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Roviditések jegyzéke

293FT: AD-293 sejtvonalbol kialakitott jol transzfektalhato sejtvonal
AD-293: human embrionalis vese Sejtvonal

aFlag: Flag taget felismer6 antitest

AIRE: Aire fehérjét kodolo gén

APS1: 1-es tipust autoimmun poliendokrin szindroma

ATPaz: ATP hidrolaz aktivitas

BPA: biotin-pentilamin

CA-HPV-10: prosztata adenokarcindma sejtvonal

DD-XLink-mab: fibrin degradacios termékekben talalhatd izopeptid kotésekre egérben

kifejlesztett monoklonalis IgG antitest

E. coli: Escherichia coli

EGF: epidermalis novekedési faktor

EMT: epitélialis-mezenchimalis atmenet

EPBA42: az eritrocita membran 4.2-es savfehérje gén neve

EV: extracellularis vezikula

EX/Em: gerjesztési/emittalt hullamhossz (excitation/emission wavelength)
F13A1: a Xlll-as véralvadasi faktor gén neve

FBS: héinaktivalt magzati marha szérum

FDP: izopeptid kotéseket nem tartalmazo fibrin degradacios termék

FDR: False Discovery Rate

FLpepPI12: fluoreszcensen jelolt P12 peptid (FAM- NQEQVSPLTLLK-OH)
FLpepT26: Fluoreszcensen jelolt T26 peptid (FAM- HQSYVDPWMLDH-OH)
FXI-A: Xlll-as véralvadasi faktor A alegység
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GPRP: Gly-Pro-Arg-Pro tetrapeptid

GSH/GSSG: redukalt és oxidalt glutation

hFEXI11-A: human XIII-as véralvadasi faktor A alegység
hFEXI111-B: human XIII-as véralvadasi faktor B alegység
HRP: tormaperoxidaz (horseradish peroxidase)
hTG1-7: human TG1-7

IA: jodacetamid

LC-MS/MS: folyadék kromatografiaval kapcsolt tomegspektrometria
McTG4: monoklonélis humédn TG4 ellenes antitest
ODesoo: optikai denzitas értéke 600 nm-en

Panc-1: duktalis hasnyalmirigy karcinéma sejtvonal
PC-3: androgén fiiggetlen adenokarcindna sejtvonal

P12: az o2-plazmin inhibitor ~N-terminalis részletét tartalmazo peptid
NQEQVSPLTLLK-OH)

PMSF: fenil-metil-szulfonil-fluorid, protaz inhibitor

PSA: prosztata-specifikus antigén

Reaktiv Q = 5 AA: a rektiv glutamint megel6z6 és kovetd 5-5- aminosav
rhTG4: rekombinans human TG4

RWPE-1: immortalizalt prosztata sejtvonal

S100A4(GST): GST fuzios rekombinans human S100A4 fehérje

(FAM-

S100A4(GST)-FLpepPI12: GST fuzids rekombinans human S100A4 fehérjével keresztkotott

FLpepPI12

S100A4(GST)-FLpepT26: GST fazids rekombinans human S100A4 fehérjével keresztkotott

FLpepT26

SN sziirt: szirt szolubilis fazis



SN UCF: ultracentrifugalast kovet6 feliiliszo

TB tapfolyadék: Terrific Broth tapfolyadék

TF-: nem transzfektalt

TF+: transzfektalt

TG: transzglutaminaz

TG1-7: transzglutaminaz 1-7

TGM1-7: transzglutamindz1-7 gének nevei (Ensembl)

TTBS: Tris-pufferolt sdoldat, 0,1 (Y/v) % Tween-20-al kiegészitve

XFDP: izopeptid kotéseket tartalmazé fibrin degradaciods termék



1.Bevezetés

A transzglutaminazok fehérjék poszttranszlaciés modositasait végzo enzimek, amelyek
fiziologias és patologias folyamatokban vesznek részt és potencialis terapias lehetdségeket
kinalnak. A transzglutamindzok koziil a XllII-as véralvadési faktor (FXIII-A) és a
transzglutaminaz 4 (hTG4) talalhaté meg az extracellularis folyadékokban. A human
FXI-A (hFXI1-A) legismertebb funkciojat, a véralvadasi kaszkad utolsé tagjaként fejti
ki, amely soran aktivitasanak eredményeként stabil alvadék keletkezik. Egy masik
transzglutamindz csalddtag, a transzglutamindz 4 (TG4) pedig ragcsalok szeminalis
folyadékaban alakit ki kemény, fehérje polimerekb6l allo kopulacios dugoét. Mindkét
enzim kovalens keresztkotések kialakitasaval, nagy fehérje aggregdtumokat hoz létre.

A hFXIII-A a véralvadék kialakulasakor a fibrin monomerek kovalens keresztkotése
mellett, szerepet jatszik a fibrinolizis szabalyozasaban is. A keresztkoto aktivitasa révén a
fibrin halohoz koéti az a2-plazmin inhibitort is, ezaltal gatolja a vérrdg korai fibrinolitikus
lebontasat. A hFXIII-A, kevésbé ismert izopeptidaz aktivitisa révén az o2-plazmin
inhibitort képes ki is hasitani az alvadékbol, ezaltal gyorsitani a fibrinolizist. A hFXIII-A
izopeptidaz aktivitasanak kovetése egyediilalld elényoket nyjthat. A hFXIII-A gatlasa
potencialis terapias célpont lehet trombdzisos betegségek esetén, azonban az izopeptidaz
aktivitas modositasaval a fibrinolizist is befolyasolhatja. Ezért sziikség lenne olyan
aktivitas mérésekre, amelyekkel fehérje szubsztratokon is tanulmanyozhat6é a hFXIII-A

keresztkotd és izopeptidaz aktivitasa.

A human TG4 (hTG4) megtalalhaté a nyalban és bélnedvben is, amely az enzim
gasztroenterologiai szerepére utal. Az irodalomban féként a ragesald TG4-gyel végezett
kiséretek eredményeit talalhatjuk meg, a hTG4 esetében leginkabb csak prosztata
sejtvonalakat vizsgaltak. Az enzim fiziologids szerepe az emberi szervezetben szinte
egyaltalan nem ismert. Viszont a legtobb 1-es tipusti autoimmun poliendokrin
szindromaban szenvedd feln6tt férfi szérumaban detektaltdbak hTG4 ellenes
autoantitestek, amelyek hozzajarulhatnak a betegek meddéségének kialakulasahoz.
Tovabbd a hTG4 magas expressziot mutat luminalis epitél eredetli prosztatadaganatok

esetében, amelyeknél a hTG4 potencialis daganatellenes terapias célpont lehet.

A hFXIII-A izopeptidaz aktivitasanak és a hTG4 fizioldgias szerepének vizsgalata 1j

antikoagulans illetve kemoterapias szerek fejlesztéséhez nytjthat segitséget.



2. Irodalmi attekintés

2.1 A transzglutaminaz enzimcsalad

A transzglutaminazok (TG-k, EC 2.3.2.13) szerkezetileg és funkcionalisan rokon fehérjék,
amelyek Cys-His-Asp katalitikus triaddal rendelkeznek (Lorand és Graham, 2003). A
legjelentdsebb enzimatikus aktivitisuk a Ca®*-fiiggd N%(y-glutamil)lizin izopeptid kotés
kialakitasa fehérjék glutamin és lizin oldallancai kozott vagy biogén aminok beépitése fehérjék
glutamin oldallancaiba (Ecker és mtsai, 2014). A transzglutaminaz elnevezés el6szor 1959-ben
jelent meg az irodalomban, amikor a szerz6k egy olyan enzimet azonositottak a tengerimalac
majaban, amely transzamidald tulajdonsagokkal rendelkezett. Ma mar ezt az enzimet
transzglutamindz 2-nek (TG2) nevezzilk. Az 1980-as évek végéig a legjelentésebb
transzglutamindz forrds a tengerimalacok majabol vagy mas emldsok vérébdl izolalt
transzglutaminazok voltak (Sarkar és mtsai 1957). A TG2 felfedezése 6ta, mas fehérjéket is
azonositottak egysejtli él61ényekben, puhatestiickben, halakban, emldsdkben és névényekben
is ezzel az aktivitassal. A human genom kilenc TG gént tartalmaz (1. tablazat), amelyek koziil
8 enzimatikusan aktiv és egy inaktiv (eritrocita membran 4.2 sav fehérje) fehérjét kodol
(Grenard és mtsai, 2001). Ezek a fehérjék allvanyzati funkcidkat latnak el, szerepiik van a
membran integritasanak fenntartasaban, szabalyozzak a sejtadhéziot és a jelatvitelben is részt
vesznek (Satchwell és mtsai, 2009). A TG-ok elsddleges aminosav szekvenciaja kiilonbozik,
azonban az eritrocita membran 4.2 sav fehérje kivételével az aktiv helyiikon egy jol konzervalt
aminosav szekvencia talalhaté (YGQCWVFA; hTG4: 265-272, hFXII-A: 312-319
aminosavak). A TG4 esetében azonban ennek a motivumnak az elsé aminosava nem tirozin,
mint a tobbi 8 transzglutaminaz esetében, hanem fenilalanin. Ez a kiilonbség nem okoz olyan
valtozast, mint az eritrocita membran 4.2 sav fehérje esetében megfigyelhetd cisztein alanin
aminosav csere. A fehérje keresztkotd és allvanyzati funkciok mellett, a TG-0k mas fehérjék
poszt transzlacids modositasait is katalizaljak, izopeptid kotések kialakitasa, dezamidacio és
amin beépités révén (Eckert és mtsai, 2014). A FXIII-A keresztkotd aktivitasa
nélkiilozhetetlen szerepet jatszik a véralvadasban (Muszbek és mtsai, 2011), a TG4
keresztkotd aktivitasa pedig a radgesalok ondofolyadékanak alvadasaban, a kopulacios dugd
kialakulasakor elengedhetetlen fontossagu (Williams-Ashman, 1984). A hFXIII-A az egyik
legjobban karakterizalt transzglutaminaz, ezzel szemben a hTG4 az egyik legkevésbé ismert

tagja a csaladnak.



1. tablazat A human transzglutaminazok dsszefoglalé tablazata (Lorand és Graham, 2003,

Candi és mtsai, 1998; Shan és mtsai, 2002; Gjersvik és Ronnevig, 2003; Landegren és

mtsai, 2015; Cassidy és mtsai, 2005; Tripathy és mtsai, 2017; Satchwell és mtsai, 2009;

Adany és mtsai, 2001; Zaba és mtsai, 2007; Supsriunjai és mtsai, 2020; Orosz és mtsai,

2011; Csap6 és mtsai, 2009)

TG Gén | Méret| Szovetikifejez6dés Sejt Funkcié Kapcsolédo
(kDa) kompartment betegségek
Vérlemezkék,
) Véralvadas,
asztrocitak, makrofagok,
o ) csontnovekedés,
, kondriocitak, placenta, Citoszol, )
- | sebgyogyulas, FXIII hiany,
hEXII-A | F13A1 83 vérplazma, synovialis |extracellularis, i )
) angiogenezis, dermatofibroma
folyadék, sejtmag o
o graviditas
preadipocitak,liquor,
fenntartasa
konny
o Membran, Sejtburok o )
hTG1 TGM1 90 Keratinocitak, agy ] Lamellaris ichthyosis
citoszol képzOdés
Citoszol, Coeliakia,
sejtmag, neurodegenerativ
hTG2 TGM2 80 Mindenhol membran, Osszetett betegségek, sziirke
sejtfelszin, halyog, érelmeszesedés,
extracellularis fibrézis, diabétesz
) Sejtburok Dermatitis
hTG3 TGM3 77 Lapham, agy Citoszol ) )
képzddés herpetiformis
Citoszol, _
1-es tipust autoimmun
hTG4 TGM4 77 Prosztata, nyal, vizelet | membran, Ismeretlen
poliendorkin szindroma
extracellularis
Mindenhol, kivéve a
- Keratinocitdkban|  Akralis hamlo bor
hTG5 TGMb5 81 | kozponti idegrendszert | Ismeretlen ) )
) sejtburok képzés szindroma
és a nyirokrendszert
Spinocerebellaris ataxia
hTG6 TGM6 78 Agy, herék, tiid6 Ismeretlen Ismeretlen
35-06s tipusu
hTG7 TGM7 81 Mindenhol Ismeretlen Ismeretlen Ismeretlen
Huméan
eritrocita Vorosvértestek,
o Membran . .
membran | EPB42 72 | csontvel6, magzati maj | Membran Orokletes spherocytosis
komponens
4.2 sav és lép
fehérje




2.1.1. A human transzglutaminaz izoenzimek jellemzése

A human keratinocita transzglutaminaz (hTG1) eddigi tanulmanyok alapjan a bor rétegzett
lapham rétegében, az emésztd rendszer felsd szakaszéban, valamint a ndi nemi traktus alsd
szakaszaban van jelen. A hTG1-et aktivalhatja proteolitikus hasitas, emelkedett Ca®* szint, és a
tazarotén-indukalt gén 3-mal val6 interakcio (Eckert és mtsai, 2009; Jans és mtsai, 2008;
Sturniolo és mtsai, 2003; Sturniolo és mtsai, 2005). Forbol-észterek és a retinsav csokkentik
a hTG1 mRNS és fehérje expresszidjat (Eckert és mtsai, 2005). A hTGI1 fehérje a NHo-
terminalis végen 1€vo cisztein aminosavhoz kapcsolddo zsirsav-acil részen keresztiil a plazma
membranhoz kapcsolddik, majd proteolizis hatasaként valik le 10, 33 és 66 kDa fragmentek
formajaban (Kim és mtsai, 1995). Az autoszomalis recessziven 6roklédo lamellaris ichthyosis
Friedman és mtsai, 2001; Huber és mtsai, 1995). A lamellaris ichthyosis a bér egy ritka
keratinizacios rendellenessége, amelyet az epidermisz nem megfeleld kornifikacioja jellemez.
A betegek drasztikusan csokkent hTG1 aktivitassal rendelkeznek (Candi és mtsai, 1998). A
TG1 hianyos egér is lamellaris ichthyosis fenotipust mutat (Matsuki és mtsai, 1998).

A legtdbbet tanulmanyozott csaladtag a human transzglutaminaz 2 (hTG2), vagy mas néven
szoveti transzglutamindz. Az emberi szervezet 0sszes szOvetében megtalalhato, és szinte
minden sejttipus termelheti. A hTG2 alapvetéen citoszolikus enzim, de szinte minden
sejtalkotoban megtalalhatdo (Lorand és Graham, 2003). A TGM2 gén promotere retinsav
valaszadé elemet, interleukin (IL)-6 specifikus cisz-szabalyzo elemet, transzformald
novekedési faktor-1 (TGF- B1) valaszado elemet is tartalmaz. A retinsav, a D vitamin, a TGF-
B1, az IL-6, tumor nekrozis faktor (TNF), NF-kB, epidermalis novekedési faktor, forbor-észter,
oxidativ stressz, és Hox-A7 is indukalhatja a hTG2 kifejez6dését a sejtekben. A hTG2 tobb
funkcids enzim, a transzamidaz aktivitdson kiviil, GTP4az, ATP4z, protein kindz és protein
diszulfid izomeraz (PDI) katalitikus aktivitassal is rendelkezik. Ismert interakcids partnerei
példaul a foszfolipaz Co1, P-integrinek, fibronektin, oszteonektin, RhoA, retinoblasztoéma
fehérje, PTEN, és IkBoa. Coeliakidban, neurodegenerativ betegségekben (Alzheimer és
Parkinson kor), valamint sziirke halyog, érelmeszesedés, fibrozis, diabétesz, autoimmun
betegségek és nagyon agressziv tumorok esetében megfigyelték, hogy a hTG2 expresszioja
és/vagy enzimatikus aktivitasa megemelkedett. (Griffin és mtsai; 2002; Katt és mtsai, 2018;
Lorand and Graham 2003). A TG2 hianyos egereknek normal koriilmények nincs jellemz6
fenotipusa (De Laurenzi és Melino, 2001), de késleltetett sebgyogyuldst (Tong és mtsai,
2013), csokkent fagocitotikus kapacitast (Sarang és mtsai, 2014) és rosszabb gliikoz altal
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stimulalt inzulinszekréciot mutatnak (Bernassola és mtsai, 2002). A TG2 hianyos egerekbdl
szarmazo fibroblasztok megvaltozott letapadasi képességet és mozgékonysagot mutatnak

(Tong és mtsai, 2013).

