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1. BEVEZETES

1.1. A protein diszulfid izomeraz

A sejtekben szamos olyan fehérje fordul eld, melyet a sejtmembran kiilsé felszinére,
vagy a sejtkozotti térbe kell kijuttatni. A sejt citoplazmajaban redukaldé kornyezetet
talalhatunk. Az eredetileg redukalt allapotban 1év6 fehérje mindkét esetben oxidalodni fog a
rendeltetési helyén. Az oxidacié rossz helyen 1évé diszulfidhidak 1étrejottével jarhat. Ha a
diszulfidhidak tal gyorsan alakulnak ki, konnyen lehet, hogy helytelen allapotban fogjak a
fehérjét rogziteni. A diszulfidhidak kialakuldsa az endoplazmatikus retikulumban (ER) zajlik,
kulcsenzime, a protein diszulfid izomeraz (PDI).

A protein diszulfid izomerazhoz kétféle aktivitast is tarsithatunk: egyrészt mint
oxidoreduktaz, katalizalja a diszulfid kotések formalasat, az izomerizaciot és a redukciot,
masrészt, mint molekularis chaperon, diszulfidhidakkal segiti a stabilizalod6 fehérje korrekt
szerkezetének kialakuldsat. A protein diszulfid izomeraz teljes szerkezete még nem ismert. A
PDI-csalad fehérjéi igen Osszetett szerkezetiiek. A human PDI a-b-b™-a’-¢ doménbol épiil fel.
Iddig csak az a és b domén szerkezetét hataroztdk meg. Mindegyik doménnek tipikus
tioredoxin (Trx) foldja van (ahol az a-hélixek és B-lemezek valtakoznak egymassal, azaz: -
o-pB-a-B-a--B-a). Az a és a’ domén redox-aktiv thioredoxin szerkezetli domének, mig a b és
b’ domén redox-inaktivak. A ¢ domén egy feltételezett Ca>"-kité domén. Az a és a* domén
tartalmazza az enzim két aktiv centrumat, ami a Cys-X-X-Cys motivummal jellemezhet6. A b
és b’ domén az evollcid sordn pontmutdciokkal elvesztette a Cys-X-X-Cys aktiv helyét. A
PDI redox/izomeraz funkcidja, csakiigy mint a tioredoxiné, az a és a’ doménen beliil az N-
terminalis ciszteinhez kdothetd. A PDI chaperon aktivitasaért, az enzim  peptidkotd
tulajdonsagaért -amikor is kolcsonhatasba keriil a helytelen szerkezetii fehérjékkel-, a b
domén a felelds.

A PDI multifunkcionalis voltat az is mutatja, hogy képes kis ligandok k&tésére, mint
az Osztradiol, a 3,3",5-trijod-L-tironin, és ATP, valamint fehérjék alegységeként is
megjelenik, mint példaul a prolil-hidroxildz, és a mikroszomalis triglicerid transzfer protein
komplex alegysége. A protein diszulfid izomeraz fehérje C-terminalisan KDEL-szekvencia,
un. ER retencios szignal talalhaté. Az ERpS57-rél kimutattdk, hogy nemcsak az
endoplazmatikus retikulumban, hanem a citoszolban is nagyobb mennyiségben megtalalhato.

Mind a PDI-t, mind a ERp57-et detektaltdk a sejtmagban is, és bizonyitottdk, hogy ezen



enzimek transzkripcios faktorok DNS-kotd képességét befolyasoljak. PDI jelen van a
mitokondriumokban, valamint a sejten kiviil is, sejtfelszinen, vagy szekretalt fehérje

formajaban.

1.2. Transzglutaminaz alacsonyabb rendii szervezetekben

A kalciumion-fiigg6, proteineket kovalensen keresztbekoté transzglutamindzok
(TGaz) aciltranszfer reakciokat katalizadlnak. Az enzim a sejtfehérjék glutamin ¢és lizin
oldallancai kozott izopeptid keresztkotéseket hoz 1étre stabil, oldhatatlan fehérjehalozatot
képezve ezzel az apoptotikus sejtekben. Az enzim aktiv centrumaban ciszteint tartalmaz, mely
egy hisztidinnel és egy aszpartattal a papain (cisztein) proteaz csalad katalitikus centrumahoz
(Cys - His - Asp) igen hasonlo6 katalitikus triddot alkot. Az enzimreakcio szintén hasonld a
cisztein proteazok altal katalizalt reakcidhoz, annak reverz formaja.

