén 7,31+0,33 mAbs/min értéket
elérve. A hTG4 aktivitas esetén az optimalis [Ca?*] 5 mM volt. Magasabb Ca?* szint (10 mM)
mar gatlo hatassal volt az aktivitasra, valosziniileg a fehérje aggregacio eldsegitése miatt.

Kovetkezd 1épésben tovabb karakterizaltuk a hTG4 transzamidaz aktivitasat tobb kiilonbozo
koriilmény esetén, olyan szabalyzo mechanizmust keresve, amely aktivalhatja a hTG4-et,
magasabb enzimatikus aktivitast eredményezve. A hTG4 magasabb aktivitast mutatott
alacsonyabb pH érték (pH 7 alatt) esetén, amely megfelelé a human vaginalis kondicioknak az
egér TG4-gyel ellentétben, amely a bazikus spermaban aktiv, a parzasi dugd formalasakor. A
hTG4-nek ez a tulajdonsaga Osszefligghet a human szexualis stratégia valtozasaval, amely a
spermiumokverseny jelentdségének megsziinéséhez vezetett.

A hTG4 transzamidaz aktivitdsat megmértiik kiilonb6zd redukalt és oxidalt glutation
aranyok (GSH/GSSG) esetében, ¢s azt talaltuk, hogy a hTG4 magasabb transzamidaz aktivitast
mutat redukal6 kortilmények kozott. Az, hogy a hTG4 a redukald koriilményeket preferdlja, azt
sugallja, hogy a transzglutaminaz aktivitasa szerepet jatszhat intracellularis folyamatokban.

Emelked6 SDS koncentracio hatdsanak vizsgalatakor azt tapasztaltuk, hogy 0,1-0,5 mM
SDS koncentracio hozzavetdlegesen 3-4-szeres hTG4 transzamiddz aktivitds emelkedést
eredményezett, mig ennél magasabb SDS koncentraciok inkabb gatld hatast mutattak. Ez az
emelkedett aktivitas, még mindig joval kisebb, mint a h'TG2 altal katalizalt reakciokban. Az
aktivacié utanozhatja mdas amfipatikus biomolekuldk kotodését, szabalyozva a hTG4
aktivitasat.

Az alacsony aktivitas miatt, azt gyanitottuk, hogy a hTG4 stabilitdsa alacsony. A fehérje

héstabilitasanak karakterizalasdhoz nano differencialis pasztazd fluorimetriat hasznaltunk.
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Higitasi sort alkalmazva a Tm értékek atlaga a hTG4 esetén 62,6+0,23 °C volt. Az a
hémérséklet, ahol a fehérje elkezdett letekeredni 56,1+1,34 °C volt. Az alkalmazott fehérje
koncentracié tartomanyban mas szerkezeti (pl.: oligomerizacio, disszociacid) atalakulas nem
mutatkozott. Az emberi szervezet altalanos hémérsékletéhez képest a hTG4 termikus stabilitasa
magas, amely stabil nativ szerkezetre utal fiziologias koriilmények kozott.

A Protein BLAST online eszkoz segitségével a hTG2 és a hTG4 szekvenciait illesztettiik
majd ez alapjan megbecsiiltik a fibronektin és a GTP kotShelyek meglétét a hTG4
szekvenciajaban. Az 6sszehasonlitas alapjan latszik a katalitikus triad konzervaltsaga, azonban
a hTG2 esetében ismert fibronektin és GTP kotésért felelds aminosavak sem talalhatoak meg a
hTG4 aminosav szekvenciajaban. A szekvencia Osszehasonlitast kovetden a hTG4 esetében
kisérletesen is teszteltiik a fibronektin kotddést, amely megerdsitette a szekvencia illesztés
alapjan kapott eredményiinket. Majd az enzim GTP kot6 tulajdonsagat GTP analogok, a
fluoreszcens BODIPY-FL-GTPyS reagens és GTP-agaroz gél alkalmazasaval teszteltiik. A két
fliggetlen modszerrel kapott eredmény bizonyitotta, hogy a hTG4 nem rendelkezik guanin
nukleotid kotdhellyel, ezaltal a GTP nincs hatassal a hTG4 szabalyozasara, a patkany
ortologjaval ellentétben (a szekvencia hasonlésag 53,3%). A hTG4 GTP altali negativ
szabalyozasanak hidnya eldsegiti az enzim hatdsat a tumorok invazivitasanak noveléséhez.
Prosztatadaganat sejtekben a hTG4 jelenléte negativ prognosztikus marker.