A human transzglutaminaz 3 (hTG3) vagy epidermalis TG jelen van a hajhagymakban, a
felhdmban, az agyban, a nyalkahartydban és a vékonybélben is. A trichohialin és a keratin
intermedier filamentumok keresztkotését katalizalja a hajhagymak belsé gyokérhiivelyének
megerdsitéséhez, amely kritikus a hajszalak morfogeneziséhez és a hTG3 részt vesz a sejtburok
kialakitasaban a differenciacié késoi szakaszaiban (Hitomi és mtsai, 1999; John és mtsai,
2012). A TGM3 gén promotere SP1 és ETS motivumokat tartalmaz, és a human pro-
transzglutaminaz 3 mRNS expresszidjat a Ca?* ndveli. A hTG3 a hTG2-hoz hasonldan szintén
képes kotni és hidrolizalni a GTP-t (Ahvazi és mtsai, 2004). A dermatitis herpetiformis egy
erdsen viszketd, kronikus, kititésekkel jard borbetegség, amely esetén a hTG3 a f6 autoantigén
(Gjersvik és Ronnevig, 2003). A TG3 hianyos egér rendellenes szérfejlédést és a bore
csokkent hatarold funkciét mutat (Bognar és mtsai, 2014). Kutatasok bizonyitottak, hogy a
hTG3 gén leregulalasa szorosan 0sszefligg szamos human daganat tipus kialakulasaval, mint a

nyeldcso és szajiiregi laphamsejtes karcinoma.

A human transzglutaminaz 4 (hTG4), vagy prosztata transzglutaminaz, jelen van a
prosztataban, a prosztata folyadékokban és az ond6folyadékban (Dubbink és mtsai, 1999). Egy
Spl-kotd hely talalhatd a transzkripeios kezdd hely elétti —96 —87 bp kozott, amely fontos a
hTG4 gén transzkripcids szabalyozasahoz. Human prosztata tumor sejtekben az androgén
kezelés novelte a hTG4 mRNS szintjét (Dubbink és mtsai, 1996; Dubbink és mtsai 1999a).
Rivera-Gonzalez és munkatarsai (2012) kimutattak, hogy a TGM4 gén expresszios
szabalyozasaért foleg a retinsav felelds, azonban a vizsgalt sejttipusokban fehérje szinten nem
vizsgaltdk az enzim expressziojat. Patkanyban, az enzim részt vesz a kopulacidos dugo
kialakitasaban, és a spermiumok antigenitdsanak maszkirozasaban. A TG4 hidnyos egér
csokkent szaporodasi képességet mutat a kopulacios dugé hibas kialakulasa miatt (Dean, 2013).
A hTG4 pontos szerepe az emberi szervezetben nem ismert, de a hTG4 megndvekedett

termelése Osszefliggésben van prosztatadaganatokkal (Jiang és Ablin, 2011).

A human transzglutaminaz 5 (hTGS5), vagy transzglutaminaz X, mint transzglutaminaz
enzimcsaladtag csak 1998-ban lett azonositva, igy az egyik legkevésbé ismert
transzglutaminaz. Hasonloan a hTG1-hez és a hTG3-hoz a bér felsé rétegeinek rétegzett

laphamjaban termelddik, ¢és hozzajarul a hyperkeratosishoz az ichthyosisban ¢és
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pikkelysomorben szenvedd betegeknél (Candi és mtsai, 2001). A TGMS5 gén promoter régioja
TATA nélkiili, de tobb transzkripcios faktor (Myb, AP-1, NF-kB, és NF-1) szdmara tartalmaz
kotéhelyeket. A GTP és az ATP gatolja a hTGS5 aktivitasat, azonban a Ca?* képes megsziintetni
ezt a gatlast. A hTGS5 keresztkoti a loricrint, involucrint, és az SPR3-at az epidermiszben
(Candi és mtsai, 2002). Bakulovirus expresszios rendszerben és emlds epitél sejtekben a hTG5
fehérje proteolitikus hasitas eredményeként aktivalodik (Pietroni és mtsai, 2008). Az enzimet
inaktivalé mutaciok eredménye egy ritka betegség, az Akralis hamlé bor szindroma (Acral
Peeling Skin Syndrome, APSS), amely esetén a hamlés csak a kezek és a labak hatuljan

figyelhetd meg (Cassidy és mtsai, 2005). TGS hidnyos egeret még nem készitettek.

A human transzglutaminaz 6 (hTG6), vagy mas néven a transzglutaminaz Y termelédése a
herékben, a tiidokben és az agyban torténik. Neurondlis jellemzOkkel rendelkezé human
karcinéma sejtek is termelnek hTG6-ot. A hTG6 katalitikus aktivitasa a proenzim proteolitikus
hasitasat kovetden aktivalodik (Thomas és mtsai, 2013). A TGM6 gén mutacioi altal okozott
betegség a 35-0s tipusu spinocerebellaris ataxia (Tripathy és mtsai, 2017). TG6 hianyos egeret

sem készitettek még.

A human transzglutaminaz 7 (hTG7), vagy transzglutaminaz Z esetében csak kevés adatot
tiidoben és az agyban termelddik. A hTG7 szubsztrat preferencianak tanulmanyozéasakor
azonositottak egy nagyon reaktiv szubsztrat szekvenciat, amely izoenzim specifikus. A jovében
a hTG7 altal keresztkotott szubsztratok megismerése valoszinlileg tobb informaciot fog
szolgéltatni az enzim fiziologias jelentdségérdl, és hogy milyen betegségekkel van
Osszefliggésben. Egy tanulmany kimutatta, hogy a hTG7 transzkripcids szintje megnovekedett
rossz progndzisu melldaganatos betegek esetében (Jiang és mtsai, 2003). TG7 hianyos egér

szintén nem érheto el.

A hEXIII-A, vagy mas néven fibrin stabilizal6 faktor vagy magyar felfedezdir6l elnevezve
Laki-Lorand faktor, egy zimogén, amely a trombin altali hasitas eredményeként valik aktivva.
A véralvadas utolsd szakaszaban hozzajarul az alvadék stabilizalasahoz. Jelen van
vérlemezkékben, a plazmaban, asztrocitdkban, makrofagokban, a placentaban, kondrocitakban,
a szinovidlis folyadékban, a szaruhartya sejtekben és az oszteoblasztokban (Paragh és
Torocsik, 2017). A hFEXII-A gént (F13A1) mieloid transzkripcios faktorok (MZF1-szeri
fehérje, GATA-1 és Ets-1) és két mindenhol jelenlévd transzkripcios faktor (NF1 és S1)

szabalyozza. A véralvadas mellett, a hFXIII-A szintén szerepet jatszik a fibrinolizis
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szabalyozasaban, a terhesség fenntartasaban, a sebgyogyulasban, az angiogenezishen, valamint
porcsejtek és  csontsejtek  differenciacigjaban, az adipogenezisben, és bizonyos
immunfolyamatok modulalasaban is (Muszbek és mtsai, 2011; Schroeder és Kohler, 2016).
A vérplazmaban tetramerként cirkulal, két A (hFXIII-A) és két B (hFXI1I-B) alegységbdl épiil
fel, az aktivaciohoz kalciumra €s trombinra van sziiksége. A hFXIII-A hianyt egy autoszomalis
recessziv rendellenesség okozza, amelyet €lethosszig tartd vérzékenység és hibas sebgyogyulas
jellemez. A betegség molekularis hatterét nagy heterogenitas jellemzi, amely hozzajarul a
betegség kiilonb6z6 stlyossagi megnyilvanulasaihoz. Tobb, mint 60 FXIII-A mutéaciot
azonositottak, valamint egyedi nukleotid polimorfizmusokat is leirtak, amelyek
befolyasolhatjak a FXIII-A aktivitasat (Hsieh és Nugent, 2008). A FXIII-A hianyos egér
esetében véralvadasi rendellenesség, megndvekedett esélyli vetélés, csokkent angiogenezis €s

szoveti atépiilési hibak figyelheték meg (Dardik és mtsai, 2006; Koseki-Kuno és mtsai,
2003).

A human eritrocita membran 4.2 sav fehérje, egy egyedi TG, amely nem rendelkezik
enzimatikus aktivitassal. A Cys-His-Asp katalitikus triadban 1évé Cys-Ala csere felelds az
eritrocita membran 4.2 sav fehérje enzimatikus aktivitasanak hidnyaért. Ez a fehérje foként
vorosvértestekben, csontveldben, magzati majban és a 1épben van jelen. A human eritrocita
membran 4.2 sav fehérje a vorosvértestek membranjanak egyik f6 komponense, amely fontos
szerepet jatszik a membran integritdsanak fenntartdsdban és a sejt stabilitdsanak
szabalyozasaban. A fehérje termelése részben vagy teljesen hianyzik japan recessziv szferocitas
elliptocitozisban szenvedd betegeknél (Satchwell és mtsai, 2009). Az eritrocita membran 4.2
sav fehérje hianyos egér modosult vorosvérsejt funkciot, szferocitozist és megvaltozott ion

transzportot mutat (Peters és mtsai, 1999).

Munkank soran mi a hFXIII-A és a hTG4 enzimek vizsgalataval foglalkoztunk

részletesebben.
2.1.2. A transzglutaminaz aktivitasok valtozatossaga

A transzglutaminazok valtozatos biologiai funkcioval rendelkeznek, amelyek altalaban a
fehérje modosito aktivitasaik révén valosulnak meg, azonban néhany esetben a bioldgiai
funkciojuk mogott nem katalitikus események allnak. A citoszkeleton allvanyzati funkcidinak
biztositasdban, a membran integritds fenntartasaban (pl.:human eritrocita membran 4.2 sav
fehérje), a sejt adhézidban ¢és jelatviteli folyamatokban (pl.: TG2) is vesznek részt

transzglutaminazok.
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1. abra Transzglutaminaz reakciok tipusai (Lorand és Graham, 2003)

A transzamidalasi reakcidé mechanizmusa a tiol protedzok 4&ltal katalizalt proteolizis

forditottja és két f6 1épésbdl all (Makarova és mtsai, 1999). Az elsé 1épésben a cisztein tiol
csoportja, amely az enzim aktiv helyén talalhato megtamadja a fehérje szubsztrat (acil akceptor)

glutamin oldallancat, igy kialakul az acil-enzim komplex intermedier, amelyet ammonia
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felszabadulas kisér. A masodik 1épésben kiilonb6zé modon torténhetnek meg a reakcidk a
rendelkezésre allo szubsztratok szerint (Lorand és Graham 2003).

Transzamidalaskor a y-glutamint tartalmazé fehérje szubsztrat és egy peptid lizin
oldallancanak g-amino csoportja kozott N-g(y-glutamil)lizin keresztkotés alakul ki. Amin
beépiiléskor a reakcid egy y-glutamilt tartalmazo peptid és egy primer amin szubsztrat kozott
zajlik, ahol az enzim katalizalja a primer amin beépiilését amely y-glutamil-amin kotést
eredményez. A harmadik esetben acilezés torténik, amikor egy donor fehérje deprotonalt lizin
oldallancahoz egy amino ¢és karboxil csoportot egyarant tartalmazo szénlanc kapcsolodasa
mellett ammonia szabadul fel, ezaltal kialakul a keresztkotés (Lorand és Graham, 2003). A
transzamidalasi reakcid egyik specidlis esete, amikor az acil akceptor helyébe viz 1ép és
hidorlizis toérténik, amely a glutamin oldallanc dezamidalasanak kdvetkeztében glutamin savat
eredményez. Eszterifikacié akkor torténhet, hogyha a glutamin akceptor mellett, a masodik
szubsztrat egy hidroxil csoportot tartalmazé szénhidrat molekula, amely ammonia
felszabadulas mellett a hidroxil csoporton keresztiil észtert képez az akceptor fehérje
glutaminjaval. Emellett a transzglutaminazok tobb tagja képes az izopeptidaz aktivitasa révén
a korabban kialakitott izopeptid kotés hasitasara, azonban ez nem teljesen felel meg a
keresztkotés megforditasanak, ugyanis a glutamin helyett a reakcid eredményeként glutamin

sav marad vissza (Lorand és Graham, 2003).

A transzglutaminazok altal katalizalt poszt transzlacios modositasok érdekessége, hogy a
modositott fehérje lebontasakor a y-glutamil-g-lizin dipeptid ellenall a proteazok altali
lebontasnak (Kornguht és mtsai, 1963; Mataci¢ és Loewy, 1968). Ezt a dipeptidet, és mas
transzglutaminaz reakci6 termékeként képzodott y-glutamilamin molekulakat a y-glutamin-
ciklotranszferaz nevii enzim képes hasitani (Fink és Folk, 1981). Raczynski és munkatarsai
(1975) patkanyokkal végzett kisérletekkel bizonyitottak, hogy a y-glutamil-g-lizin dipeptid
lebontasa féként a vesékben torténik, és ehhez képest csak kis mennyiségben, a méjban és a

vékonybelekben.

A transzglutaminaz reakciokat, amelyeket a TG-ok katalizalnak, pl.: fehérje keresztkotés, a
lehetséges alkalmazisai miatt jelentds kutatasi érdeklodés oOvezte az élelmiszer- és
gyogyszeriparban. Az amin beépiilés és dezamidacio szintén nagyon jOl ismert aktivitasok, a
transzglutaminazok altal végzett poszttranszlaciés modositasok miatt (Lorand és Graham,
2003). Ezeken feliil érdekes TG aktivitas a fehérje észterifikacio, amelyet a keratinocitak végso

alkotoelemének, a gliadin A-nak a dezamidalasat a hTG2 katalizalja, és a coelidkidban ezek a
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dezamidalt peptidek a dominans epitopjai a T sejtek aktivacidjanak (Shan és mtsai, 2002).
A TG katalizalt dezamidacio esetén egyetlen egy semleges toltési glutamin aminosav
modositasa negativan toltott glutamin savva fontos bioldgiai kdvetkezménnyel jarhat. Ez a
valtozas az oldallanc termodinamikai tulajdonsagaihoz alig jarul hozza, mégis az egyensulyi
allapot olyan valtozasat idézheti eld, amely megvaltoztathatja az oldékonysagot, a
konformaciot, a stabilitdst, az oligomer asszociaciot/disszociaciét vagy a célfehérje mas
makromolekulédkkal vagy ligandokkal valo interakcioit. Hasonl6 valtozasokat idézhet el az az
eset is, amikor egy semleges Gln aminosav oldallancdhoz egy pozitivan toltétt diamin vagy

poliamin TG katalizalt beépiilése torténik (Lorand és Graham, 2003).

2.1.2.1. A transzglutaminazok izopeptidaz aktivitasa

A transzglutaminazok amin transzferaz aktivitasait széles korben kutattak, azonban az
izopeptid kotés hasitasat és az abban rejlo lehetségeket kevésbé tanulmanyoztak. Ennek egyik
oka lehetett a megfeleld szubsztratok hianya. Laszlé Lorand és munkatarsai tobb szintetikus,
fluoreszcensen jelolt peptidet az izopeptid kotést utanozva kisméretii csendesité molekulakhoz
kotottek, amelyek fluoreszcencia intenzitisa az izopeptidaz aktivitas kovetkeztében
megndvekedett. Ezaltal lehet6vé valt a tengerimalac TG és a human TG2 és a FXIII-A
izopeptidaz aktvitasanak kinetikus tesztelése, a fluoreszcens jel emelkedését nyomon kovetve
(Parameswaran és mtsai, 1997). Ma a TG1, TG2, TG3, TG6 ¢és a FXIII-A izopeptidaz
aktivitasanak méréséhez egy német cég, a Zedira GmbH (Darmstadt, Németorszag). arusit egy
érzékeny, az a2-plazmin inhibitorbol szdrmazd peptiden alapuld izopeptidaz szubsztratot, az

A101-et (2. 4bra).
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2. abra. Az A101 szubsztrat szerkezete. A PI2 peptid, amely az a2-plazmin inhibitor N-
terminalisanak els6 12 aminosavat (NQEQVSPLTLLK) és egy 2-Abz fluorofort tartalmaz. A
peptid reaktiv glutaminjahoz kadaverinen keresztiil a 2,4-dinitrofenil, egy csendesité molekula
kapcsolodik. A TG izopeptidaz aktivitasanak kovetkeztében a csendesitd molekula levalik a
peptid glutamil oldallancar6l, amely a fluoreszcens jel emelkedését vonja maga utan. A

novekvo fluoreszcens jel detektalasaval a TG izopeptidaz aktivitasa meghatarozhat6 (Oertel és

mtsai, 2007).

A hEXIII-A aktivitasanak mérése plazma mintakban, a hFXIII-A hianyos betegek szamara
alapveté fontossagu, azonban a hFXIII-A aktivitdis mérése nagy kihivast jelent alacsony
hFEXI1I-A koncentracié mellett (Oertel és mtsai, 2007). A hFXIII-A izopeptidaz aktivitasanak
mérése jO lehetdség a hFXIII-A aktivitasanak pontos, nagyon érzékeny meghatarozasara a
plazmaban. A FXIII-A izopeptiddz aktivitdsanak automatizalt mérésére is alkalmas a Zedira
GmbH altal arusitott A101-es szubsztrat, amely a hFXIII-A hiany diagnosztizalasat nagyban
elésegitheti (Leitner és mtsai, 2021). Az izopeptidaz aktivitas detektalasanak egyediilalld
elénye, hogy nincs alternativ, parhuzamos reakcid és a szubsztrat atalakitisa mindig egy

iranyban torténik, mivel a kialakult glutaméat mar nem képes reagalni az enzimmel.