Az utobbi években transzglutaminaz aktivitast detektaltak egyre tobb alacsonyabb
rendii 1étforméanal (pl.: baktériumok, fonalférgek, nvények). Ambar tobb transzglutaminazt
sikeresen klonoztak, egy részilk nem mutatott sem szerkezeti, sem funkcionalis hasonlésagot
az ismert emlOs transzglutaminazokkal. (Példaul Bacillus subtilis-bol, Streptoverticillium
mobaraense-b6l klonozott transzglutamindzok, semmilyen hasonlésagot nem mutattak az
eddig ismert TGaz csalad génjeivel.) Hasonloan, az Escherichia coli citotoxikus nekrotizalo
faktor 1 fehérjéje és a Bordetella pertussis dermonekrotikus toxinja is képesek katalizalni a
transzglutamindz reakciot, tartalmazzak a katalitikus cisztein és hisztidin aminosavakat, és
képesek a Rho GTPaz deaminalasara is, de semmiféle homoldgiat nem mutatnak az emlds
transzglutaminazokkal.

Az elsé nematdda, a Brugia malayi volt, amelyb6l a TGaz fehérjét tisztitottak. A
fehérje N-terminalis aminosav sorrendjét is meghataroztak, de semmilyen ismert
transzglutamindzzal vagy ismeretlen funkcioji fehérjével nem taldltak szekvencialis
hasonldsagot. A fehérje ismert N-termindlis részére tervezett antitest egy 56-kDa nagysagu
fehérjét ismert fel a B. malayi extraktumbol. Ugyanezt az antitestet hasznaltak a Dirofilaria
immitis fonalféreg extraktum vizsgalatara. Az immunreaktiv fehérjét tisztitottak, és a cDNS
klont teljes hosszaban meghataroztak. A cDNS nukleotid szekvencidja és az ebbdl
szarmaztatott aminosav sorrend semmilyen ismert transzglutaminazzal nem mutatott
hasonlésagot, azonban jelent6s homologidt mutatott a protein diszulfid izomeraz-rokon,
endoplazmatikus retikulumbél szarmazé ERp60 fehérjével. Ujabb érdekesség, hogy a

nematdoda TGaz fehérje két olyan kiilonalld régiot tartalmazott, ami megfelelt a



PDI/tioredoxin-csalad két aktiv centruménak. A fehérjét expresszaltdk E. coli-ban, és a
rekombindns fehérjének mind protein diszulfid izomerdz, mind pedig kalcium-fiiggo
transzglutaminaz aktivitasat mutattak ki. A rekombinans fehérje aktivitasat TGaz-specifikus
inhibitorokkal gatolni lehetett. Hasonloképpen, késobb izolaltak a Giardia lamblia-bol a
protein diszulfid izomeraz 3 izoformajat, és mindharom izoforma rendelkezett PDI és TGaz
aktivitassal is.

A parazita nematddak transzglutaminazainak biokémiai €s molekularis biologiai
vizsgalata soran kideriilt, hogy tulajdonsdgaikban nagyon hasonlitanak egymashoz, de a fent
emlitett, ,klasszikus”-transzglutaminazoktdl élesen elkiiloniilve az enzim egy uj tipust
csaladjat alkotjak. Az Uj transzglutaminaz fehérjék azonositasa a két tioredoxin aktiv
centrummal Uj szemszogét mutatja be a fehérjék poszt-transzlacios modifikalasanak e primitiv
¢életformakban.

A C. elegans transzglutamindzanak biokémiai vizsgalata ramutatott arra, hogy az
enzim a gerincesek szoveti transzglutamindzatol erdsen eltérd sajatsagokkal bir, de nagyon
hasonlit a mas nematéodakban leirt enzimekhez. A szoveti transzglutaminaz evolucids
kialakulasarél még nagyon keveset tudunk. Néhany gerinctelen fajbdl biokémiailag kimutatott
enzim sajatsagait vizsgalva, azonban feltételezhetjiik, hogy a transzglutamindznak egymassal
homolog (funkcid és szerkezet tekintetében rokon) és analog (funkcid tekintetében azonos, de

szerkezetileg nem rokon) formai is 1étezhetnek az éldvilagban.