Lehetséges, hogy a megfigyelt alacsony hTG4 katalitikus aktivitas egy megfeleld aktivacio
hidnyanak eredménye. A transzglutaminiz csalad tobb tagja esetén is limitalt proteolizis
sziikséges az aktivacidhoz. Ebbdl kifolyolag teszteltiik a hTG4 potencidlis aktivalasat a trombin
vagy a diszpaz altal. In silico analizis alapjan a hTG4 szekvencidja nem tartalmaz trombin
hasité helyeket, amelyet kisérleti modon is megerdsitettiink. Diszpaz hasitd helyek keresésére
rekombinans Hiss-tages hTG4-en és hTG3-on teszteltiink kisérletesen a limitalt proteolizist
diszpaz I-el és diszpaz II-vel. Western blot analizis azt mutatta, hogy a diszpaz I teljesen
lebontja a hTG4-et, a diszpaz 11 pedig csak csokkentette a fehérje mennyiséget a kontrollhoz
képest, amely azt sugallja, hogy a diszpazok képesek hasitani a hTG4-et, de nem generalnak
detektalhato, stabil fragmenteket. Rekombinans hTG3 diszpaz hasitasat pozitiv kontrollként
teszteltlik, ebben az esetben detektalhatoak voltak a stabil, proteolitikus hTG3 fragmentek.

AD-293 sejtekben tranziens exogén hTG4 expresszio soran teszteltiik a lehetséges aktivalo
proteazok altali stabil fragment megjelenését. Azonban a sejtek fehérje kivonata csak teljes
méretti hTG4-et tartalmazott, amely azt jelzi, hogy a sejtekben nem volt jelen, vagy nem volt

aktiv az a specifikus proteaz, amely modositana a fehérjét limitalt proteolizissel. Eredményeink

17



arra utalnak, hogy a limitalt proteolizis nagy valosziniiséggel nem vesz részt a hTG4 enzim

processzalasaban és aktivalasaban.

4.2.3. A hTG4 jelenlétének és biologiai szerepének vizsgalata a nyalban

A hTG4 nyalban vald jelenlétének megerGsitéséhez 8 egészséges egyéntdl gyljtott teljes
nyalat Western blot analizissel vizsgaltuk. A hTG4 a nyalmintakban egy kb. 55 kDa fragment
formajaban és nagy molekulasulyt, valoszinilileg keresztkotések, vagy mas kovalens kotések
altal Osszetartott fehérjekomplexekben is detektalhato. A mintdk hTG4 tartalma azonban
egyénenként eltérd, amely a prosztata mintakban szintén megfigyelhetd. Ezt kovet6en a nyal
kiilonb6z6 frakcidiban vizsgaltuk a hTG4 jelenlétét. Western blot analizis felfedte, hogy a
hTG4 feldusult az extracellularis vezikula frakcioban, valamint az 55 kDa méretli fragment ¢és
a nagyméretli fehérje komplexek mellett a teljes méretli kb. 80 kDa nagysagti hTG4 is
detektalhatd. Ez megerdsiti a hTG4 jelenlétét a nyalban, és annak vezikularis frakciojaban. A
proteomikai adatbazisok tjra elemzése arra utal, hogy a hTG4 a nyalmirigyekbdl keriil a nyalba.