A transzglutaminazok gyakran fehérjéken fejtik ki hatasukat, amelyek kiilonb6z6 reakcid
kinetikat eredményeznek, amelyeket nem lehet megjosolni peptidek vagy kis molekulaju amin
szubsztratokat alkalmazva. Korabban kifejlesztettiink olyan hTG2 mutdnsokat, amelyek
emelkedett izopeptidaz aktivitdst mutatnak peptid szubsztratokkal, de a fehérje-peptid alapu

szubsztrat esetében ennek ellenkezdje volt megfigyelhetd. Ez is azt mutatja, hogy sziikség van
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fehérje-peptid alapu kinetikus izopeptidaz aktivitdismérésekre a teriileten (Kiraly és mtsai,

2016).

2.2. A human FXIIl-as véralvadasi faktor

A hFXIII-A egyike az elséként leirt és legjobban ismert transzglutaminazoknak. Elséként a
fiziologias szerepét, a vér alvadék stabilizaciojat fedezték fel (Laki és Loérand, 1948),
amelynek kovetkeztében a vérrég ureaban oldhatatlanna valik. Majd késébb kidertilt, hogy a
transzamidaz aktivitas felelds a fibrin keresztkotések kialakitasaért (Lorand és mtsai, 1962;
Lorand és mtsai, 1966). A hFXIII-A a véralvadas soran, trombin altali aktivacidjat kovetden
v-glutamil-g-lizin keresztkotéseket alakit ki a fibrin alvadékban. Emellett, a fibrinolizis 6
gatloszerét, az o2-plazmin inhibitort is beépiti a fibrin alvadékba. Ezaltal a vérrog ellenallo lesz
a tal korai fibrinolizissel szemben, amely a hFXIII-A szerepét mutatja a fibrin koagulacio és a
fibrinolizis kozotti hemoszatikus egyensuly szabalyozasaban (Sakata és Aoki, 1982). Ezek a
tulajdonsagok antikoagulans terapiakban lehetséges terapias célpontta teszik a hFXIII-A-t
(Pasternack és mtsai, 2020).

A vérplazméaban a hFXIII két A és két B alegységbdl felépiil6 heterotetramerként van jelen.
Az A alegység a protranszglutamindz, amely katalitikusan aktiv transzglutaminazza
aktivalhat6. A plazma hFXIII-A; az aktivacios peptid trombin altali proteolitikus hasitasa
az A alegység jelentés konformacios valtozasat okozzak. A Ca?* kotédése a hFXI1I-A molekula
magas affinitdst Ca®*-kotd helyeire alapveté az aktiv konformacié eléréséhez, és a katalitikus
hely felfedéséhez (Komaromi és mtsai, 2011). Smith és munkatarsai (2013), kimutattak,
hogy az aktivacios peptid levalasaval a hFXIII-Az szabadda valo része felelds a fibrinogén o
lancanak felismeréséért. Ez az interakcio az aktivalt hFXIII-A dimer (FXIII-Ay) és a fibringén
oC lanca kozott fontos a szubsztrat felismeréshez €s a fibrin keresztk6tés kialakitasahoz, ezaltal

pedig alapvetd fontossagl a stabil vérrogképzdédéshez.

Az A alegység 6t doménbdl all: az N-terminalis aktivacios peptid (1-37. aminosav), a B-
szendvics (38-184. aminosav), katalitikus domén (185-515. aminosav), -hord6 1 (516-628
aminosav) és B-hord6 2 (629-731. aminosav) (Yee és mtsai, 1994). A B alegység amellett, hogy
részt vesz az A alegység szabalyozéasaban, allvanyozo szerepet is betolt. A human FXIII-B
(hFXI11-B) egy glikoprotein, amely 641 aminosavbdl all és 8,5 %-a szénhidrat, a molekula

tomege kb. 80 kDa. Tipikus mozaik fehérje, 10 rovid tandem ismétlodésbal all, amely sushi
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doméneknek vagy Gp-I struktiraknak neveznek, ezek mindegyike kb. 60 aminosavbdl all és
doménenként 2 belsd diszulfid kotés tartja Ossze a fehérjét. Ugyanezt a struktirat tobb mint 20
masik fehérje esetén is azonositottak, (pl.: B2-glikoprotein 1), és koziiliik tobb fehérje is az 1.
kromoszoma q32-es savjaban taldlhatd génklaszterben van kédolva. Elektronmikroszkoppal a
B alegység vékony, rugalmas, megtort szalnak tiinik (Carrell és mtsai, 1989). A hFXIII-A a
hEXIII-B nélkiil homodimert alkot, a hFXIII-B alegységrdl ellentmondasos tanulmanyok
vannak, azt illetéen, hogy dnmagaval formal-e komplexet (Seelig és mtsai, 1980; Carrell és
mtsai, 1989; Souri és mtsai, 2008). A legjabb két A és két B alegységbdl allo FXIII
dimer egyik B alegysége kotddik els6ként a FXIII-A dimerhez, amely eldsegiti és pozicionalja
a masodik B alegység kotddését, amely azonban kisebb affinitassal kotddik a komplexhez. Az
asszociaciot a B alegységek flexibilitdsa és konformacio véltozasa segiti eld, amely
eredményeként a B alegységek az A alegységek koré tekerednek és hajonlanak. A FXIII-A és
FXIII-B alegységek kozotti erds interakcid felveti a lehetéségét annak, hogy aktivacio soran a
két A alegység elszakad egymastol, és atmenetileg heterodimerek alakulnak ki. Ezt kdvetden a
FXII-A ¢és FXIII-B alegységek is elvalnak egymastol, és az aktiv FXIII-A monomer
formajaban van jelen a vérben (Singh és mtsai, 2019). A B alegységek felszinén azonositottak
két-két pozitivan toltott elektrosztatikus zsebet, amelyek jol kiegészitik a fibrinogén feliiletén
talalhat6 negativ feliileteket (Singh és mtsai, 2019).

A human transzglutaminazok kozott egyediil a hTG1 és a hFXIII-A tartalmaz aktivacios
peptidet (Komaromi és mtsai, 2011). A FXIII-A aktivacioja soran az aktivacios peptidet a
trombin hasitja Ki. Rontgen szerkezet alapjan latszik, hogy a katalitikus cisztein teljesen el van
kizokkentése az aktivacio eldfeltétele (Weiss és mtsai, 1998). Amellett, hogy az aktivacios
peptid elzarja az aktiv helyet, més funkciot is betdlt. A kihasitott aktivacids peptid levalik a
fehérjérdl, és a plazmaba keriilve (Schroeder és mtsai, 2007; Ortner és mtsai, 2010) képes
redukalni a tovabbi hFXIII-Az aktivaciot és fibrin keresztkotést, tehat negativ visszacsatolas
révén képes szabalyozni a hFXIII-Az aktivitasat (Schroeder és mtsai, 2015). Emellett az
aktivacios peptid a hFXIII-Az stabilitasaban is fontos szerepet jatszik (Handrkova és mtsai,
2015).

A hFEXII-A intracellularisan is dimer formajaban (hFXIII-A2) van jelen, és
megakariocitdkban, vérlemezkékben, asztrocitdkban, makrofagokban, a placentdban,
kondrocitakban, a szinovialis folyadékban, a szivben, szaruhartya sejtekben, szubkutan

preadipocitakban és az oszteoblasztokban is azonositottak (Paragh és Torécsik, 2017). A
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vérlemezkékben és a monocitdkban az intracellularis kalcium koncentracid emelkedése
elegend6 az enzim aktivalasahoz (Muszbek és mtsai, 2011), igy a cellularis hFXI1I-A szerepet
jatszhat szdmos intracelluldris folyamatban, mint példaul makrofagok éaltali fagocitézisban
(Torocsik és mtsai, 2014). Specifikus koriilmények kozott a FXIII-A szintén megjelenhet a
sejtek felszinén, ahol kifejtheti transzglutamindz aktivitasat és részt vesz a sejt adhézio

szabalyozasaban (Torocsik és mtsai, 2010).

2.2.1. A human FXIII-A bioldgiai funkcioi

crer

Nikolajsen és munkatarsai (2014) proteomikai eljarast transzglutaminaz specifikus jeloléssel
kombindlva azonositottdk a FXIII-A fehérje szubsztratjait és azok keresztkotd helyeit. Ez a
tanulmany 147 lehetséges hFXII1-A szubszratot azonositott, amelyek koziil 132 korabban nem
volt leirva. A szerzOk bemutattak, hogy 48 lehetséges hFXIII-A szubsztrat valoban beépiilt a
fibrin alvadékba. Az azonositott szubsztratok részt vesznek a véralvadasban, a komplement
rendszer aktivalasaban, gyulladasos ¢és immunreakciokban, és az extracellularis matrix
kialakitasaban (Nikolajsen és mtsai, 2014). Koagulacios tesztek alapjan azt talaltak, hogy 5%
hEXII-A  elégséges a keresztkotd funkcid megvaldsulasahoz, viszont az enzim
antifibrinolitikus funkcidjanak fenntartasahoz a normal szint kb. 50%-a sziikséges (Mutch és

mtsai 2010; Fraser és mtsai, 2011).

2.2.1.1. A human FXIII-A klasszikus szerepe, a hemosztazis fenntartasa

A véralvadasi kaszkad a véredények sériilésekor fellépd védekezd mechanizmusként alakult
ki, a hemosztazis fenntartdsara. Ezt a folyamatot egy 13 koagulacios faktorbol allo jelatviteli
kaszkad irdnyitja. Két f6 utvonal 1étezik, az intrinsic Uitvonalat a vaszkuléris rendszeren beliili
trauma inditja be, és a vérlemezkeék, a sériilt endotélium, vagy a kiszabadult kollagén aktivaljak.
Ebben az uUtvonalban a XII, a XI, a IX és a VIII faktorok vesznek részt. Ezzel szemben, az
extrinsic utvonalat kiilsé trauma aktivalja, amelyet az érrendszerbdl kilépd vérzés okoz. Ebben
az esetben a VII faktor aktivalodik, majd a két utvonal végiil osszekapcsolodik. A kozos
utvonalban az I, a II, az V és a X faktor jol szabalyozott egymast kovetd reakcioi valosulnak
meg. A kaszkad aktivalasanak kovetkeztében trombin keletkezik, amely a kaszkad szamos
tovabbi tagjat aktivalja. A trombin a fibrinogént fibrinné alakitja, amely a vérrog képzddéséhez
vezet. A hFXIII-A a folyamat végén kovalens kotéseket alakit ki a fibrin molekulak kozott
(Fonyo és Ligeti, 2008).
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ANhFEXIII-A avérrog mechanikai stabilitasat biztositja az a- €s a y-fibrinlancok keresztkotése
révén, és emellett védi azt a korai fibrinolitikus lebontastol, fibrinolitikus inhibitorok beépitése
révén a fibrinhaloba (Valnickova és Enghild, 1998). A fibrin C-terminalis doménjének tobb
lizinje hFXIII-A szubsztratként szolgal (Sobel és Gawinowicz, 1996) amelyek keresztkotése
enyhiti a plazminogén ¢és a szdveti plazminogén aktivator kotddését a fibrin halohoz, ezéltal
gatolja a fibrinolizist. A masik mechanizmus, amely altal a hFXIII-A hozzajarul az alvadék
fibrinolitikus lebontassal szembeni ellenallashoz a benne 1évé fibrin szalak atmérdjének
csokkentésével és stirtiségének novelésével (Hethershaw és mtsai, 2014). A FXIII-A képes a
fibrinhalohoz kotni az o2-palzmin inhibitort, a trombin aktivalhato fibrinolizis inhibitort
(Valnickova és Enghild, 1998) ¢és plazminogén aktivator inhibitor-2-6t. Azonban a dominans
antifibrinolitikus hatasa a FXIII-A-nak kizardlag az a2-palzmin inhibitor keresztkotésével

valosul meg, a tobbi inhibitor hatasa elhanyagolhat6 (Fraser és mtsai, 2011).

Az o2-plazmin inhibitor keresztkdtése azonban egy reverzibilis reakcio, amely egyensulya
megfigyelték, hogy az a2-plazmin inhibitor reverzibilis keresztkotése a fibrinhez nem
véletlenszerii folyamat, hanem a hFXIII-A altal katalizalt enzimatikus aktivitas eredménye.
Ennek kévetkezményeként, az a2-plazmin inhibitor hasitasa a hFXIII-A izopeptidaz aktivitasa

révén felgyorsithatja a fibrinolizist (Mimuro és mtsai, 1986).

A fibrinhal6 lebontasanak eredményeként fibrin degradacios termékek, a hFXIII-A altal
kialakitott izopeptid kotéseket tartalmazd D-dimerek €s a keresztkotott fibrin molekuldk D-
doménjei kozott 1€évé molekulaszakasz, az E-fragment jelenik meg a vérben (Sakata és Aoki,
1980). A D-dimerek a véralvadas mértékének markereként szolgalnak. Kereskedelmi
forgalomban kaphatéak monoklonalis D-dimer antitestek, amelyeket az in vitro diagnosztika
alkalmaz, a vérrogképzodéssel jard betegségek detektdlasara vagy kizdrasara (Devine és
Greenberg, 1988). A hFXIII-A azonban nem csak a hemosztazis fenntartasaban jatszik

szerepet.

2.2.1.2. A hFXIII-A hemosztazison kiviili funkcioi

2.2.1.2.1. A hFXIII-A szerepe a graviditas fenntartasaban

A megtermékenyitéshez nincs sziikség hFXIII-A-ra, viszont a terhesség fenntartasahoz
nélkiilozhetetlen, mégis a hFXI1I1-A és ennek kdvetkeztében a heterotetramer koncentracidja és
a hEXIII-A aktivitas is csokken a terhesség 5-8. hetéig, amig a fokozatos csokkenés eléri a

normal érték 50%-at (Coopland és mtsai, 1969). A csokkenés oka azonban nem ismert. Stlyos
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hFXI1I1-A hianyos betegek esetében, helyettesitd terapia nélkiil visszatérd vetélések figyelhetok
meg az elsé trimeszterben. Homozigdta FXIII-A hidnyos egér esetén a terhesség
megvalosulhat, azonban a legtobb esetben az egerek elpusztultak erds hiivelyi vérzés
kovetkeztében (Koseki-Kuno és mtsai, 2003). A hFXIII pontos szerepe a terhesség

fenntartasaban és a hFXIII-A hianyos betegek vetéléseinek okai nem ismertek.

2.2.1.2.2. A huméan FXIII-A szerepe a sebgyogyuldsban és az angiogenezisben

A hFXIII-A a sebgyogyulasban valo szerepének legerésebb bizonyitéka, hogy a hFXII-A
hianyos betegek 14-36%-4nal rendellenes sebgyogyulas és hegesedés figyelhetd meg
(Muszbek és mtsai, 2011). Rendellenes sebgyogyulast figyeltek meg olyan transzgén
egerekben is, amelyeknek az egér FXIII-A azon exonja deletalt, amely az aktiv hely ciszteinjét
kodolja (Inbal és mtsai, 2005).

A hEXIII-A hozzajarulasa a sebgyogyulashoz és a szovetek helyreallitasahoz sokoldala.
Stabilizalja a fibrin matrix kialakulasat és hozzajarul a vérrog 6sszehuzodasahoz, csdkkenti az
erek ateresztd képességét a seb koriil és csapdaba ejti a belépd patogéneket azaltal, hogy
keresztkotésével segiti a helyreallitast és beinditja az angiogenikus jelatvitelt. A hFXII-A
szubsztratok kozott sok adhézids, extracellularis matrix fehérje talalhato, példaul a fibronektin,
vitronektin, trombospondin, kollagén és von Willebrand faktor, amelyeket az enzim keresztkot
a vérroghoz (Muszbek és mtsai, 2011) és serkenti a sejtek migracidjat és kapcsolodasait (Lanir

és mtsai, 1988). A fibronektin keresztkotése a fibrin halohoz noveli a fibroblasztok tapadasat

crer

crer

eldsegitésével, mig az apoptozist akadalyozza (Dardik és mtsai, 2003).

2.2.1.2.3. A hFXIII-A szerepe az adipogenezisben
Egy genom szintil asszociacios tanulmanyban azonositottak a hFXIII-A-t elhizasért felel6s
a FXIII-A foként a fibronektin extracellularis matrix kialakitasaban vesz részt (Myneni és

mtsai, 2014), mig a TG2 az intracellularis jelatvitelben jatszik szerepet (Myneni és mtsai,
2015).
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2.2.1.2.4. Az hEXIII-A szerepe az immunrendszerben

A hEXIII-A részt vesz az immunvalaszok modulalasaban, sejtes és humoralis szinten
egyarant. A hFXIII-A-t képes aktivalni a human neutrofil elasztaz (Bagoly és mtsai, 2007),
amely jelentés lehet az érrendszeren kiviili gyulladas helyén (Bagoly és mtsai, 2012). A
fibrinhaloban granulocita protedzok lebontjak a hFXIII-A-t ezaltal szabalyozva annak hatasat
migraciojat és csokkenti a monocitak apoptézisat (Dardik és mtsai, 2007). A cellularis hFXII1I-

A funkcidja a monocitakban és makrofagokban nem teljesen ismert, de szerepet jatszhat a sejtek

rrrrrr

crer

a baktériumokat, amelyeket a hFXIII-A keresztkot a fibrin szalakhoz (Loof és mtsai, 2011).
Szamos interakciot irtak le a hFXIII-A és a komplement rendszer tagjai kozott. Kimutattak,
hogy a komplement C3-at a hFXIII-A beépiti a fibrin haloba (Howes és mtsai, 2012;
Nikolajsen és mtsai, 2014; Richardson és mtsai, 2013) czaltal a fibrin szerkezete
megvaltozik, és ez meghosszabbitja a fibrinolizist (Howes és mtsai, 2012; Richardson és
mtsai, 2013).