2. CELKITUZESEK

Kisérleteink soran a kovetkezokre kerestiik a valaszt:

1. A C. elegans protein diszulfid izomeraza — mads nematodakhoz hasonloan- rendelkezik-
e transzglutaminaz aktivitassal?
Kisérleteinket a molekularis genetika eszkoztaraval kiviteleztiik, rekombinans fehérjét
bakterialis expresszio segitségével, fazidos formaban akartuk eldallitani. A
rekombinans PDI izomeraz aktivitdis méréséhez egy Uj kisérleti rendszert kellett
beallitanunk. A transzglutaminaz aktivitast a mar ismert, intézetiinkben alkalmazott
ELISA moddszerrel tesztelik. A rekombinans fehérjét a transzglutaminaz aktivitas
szempontjabol megprobaltuk biokémiailag jellemezni.

2. Ha a PDI transzglutaminaz aktivitassal rendelkezik, melyik az a régioja az enzimnek,

amely a transzglutamindz aktivitasert felelos?



Megterveztilk a PDI aktiv centrumédnak molekuldris genetikai vizsgélatat, valamint
ismerve a PDI fehérje domén szerkezetét, az enzim kiilonféle delécids valtozataival
megprobaltuk lokalizalni a transzglutamindz aktivitasért felelds régiot.

3. Molekularis biologiai magyarazatot talalni arra, hogyan lehetséges e ket, kiilonbozo
reakcio katalizaldasa egy enzimfehérjén beliil.
Kiilonféle fehérje szerkezet vizsgalati modszerekkel probaltuk modellezni, és

magyarazni, a kétféle mechanizmus katalizalasat.

3. MODSZEREK

3.1. Plazmid konstrukciok, rekombinans PDI termeltetése és tisztitdsa

A PDI-3 gént PCR reakciéban sokszoroztuk fel az yk83gl2 EST klont hasznalva
templatként. A PCR terméket pGEX-4T3 expresszios vektor Sall és Notl helyére
klénoztuk. Ezt a konstrukciot transzformaltuk E. coli IM83 torzsbe. A GST-PDI-3 fzios

fehérjét termeltettiik és affinitds kromatografia segitségével tisztitottuk E. coli JM83
sejtmentes extraktumabol. Az enzim aktiv centrumaban hely-specifikus mutagenezissel
egyszeres ¢s kétszeres mutans enzimeket allitottunk elé a QuickChange Site-Directed

Mutagenesis Kit segitségével.

3.2. PDI aktivitas mérése

A PDI aktivitds meghatarozasa a redukalt, denaturalt RN4az reaktivalasanak mérésével
tortént. A PDI katalizalja a denaturalt RNaz molekulan beliili- és kozotti diszulfid hidak
kialakitasat, ezzel a nativ konformacio kialakitasat eredményezve. Az aktiv RNaz
alakulasat spektrofotometriasan mértilk cCMP, az RNaz szubsztrat hidrolizisével 296 nm-

en, az irodalomban leirtak szerint.

3.3. Komplementaciods kisérlet

A PDI bakteridlis homoldgjai a DsbA fehérjék. A DsbA fehérje a baktérium

periplazmdjaban expresszalodik. A kisérletben hasznalt modellfehérje az alkalikus
foszfataz volt, amely feltekeredéséhez igényli a DsbA fehérjét. A PDI-3 gént egy olyan
IPTG-vel indukalhaté vektorba klonoztuk, amely a periplazmaban expresszalodik. A

kapott konstrukcioval transzformaltuk a dshA™ torzset. Indukcié utan az rPDI képes volt



komplementélni a dshA™ mutans torzset, amelyrdl alkalikus foszfatdz aktivitds méréssel

bizonyosodtunk meg.

3.4. Transzglutamindz aktivitds kimutatasa és mérései

3.4.1. Dot blot. A dot blot kisérletben transzglutaminaz-reakcid mintajara a
reakcioelegy N,N -dimetil-kazeint (szubsztrat), ImM N-(5-aminopentil)-biotinamidot és
SmM CaCl,-t tartalmazott. A rekombinans fehérjével valé inkubalas utan a
reakcioelegybdl 10 pl-t aktivalt PVDF membranra cseppentettem, majd avidin €s biotinalt
peroxidaz anti-egér IgG (Vectastain ABC Kit, Vector Laboratories) hozzdadasa utan,
ECL-technikaval mutattam ki a transzglutaminaz aktivitast.