4.2.4. Human TG4 szubsztratok keresése a nyalban

A TG4 eddig ismert funkcioi a reprodukcidhoz kothetdek, a nyalban valo jelenléte egy
ismeretlen, Uj funkcidt sugall. Ennek felderitése érdekében, hTG4 szubsztratokat kerestiink
human nyalmintaban. A nyalban jelenlévd endogén transzglutaminazokat eldzetesen gatoltuk,
majd rekombinans hTG4-gyel kezeltiink, Ca?* és BPA jelenlétében. A hTG4 altal médositott,
BPA tartalmu fehérjéket NeutrAvidin-agaroz affinitas kromatografia segitségével dusitottuk a
mintaban. Eltciot kovetden a mintat tomegspektrometriai analizisre (LC-MS/MS) kiildtiik a
szubsztrat fehérjék azonositdsa céljabol. A proteomikai eredményeket fehérjékre sziirve a
kontroll mintakban jelen 1évé fehérjék levonasat kovetden 43 lehetséges hTG4 szubsztrat
fehérje maradt. Ezek k6zott a rekombinans hTG4 is megtalalhato. A BPA moédositott peptidek
detektalasa a fehérjékben megerdsiti, hogy az azonositott fehérje valoban hTG4 szubsztrat-e.
Az igy potencialis hTG4 szubsztratként azonositott 43 fehérje esetében nem volt BPA
modositast tartalmazo peptid detektalva, igy ezen fehérjék esetében tovabbi analizisek
sziikségesek a reaktiv glutamin meghatirozasdhoz. Viszont a teljes talalati listdban, amely a
kontroll mintaban azonositott fehérjéket is tartalmazza, az Immunglobulin alfa-1 nehézlanc
fehérjében egy BPA modositassal rendelkez peptid is azonositva lett. Ez a fehérje
aspecifikusan is kotddhet a NeutrAvidin-agar6zhoz, mivel detektalva lett a kontroll mintdkban
is, viszont szubsztratja a hTG4-nek, amelyet az azonositott BPA modositast tartalmazo peptid
erdsit meg ebben az esetben. A nyalban azonositott potencialis hTG4 szubsztratok megerdsitése

a munkacsoportunk jovObeli feladata.
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425. A human TG4 képes biotin-pentilamin beépitésére az AD-293 sejtextraktum

fehérjéibe

Tobb BPA mddositott szubsztrat szekvencia azonositasa céljabol a transzglutaminazt nem
expresszalo AD-293 sejtextraktumban is teszteltiik glutamin-donor fehérje szubsztratok
jelenlétét. AD-293 sejtextraktumot Ca?* jelenlétében rekombinans hTG4 enzimmel inkubélva,
szamos BPA modositast tartalmazd fehérje volt detektalhatd a reakcid elegy Western blot
analizisekor. A hTG4 fiiggd BPA jelolés eldtt az AD-293 sejtek magi €és citoplazmatikus
frakcioit elvalasztottuk, hogy a fehérje azonositas hatékonysagat noveljik. A BPA jelolt
fehérjék aranyanak noveléséhez NeutrAvidin-agardz affinitas kromatografiat alkalmaztunk,
majd a mintakat fehérjék azonositasa céljabol tomegspektrometriai (LC-MS/MS) analizisre
kiildtiik. Miutan a kontroll mintakban detektalt, aspecifikus fehérjéket kiszirtiik, a hTG4 kezelt
mintak tdmegspektrometriai analizise 8 fehérjét tart fel a citoplazmatikus és 230 fehérjét a magi
frakciokbol. Ezek a fehérjék lehetnek a hTG4 szubsztratjai, vagy a szubsztratok interakcios
partnerei. A fehérjék BPA modositott peptid fragmentjei bebizonyitottak a reaktiv glutaminok
jelenlétét a kovetkezo fehérjékben: a citoplazmatikus frakcidkban a Il-es tipust citoszkeletalis
keratin 1, és az l-es tipust citoszkeletalis keratin 9 fehérjék tartalmaztak BPA modositast, de
ezeknek a fehérjéknek a modosulatlan forméja a kontroll mintakban is azonositva lett. A BPA
modositasuk azt mutatja, hogy a hTG4 szubsztratként hasznalja ezeket a fehérjéket. A magi
frakciokban az Inzulinszerli novekedési faktor 2 mRNS-kotd fehérje 1 esetében lett BPA
modositas detektalva. Tovabbi vizsgalatokra lenne sziikség a tobbi fehérje reaktiv
glutaminjanak meghatarozasahoz.