------

A transzglutaminazok szerepe a mineralizalt szovetekben régota ismert. Kondrocitakban és
oszteoblasztokban a hFXI111-A mellett jelen van a hTG2 is. A transzglutaminaz aktivitas fontos
szerepet jatszik az extracellularis matrix kialakitasaban, amely befolyasolja a tovabbi matrix

------

aktivacidjanak részletei és mechanizmusa nem ismert ezekben a sejtekben (Al-Jallad és mtsai,
2006).

2.2.2. A hEXIII-A mint potencialis antikoagulans terapias célpont

A hemosztazis folyamataban bekovetkezd zavar, amely a véralvadas alul miikdésével jar
vérzékenységet okozhat, mig a véralvadasi folyamatok tulmiikodése trombozishoz vezethet. A
hFEXI1I1-A nélkiilozhetetlen szerepet tolt be a hemosztazisban, és a hFXIII-A rendellenességek
stlyos vérzési problémakat okozhatnak. Biokémiai kutatasok kimutattak, hogy a véralvadasban
betdltott szerepe mellett a hFXII-A kulcs szabalyzé molekulaja a fibrinolizisnek, és az artérias

trombozis egy kritikus esemény az artérias betegségek esetében, amely miokardialis infarktust
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¢és sztrokot valamint vénas thromboemolias rendellenességeket okozhat. Daganatos betegek

esetében a halal oka gyakran a mélyvénas trombozis (Furie és Furie, 2008).

A nem kivant vérrogok kialakuldsanak megeldzése céljabol antikoagulans gyodgyszereket
alkalmaznak. Ezeknek a terapidknak célja, hogy megakadalyozza a trombozist, a hemosztazis
befolyasolasa nélkiil. Jelentds kutatdsok folytak olyan gyogyszer kifejlesztésének érdekében,
amelyek a véralvadasi faktorokat vagy a vérlemezke aktivaciot célozzak, a trombozis,
tiiddembolia és az akut koszorGér-szindromék megelézésének érdekében. Evtizedekig az
egyediili oralisan alkalmazhat6 véralvadas gatlo szerek a K-vitamin antagonistak voltak
(Stieler és mtsai, 2013). Csak nemrégiben valtak elérhetdvé az 0j generacios kozvetlen hatasu
oralis antikoagulansok, amelyek kozvetleniil vagy indirekt modon, a FXa-on keresztiil gatoljak
a trombint. Az 01j antikoagulans szerek nagyobb kényelmet, biztonsagot és azonos vagy jobb
hatékonysagot igérnek (Garcia és mtsai, 2010). Ugyanakkor a trombin, aktivacids allapotatol
fliggden, eldsegitheti vagy megakadalyozhatja a véralvadast. A trombin aktivitdsara hato
jelenleg elérhetd antikoaguldns szerek azonban a tromboézis gatldsa mellett befolyasoljak a
hemosztazist és vérzést okozhatnak, ezaltal sok beteg esetében nem alkalmazhatoak (Griffin,
1995). Még ma is nagy orvosi sziikség van biztonsagosabb terapias lehetéségre. Jelenleg FXI-
es ¢és FXII-es véralvadasi faktorokat célzo uj antikoagulans szerek fejlesztése van folyamatban,
mivel ezek a faktorok a trombin aktivalasa utdn hatnak, ezaltal kevésbé befolyasoljak a
hemosztazist. A hFXIII-A-t célz6 kismolekuldjh inhibitorokkal viszont idaig csak nagyon kevés
in vivo farmakologiai tanulmanyt végeztek (Leidy és mtsai, 1990; Shebuski és mtsai, 1990).
Ez meglepd, ugyanis a veéralvadasi faktorokon kozvetleniil hatd inhibitorok klinikai és
kereskedelmi szemszogbdl is nagyon vonzdak. Ezt talan az magyardzhatja, hogy a
transzglutaminazok ellen a csaladtagok hasonlosaga és szerteagazo6 biologiai funkcidja miatt
nehéz biztonsagos gyogyszerként alkalmazhatd inhibitort fejleszteni, igy a hFXIII-A egy
elhanyagolt és nagy kihivast jelentd gydgyszer célpont jeldlt (Schroeder és Kohler, 2013). A
hFXI-A gatlasa esetén nem all fent vérzékenység, ugyanis sem a trombin szintet, sem a
vérlemezke aktivaciot nem befolyéasolja. Nyl modellben kimutattdk, hogy a hFXIII-A gatlasa
nem hosszabbitja meg a vérzés idejét sem. A nem kivant véralvadas gatlasara ezaltal a hFXIII-
A 1inhibitorok hasznalata potencidlis terapias lehetdséget jelent. A Zedira GmbH kifejlesztett
egy hFXII-A gatloszert (ZED3197), amely potencialis gyogyszer molekula, de a klinikali

tesztelése még nem kezdddott meg (Pasternak és mtsai, 2020).
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2.3. A transzglutaminaz 4

2.3.1. A transzglutamindz 4 a ragcsalokban

2.3.1.1. A kopulacioés dugo kialakitasa

A kopulacios dugd képzodését a ragesalokban mar 1847-ben leirtak (Leuckart, 1847). A
vaginaban a kozosiilést kovetden. Néhany allatban, mint a szavasmarhékban, kutydkban,
macskakban és mas hisevokben az ejakulalt szemen szoba- vagy testhdmérsékleten tartva in
vitro vagy a vaginaban véglegesen folyékony allapotban marad. Sok ragcsaloban, vakondok,
stindisznok, erszényes allatok ¢és foemlGsok esetében azonban az ondé megalvad, és kemény,
rugalmas csomot képez, amely elzarja a hiivelyt a méhnyak kozelében és tobb oran keresztiil
vagy akar napokig is ott marad. A ragcsalok szeminalis plazmajanak alvadasa az ondoholyagbol
szarmazo bizonyos fehérjéknek a koagulald mirigy altal szekretalt enzimek altal katalizalt
kopulacids dugd extrém oldhatatlansagénak oka a transzglutaminazok altal kialakitott N-g(y-
glutamil)lizin Kkeresztkotések a fehérjék oldallancai kozott. Korabban a kopulacids dugd
képzéséért felelds enzimet vezikulaznak nevezték el, majd késébb kideriilt, hogy ez a patkany
koagulald mirigye altal szekretalt transzglutaminaz, amelyet kordbban az expresszid helye
alapjan prosztata transzglutaminaznak neveztek, majd napjainkban a szdmozott nevezéktan
elterjedésekor a transzglutaminaz 4 nevet kapta (Williams-Ashman, 1984; Williams-Ashman
és mtsai, 1972).

Az onddéholyag és a koagulalo mirigy eltavolitasa a ragcsalokban megakadalyozza a
kopulacios dugd formalodasat, de ezzel egylitt az alom mérete is csokken (Pang és mtsai,
1979). A TG4 szerepének fontossagat mutatja a ragcesalok szaporodasaban, hogy a TG4 KO
egerek nem képesek kopulacios dugd kialakitasara. Ezek az egerek normalis sperma szamot,
sperma motilitast és reproduktiv morfologiat mutattak, viszont az ejakulatumnak csak nagyon
kicsi része jut el a n6i reproduktiv traktusba, amely arra enged kovetkeztetni, hogy a kopulacios
dugo hianya miatt az ejakulatum kifolyik. A spermiumok rossz migracidja a megtermékenyitett
oocitak szamanak csokkenését vonja maga utan. A TG4 hianyos him egerek 28,5%-kal
kevesebb oocitat termékenyitenek meg, mint a vad tipusu egerek, azonban ez még ugyanugy
elegendd lehetne egy normal méretii alomhoz. Viszont a TG4 knockout himekkel parosodott

ndstény egerek jelentdsen kisebb valdszintiséggel sziiltek utédokat. Ez a megfigyelés arra utal,
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hogy a kopulacios dugd a megtermékenyités utani eseményeket, mint a bedgyazodast és a

terhességet is befolyasolhatja (Dean, 2013).

A TG4 szerepének mértéke a kopulacios dugo kialakitasaban kérdéses. Az egér kopulacios
dugo kialakitasaban foként az SVS I-1II fehérjék vesznek részt, amelyek diszulfid hidakon
keresztiil képesek polimerizalédni. Ez magaban is elegendd lehet a kopulacidos dugod
kialakitasahoz, azonban a TG4 aktivitasa révén sokkal rigidebb ¢és tartdsabb kopulacidés dugo
alakul ki, amely nagy el6nyt jelenthet a spermiumok versengésében (Tseng és mtsai, 2012).
Hart és Greenstein (1968) kimutattak, hogy a patkany, az egér és a horcsog Cowper-féle
amely azt sugallja, hogy a TG4-t6l eltér6 enzimek is részt vehetnek a kopulacidés dugd
kialakitasaban. Az is felmeriilt, hogy ndstények nemi traktusaban jelenlévé fehérjék jelenléte
is sziikséges a kopulacios dugo kialakitasahoz (Hartman, 1924).

2.3.1.2. A ragcsald TG4 in vitro karakterizalasa

A kopulacids dugo kapcsan, mivel a ragesalok jo kisérleti allatnak bizonyultak az eml6sok
szaporodasanak vizsgalatahoz, sokan tanulmanyoztak a ragcsaldo TG4-et. A legnagyobb
eldrelépést az a felismerés jelentette, hogy a kordbban vezikuldznak, vagy dorzalis protein 1-
nek nevezett enzim, amely a kopulacios dugoé kialakitasaban vesz részt, egy transzglutaminaz

csaladtag. Az enzim részletes karakterizalasat a patkany TG4 klonozasa tette lehetdvé.

Ho és munkatarsai 1992-ben izolaltak elséként a TG4 cDNS-ét egy A gtll bakteriofag
patkany koagulalo mirigy expresszios konyvtarbdl affinitas tisztitott poliklonalis antitesttel. A
szekvenciak Osszehasonlitasa soran kideriilt, hogy a patkany prosztata dorzalis protein 1
szekvencia azonossagot mutat az akkor mar ismert FXI11-A-val és a TG2-vel, valamint az aktiv
centrumban taldlhaté aminosavak (GQCWVF) is megegyeznek a harom transzglutaminaz
esetén. Emellett azt is felismerték, hogy a patkany dorzalis protein 1 expresszidja androgén
fliggd volt, ugyanis 7 nappal a kasztralast kovetden kb. 80%-kal csokkent az expresszidja

MRNS szinten (Ho és mtsai, 1992).

Seitz és munkatarsai (1991) a patkany koagulald mirigyének szekrétumabol izolaltak a
TG4-et. Az izoldlt patkdny enzim nem mutatott Kkeresztreakcidt a mar ismert
transzglutaminazokkal, igy arra kovetkeztettek, hogy 1j izoformat azonositottak.
Megallapitottak, hogy a fehérje egy polipeptid lancbol all és a molekula tomege 65 kDa, valamit
kozel azonos szamu glutamin ¢és lizin aminosavak talalhatbak benne. Az enzim

poszttranszlacids modositasait is azonositottak, leirtak, hogy mannozil csoportokkal glikozilalt,
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emellett acil modositasokat és foszfoinozitol horgonyt is azonositottak. Az acil és a glikozil
modositasok vagy a foszfatidil-inozitol horgony eltavolitdsa autoaggregaciot és csokkent enzim

aktivitast eredményezett (Seitz és mtsai, 1991).

A patkany koagulald mirigyébdl tisztitott TG4 strukturalis és biokémiai karakterizalasat
1996-ban Esposito és munkatarsai irtak le. Fehérje alapon megerésitették, hogy a TG4 és a
dorzalis protein 1 aminosav szekvencidja megegyezik. A patkany TG4 N-terminalis végén
szamos  poszttranszlacidos moddositast azonositottak. TOmegspektrometriai  analizis
segitéségével kimutattak, hogy a 408. és a 488. Asn aminosavak az N-glikozilacios helyek, a
magas mannoz tartalmu €s a komplex tipusu glikanok esetében is. Mioinozitolt, és glicerinhez
kotott zsirsavakat is azonositottak, amelyek meger6sitik a korabban megfigyelt lipid horgony
jelenlétét. A TG4 kalcium kotését is vizsgaltak, és két erdsen kotddd kalcium iont detektaltak
molekulanként, amely tisztitaskor is az enzimmel marad. Emellett a cink-ion hatasat is
vizsgaltak, és azt talaltak, hogy koncentracié fiiggd modon gatolja a TG4 transzamidaz
aktivitasat. Azt is megfigyelték, hogy a TG4 aktivitdsa alacsonyabb a mar ismert
transzglutaminazok esetében megfigyelt aktivitastol, viszont kb. 1,5 mM SDS jelenléte a
reakcioban 11-szer magasabb TG4 aktivitast eredményez. Mar 0,1 mM SDS koncentraci6 is
novelte az aktivitast, amely 1,5 mM SDS koncentracional maximalddott, ettdl magasabb
koncentracioban mar gatldé hatas volt megfigyelhetd. A tengerimalac TG2 esetében pedig a
legkisebb SDS koncentracio is gatolta az enzim aktivitasat. Fiziologids SDS analogok hatasat
is tesztelték a TG4 aktivitasara, azonban sem a natrium-laurat, sem a mirisztat esetében nem
volt megfigyelhetd ez a hatds. Ez alapjan a kutatocsoport arra kovetkeztetett, hogy az SDS
molekulanak a polaris része lehet a felelés a TG4 aktivitdsdnak serkentésért. Elsdként tojas
sargabol kivont foszfatidil-kolinbol foszfolipaz D-vel hidrolizalt foszfatidsavval probalkoztak,
amely szintén novelte a TG4 aktivitasat, viszont a TG2-6t gatolta. Ezt kovetden tobbféle
foszfatidsavat kiprobaltak, laurinsavat, mirisztinsavat, palmitinsavat, sztearinsavat, vagy
olajsavakat, de a leghatdsosabbnak a dilauril-foszfatidsav bizonyult. A glicerolfoszfat, a
glicerin, és az ortofoszfat alkalmazasakor nem volt megfigyelhetd a TG4 aktivitasanak
emelkedése. Viszont a foszfatidsavhoz kapcsolt etanolamin, kolin és szerin gatolta az enzim
aktivitasat (Esposito és mtsai, 1996). Ezt kovetden kimutattak, hogy a TG4 aktivacioja az SDS
altal a fehérjéhez kapcsolodo lipid részek révén valosul meg, amely feliiletaktiv anyaggal
kozosen micellat képez. Ezéltal feltételezhetd, hogy a TG4 egy membranfehérje, amelynek

lipid horgonyra van sziiksége a mitkodéshez (Esposito és mtsai, 1999).
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A TG2 esetében ismert, hogy GTP-kot6 és hidrolizalo aktivitassal bir, emellett a GTP gétolja
a TG2 keresztkotd aktivitasat. Spina és munkatarsai (1999) GTP-agar6z segitségével
tisztitottadk a TG4-et a patkany koagulalé mirigyének szekrétumabol. Amellett, hogy a patkany
TG4 kotédik a GTP-hez, a GTP gatolja is az enzim kalcium-fiiggd transzamidaz aktivitasat.
Késobb ez a kutatocsoport MDCK sejtekben (Madin-Darby kutya vese sejtek), megtermelte a
patkany TG4-et teljes méretben €s deléciés mutans formajaban is. Az MDCK sejtekben nem
detektalhaté TG2, és nem rendelkeznek klasszikus szekretorikus utvonallal. A delécids mutans
esettben a TG4 N-termindlis részének 103 aminosava hianyzott. GTP-affinitas
kromatografiaval kimutattdk, hogy az enzim N-termindlis vége felelds a GTP kotésért. Az
MDCK sejtekben termelt TG4 nem szekretdlodott a sejtek médiumaba, emellett MDCK
sejtextraktum jelenléte a reakcioban gatolta a TG4 aktivitasat. Feltételezték, hogy a
kiilonbségek oka a poszttranszlacios kiillonbségekben kereshetd. A patkany enzim esetében
korabban azonositott lipid horgony, a termindlis mannézok és a galaktozil-B(1,4)N-
acetilgliikozamin a sejtek altal termelt fehérje esetén nem volt detektalhatd (Mariniello és

mtsai, 2003).
2.3.2. A human transzglutaminaz 4 bioldgiai szerepe
2.3.2.1. A transzglutaminaz 4 el6fordulasa az emberi szervezetben

A hTG4-et els6ként Grant és munkatarsai (1994) fedezték fel a human prosztata cDNS
konyvtarbol. 679 aminosav hosszusagu, nyilt olvasasi keretben 2037 nukleotid koddolja. 42%
szekvencia homologiat mutat a TG2-vel és a FXIII-A-val, és kb. 50 %-os hasonlosagot mutat
a patkany TG4 enzimmel, amelyet két évvel korabban azonositottak (Ho és mtsai, 1992). A
TGM4 gén a 3p21.33-p22-es kromoszoéman talalhato, egyediili transzglutaminazként ezen a

kromoszéman. A gén 35 kb hosszisagu és 13 exon €s 12 intron alkotja (Gentile és mtsai 1995).