3.4.2. ELISA. A lemezeket 12 o6ran keresztiil N,N -dimetil-kazeinnel inkubaltam 4 °C-
on, a fedetleniil maradt feliileteket sovany tejporos oldattal blokkoltam. A reakcioelegy
10mM DTT-t, 5SmM CaCly-ot és 1mM N-(5-aminopentil)-biotinamidot tartalmazott. A
mintdkat 1 oraig inkubaltam 55 °C-os vizflirdében, és a reakciokat EDTA oldatos
mosassal allitottam le. A kovalensen kazeinbe ¢épiilt biotinalt-amin szubsztratot
streptavidin-konjugalt alkalikus foszfatdzos inkubalds utan p-nitrofenil-foszfat oldat
hozzaadéasaval 405 nm-en detektaltam.

3.4.3. Kolorimetrias modszer. CBZ-p-glutaminil-glicin (10 mM) dipeptidhez
hidroxilamin (50 mM) szubsztratot adtam 5mM CaCl, jelenlétében, majd vas-klorid

hozzaadasa utan, a szinreakciot 620 nm-en mértem.

3.5. A fehérje aktiv centrumaban 1év6 hisztidin kémiai modositasa

A hisztidin aminosav kémiai modositasa dietil-pirokarbonattal (DEPC) tortént 50 mM
Na-foszfat pufferben, pH: 6,8-on 25 °C-on.

3.6. Szekvencia 0sszehasonlitds és homoldg modellezés

A reprezentativ fajokban végzett szekvencia 0sszehasonlitisokat CLUSTAL program
segitségével végeztem el. A szekvencia alignment-ek elkészitése utan a homolog
modellezést Swiss-PdbViewer programmal késziiltek, a human PDI a doménjat hasznalva

templatként.



3.7. CD spektroszkopia
A mintak koncentracioja SuM PDI és 25 uM tioredoxin volt 0,1 M Tris-HCl-ben (pH:

8,5). A mérések Jasco-810 spektropolariméteren egy termosztalhatdo (RTE-111, NesLab)
kiivettaban 25 °C és 55 °C-on torténtek.



4. EREDMENYEK ES MEGBESZELES

4.1. Rekombinans PDI-3 biokémiai és molekularis genetikai vizsgalata

A C. elegans genomjaban harom PDI talalhatd. Szekvencia 0Osszehasonlitd
vizsgalatokkal azt a PDI gént akartuk kivalasztani, amelyik legnagyobb homologiat mutat
az ERp60 fehérjével. Ez a PDI az irodalom szerint kétféle enzimaktivitassal (PDI, TGaz)
is rendelkezik. Ugy talaltuk, hogy a legnagyobb homologiat a C. elegans PDI-3 mutatja az
ERp60-nal. A PDI-3 c¢DNS klénjat azonositottuk a C. elegans Genome Sequencing
Center-ben (yk83g12). A gént egy IPTG-vel indukalhaté GST-fuzids expresszios vektorba
klonoztuk (pGEX-4T3), a rekombinans fehérjét kifejeztettiik €s tisztitottuk.

A rekombindns fehérje izomeraz aktivitdsat az RNaz ,,refolding”-képességével mértiik.
A PDI-3 képes volt visszaallitani a denaturalt RNaz helyes szerkezetét, tehat izomeraz
aktivitassal rendelkezett.

A rekombinans PDI fehérje képes volt komplementalni a dsb4A™ mutans E. coli torzset.
A DsbA fehérjék (Dsb = disulphide binding) a PDI bakterialis homoldgjai, és a baktérium
periplazmdjaban expresszalodnak. A kisérletben hasznalt modellfehérje az alkalikus
foszfataz volt, amely feltekeredéséhez igényli a DsbA fehérjét. A PDI-3 gént egy olyan
IPTG-vel indukalhaté vektorba klonoztuk, amely a —DsbA fehérjéhez hasonléan- a
periplazmaban expresszalodik. A kapott konstrukcidval transzformaltuk a dsbA™ torzset,
amely az indukci6 utan képes volt komplementalni a dsh4” mutans torzset.