A proteomikai adatok kiértékelésekor a fehérje azonositasra fokuszalva és sziirve csak
harom szubsztrat fehérje volt BPA beépiiléssel megerdsitve. Majd egy masik megkozelitést
alkalmaztunk az adatok analizisére, amely soran a peptid fragmentek BPA modositasanak
jelenléte szerint sziirtiik a talalatokat és igy 105 BPA tartalmi peptidet talaltunk. Minden peptid
esetén ellendriztiik a fragmentécios tablazatot, egymast kovetd 4 y vagy b fragment ion megléte
szerint, amely alapjan 20 peptid szekvenciat azonositottunk. A 20 kivalasztott hTG4 altal
modositott peptid alapjan megvizsgéltuk a reaktiv glutaminok linearis kdrnyezetét. Sajnos ez
alapjan a hTG#4 altal preferalt konszenzus szubsztrat szekvencia egyértelmii megallapitasa nem
lehetséges. Azonban azt elmondhatjuk, hogy a reaktiv Gln aminosavak kozelében a hTG4
preferalja a poli-glutamin szakaszokat. Leu, Arg, Ser és Val aminosavak szintén gyakran
fordulnak el6 a reaktiv glutaminok linearis kornyezetében. Referenciaként a TRANSDAB
transzglutamindz szubsztrat adatbazist ellendriztiik, és azt talaltuk, hogy néhany Ujonnan

azonositott hTG4 szubsztrat mas transzglutaminazoknak is szubsztratja, példaul a II-es tipust
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citoszkeletalis keratin 1 a hFXIII-A-nak, a filaggrin a hTG1-nek és a hTG3-nak is. Van néhany
hasonldsag, minthogy az NF-kappa-B-inhibitor alfa, az ,,F-box only” fehérje 2 és a miozin-9
fehérjék a hTG2-nek, a ,,Coiled-coil” domént tartalmaz6 fehérje 126 pedig a hFXIII-A-nak a
szubsztratja. Az elébbi fehérjéknek csak az izoformai szubsztratjai a hTG4-nek, amely arra utal,
hogy hTG4-nek egyedi szubsztrat felismerése van. Ez nem teljesen varatlan, mivel az egér TG4
képes hasznalni az ondoholyag szekrécios 1 (SVS 1) fehérjének az F2 (79-259 aminosavak)
szakaszat, mint glutamin donort, mig a TG2 nem preferalja azt. Az SVS I fehérje egy amin
oxidaz két reaktiv glutaminnal (Q232, Q254) és a human ortologjai esetén a reaktiv glutaminok
Arg vagy His aminosavakra cserélddtek.

Ezt kovetéen megvizsgaltuk a patologids és fiziologias szerepét az azonositott cellularis

szubsztrat fehérjéknek. A membran kotott fehérjékre fokuszaltunk, mivel a hTG4 talzott

crer
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gyakran jelen van mell, prosztata, és kolorektalis daganatokban. A protokadherinek, a kadherin
enzimcsalad tagjai esszencialisak a normal sejt-sejt interakciok fenntartasahoz, és részt vesznek
az epithelialis-mezenchimalis atalakulasban. A Plexin-A2 szemaforin koreceptorként részt vesz
fliggd modositasa eldsegitheti annak degradaciojat és az NF-kappa-B aktivaciojat hozzajarulva
a sejt taléléshez, a hTG2-hoz hasonldan. A huméan TG4 eldsegiti a daganat és az endotél sejtek
interakciojat, valoszinlileg a ROCK utvonal kikeriilésével (Jiang és mtsai, 2009). Ezt
alatdmasztja, hogy sem ROCK1, sem ROCK2 interakcios partnert nem talaltunk az azonositott
hTG4 szubsztratok kozott. Viszont, a 105 azonositott hTG4 szubsztrat kozott megtalalhatd a
Rho guanin nukleotid faktor 28, egy onkogén fehérje, amely szdmos jelatviteli utvonal
elinditasaban jatszik szerepet. Ezeknek az azonositott szubsztratoknak a szerepe a daganatok
esetén talan Ujabb tanulméanyok kiindulasi alapja lehet annak érdekében, hogy felfedjék a
pontos szerepiiket a daganat biologidban, ezaltal 0j lehetséges daganat terdpias célpontok
azonositasdhoz vezethetnek.