A ragcsald TG4-gyel szemben a hTG4 fiziologias funkcidja kevésbé ismert. Jelentds
mennyiségben csak a prosztataban expresszalodik, amelyet Dubbink és munkatarsai figyeltek
meg elséként 1998-ben. Human TG4 ellenes szérummal vizsgaltak prosztata folyadékokat és
szoveteket. Ezekben egy kb. 77 kDa méretii fehérjét detektaltak Western blottal, és azt is
megfigyelték, hogy az egyének kozott nagy eltérés mutatkozott a fehérje mennyiségében. Ma
mar azonban a prosztatan kiviil tobb helyen is azonositottadk a hTG4-et a human szervezetben.
Hogan és munkatarsai (2014) az emberi vizelet glomerularis membran vezikulainak
tomegspektrometrias analizise soran detektaltak, Perez Alea és munkatarsai (2013) pedig

nyalban talalhato transzglutaminazok kozott Western blot analizissel azonositottak a hTG4-et.
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A hTG4 a nyalban nem csak teljes méretben, de egy kb. 55 kDa méretli fragment formajaban
is detektalhat6. Emellett a hTG4 el6fordul még hasnyalmirigy sejtekben is (Protein Atlas).
Patkéany és egér aorta és véna cava szovet homogenizatumokat Western blottal vizsgaltak, és a
TG2 mellett TG1-ct és TG4-et detektaltak (Johnson és mtsai, 2012). Az irodalomban azonban
eddig nincs arra vonatkozé adat, hogy a TG4 human aorta és vena cava szovetekben is jelen

lenne.

Nem prosztata eredetli, hugyholyag, tiido és kolorektalis daganat sejtek esetén is hTG4
pozitivitds figyelhetd6 meg (Davies és mtsai, 2007). Melldaganat szovetek szintén
expresszalnak bizonyos mennyiségii hTG4-et mRNS szinten (Jiang és Ablin, 2011). Tébb
prosztata sejtvonalat vizsgalva, kiilonb6zé TG4 transzkriptek expresszidja figyelhetd meg
normaltél a malignus sejtvonalakon keresztiil, a malignus sejtvonalakon beliil pedig az

agressziv €s nem agressziv sejtvonalakban egyarant (Davies és mtsai, 2007).

2.3.2.2. A human TG4 immunologiai szerepe

A férfi ivarsejt antigén sajatsaga jol ismert. Az emlds spermiumok immunogenitasanak oka
a felsziniikon talalhato sokféle allo- és autoantigén, mint példaul a f6 hisztonkompatibilitasi
rendszer fehérjéi. A noéi reprodukcios szakaszrol is ismert, hogy sejtkozvetitett és humoralis
immunvalaszra egyarant képes (Metafora és mtsai, 1989). A ndi nemi traktusban a
spermiumok alloantigénjeinek immunreakciot kellene kivaltania a ndkben, amely a
spermiumok sulyos immunolédgiai kérosoddsat okoznd. Azonban a természet kifejlesztett
mechanizmusokat, amelyek megakadalyozzak az immunreakciot a sperma antigénekkel
szemben, igy a spermiumok talélhetnek a megtermékenyitésig. Feltételezhetéen a
spermaplazmaban és a méhben talalhato faktorok fontos szerepet jatszhatnak a spermiumok
immunvédelmében a néi nemi traktusban. Ezt alatdmasztjadk a spermaplazmaban talalhato
faktorok immunszupressziv tulajdonsagai, amelyek minimalizalhatjak az immunvalaszokat és
lehet6vé tehetik a spermiumok tilélését a néi nemi traktusban. Ezek a faktorok gatolhatjak az
immunvalaszt a spermiumok antigénjeinek maszkirozasaval vagy kozvetleniil akadalyozhatjak
az immun kompetens sejteket (Peluso és mtsai, 1994). Az uteroglobin (nyul) és a SV-IV
(patkdny) (ondohodlyag fehérje 4) fehérjék nagy mennyiségben vannak jelen a méhben és a
nyulak és patkdnyok ondofolyadékaban, erds, nem specifikus immunszupressziv ¢és
antiinflammatorikus, antikemotaktikus és antifagocita hatasuk van. Az uteroglobin és az SV-
IV foszfolipaz Az géitld hatisa megmagyarazhatja azok antiinflammatorikus hatdsat. A

makrofagok és T limfocitdk a lehetséges célpontjai e fehérjék immunszupressziv hatdsanak
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(Peluso és mtsai, 1994). Kimutattak, hogy az uteroglobin transzglutaminaz (hFXIII-A)
jelenlétében nagymértékben csokkenti a nyul blasztocitdk és a spermiumok immunogenitasat
in vitro. Az uteroglobin egy nyul fehérje, viszont az emberben akar egy masik fehérje is
ellathatja ezt a feladatot. Mukherjee és munkatarsai (1983) a béta-2-mikroglobulint emlitik,
amely jelen van mind a néi és a férfi reproduktiv szervekben, és transzglutaminaz
szubsztratként ellathatja ezt a feladatot. Kisérleti eredmények azt mutatjak, hogy az SV-IV
fehérje képes kotddni a patkany epididimalis spermiumok membranjahoz monomer vagy
transzglutaminaz indukalt polimer formaban. Paonessa és munkatarsai (1984) kimutattak,
hogy a tengerimalac transzglutaminaz képes patkdny himivarsejtek felszinén talalhato fehérjék
oldallancaiba beépiteni a spermidint. Peluso és munkatarsai (1994) az SV-IV patkany
spermiumok immunogenitasara gyakorolt hatasat vizsgaltak transzglutamindz nélkiil és annak
jelenlétében in vivo és in vitro. Az SV-IV a transzglutaminaz jelenlétében csokkenti a
spermiumok immunogenitasat és akadalyozza a spermiumok fagocitézisat. Ezeknél a

kisérleteknél tengerimalac transzglutaminazt alkalmaztak (Peluso és mtsai, 1994).

Az 1-es tipust autoimmun poliendokrin szindréma (APS1), egy monogénes rendellenesség,
amelyet az AIRE gén mutacioi okoznak (Ahonen és mtsai, 1990). Az APS1-ben szenved6 nok
¢s férfiak korében gyakori a medddség. A nok esetében az autoimmun petefészek elégtelenség
magyarazat a medddéségre, azonban a férfiak medddségét okozd mechanizmus nem igazan volt
ismert. Proteom szint{i autoantitest szlirést végeztek az APS1-es férfiak és ndk szérumaban, a
férfi reproduktiv szervek elleni autoimmun valasz feltardsdhoz. A nemek ko6z6tti autoimmun
antitestek jeleiben mutatkozd kiilonbségek alapjan a férfiakban antigénként azonositottak a
TG4-et. A legtobb feln6tt férfi beteg esetében detektaltdk a TG4 ellenes autoantitesteket,
azonban fiatal férfiak esetében nem. Megallapitottdk, hogy az elsé TG4 ellenes antitestek a
pubertas korban jelentek meg, a prosztata érésével egy idében. Az Aire fehérje hidnyos him

egerekben a TG4 ellenes immunitas destruktiv prosztatagyulladassal és karosodott TG4

crcr

2.3.2.3. A kopulacios dugo kialakitasaban részt vevo fehérjék evolucios valtozasa

Tobb anatomiai tulajdonsag is Osszefliggésben van a féemldsok parzéasi szokasaival. A
szemen koagulacio foka és a kopulacios dugd képzddése szintén Osszefiiggésben van a

féemldsok promiszkuitasdval (Dixson és Anderson, 2002).

A 16 onddholyag altal az emberi sperméba szekretalt fehérjék a szemenogelin I és II, nem

kovalens kolcsonhatasokat alakitanak ki diszulfid hidak révén, az ejakulacié soran alvadék
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képzéséhez. Az emberek esetében is jelen van a hTG4 a prosztataban (Dubbink és mtsai,
1996), és a human sperma rendelkezik transzglutaminaz aktivitassal (Porta és mtsai, 1986).
Azonban a koagulatum par perc utan elfolydsodik a prosztata szerin protedz, prosztata-
specifikus antigén (PSA) hatasara. A szemenogelin I-r6l és II-r61 kimutattak, hogy a hFXIII-A
szubsztratjai. A szemenogelin PSA-val torténé emésztését kovetéen a hFXIII-A képes volt a
fragmentekbdl keresztkotott komplexeket képezni, viszont a hFXII-A altal keresztkotott
szemenogelint a PSA nem volt képes hasitani (Peter és mtsai, 1998). Az egér TG4-r6l
kimutattak, hogy az SVS I fehérje F2 fragmentjét (79-259 aminosav) képes glutamin donorként
hasznalni, azonban a TG2 nem preferdlja ezt a szekvenciat. Viszont az SVS 1 reaktiv
glutaminjai (Q232, Q254) a fehérje huméan ortologjai esetében Arg-re és His-re valtoztak, tehat

mar nincsenek jelen (Tseng és mtsai, 2009).

Elképzelhetd, hogy az emberek pdarzasi stratégiajabol kifolyolag, a spermaversengés
hianyaban a kopulacidos dugoban részt vevé fehérjék olyan evolucids valtozason mentek
keresztiil, amely révén elvesztették a kopulacios dug6 kialakitasahoz kothetd funkcidjukat. Az
a megfigyelés, hogy a hFXIII-A altal keresztkotott szemenogelin I-et és 11-6t a PSA nem képes
hasitani, arra enged kovetkeztetni, hogy a TG4 altali SVS fehérjék keresztkotése esetén a
human sperma nem tudna elfolydsodni. In vivo a szemenogelinek keresztkotése nem figyelhetd
meg Ugy, mint a ragcsalok esetében. A kopulacios dug6 kialakitasaban részt vevo géneknek az
valésziniileg nem gyakran fordul el6 spermiumversengés, mivel a legtobb human
tarsadalomban monogamia vagy poligamia a jellemz6 (Carnahan és Jensen-Seaman, 2008).
A human TGM4 ¢és a F13A1 a transzglutamindz enzimcsalddon beliill és mas génekhez
viszonyitva is magas mutacios rataval rendelkezik, és a leggyakoribb nem szinonim egyedi
nukleotid variaciok allél frekvencidja a TG4 esetében a legmagasabb (Thangaraju és mtsai,
2017). Ez arra utal, hogy a TG4 evollcidos nyomasa a tobbi transzglutaminazhoz képest

alacsonyabb.

2.3.2.4. A hTG4 expresszidja egészséges vagy malignus prosztata szovetekben

Prosztatadaganat sejtekben a hTG4 expresszidjanak valtozasa kapcsan szamos
ellentmondasos adat talalhatdé az irodalomban. 1999-ben két tanulmany is megjelent a TG4
expresszidjanak csokkenésérol prosztatadaganat sejtekben. Dubbink és munkatarsai (1999)
human TG4 ellenes szérummal vizsgaltak prosztata folyadékokat és szoveteket. Ezekben egy
77 kDA méretii fehérjét detektaltak Western blottal, és az egyének kozott nagy eltérés

mutatkozott. A TG4 expresszié alkalmanként megfigyelhetd volt magas foku prosztata
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intraepitélialis neoplaziaban, amely a prosztatadaganatok legkezdetlegesebb formaja, de nem

volt kimutathatd prosztata karcindma sejtekben (Dubbink és mtsai, 1999).

An és munkatarsai (1999) szintén kimutattak, hogy a normal prosztata szovetek TG4
pozitivitast mutatnak. Azonban prosztata tumor szdvetekben a pozitivitas mértéke csokkent, és
szovet esetében minél nagyobb Gleason-pontszami (minél magasabb, annal nagyobb
valoszinliséggel lesz invaziv a tumor) szoveteket vizsgaltak, annal kisebb TG4 expressziot
figyeltek meg. Ez a tanulmany tovabba kimutatta, hogy a prosztatadaganatbol szarmazéd

metasztatikus tumorok alacsony mértékli TG4 expressziot mutatnak.

Majd a hTG4 mRNS expresszidjanak vizsgalatakor kimutattak, hogy az enzim expresszioja
human prosztatadaganatokban magasabb, mint az egészséges prosztata szovetekben, €s emellett

szintén emelkedett magas Gleason pontszamu tumorok esetén is (>7) (Jiang és Ablin, 2011).

Késobb alternativ. TG4 splicing variansokat is azonositottak. RT-PCR ¢és nukleotid
szekvencia analizist alkalmazva 4 alternativ splicing varianst talaltak: TG4-L, -M1, M2 és S.
80 j6 indulath és 48 malignus prosztata szovet vizsgalatakor, az S és az M variansokat minden
tesztelt prosztata szovetben megtalaltdk. Az L varianst azonban a joindulati mintdk 56%-a
expresszalta, mig a malignus mintdknak csak a 15%-a. Ez arra utalhat, hogy a TG4 alternativ

splicingjanak eltolodasa 6sszefiiggésben lehet a prosztatadaganat kialakulasaval (Cho és mtsai,
2010).

Ezt kovetéen Shaikhibrahim és munkatarsai (2011) RT-PCR analizissel hasonlitottak
Ossze mérsékelten vagy rosszul differencialt prosztata karcinoma mirigyek €s normal mirigyek
TG4 génexpresszidjat. Ok azt talaltak, hogy a normal mirigyekhez képest a TG4 expresszidja

lecsokkent a mérsékelten vagy rosszul differencialt prosztata karcindma mirigyekben.

Lopez-Bujanda és munkatarsai (2021) ezzel szemben leirtak, hogy a ,,The Cancer Genom
Atlas” alapjan a TG4 expresszidja a primer prosztatadaganatok esetében volt a legmagasabb,
mas human daganattipusokkal dsszehasonlitva. A TG4 expresszidja primer tumorok esetében
Osszefliggést mutat a betegség progressziojaval. Azok a betegeknek, akiknek a primer
daganatdban magas TG4 expresszio van jelen, jelentdsen csokken a tulélési idejiik. A TG4
expresszio olyan prosztata tumorok esetén magas, amelyek a prosztata luminalis epitél
sejtjeibdl indul. Ezekben a daganatokban a TG4 potencialis kemoterapias célpont lehet (Lopez-
Bujanda és mtsai, 2021).
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A TG4 expresszidjat prosztatadaganatok esetében nem csak szovetek vizsgalataval, de a
szeminalis plazma és a vizelet vezikulainak analizisével is vizsgaltak. 67 egészséges és 152
prosztatadaganatos beteg biopszidval rendelkezd egyének spermaplazmajanak a vizsgalatakor
azonositottak a TG4-et, amellyel megjosoltak a biopszidk eredményeit a betegek koraval és a
szérum prosztata specifikus antigénnel 0sszefliggésben. A TG4 fehérje mennyisége 3,7-szer
volt magasabb azokban a prosztatadaganatos biopsziakban, amelyek legalabb 50 éves
betegektdl szarmaztak, és a szérum PSA szintjiik legaldbb 4 ng/ml volt. A vérszérumban
nagyon alacsony mennyiségli TG4 (120 pg/ml) volt detektalhatdé (Drabovich és mtsai, 2019).
Ugyanakkor, prosztatadaganatokbodl szarmazé vizelet vezikuldkban a TG4 expresszidja 1,7-

szer alacsonyabb volt (Sequeiros és mtsai, 2017).
2.3.2.5. A hTG4 szerepe a prosztatadaganat sejtvonalakban

TG4 pozitiv human prosztatadaganat sejtvonalban, a CA-HPV-10 sejtekben csendesitették
a hTG4 expressziojat (Davies és mtsai, 2007). Ezt a sejtmodellt hasznalva, kimutattak, hogy a
TG4 hianya az in vitro invazivitast nagymértékben csokkentette. Ezzel ellentétben, egy hTG4
negativ sejtvonalban, a PC-3-ban a hTG4 taltermelése jelents emelkedést okozott a sejtek
invazivitasaban in vitro (Jiang és mtsai, 2010). Osszességében ezek a tanulmanyok kimutattak,
hogy a hTG4 magas szintje a prosztatadaganat sejtek emelkedett invazivitisaval van
Osszefliggésben. Mas tanulmanyok azt is kimutattak, hogy a hTG4-nek szerepe van a sejtek

2007; Jiang és Ablin, 2011).