Az rPDI-3 fehérje a biotinalt pentilamin kazeinbe torténd beépiilésén alapuldé ELISA-
modszer segitségével mérhetd transzglutamindz aktivitast adott Ca" jelenlétében, 55°C-
on. Az enzimaktivitds transzglutaminaz-specifikus inhibitorokkal gatolhatdé volt. A
reakcié csak 55°C-on jatszodott le, TGaz aktivitast csak ezen a homérsékleten tudtunk
kimutatni. 37°C illetve 25°C-on, transzglutaminaz aktivitds nem volt mérheto.

A primer aminok spontan modon is beépiilhetnek fehérjékbe, mint pl. a human a,-
makroglobulin esetében, egy belsd tioészter kotés felbontasaval, igy eléfordulhat, hogy a
biotinalt-amin magaval a PDI-vel reagal. Ennek a lehetdségnek a kizarasara dot blot
kisérletet végeztiink. Azt talaltuk, hogy a PDI-3 nem épiti be 6nmagéaba az amint, hanem
valdban az amin-transzfert katalizalja a kazein és biotinalt-amin kozott.

Azt vizsgalva, hogy az ELISA reakcioban nem glutaminnal hanem mas aminosavval

reagdl az enzim, dipeptid szubsztrattal is meghataroztuk a rekombinans enzim



transzglutamindz aktivitdsat. A méréskor CBZ-r-glutaminil-glicin dipeptidet hasznaltunk
amin akceptorként, és hidroxilamint, amin donorként. A rekombinans PDI specifikus
aktivitasa és Ky értéke Osszehasonlithato értéket adott a tengerimalac TGaz-ra vonatkozo

adatokkal.

4.2. A rekombinans PDI-3 transzglutaminaz aktivitasa a tioredoxin doménhez kotott

Annak meghatarozasara, hogy a PDI-3 melyik doménje felelés a kimutatott
transzglutaminaz aktivitadsért, tobbféle delécidos mutanst allitottunk eld. A delécids
mutansok analizise feltarta, hogy az a és a’ domént (tioredoxin domén) tartalmazo
fehérjék mar rendelkeztek transzglutamindz aktivitassal. Ez 0Osszhangban van az
irodalomban leirtakkal, miszerint a Giardia lamblia harom PDI izoformaja kozil a
legkisebb, egy 13 kDa nagysagt fehérje, -ami csak egy tioredoxin domént kédol- (gPDI-
3), szintén rendelkezett TGaz aktivitassal.

A C. elegans PDI-3 gén két CGHC szekvenciaval rendelkezik az a és az a> doménen
beliil. Mindegyikben az els6 cisztein a felelés a PDI diszulfid izomerdz aktivitasaért.
Hely-specifikus mutagenezist alkalmazva a katalitikus aktivitasért felelés ciszteineket
alaninra cseréltilk ki mind az a, mind pedig az a’ doménben, majd a mutans fehérjék
(rPDIaccn-coue, TPDIcguc-achce, €s rPDlagncacnc) aktivitasait dsszehasonlitottuk a vad
tipussal (rPDlcghc.coue). Az egyszeres mutansok izomeraz aktivitasa fele a vad tipusu
enzimnek. A kétszeres mutans nem rendelkezett mérheté PDI aktivitassal, inaktiv volt. A
PDI aktiv centrumaban 1évé katalitikus ciszteinek megvaltoztatdsa nem mutatott
szignifikdns kiillonbséget a mutans és a vad tipusi enzimek transzglutaminaz
aktivitisdban. Igy megallapithato, hogy a vizsgalt mutansoknal a transzglutaminiz
aktivitas fliggetlen a PDI katalitikus cisztein aminosavaitol, azok alaninra vald cserélése

nincs hatassal a TGaz aktivitasra.

4.3. A transzglutaminaz aktivitisban szerepet jatsz6 aminosavak meghatirozasa a

tioredoxin doménben beliil

Miutan megallapitottuk, hogy a PDI aktiv centruméaban (CGHC) 1évé els6, katalitikus
cisztein alaninra cserélése nem befolyasolta a transzglutaminaz aktivitast, helyspecifikus
mutagenezissel a masodik ciszteint is alaninra cseréltiik. Mivel sikeriilt az rPDI-3

transzglutaminaz aktivitdsat lokalizalnunk az a és a’ doménre (tioredoxin domén), a



helyspecifikus mutagenezist méar csak az a doménen alkalmaztuk. Az igy létrehozott
mutans csonka fehérjék (aachnc, accua, aacpua) transzglutaminaz —aktivitasait
Osszehasonlitottuk a vad tipusi PDI a doménjével (acguc). A CGHC motivum masodik
ciszteinjének eliminaldsa a transzglutaminaz aktivitas teljes elvesztését eredményezte,
mind az indirekt ELISA-val, mind pedig a kolorimetridas modszerrel mérve, ami azt
sugallja, hogy ez az a cisztein, amely az aktiv helyet szolgaltatja a transzamidalasi
reakciohoz.