4.2.6. A hTG4 interakcios partnereinek keresése a nyalban

A hTG4 nyélban betoltott szerepének megismeréséhez teljes nyal mintdkban probalkoztunk
az enzim interakcios partnereinek meghatarozasaval. A biotinilalt hTG4-et NeutrAvidin-agar6z
gélhez kotottiik, majd blokkolast kovetéen nyalfehérjékkel inkubaltuk. A hTG4-hez kotédott
fehérjéket azonositas céljabol LC-MS/MS analizisre kiildtiik. Az adatokat fehérjékre sziirve a
kontrollokban azonositott fehérjéket, eltavolitottuk a mintalban azonositott fehérjék listajabol,

igy Osszesen 280 potencidlis hTG4 interakcids partnert azonositottunk. A potencialis
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interakcids partnerként azonositott fehérjéket funkcidjuk alapjan vald csoportositasahoz, String
online eszkdz segitéségével Funkcionalis dusitasi analizist végeztiink. A 280 fehérjébdl a String
analizis 211 fehérjét volt képes csoportositani, a 69 fehérje esetén azok annotacidinak
hianyossagai miatt az analizis nem Vvolt kivitelezhetd. Az azonositott fehérjék kozott 330 Gén
Ontolégia (GO) Bioldgiai Folyamat duasult fel szignifikansan (FDR<O0,05).

Mivel a hTG4 jelen van a nyal extracelluldris vezikuldiban, illetve a spermiumok
antigenitasanak maszkirozasaban is lehet szerepe, igy foként az ezekhez kapcsolodo Biologiai
Folyamatokra fokuszaltunk. A Szekréciohoz, a Vezikulak altal kozvetitett transzporthoz, a
Sejtaktivaciohoz ¢és az Immunologiai folyamatokhoz a 211 csoportositott fehérjébdl dsszesen
98 kothetd. A teljes nyalban azonositott fehérjék jelentds része az Extracelluldris vezikuladk és
a Vezikula Sejtalkotokhoz sorolhat6. Ez nyalfehérjék esetében nem meglepd, azonban még
jobban megerdsiti a hTG4 membranhoz vald kotddésének lehetdségét. Az azonositott
interakcios partnerek kozott 16 olyan fehérje van, amely lehetséges hTG4 szubsztratként is
azonositva lett a nyalban. Ilyen fehérje példaul a 14-3-3- fehérje zéta/delta izoforma, az
antileukoproteinaz, a ,,BPI-fold”-ot tartalmazo A csaladtag 2, a cisztatin-SN ¢és a vinkulin is. A
14-3-3 fehérje zéta/delta-nak sok kotddési partnere van, amelyekhez altalaban azok
foszfoszerin vagy foszfotreonin motivuman keresztiil kotddik és altalaban a kotédési partner
aktivitasat befolyasolja. Az antileukoproteinaz fehérje egy savallo proteindz inhibitor, amely
tobbek kozott a tripszin, elasztdz €s a katepszin G aktivitasat képes gatolni. Emellett a
gyulladasos- és az immunvalaszok szabalyozéasaban is részt vesz bakterialis fertézések esetén.
A ,,BPI-fold-ot” tartalmazo A csaladtag 2 fehérjének erds antibakterialis hatasa van. A cisztatin-
SN egy nyalban talalhato cisztein proteinaz inhibitor, a papain inhibitora. A vinkulin az aktin
filamentumokhoz kotddik, €s a sejt-matrix €s sejt-sejt adhézidban vesz részt. A sejt felszini E-
fontos szerepe lehet. A hTG4 prosztatadaganat sejtekben csokkentette az E-kadherin szintjét,
elképzelhetd, hogy a vinkulinnal valo kdlcsonhatas révén. Az interakcios partnerek és a hTG4
uj funkcidinak megerdsitése a munkacsoportunk jovobeli feladata, amelyhez a kiemelt fehérjék