Az epitélialis-mezenchimalis atmenet (EMT) egy fontos biologiai folyamat a daganatok
kialakulasa ¢és fejlodése esetén is (Iwatsuki és mtsai, 2010). Petefészek rak esetében
kimutattak, hogy a hTG2 magas szintje EMT-et indukal, amelyet kadherin valtas jellemzett és
az invazivitas jellemz6i is megjelentek (Shao és mtsai, 2009). A hTG4-nek szintén van hatasa
az EMT-re prosztatadaganat esetén (Ablin és Jiang, 2011). Rekombinans hTG4 hozzaadasa
vagy a hTG4 taltermelése prosztatadaganat sejtekben az E-kadherin csdkkenéséhez vezetett és
a mesenhchymalis jellemzdk keriiltek eldtérbe az epitélialis jellemzokkel szemben. Valamit a

sejtek motilitdsa is novekedett (Ablin és mtsai, 2017).

A cirkulalo daganatsejtek és az érrendszer interakcidja kritikus esemény a daganatsejtek
terjedésében (Nicolson és mtsai, 1976). Ez az esemény teremti meg a lehetdséget a
metasztatikus daganat sejteknek a tulélésre (Iiizumi és mtsai, 2007). A PC-3 prosztatadaganat

sejtekben a hTG4 taltermelése novelte az adhézids képességiiket mind a nyugalmi allapotban
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1év6 és az aktivalt endotél sejtekhez. Ezzel szemben, a CA-HPV-10 prosztatadaganat sejtek
esetében, ahol magas a hTG4 expresszidja, a sejtek adhézioja az endotél sejtekhez lecsokkent
miutan a hTG4 termelést kiiitotték. Kimutattak, hogy a hTG4 tultermelése a PC-3 sejtek
migracidjat is megnovelte. A tanulmany azt is kimutatta, hogy a hTG4 expresszidja az sejtek
endotélialis interakcioit a ROCK utvonal kikeriilése mellett valtoztatta meg. A hTG4 fontos
szerepet jatszhat az endotél és prosztatadaganat sejtek kozotti interakcioban, és ez a hatas a

ROCK utvonaltdl fliggetlen (Jiang és mtsai, 2009).

Kimutattak, hogy a hTG4 a prosztatadaganat sejtekben interakcidba 1ép az 1L-24-gyel. Az
IL-24 eredetileg daganatsejtekben volt azonositva, és melandma sejtekben felszabalyozodik
(Emdad és mtsai, 2009). Az IL-24 taltermelése daganat sejtekben ndvekedés gatlonak
bizonyult. IL-24 egy differenciacio, névekedés és apoptdzis asszocialt gén, kiillonbozé human
daganatok esetében lehetséges terapias szer. Az IL-24 a sejtekben receptora, és receptor
komplexei révén hat. Limitalt informacio all rendelkezésre az IL-24 prosztatadaganatos sejtekre
kifejtett hatasarl. Az IL-24 adenoviralis vektor indukalt expresszidja prosztatadaganat
sejtekben a novekedés kis fok gatlasat és apoptozis indukalasat eredményezte, amely
valoszintileg a sejt ciklusban bekdvetkezd valtozdsokhoz kothetd (Saito és mtsai, 2005). A
hTG4 azonban képes antagonizalni az IL-24 hatasat prosztatadaganat sejtekben. Ez alapjan ugy
tlinik a hTG4 hatassal van az IL-24 indukalt sejt ndvekedésre és migraciora a prosztatadaganat

sejtekben (Ablin és mtsai, 2011).

A RON fehérje a receptor-tipusu protein tirozin kindz csaladba tartozik (Ronsin és mtsai,
1993). Aktivacioja esetén kiillonbozo szignal utvonalak aktivalodnak, amelyek specifikus sejtes
eseményekhez vezetnek (pl.: PI3-K/AKT novekedés és tulélés) (Welm és mtsai, 2007). ARON
taltermelddik mell, kolorektalis, tiid0 €s vese daganatokban, valamint pontmutacidi €s
tultermelddése metasztazis kialakulasahoz vezethet. Ezt a fehérjét a hTG4 kotddési partnerként
is azonositottak €s azt talaltak, hogy a hTG4 egyiittmikodik a RON-nal prosztatadaganatos

crer

expresszaljak (Jiang és mtsai, 2010).

33



3. Célkituzések

AhFXIII-A aktivitasanak mérése alapveté fontossagu, valamint az enzim gatlasa potencialis
trombozis terapids célpont lehet. Az enzim izopeptiddz aktivitdsdnak mérése és kiilonbozo
inhibitorok, vagy mutansok biologiailag relevans tanulmanyozasdhoz fehérje szubsztratok

hasznélata lenne célszer.

gy az alabbi célokat tliztiik ki a hFXIII-A izopeptidiz aktivitdsanak vizsgalatakor:

e ahFXIII-A izopeptidaz aktivitasanak tesztelése izopeptid kotéseket tartalmazo fibrin
degradacios termékeken, az izopeptid kotésekre specifikus antitest hasznalataval.
e hFXIII-A szubsztratok, inhibitorok és mutansok tesztelésére alkalmas fehérje-peptid

alapu kinetikus modszer fejlesztése.

Az egyik legkevésbé tanulmanyozott human transzglutaminaz izoforma, a hTG4. A hTG4
emberi szervezetben betoltott fizioldgias szerepére csak a ragesaldo TG4 kapcsan kozolt
adatokbol kovetkeztethetiink. A hTG4 megtalalhatd a nyalban is, azonban az itt betdltott
biologiai szerepét nem ismerjiik. A human TG4 enzimologiai és biokémiai sajatsagairdl is alig

4ll rendelkezésére informacio.

Ezért célul tiztiik ki a humén TG4 biokémiai karakterizal4sat:

e ahTG4 transzamidaz aktivitasanak és szabalyozasanak vizsgalatat.
e a hTG4 nyalban betoltott biologiai szerepének feltarasahoz a hTG4 szubsztratjainak

¢s interakcids partnereinek azonositasat.
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4. Anyagok és modszerek

4.1 Reagensek

Kisérleteinkhez sziikséges vegyszereket az esetek tobbségében a Sigma-Aldrich-t61 (St.
Louis, Mo, USA) szereztiik be. Ettdl eltérd esetekben zardjelben tiintettiik fel a gyartd vagy a

forgalmazo nevét.
4.2 Alkalmazott sejtvonalak

Kisérleteinkhez AD-293 (Agilent, Santa Clara, CA, USA) , FT293 (Thermo Fisher
Scientific, Walltham, MA, USA), Panc-1 ¢és RWPE-1 (CRL-11609, ATCC) sejteket
hasznaltunk. A sejteket 37°C-os inkubatorban, 5% COz2 taralom mellett tenyésztettiik. Az AD-
293, 293FT és Panc-1 (ATCC, CRL-1469) sejteket Dulbecco’s modified Eagle’s médiumban
tartottuk fent, amelyet 1 unit/ml penicillinnel és 0,1 mg/ml sztreptomicinnel, 1 mM piruvattal,
4 mM glutaminnal és 10 (Y/v) % hdinaktivalt magzati marha szérummal (FBS, Thermo Fisher
Scientific, Walltham, MA, USA) egészitettiink ki. A PC-3 (CRL-1435, ATCC,) sejteket
Dulbecco’s Modified Eagle’'s Medium/Nutrient Mixture F-12 Ham médiumban ndvesztettiik,
amelyet 1 unit/ml penicillinnel és 0,1 mg/ml sztreptomicinnel, 2 MM glutaminnal és 10 (Y/v) %
FBS-sel (Thermo Fisher Scientific) egészitettiink ki. Az RWPE-1 sejteket szérum-mentes
keratinocita médiumban (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) tartottuk fent és 0,05 mg/ml marha

agyalapi mirigy kivonattal és 5 ng/ml human rekombinans EGF fehérjével egészitettiik ki.
4.3 Western blot analizisek és az alkalmazott antitestek

A Western blot analiziseket altalanos protokoll alapjan végeztiik. A natrium-dodecil-szulfat
poliakrilamid gélelektroforézist (SDS-PAGE) 10%-0s Tris-glicin gélben végeztiik, amelyet
blottolas kovetett, Bio-Rad Trans-blot SD Semi-dry Transfer Cell késziilékkel. A membran
blokkolasahoz 5 ("/v) % alacsony zsirtartalmu tejporral kiegészitett TTBS puffert (0,1 (V/v) %
Tween-20 TBS pufferben) hasznaltunk 60 percig szobahdn, vagy egy éjszakan at 4°C-on. Az
antitesteket 0,5 (™/v) %-os alacsony zsirtartalmu tejport tartalmaz6 TTBS pufferben higitottuk.
Végiil, a jel el6hivasdhoz WesternBright ECL HRP szubsztratot (Advansta) hasznaltunk.
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2. tablazat A Western blot analizisekhez alkalmazott elsddleges antitestek

Név Tipus Faj Higitas Forgalmazo Katalogus szam
DD-XLink-mab | monoklonalis egér 1/7500 Zedira GmbH AQ076
anti-hnTG3 poliklonalis nyul 1/2000 Zedira GmbH A015
anti-Hiss/HRP monoklonalis egér 1/20000 Sigma A7058
anti-hTG4 monoklonalis egér 1/2500 Covalab mab0113
anti-Flag M2 monoklonalis egér 1/2000 Sigma F1804
Streptavidin/HRP - marha 1/2500 BioLegend 405210

4.4 Fehérje termelés és tisztitas

Az S100A4(GST) ¢és a rekombinans human TG2 termelése és tisztitdsa a korabban leirt

modon tortént (Thangaraju és mtsai, 2016).

A rekombinans human TG4 enzim termeléséhez a TG4-et kodold6 cDNS-t (Uniprot kod:
P49221) pBH4 bakterialis expresszios vektorba szubklonoztuk, a pDNR-LIB vektor N
termindlis His6-tagével megegyezd leolvasési keretbe, Ndel és Xhol restrikcios helyeket
hasznalva (IMAGE klon: 3950865). A megfeleld inzerciot restrikciés analizissel ¢és
szekvenalassal (Eurofins Genomics Germany GmbH, Ebersberg, Németorszag) ellendriztiik. A
human rekombinans TG4-et E. coli BL21 (DE3) pLysS baktériumsejtekben expresszaltuk,
Terrific Broth (TB) taptalajban. Az E. coli BL21 (DE3) pLysS hasznalataval egy szigorian
szabalyozott expressziot érhetiink el, mivel a pLysS torzsek T7 lizozimot termelnek, amely
gatolja a T7 RNS polimerdaz expresszidjat az indukciot megelézden. Nagy mennyiségli
termeléshez huszszoros higitasban oltottunk le éjszakai kultaraval 4,8 liter TB tapfolyadékot és
a sejteket 30°C-on novesztettilk, OD600=0.6 érték eléréséig. A fehérje expressziot 18°C-on
indukaltuk, 0,2 mM izopropil-p-D-thiogalaktopiranozid jelenlétében 16-20 o6ran keresztiil. A
sejteket centrifugalassal gytijtottiik 6ssze (6000 g, 10 min, 4°C) majd a pelletet Talon lizis
pufferben (Talon kot6 puffer: 50 mM fosztat puffer pH 7,6; 300 mM NaCl, 20 mM imidazol,
kiegészitve 1 mM PMSF-fel és 10% glicerinnel) szuszpendaltuk fel. Szonikalast és
centrifugalast kovetden (25000 g, 1 o6ra, 4°C) Talon Metal Affinity Resin-t (Takara Bio, USA,
Inc., San Jose, CA, USA) adtunk a feliilliszohoz. 1 dras, 4 °C-os inkubalast kovetéen a gélt
Talon pufferrel mostuk. A fehérjék elualasdhoz 150 mM imidazolt tartalmaz6 Talon puffert
hasznaltunk, majd a puffert A pufferre (50 mM Tris, pH 7,6, 0,5 mM EDTA, 15% (“/v) glicerin)

cseréltiik, Amicon Ultra 50 kDa centrifugalis koncentratorsziiré (Merck, Darmstadt,
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Németorszag) segitségével. loncseréld kromatografidhoz HiTrapQ HP oszlopot hasznéltunk
(GE Amersham, Buckinghamshire, UK), a fehérjék elualashoz A pufferbdl és B pufferbol (1
M NaCl-ot tartalmazé A puffer) eléallitott gradiens segitségével novekvd sdkoncentraciot
alkalmaztunk. A fehérje koncentraciokat Bio-Rad Protein Assay Dye Reagent Concentrate-tal
(Bio-Rad, Hercules, CA, USA) hataroztuk meg. A rekombinans hTG4 tisztasagat (>90%)

Coomassie festéssel és Western blottal ellenériztik.

A biotinilalhato hTG4 expresszidjahoz a hTG4 ¢cDNS-ét (Uniprot kod: P49221) Kpnl és
Xhol restrikciés helyeket hasznalva (IMAGE klon: 3950865) pET30-Navi bakterialis
expresszids vektorba szubklonoztuk, ebben az esetben is a pDNR-LIB vektor N terminalis
His6-tagével megegyez6 leolvasasi keretben. A megfeleld inzerciot restrikcids analizissel és
szekvenalassal (Eurofins Genomics) ellendriztiikk. A biotinildlhaté hTG4 (Navi hTG4)
termelése és tisztitasa a hTG4 esetén leirt modon tortént, egyetlen kiilonbséggel. Ebben az
esetben bakterialis expresszidhoz a Rosetta 2 DE3 pLysS torzset hasznaltuk, amely a BL21 DE3
pLysS torzstdl annyiban tér el, hogy kodol 7 bakterialis sejtekben ritka eukariota tRNS-t. A
biotinilalast BirA ligazzal végeztiik, majd a be nem épiilt biotint dializissel tavolitottuk el,
amelyhez Spectra/Por 1 Dialysis Membrane Standard RC Tuning-ot (MWCO 6-8 kDA)
(Spectrum Laboratories, Inc. Rancho Dominguez, CA, USA) hasznaltunk.

4.5 Transzglutaminaz aktivitasmérések

4.5.1. AhFXIII-A és hTG2 aktivitasanak kinetikus mérése anizotropia valtozas alapjan

A transzglutaminazok keresztk6to aktivitasdnak méréséhez egy Kenniston és mtsai (2013)
altal leirt modszer elvét hasznaltuk, de a szubsztratok lecserélésével javitottuk a modszer
érzékenységét (Thangaraju és mtsai, 2016). 5 nM hTG2 vagy hFXII1-A és 100 nM FLpepT26
(5FAM-HQSYVDPWMLDH-NH2) vagy FLpepPI2 (5FAM-NQEQVSPLTLLK-NH2) volt
inkubalva 5 uM S100A4(GST) fehérjével HEPES transzamidaz pufferben (20 mM HEPES, pH
7,5, 150 mM NaCl, 5 mM dithiothreitol (DTT), 0,01 (YA) % Tween-20). Az izopeptidaz
reakciok esetében 380 nM FLpepT26-S100A4(GST) vagy 259,5 nM FLpepPI2-S100A4(GST)
keresztkotott szubsztratot alkalmaztunk MOPS izopeptidaz pufferben (20 mM MOPS pH 6,8,
100 mM NaCl, 6 mM glicin metil észter, 3 mM DTT, 0,1% polietilén-glikol 8000) kiilénb6zo
koncentracioja hTG2 vagy hFXIII-A (Zedira GmbH, T027) jelenlétében. A negativ kontroll
reakciok 10 mM EDTA-t és 2 mM jodacetamidot (IA), a mérési reakciok pedig 5 mM Ca?*-t
tartalmaztak. Normal human plazma mintak 10-szeres higitasban voltak alkalmazva, 2 mM

GPRP peptid (Cayman Europe; Tallin, Estonia) és 5 mg/ml polibrén jelenlétében. A ZED1301
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helyspecifikus FXIII-A inhibitort a Zedira GmbH cégtdl rendeltiik. A teljes reakcid elegyek
térfogata 35 pul volt és a méréshez Untreated Polystyrene Black Microplate-eket (Nunc, Thermo
Fisher Scientific, Denmark, catalog # 262260) hasznaltunk. A FXIII-A reakcioi esetén a reakcio
elegy 500 mU trombint is tartalmazott. A reakciok inditasa az enzimek hozzaadéasaval tortént
és 37°C-on zajlott, a fluoreszcencia polarizacio valtozast a Synergy H1 microplate olvasoval
(zold fluoreszcencia polarizacids filter egység, Ex: 485 nm, Em: 528 nm, erdsités a
transzamidaz mérések esetében: 75, az izopeptidaz mérések esetében 63; BioTek, Winooski,
VT USA) detektaltuk. A reakcio sebességek a percenkénti anizotropia valtozas alapjan lettek
meghatarozva, amelyet a hTG2 esetén a kinetikus gorbe kezdeti, kozel linearis szakaszanak
meredekségébdl szamoltunk, mig a hFXIII-A esetén a kinetikus gorbe késleltetd fazisat (kb. a

reakcio 4. percéig) kovetd, kozel linedris szakaszanak meredekségébdl.