A transzglutaminazok katalitikus centrumat harom aminosav adja, a Cys-His-Asp, a
huméan TG2 szerkezetvizsgalatakor a Cys-277, His-335, Asp-358 Kkatalitikus triadot
hataroztak meg. A PDI-3 mindkét tioredoxin doménje egyetlen hisztidint tartalmaz.
Amikor a fehérjét hisztidin-specifikus gatloszerrel (dietil-pirokarbonat) kezeltiik, az enzim
teljesen elvesztette a transzglutamindz aktivitasat, tehat valdszinlileg a tioredoxin
doménban talalhatd egyetlen hisztidin jatszik szerepet a transzglutaminaz reakcio
katalizalasaban.

A PDI tioredoxin doménjei kozeli rokonsdgban vannak a tioredoxin fehérjékkel. A
tioredoxinok diszulfid reduktazok, melyek aktiv centruma CXXC tioredoxin motivummal
jellemezhet6. Megvizsgalva az E. coli és human tioredoxinokat, azt talaltuk, hogy 55°C-
on ezek is rendelkeznek Ca*'-fliggd transzglutamindz aktivitissal. A transzglutaminaz

aktivitdst mindkét modszerrel (indirekt ELISA, kolorimetrids modszer) kimutattuk.

4.4. A PDI és Trx aminosav szekvencia-analizise

Az utobbi idékben tébb publikacio is beszamolt arrdl, hogy mind magasabb-, mind
alacsonyabb rendii fajokbol szarmaz6 PDI-k transzglutamindzokként funkcionalhatnak.
Feltételezhetd, hogy a PDI képes egy transzglutaminaz-szerli katalitikus triddot formalni
szerkezetén beliil. Amint azt a reprezentativ fajokban végzett tobbszords szekvencia-
Osszehasonlitas is mutatja, a cisztein és hisztidin csoportok erdsen konzervaltak. Emellett
két aszpartat-gazdag régiot is talaltunk, amelyek koziil az egyik erdsen konzervalt
elrendez6dést mutat, és ez kozelebb helyezkedik el a CGHC motivum masodik
ciszteinjéhez.

Mivel annak lehetdéségét mar bizonyitottuk, hogy a Trx is Kkatalizalhat
transzglutaminaz reakciot, a vizsgalt fajokban taldlhaté tioredoxinok aminosav
szekvencidjat is Osszehasonlitottuk. Azt talaltuk, hogy a ciszteinek erdsen konzervalodtak

a tioredoxin motivumban, €s hogy itt is megtalalhatd a két konzervalt aszpartat régio, a
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tioredoxin motivum C- és N-terminalis részén. A hisztidinek azonban nem mutatnak olyan

konzervalddottsagot, mint a vizsgalt PDI-k esetében.

4.5. Lehetséges transzglutaminaz aktiv hely meghatirozasa a PDI és Trx

szerkezetén beliil

A Kkisérletes biokémiai és szekvencidlis adatok néhany részletet feltartak a PDI és Trx
transzglutaminaz aktivitdsanak katalitikus mechanizmusarél, de végsé magyarazatot a
transzglutaminazokkal valé hasonld reakcio lejatszodasara ezeknek a fehérjéknek a
haromdimenzids szerkezete adhat. A human PDI teljes harom dimenzios szerkezete még
nem ismert, eddig csak kiilon-kiilon az a és a b domének szerkezetét hataroztak meg.

A human PDI a doménjének ismeretében homoldg modellezés segitségével
megszerkesztettiik a C. elegans PDI-3 a doménjének szerkezetét. Mindkét fehérje
szerkezetének (human és nematdda PDI) vizsgdlata feltarta, hogy a TGaz aktivitasért
felelos katalitikus aminosavak ugyanabban a régioban talalhatok, elérhetd kozelségben
helyezkednek el szubsztrat fehérjék szamara. A két konzervalt aszpartat régiobol pedig a
tioredoxin motivum N-terminalisan 1év0 aszpartatot ugyanott talalhatjuk.