¢és a hTG4 kapcsolatanak vizsgalata kiindulasi pontot biztositanak.
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5. Osszefoglalas

A transzglutaminazok kutatasanak jelent6ségét szamos ipari és transzlaciés medicinaban
valo alkalmazhatoésaguk igazolja. Az egyik legismertebb transzglutaminaz a hFXIII-A
transzamidaz aktivitasanak gatldsa 0j terapids lehetdséget kinal a trombozis gydgyitasaban.
Azonban a hFXIII-A kevésbé ismert izopeptidaz aktivitasaval is képes az alvadék
destabilizalasara. Olyan fehérje-peptid alapti anizotropias aktivitasmérési modszert
fejlesztettiink, amely lehetové teszi a hFXIII-A altal katalizalt ellentétes iranyu reakciok
vizsgalatat ugyanazon szubsztrat molekuldkat alkalmazva, transzamidéaz aktivitismérés esetén
két szubsztrat molekulaként (FLpepPI2 és S100A4(GST)), izopeptiddz aktivitds kovetésénél
pedig eldre keresztkotott szubsztrat formajaban (FLpepPl12-S100A4(GST). A fehérje-peptid
szubsztratok alkalmazéasa jobban modellezi a hFXIII-A in vivo szubsztratjait az alvadék
modositasai sordn €s lehetséges mutans hFXIII-A enzimek ellentétes aktivitasainak, illetve a
hEXIII-A aktivitasait szabalyozo regulator molekulak hatasanak komplex tanulmanyozasa.

Egy masik szekretaloddo csaladtag, a human TG4 (hTG4) szerepet jatszik a
prosztatadaganatok kialakuldsédban és az APS1 autoimmun betegség esetén hozzajarul a férfiak
medddségének kialakulasahoz. A TG4 ragcsalokban jol karakterizalt, azonban a hTG4
biokémiai tulajdonsagai, amelyek segithetnének az enzim funkcidjanak megértésében nem
ismertek. Proteomikai adatbazisokat vizsgélva azt talaltuk, hogy a hTG4 a prosztatan kiviil is
jelen van. A microtiter lemez modszer segitségével a hTG4 transzamidaz aktivitasat €s
szabalyozasat in vitro tanulmanyoztuk. A hTG4 alacsony transzamidaz aktivitassal rendelkezik,
amely enyhén alacsony pH-t és redukaldo kornyezetet preferal. Szubmicellaris SDS
koncentraci6 aktivalo hatasa figyelhetd meg, amely azt sugallja, hogy az enzim membranhoz
kotédve fejti ki aktivitasat. A patkdny TG4-gyel szemben, a hTG4 nem koéti a GTP-t. Mas
transzglutaminazok esetén ismert proteolitikus aktivalas nem figyelheté meg a hTG4 esetében,
amelyet diszpazzal inkubalva illetve AD-293 sejtekben expresszalt hTG4 esetén vizsgaltunk.
Nyalban 280 potencidlis hTG4 interakcids partnert azonositottunk, amelyek nagy része a
szekrécidhoz, immunfolyamatokhoz és vezikularis transzporthoz kothetd. Nyalban és AD-293
sejtextraktumban szamos hTG4 glutamin donor szubsztratot azonositottunk. Néhany szubsztrat
sejt-sejt interakciokban, adhézidban és proliferacioban vesz részt, amely azt sugallja, hogy a
hTG4 daganatellenes terapia célpontjava valhat.

Eredményeink hozzédjarulnak a hTG4 és a hFXIII-A sajatsagainak teljesebb megismeréséhez

crer
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