A reakciokat a fluoreszcencia polarizacio valtozas mérését kovetden hatszoros denaturald
(6xdentaturalo) pufferrel (300 mM Tris-HCI, pH 6,8; 0,43 M 3-merkaptoetanol, 12 ("/v)% SDS,
20 (YIv)% glicerin, 0,06 (™/)% bromfenolkék) allitottuk le, majd ezt kovetéen 10 percig 100°C-
on inkubdltuk. 5%-0s SDS-PAGE-et kovetden a fluoreszcencidt PharosFX Plus Molecular
Imager (Ex/Em: 488/530 nm, Bio-Rad) késziilék segitségével detektaltuk. A FLpepT26 peptid
molekula tomege 1885 Da, mig a FLpepPI2 peptidé 1727 Da, azonban 15%-0s poliakrilamid
gélben az eldbbi 14, az utdbbi 12 kDa méretnél jelenik meg.

Az izopeptidaz mérésekhez a keresztkotott FLpepT26-S100A4(GST) és FLpepPl2-
S100A4(GST) szubsztratok nagy mennyiségii eléallitasahoz 5 uM FLpepT26 illetve FLpepPI2
peptidet 12,8 pM S100A4(GST)-vel 90 percig 37 °C-on inkubaltuk 5 nM hTG2, és 5 mM Ca?*
jelenlétében, HEPES transzamidaz reakcio pufferben. Mivel a hFXIII-A jobban hasznalja a
FLpepPI12 peptid szubsztratot beépitéshez, mint a hTG2, késébb a maradék hFXIII-A esetleges
nemkivant hatdsai miatt, az SI00A4(GST) és az FLpepPI2 keresztkotéséhez is hTG2-6t
hasznaltunk, az optimalis végsd szubsztrat elkészitésének érdekében. A reakciot 10 mM EDTA
hozzaadasaval allitottuk le, majd a képz6dott FLpepT26-S100A4(GST) vagy FLpepPl2-
S100A4(GST) keresztkotott fehérjéket centrifugalis koncentratorsziiré (Amikon ultra, 10 kDa,
Millipore, Billerica, MA, USA) hasznalataval valasztottuk el a be nem épiilt FLpepT26 vagy
FLpepPI2 peptidektdl. Ebben a 1épésben izopeptidaz aktivitas enyhén savas pH preferencidja
miatt a HEPES reakcio puffert MOPS pufferre cseréltiik (Thangaraju, és mtsai, 2016). Mivel
az izopeptidaz kotést tartalmazo keresztkotott termékek és a modositatlan SI00A4(GST) nem
lettek elvalasztva, az aranyukat a teljes fehérje koncentracio és a FLpepPI2-S100A4(GST)

fluoreszcein tartalma alapjan, a fluoreszcein molaris extinkcios koefficiensét (79600 M-1 cm-
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1) felhasznalva szamoltuk ki. Optimalis koriilmények kozott az FLpepPl2-S100A4(GST)
tartalom koriilbeliil 7% volt a reakcio termékben. Ez azt jelenti, hogy 5 ng keresztkotott termék
(FLpepPI2-S100A4(GST) és S100A4(GST)) 259,5 nM FLpepPI2-S100A4(GST)-nek felel
meg a 35 ul izopeptidaz reakcid elegyben.

452. A hTG4 és hTG2 transzamidaz aktivitasanak végpontos mérése mikrotiter lemez

modszerrel

A hTG4 transzamidaz aktivitasanak mérésére a klasszikus mikrotiter lemez mérést
(Slaughter és mtsai, 1992) hasznaltuk, kisebb modositasokkal. Az enzim koncentracio fliggés
alapjan a mérésekhez 2,5 ug hTG4 enzim mennyiséget valasztottunk. A transzglutaminaz
reakcio altalaban 0,5 mM biotin-pentilamin (BPA) szubsztrat (B002, Zedira GmbH), 10 mM
DTT és 5 mM Ca?* jelenlétében zajlott, 37 °C-on, 45 percen keresztiil. Az extravidin alkalikus
foszfatazt 1/2500 higitasban hasznaltuk. A foszfataz reakci6 szinvaltozasat 405 nm-en kovettiik
Synergy H1 késziilék (BioTek) segitségével. A transzglutamindz reakcid sebességét a foszfataz
reakcio percenkénti mAbs valtozasaval hataroztuk meg. 8,5-6s ¢és 7,5-0s pH értékek esetén a
reakci6é puffer 0,1 M Tris-HCI volt, mig a 7-es, 6,5-0s, 6-0s ¢s az 5,5-6s pH értékli reakcid
elegyekhez 50 mM-os MOPS puffert hasznaltunk. Kilonb6z6 redukalé vagy oxidalo
koriilmények beallitasahoz a reakcio elegyeket 2,4 mM oxidalt glutationnal (GSSG) és 0, 0,24
0,45, 1,25 vagy 2,4 mM redukalt glutationnal (GSH) egészitettiik ki (Steamnaes és mtsai, 2010).

A [GSH]? aranya a [GSSG]-hoz a végsd molaris koncentraciojukbol lett kiszamolva.

4.6. A hFEXIII-A izopeptidaz aktivitasanak tesztelése keresztkotott fibrin

degradacios termékeken a DD-XLink-mab segitségével

FXII-A aktvitas kovetkeztében keresztkotéseket tartalmazd (D-dimer, XFDP, Zedira
GmbH) és nem tartalmazo fibrin degradacios termékeket (FDP, Zedira GmbH) rekombinans
human FXIII-A jelenlétében, vagy a kontroll minték esetében enzim nélkiil inkubaltuk 20 mM
MOPS pufferben, amely 500 mU trombint tartalmazott. A reakci6 2 6ran keresztiil, 37°C-on
zajlott. A reakcié leallitdsdhoz 6xdenaturdlé puffert hasznaltunk, és a mintakat 10 percig

100°C-on inkubaltuk. A mintdkat Western blot analizissel vizsgaltuk.
4.7. Fibronektin kotés ellendrzése

NuncTM maxisorp platet 0,3 pg fibronektinnel fedtik 9,6-os pH értékli bikarbonat
pufferben. Ezt kovet6en 0,5 ug hTG2-6t, 0,5 vagy 1 ug hTG4-et adtunk a lyukakhoz Ca-TTBS
pufferben (0,05 M Tris-HCI pH 7,4, 0,15 NaCl, 5 mM CaCl,, 0,1 % Tween-20). A kiko6tédott

39



rekombinans enzimeket anti-Hiss/HRP antitesttel (1/6000) és 3,3°,5,5’-tetrametilbenzidinnel

detektaltuk. Az abszorbancia értékeket 450 nm-en Synergy H1 késziilékkel mértiik.
4.8. Guanozin-trifoszfat nukleotid kot6 probak

A hTG4 nukleotid kotésének teszteléséhez korabbi publikéaciok alapjan BODIPY-FL-
GTPyS-t (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) (Biri és mtsai, 2016) és GTP-agar6zt (Ruan és
mtsai, 2008) hasznaltunk. A fehérjéhez k6t6dé BODIPY-FL-GTPyS magasabb fluoreszcencia
intenzitast mutat, amelyet a Synergy H1 késziilékkel (Ex/Em: 485/520) mértiink. A kisérletet
kétszer hajtottuk végre, 3 parhuzamossal, Nunc 96 lyuku fekete microplate-eken. Pozitiv
kontrollként 100 nM rekombinans hTG2 fehérjét hasznaltunk. A GTP-agar6z ,,pull-down”
méréshez 5 pg rekombinans hTG4-et vagy hTG2-6t hasznaltunk. A GTP-agar6z gyantahoz
kotédott transzglutamindzokat kétszeres denaturdld puffer hozzaadasat kovetéen 10 percig
100°C-on torténé inkubalassal elualtuk. Western blot soran anti-Hiss/HRP antitestet

hasznaltunk, 1/15000-es higitasban.
4.9. Differencialis Pasztazo Fluorimetria

A humén TG4 hdstabilitasat Differencidlis Péasztazé Flourimetridval teszteltiik. A
Prometheus NT.48 miiszer lehetdvé teszi a fehérjék hod hatasara torténd kitekeredésének jelolés
mentes detektalasat, a fehérjék belso, triptofan és tirozin aminosavakhoz kothet6 fluoreszcencia
valtozasa alapjan, mikozben a hdmérseklet 20-r6l 95°C-ra melegszik. A hTG4 fehérjét 20 mM
Tris-HCI pufferben higitottuk, amelynek pH értéke 7,2 volt és 150 mM NaCl-ot, 1 mM EDTA-

t és 1 mM DTT-t tartalmazott. A mérés soran a késziiléket dr. Bécsi Balint kezelte.
4.10. Diszpaz emésztés

A proteolitikus stabilitas teszteléséhez a reakcio elegy 1 ng hTG4-et vagy hTG3-at (Zedira,
GmbH), 1 ug diszpaz I-et vagy 1l-6t, 5 mM Ca?*-ot tartalmazott, a megfeleld reakci6
koriilményeket 0,1 M-0s Tris-HCI1 puffer (pH 8,5) biztositotta. 1 6ras, 37°C-on torténd
inkubalast kdvetden a reakcid 6xdenaturald puffer hozzaadasaval lett leallitva. A reakcio
elegyet Western blottal ellenériztiik, poliklonalis anti-hTG3 (A015, Zedira GmbH, 1/2000),
monoklonalis anti-hTG4 (Covalab, 1/2500) ¢és monoklonalis anti-Hiss/HRP (1/20000)

antitestek felhasznalasaval.
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4.11. A hTG2 és a hTG4 aminosav szekvencidjanak 6sszehasonlitasa

Az Uniprot adatbdzisban talalhat6 hTG2 ¢és hTG4 aminosav szekvencidkat
Osszehasonlitottuk az NCBI ProteinBlast online eszkoz segitségével
(https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM-=blastp&PAGE_TYPE=BlastSearc
h&LINK_LOC=blasthome). Thangaraju és munkatarsai (2017a) altal kozolt hTG2
szekvencia részleteit felhasznalva ellendriztiik a hTG2 esetén ismert funkcids helyek meglétét

a TG4 szekvenciajaban.
4.12. Endogén és exogén hTG4 expresszio

4.12.1. ATRA hatasa az endogén hTG4 expressziora

A retinsav receptorokat expresszalo AD-293, Panc-1, PC-3 és a RWPE-1 sejteket (Guo és
mtsai, 2006; Long és mtsai, 2019; Makkonen és mtsai, 2009) az 50-60 %-o0s konfluencia
elérésekor 0, 0,5 vagy 1 uM (DMSO-ban beoldott) all-transz retinsavval kezeltiik 48 6ran at. A
kezelés leteltével a sejteket begytijtottiik, majd lizis puffert (50 mM Tris-HCI pH 7,5, 150 mM
NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM DTT, 0,5 (Y/v)% NP-40, 10 (Y/,)% glicerin, 1 mM PMSF és | mM
Proteinase Inhibitor Cocktail) alkalmazva sejt lizatumot készitettiink, amelyek TG4

expressziojat Western blottal ellendriztiik.
4.12.2. Atmeneti hTG4 expresszié AD-293 sejtekben

AD-293 sejteket 6 lyuku sejttenyésztd lemezen novesztettilk, amig elérték a 70%-0S
konfluencia szintet, majd az FBS-t 2 (Y/v) %-ra csokkentettiik, az antibiotikumokat pedig
megvontuk a tapfolyadékbol. A pTriEX-4 EK/LIC hTG4 vektort a pTriEX™-4 Ek/LIC Vector
Kit-Novagen (Merck) hasznalataval készitettiik, a gyartd utasitasai szerint. A hTG4 ¢cDNS-t
tartalmaz6  pBH4  vektort  haszndltuk  templatként az  altalunk  tervezett
gacgacgacaagatgagaattcagaccgaaaacctgtacttcce és gaggagaagcccggtccaactcagettecttte
oligonukleotidokkal. A transzfekcidhoz Lipofectamine 2000-et (Thermo Fisher Scientific)
hasznaltunk, a gyartd utasitdsai szerint. 3 6ra utdn a transzfekcids médiumot ndvesztd
médiumra cseréltiik. A sejteket 48 oraval a transzfekcio utan begyijtottiik, lizis puffert

hasznalva.
4.12.3. A 3xFlag-TG4-et stabilan expresszaldo AD-293 sejtvonal kialakitasa

A pBH4 vektort templatként haszndlva, gatccggtaccgaatgatggatgcatcaaaag ¢és
gaggagaagcccggtccaactecagettecttte  oligonukleotidok — segitségével a  hTG4  cDNS-ét
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felszaporitottuk majd tisztitds utdn Kpnl/Xhol emésztéssel tapadd végeket alakitottunk ki az
inzerten, amelyet a pPENTR4-3xFlag (PENTR4-FLAG (w210-2) moédositott vektor, Addgene,
Watertown, MA, USA) vektorba ligaltunk (Kpnl/Xhol helyekre). A pLENTI CMV BLAST
(706-1; Addgene) iires vektort szintén felsokszoroztuk, majd Kpnl restrikciés hasitassal
ellendriztiik. Az LR klonaz reakcidhoz 90 ng/ul pENTR4-3xFlagTG4 és 150 ng/ul pLENTI
CMV BLAST vektort, 2 ul NFW, és 1 pl LR klonaz enzimet hasznaltunk (2 6ra, RT). Ezutan
10 perc proteindz K kezelést alkalmaztunk, 37°C-on, majd a reakcid elegy felét Stbl3
baktériumba transzformaltuk. A pLenti CMV Blast-3xFlagTG4 vektorb6l MIDI preparatum
készitéséhez Endotoxin-free plasmid DNA purification Kit-et (Macherey-Nagel GMbH&Co.
KG, Diiren, Németorszag) hasznaltunk, majd a kész vektort Kpnl és EcoRI restrikcios

enzimekkel és szekvenalassal ellendriztik.

A virus partikulumok készités¢hez 293FT sejteket hasznaltunk. A sejteket 70%
konfluenciaig ndvesztettiikk, majd 7 oraval a transzfekcid el6tt a médiumot 9,5 ml friss
médiumra cseréltiik, amely 1,5 ml kondicionalt médiumot is tartalmazott. A transzfekcios elegy
6,723 pg pLentiCMV Blast-3xFlagTG4 plazmidot, 2,24 pg ,.envelop” plazmidot, 4,35 pg
csomagold plazmidot, 0,2 ml TE puffert (1 mM Tris, 0,1 mM EDTA pHS,8), 0,104 ml MQ
vizet, 34 ul CaClz-ot (2,5 mM) és 0,34 ml kétszeres HBS puffert (280 mM NaCl, 100 mM
Hepes, 1,5 mM Na:HPO4 pH 7,11 <pH<7.13) tartalmazott. 5 perccel a transzfekcid el6tt a
sejteket 25 uM klorokinnal kezeltiik. A transzfekcios médiumot 16 oraval a transzfekciot
kovetden 11 ml friss médiumra cseréltiik. Ezt kovetden a médiumot 24 és 48 Ora utan gytijtottik
be és Amicon Ultra 100 kDa centrifugalis koncentrator csd segitségével kb. tizszeres

toménységiire koncentraltuk.

AD-293 sejteket 12 lyuku sejttenyészté lemezen tartottuk, majd 60%-0s konfluencianal a
sejtek médiumat 20% viruskoncentratummal egészitettiik ki. 48 oraval az infekciot kdvetden a
sejteket 2 pg/ml blaszticidint alkalmazva szelektaltuk. A szelekciot kovetden a sejteket 90 %-
os konfluencidnal begytijtottiik, és lizis pufferben felvettik. A transzfervektort és a virus

partikulumokat dr. Kiraly Robert készitette.
4.13. Nyalmintak gyljtése €s a nyal extracelluléris vezikuldinak izolalasa

A nyélmintékat standardizalt protokoll alapjan gytijtottiik (Golatowski és mtsai, 2013).
Roviden, a mintavételt megeldz6 két draban a donorok nem étkeztek, a gylijtés elotti féléraban

folyadékot sem fogyasztottak és a mintavétel megkezdését megelézdleg a szajukat tiszta vizzel

42



kioblitették. A nyalgytjtést kovetéen 1 mM PMSF-et és 1 mM Proteinase Inhibitor Cocktail-t

adtunk a mintakhoz.