A human és bakterialis tioredoxin szerkezete is ismert. Kisérleteink szerint mindkét
fehérje mutatott mérhetd transzglutaminaz aktivitast. A TGaz-ra jellemz6é katalitikus
triadot itt is a tioredoxin motivum koriil talaljuk.

A katalitikus aminosavak tavolsaga (Cys-His) a human PDI a doménjében 7 A, a
nematoda PDI-3 esetében 7.5 A, a human Trx-ban 8.2 A, mig E. coli-ban 9.8 A. Ezek a
tavolsagok mind a PDI, mind a Trx esetében nagyobbak, mint a tradicionalis
transzglutaminazok katalitikus aminosavainak tavolsaga (human TG2-nél ez 3.9 A). A
transzglutaminaz aktivitas azonban mégis kimutathatd, igy feltételezziik, hogy a PDI, és a
Trx is magasabb homérsékleten olyan konformacié-valtozason/valtozasokon megy
keresztiil, melyek soran a katalitikus centrumot alkoté aminosavak térben kozelebb

keriilhetnek egymashoz, igy a triad kialakulhat, és a reakcid lejatszodhat.
4.6. A PDI és Trx konfromacio-valtozasa

A fent emlitett harom dimenziés szerkezet-analizis bemutatta, hogy mind a PDI a
doménjeiben, mind a Trx-ban sziikség van valamilyen konformaciés valtozéasra ahhoz,

hogy ezek a fehérjék TGazként mukddjenek, azaz katalizaljak a TGaz reakciot. Ez a
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szerkezet-véltozas bekovetkezhet a Ca*'-kotésével (a PDI és Trx nem igényel Ca’"-ot a
diszulfid izomeraz/oxidoreduktaz reakciojahoz, -TGaz aktivitisuk azonban a tobbi
TGéazhoz hasonléan- Ca*'-fiiggd).

A konformacio-valtozas reakcié koriilmények megvaltozasanak kovetkezménye is
lehet. Ezt alatdmasztja az a tény, hogy transzglutaminaz aktivitasokat csak 55°C-on tudtuk
kimutatni mind a PDI, mind a Trx esetében, 37°C vagy 25°C fokon megismételve a TGaz
aktivitas nem volt mérhetd. Az irodalomban publikalt emlés €s nematdoda PDI-k esetében
is 55°C inkubacios hdmérsékleten mértek TGaz aktivitast.

Cirkuléris dikroizmus (CD) spektroszkopiaval egyszerlien €s gyorsan nyerhetiink
informaciot a fehérjek szerkezetérol, illetve a szerkezet megvaltozasarol, pl.
szubsztratkotés, oligomerizacid, denaturacid, stb. soran. Felvettiik mind a rekombinans
PDI-3, mind a Trx homérsékletfiiggé CD spektrumat. A CD spektrumok mindkét fehérje
esetében tipikusan o-hélix lefutdst mutatnak, a tioredoxin elemet pedig dominansan o-
hélixek alkotjak. Azt taldltuk, hogy mindkét fehérje kimutathatd szerkezet-valtozason
megy keresztiill. Homérséklet-emelés hatasara az a-hélixek elvesztitik strukturajukat,
(vagyis akkor, amikor az enzim-oldatot 55°C-ra melegitjilk,) a TGaz reakcio
szempontjabol viszont 55°C a hdémeérséklet-optimum. Amikor a fehérje rendezettsége
modosul, vagy barmilyen mddon megvaltozik, az emlitett katalitikus aminosavak
kozelebb keriilhetnek egymashoz, és a transzglutaminazra jellemz6é aktiv centrum

kialakulhat, a reakci6 lejatszodhat.

4.7. A PDI és Trx mint multifunkcionalis enzim

A természetben gyakori jelenség, hogy fehérjéknek tobbféle funkcidjuk/aktivitasuk
van, beleértve Osszefiiggésbe hozhato ill. az 6ssze nem fiiggd funkciokat. Logikus kérdés
felvetni azt, hogy vajon a PDI és Trx transzglutamindz aktivitdsa kozott lehetséges-e
Osszefliggés, vagy az enzimek ezen felismert, 0 aktivitdsa nem fiigg 6ssze. Realizalnunk
kell, hogy a harom vizsgalt fehérjecsalad (PDI, Trx, TGaz) tagjai tobb, egymassal atfedd
tulajdonsaggal rendelkeznek. Transzglutamilaciéra mindannyian képesek mint redox
katalizalok/fehérjék, a TGaz-ok szokatlan nagy szamu szabad cisztein-SH csoportot
tartalmaznak, amelyek altalaban reaktivak. Azonfelill, a transzglutaminaz nem katalitikus
kolcsonhatasa sejten kiviili és beliili fehérjékkel a TGaz chaperon funkcidjara utal, mint az

a PDI/Trx csalad esetében mar ismert. Nincs azonban kodzvetlen bizonyiték arra, hogy a
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nem megfeleld szerkezetli, karosodott vagy oxidalodott fehérjék megmentését a PDI
izomerdz vagy a Trx diszulfid reduktdz funkcidéja probalnd megkisérelni. Ez a
~megmentési kisérlet” magaban foglalhatja a target fehérje transzglutamilacioval valod
stabilizalasat (deamidalas, keresztkotés, primer aminok beépitése). Ezt a
folyamatot/reakciét vagy a PDI és Trx transzglutaminaz aktivitdsa, vagy a
transzglutaminaz Onmaga is katalizalhatja, mint redox katalizal6, chaperon vagy
keresztkoto fehérje. Elképzelhetd, hogy ha egy fehérje megmentése, stabilizaldsa mar nem
lehetséges, akkor az enzim keresztkotdé tulajdonsagaval kovalensen kapcsolodik a
tonkrement fehérjékhez —talan az ubikvitindlassal parhuzamosan-, és elinditja a
feleslegessé valt fehérjét az lebontas, a proteaszoma rendszer iranyaba.

Tobb, tovabbi kozos tulajdonsag is figyelhetd meg a PDI, Trx és TGaz enzimcsalad
tagjai kozott. Mindharom enzimcsalad jelen van az €16 szervezetek minden tipusaban, az
eukariota sejtek mindegyik compartment-jében -, fontos szerepiik lehet az extracellularis
térben, ahova szekretalodasuk utan keriilnek, annak ellenére, hogy szignal szekvenciaval
egyik sem rendelkezik. Mind indukalhatd enzimek, mind reagalnak stressz
koriilményekre, oxigén gyokokre, sejt- és szoveti karosodasokra. Ezekre az adatokra
tamaszkodva elképzelhetd, hogy ez a harom nagy fehérje/enzim csalad egy altalanos
cellularis védd rendszer elemeit jelenti, amely a konvergens evolicio folyaman a
megosztott enzimaktivitasok széles valtozatossagaval a célbdl keletkezett, hogy védje és
stabilizalja a fehérjéket, sejteket és szoveteket.

A PDI és a Trx fehérjék nagy mennyiségben vannak jelen a sejten beliil/kiviil illetve a
sejtfelszinen. Az, hogy ezek a fehérjék kétféle aktivitassal is rendelkeznek, mind a
bakterialis fehérjénél (E. coli Trx), mind a fonalféregben (C. elegans), mind a
gerinceseknél (human Trx, PDI), a fehérje motivum funkciobeli konzervalodottsagra utal.
A PDI tobb katalitikus reakcioja mar régota ismert: redukcid, izomerizéacio, fehérjék
helyes szerkezetének kialakitasa, tehat egyfajta poszt-transzlacidés modositas. A tioredoxin
szerepe szintigy széleskori: redox szignalok, fotoszintézis, apoptozis szabalyozasa,
immunvalasz kialakitdsa. A transzglutaminaznak is egyre tobb funkcidja valik ismertté;
keresztkotd fehérje, részt vesz szignalitvonalakban, mint G-fehérje, szerepe van az
apoptozisban, sot, a fagocitozisban is. Eredményeink arra hivjak fel a figyelmet, hogy a
fehérjék szerepe ma még korantsem tisztazott, és szabalyozasuk megértése, illetve a
koriilmények és/vagy a sejten beliili kdlcsonhatasok dontik el, hogy a fehérjének melyik
funkcidja ,.kapcsol be”. Ezen folyamatok feltardsa nagy 1épés lehet elére az in vivo

kutatasokban.
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