A nyal extracellularis vezikulainak (EV) izoldlasahoz altalanos protokoll alapjan jartunk el
(Witwer és mtsai, 2013). A nyalgytjtést kovetden 25 ml mintdhoz 3:1 ardnyban desztilllt
vizet adtunk, majd alacsony fordulatszamot (1800 g, 20 min) alkalmazva a sejttormelékeket
eltavolitottuk a mintabol, €s a feliiluszo eredményezte “teljes nyal” mintat, a pelletbdl pedig a
LHtormelék” minta késziilt. Egy kovetkezd centrifugaldsi 1épéssel (17000 g, 20 perc, 4°C) a
szolubilis (SN) és a pellet frakciok elvalasztasa tortént. A feliiliszo sziirését 0,22 um-es
szirével végeztik, majd a filtrdtumot ultracentrifugéaltuk (80 min, 100000 g, 4°C). A
centrifugalasi 1épéseket kovetden a pelleteket lizis pufferben oldottuk vissza, majd a szonikalas

utan centrifugalassal (18000 g, 5 perc, 4°C) nyert feliiliszot hasznaltuk analizisre.
4.14. Human TG4 szubsztrat €s interakcids partner keresés

4.14.1. Human TG4 szubsztrat keresés AD-293 sejtextraktumban €s nyalmintakban

Az AD-293 sejtextraktum nem tartalmaz transzglutaminazt, azonban a nyalban t6bb
transzglutaminaz is jelen van, igy elséként a nyalban 1év6 endogén transzglutamindzokat kellett
gatolni. A gatlashoz 20 mM IA-ot és 1 uM TG2 specifikus Z-DON inhibitort alkalmaztunk, 0,1
M Tris-HCI pH 8 pufferben, 5 % glicerin, 1 mM PMSF és 1 mM PIC jelenlétében 2 oran at,
szobahémérsékleten majd 0,2 mM Ca?* hozzdad4sa utédn Gijabb 2 6ras inkubacio kovetkezett.
Ezt kdvetéen 50 mM Tris-HCI pH 8-as, 50 mM NaCl-ot és 5 % glicerint tartalmazo pufferben
dializaltuk a gatolt nyadlmintdkat, amig a IA koncentracioja 2 uM ala, a Z-DON koncentracioja
pedig 0,02 uM ala csokkent. A gatlas sikerességét ellendriztiik, 10 pg gatolt és dializalt
nyalfehérjét 5 mM Ca®*, 0,2 mM BPA, 5 mM DTT, | mM PMSF jelenlétében 0,1 M Tris pH
8-as pufferben inkubaltuk 60 percig, 37°C-on, majd 6xdenaturalé puffer hozzaadasaval a
reakciot leallitottuk és a mintdkat 10 percig 100°C-on inkubéltuk. A nyal mintakban 1évo
transzglutaminazok gatlasanak és a gatloszerek dializisének sikerességét Western blot

analizissel, Streptavidin/HRP (BioLegend, 1/2500) alkalmazasaval ellenériztiik.

A sejtextraktumban a hTG4 fliggé BPA beépiilés vizsgalatdhoz 10 pg AD-293
sejtextraktumot 1 6ran keresztiil 37 °C-on inkubaltuk 0,2 mM BPA-val, 4,2 ng rekombindns
hTG4-gyel 100 mM-os Tris- HCI pH 8,5 pufferben, amely 10 mM DTT-t, 5 mM CaCl,-ot, 1
MM PMSF-et, és 1 mM Proteinase Inhibitor Cocktail-t tartalmazott. A kontroll mintak esetén
a reakcio elegyhez kalcium helyett 10 mM EDTA-t adtunk és nem volt jelen hTG4 enzim. A

reakcidt 6xdenaturdld puffer hozzidadasaval allitottuk le. A BPA beépiilést Western blottal,
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Streptavidin/HRP (BioLegend, San Diego, CA, USA 1/2500) alkalmazasaval ellendriztiik.
A BPA jelolt h'TG4 szubsztratok azonositasahoz a beépiilési reakciot haromszor ismételtiik meg
AD-293 sejtek elvalasztott citoplazmatikus (Cp) és magi (M) frakcidin, és kétszer a nyalmintak
esetében. Az AD-293 sejtextraktum Cp és M frakcioinak elvalasztashoz Nuclei Isolation Kit:
Nuclei EZ Prep-et (Sigma #26149) hasznaltunk, a gyarto utasitasai szerint. Ezt kdvetéen 100
ug citoplazmatikus vagy magi frakciot inkubaltunk 0,1 mM-os Tris-HCI pufferben (pH 8,5),
amely 5 mM CaCl;-ot, 10 mM DTT-t, 200 uM BPA-t és 3 pug rekombinans hTG4-et
tartalmazott. A nyalban 1évé TG4 szubsztratok azonositasahoz a reakci6 elegy térfogata 5,5 ml
volt, amely 0,1 M Tris pH 8-as pufferben 5 mM Ca?*-ot, 0,2 mM BPA-t, 5 mM DTT-t, 1 mM
PMSF-et tartalmazott. A reakciokban a nyalfehérjék és a rekombinans hTG4 tomeg aranya kb.
90:1 volt (pl. 2,14 mg nyalfehérje és 24 pg hTG4) egy korabbi eldkisérlet alapjan. A reakciok
ideje 2 ora volt és 37°C-on zajlott. A be nem ¢épiilt BPA dializissel lett eltavolitva, amelyhez
0,1 M-os Tris-HCI puffert (pH 8,5) és Spectra/Por 1 Dialysis Membrane Standard RC Tuning-
ot (MWCO 6-8 kDA) alkalmaztunk. A BPA modositasokat tartalmazo fehérjéket High
Capacity Neutravidin Agarose Resin (Thermo Fisher Scientific) segitségével valasztottuk el a
tobbi fehérjétdl és dusitottuk fel a mintaban. Ekvilibralast (0,1 M Tris-HCI pufferel, pH 8,5)
kovetden, a gyantat a dializalt reakcideleggyel inkubaltuk 1 6raig, 4°C-on, folytonos kevertetés
mellet. A gélt haromszor mostuk, majd a BPA jelolt fehérjéket hatszoros puffer hozzaadasat
kovetden 15 perces 100°C-on torténd inkubalassal eludltuk. A feliiliszot tovabbi analiziseknek
vetettiik ald. A sejtextraktumban vald szubsztrat kereséshez a kontroll mintak esetében 100 pg
AD-293 sejtextraktumot alkalmaztunk a beépiiléshez, hTG4 jelenléte nélkiil, amelyet a tobbi
mintahoz hasonldéan kezeltiink. A nyalban vald szubsztrat kereséshez a kontroll mintak
elkészitéséhez pedig a gélt kezeletlen nyallal kevertiik 6ssze, minden mas 1épés az el6zéekben

leirt moédon tortént.
4.14.2. Human TG4 interakcids partner keresés human nyalmintaban

150 pl High Capacity NeutrAvidin Agarose Resin (Thermo Fisher Scientific) gélhez
ekvilibralast kovetéen (0,1 M Tris-HCI, pH 8, 1 mM EDTA) 25 ug rekombinans biotinilalt
hTG4-et kotottiink (1 h, 4 °C, folyamatos forgatas mellett). Ezt kovetéen a NeutrAvidin gél
blokkolasdhoz 100 pg biotint hasznéltunk, (1 h, 4°C, folyamatos forgatds mellett) majd 6 mg
teljes nyalmintaval kevertiik a biotinilalt hTG4-et kotott és biotinnal blokkolt gélt, és 1 o6ran
keresztiil 4°C-on inkubaltuk, folytonos keverés mellett. A gélt ezt kovetden haromszor mostuk,
majd 120 pl 6xdenaturald puffer hozzaadasat kovetéen 100 °C-on 10 percig inkubaltuk. A
feliiluszot 10%-0s Tris-glicin gélbe futtattuk SDS-PAGE segitségével, majd a géldarabokat

44



Coomassie festést kovetden kivagtuk, és LC-MS/MS analizisre kiildtiik. A kontroll mintak
elkészitésekor nem adtunk biotinilalt h'TG4-et a gélhez, a mintakészités egybdl a blokkolasi
1épéssel kezd6dott, a tobbi 1épésben nem volt eltérés. Az azonositott fehérjéket String online
eszk6z (http://stringdb.org/ Megtekintés: 2022. 01. 20.) (Szklarczyk és mtsai, 2021)

Funkciondlis dusitasi analizisének segitségével csoportositottuk.
4.15. Proteomikai adatbazisok elemzése

Elsé lépésként a ,,MassIVE” adatbazis (Mass Spectrometry Interactive Virtual Environment;
https://massive.ucsd.edu, Megtekintve: 2021. julius 1.) (Deutsch és mtsai, 2017) hTG4-re
vonatkoz6 ,,PSM Provenance” tablazatat exportaltuk. A ,,MassIVE” feliilete lehetévé teszi,
hogy a peptideket egyediségiik alapjan sziirjiik, a ,,Matched Genes” tulajdonsaguk alapjan. Ez
alapjan az egyedi és mas fehérjékkel k6zos peptideket két tdblazatra osztottuk. Az azonositott
peptideket tartalmazoé mintak eredetét, hogy milyen szovetb6l szarmaztak a mintak, azok
neveibdl vagy az adatsor azonositoja alapjan kerestiik ki. A detektalt TG4 peptideket tartalmazo
minték eredete az 6sszesen 3499 peptidnél 76 esetben nem volt elérhetd. A ,,PeptideAtlas”-ban
(https://lwww.peptideatlas.org, Megtekintve: 2021. julius 1.) (Desiere és mtsai, 2006) a
»Sequence Motifs” rész alatt talalhatd detektalt peptidekre vald kattintast kovetden megnyilt
ablakokbol ,,Observed in Expriments” részek adatait kigytjtottik. A detektalt peptidek
egyediségét az NCBI Standard Protein BLAST online eszkozzel ellendriztiik. A kisérletek
neveibdl minden esetben Ossze tudtuk gylijteni a szoveteket, ahonnan a detektalt peptidet
tartalmazo mintak szarmaztak. A ,,ProteomicsDB” adatbazisban
(https://lwww.proteomicsdb.org/, Megtekintés: 2021. jalius 1.) (Wilhelm és mtsai, 2014) a
,»PeptidessMSMS” fiil alatt 49 egyedi €s 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, (Microsoft, Redmond, WA, USA). A
projekt, a kisérletek vagy a fajlok neve alapjan azonositottuk, hogy melyik szdvetbdl
szarmaztak a mintak. Nyilvanosan elérhetd adatsorok esetén a kisérlet nevére kattintva a mintak

elnevezésének kodolasa is elérhetd volt.
4.16. LC-MS/MS analizisek

Az LC-MS/MS analizisre szant mintakat 10%-0s poliakrilamid gélbe toltottiik, de csak a
szeparald gél elsd centiméterébe futtattuk be azokat. Coomassie festés utan a fehérje savokat

kivagtuk a gélbdl, és a festéket nanotiszta vizzel mostuk ki. DTT-vel torténd redukcios és
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jodacetamidos alkilaciot kovetden a fehérjéket egy éjszakan 4t tripszinnel emésztettiik, 37°C-
on. Az extrahalt peptideket Speed-Vac késziilékben szaritottuk, majd 10 pl 1%-0s
hangyasavban oldottuk vissza. Az analizisekhez a mintak fele lett felhasznalva. Elsoként, a s
és a jelenlévo puffer Osszetevok eltavolitasa tortént, majd a mintdk ACQUITY UPLC
Symmetry C18 (Waters Milford, MA, USA) s6 eltavolité oszloppal lettek dusitva. Ezutan a
mintak analizise Easy nLC1200 (Thermo Fisher Scientific) nanoUPCL-Orbitrap Fusion
(Thermo Fisher Scientific) MS/MS rendszerrel, az adatok gyiijtése pedig adat fliggd modon
tortént. Az Orbitrap analizator 6000 tomeg felbontassal 350-1600 m/z skalan beliil pasztazta a
mintdkat és a 14 legintenzivebb csucsot tovabb fragmentalta, amelyhez CID-et (35%)
alkalmazott, a termék ionokat az ion csapda detektalta (MS/MS). A tomegspektrometrias
analizist a Proteomika Szolgéalatd Laboratérium (Biokémiai és Molekularis Biologiai Intézet,

Debreceni Egyetem) végezte.

A fehérje azonositasokat a peptid szekvenciak alapjan a MaxQuant 1.6.2.10. keresd program
(Cox és Mann, 2008) azonositotta a SwissProt/Uniprot adatbazisokat felhasznalva. Az
eredmények Scaffold 4.8.9. programba (Proteome Software, Inc., Portland, OR, USA) lettek
exportalva. A fehérjék azonositdsdhoz 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 meghatarozdsdhoz nem-FDR alapt sziirési modot hasznéltunk,
¢s fehérjénkként 1 azonositott peptid kritériumot hasznaltunk. Azonban minden azonositott
peptid MS/MS spektrumat ellendriztiik, amely soran legaldbb négy egymast kovetd y vagy b
ionsorozat megléte volt a kritérium. Az AD-293 sejtextraktumban torténd hTG4 szubsztrat
keresés adatait a ProteomeXchange Consortium-on (Deutsch és mtsai, 2017) keresztiil a
,MassIVE” adatbazisba toltottik fel, a PXDO028174-es azonositd  szammal
(http://proteomecentral.proteomexchange.org/cgi/GetDataset?|D=PXD028174; Feltoltés
datuma: 2021. augusztus 28.)

4.17. Adatok kiértékelése

Az adatok kiértékeléséhez, az egyenesek illesztéséhez, a kinetikus szamitasokhoz a
GraphPad Prism 6 ¢és 8 szoftvereket (GraphPad Software Inc. La Jolla, CA, USA) hasznaltuk a

megfeleld beépitett egyenleteket és eszkdzoket sziikség esetén jeldltiik a szovegben.

46


http://proteomecentral.proteomexchange.org/cgi/GetDataset?ID=PXD028174

5. Eredmények

5.1 A human FXIII-A izopeptidaz aktivitasdnak karakterizalasa

5.1.1. FXIII-A izopeptidaz aktivitisnak kimutatasa D-dimereken monoklonalis antitest és

Western blot segitségével

A fibrin degradacio soran keletkezé D-dimerek, amelyek aktiv hFXIII-A esetén képz6do
fibrin degradécios termékek, a véralvadas mértékének markereként szolgalnak. A korabbi
monoklonalis D-dimer antitestek, amelyeket a diagnosztika alkalmaz a vérrogképzodéssel jard
betegségek detektalasara csak a vérrdog plazmin hasitasat kovetden keletkezett fragmentjeit
képes felismerni. A Zedira GmbH azonban kifejlesztette a DD-XLink-mab monoklonalis
antitestet, amely a FXIII-A altal kialakitott keresztkotésekre specifikus, ezaltal lehetévé valt a
trombolitikus folyamatok még pontosabb monitorozasa (Devine és Greenberg, 1988;
http://zedira.com/Content/DD-XLink-mab_42). Ugy gondoltuk, hogy ez a monoklonalis
antitest alkalmas lehet a hFXIII-A izopeptidaz aktivitasanak a detektalasara fibrin degradacios
termékeken. A keresztkotott fibrin degradacios termékeket, (xFDP, és D-dimer) aktivalt
rekombinans hFXIII-A jelenlétében inkubaltuk, ¢és az izopeptidaz aktivitas eldsegitéséhez 6,8-
as pH értéket és glicin metil észtert alkalmaztunk. Két oras inkubaciot kovetden az integralt
pixel intenzitast a filmen ImagelJ program segitségével értékeltiik Ki, és az antitest altal felismert
D-dimer sav mennyiségében egy 10-20% csokkenést figyeltiink meg (a 3. abran 1évo fels6 savot
analizaltuk). A csokkenés az xFDP esetében nagyobb mértékli volt (~25 és 40%), azonban a
kiilonb6z6 mennyiségii fibrin degradacios termékek esetén vizsgélva, a csdkkenés meértéke nem
volt azonos. A kisérletet tobbszor megismételve, néha megndvelt inkubacids idével, azt a
kovetkeztetést vontuk le, hogy ez az antitest nem alkalmas a fibrin alegységek kozotti

1zopeptidaz kotés mennyiségének pontos monitorozasara.
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3. abra A hFXIII-A altal létrehozott fibrin keresztkotések reverzibilitisanak tesztelése fehérje
szinten a keresztkotott fibrin degradacids termékekre specifikus monoklonalis antitesttel. DD-
XLink-mab (Zedira GmbH) felismeri az izopeptidaz kotéseket tartalmazé fibrin degradacios
termékeket. A gyartd weboldala alapjan a 72 kDa méretii savokat a y-y vagy a y’-y fibrin dimereket
adjék, azonban a 40 kDa méreti savrdl nincs informacionk. 2 ords inkubéciot kdvetéen az izopeptid
kotéseken az aktivalt hFXIII-A hatasat reprezentativ Western blot képeken szemléltetjiik. A felsé savok
intenzitasai az ImageJ-vel voltak kiszdmolva, az értékek a kezeletlen kontrollok szadzalékaként vannak

megadva. Reprezentativ Western blot képek harom fliggetlen kisérlet eredménye alapjan.

5.1.2. Fehérje-peptid alapt, kinetikus modszer a FXIII-A transzamiddz aktivitasanak

méréséhez

Ezt kovetéen a hFXIII-A transzamiddz és izopeptidaz aktivitdsanak mérésére alkalmas
kinetikus, fehérje-peptid alapu anizotropids modszer kialakitdsat tliztik ki célul. Ezt a
munkacsoportunk altal kordbban a hTG2 transzamidaz és izopeptidaz aktivitdsanak mérésére
kifejlesztett fehérje-peptid alapu, kinetikus anizotropids mérés (Thangaraju és mtsai, 2016)
adaptalasaval probaltuk megvaldsitani. A T26 peptid (HQSYVDPWMLDH) egy fag display
altal szelektalt, mesterséges, TG2 specifikus, csak egy reaktiv glutamint tartalmaz6 szubsztrat
peptid. A P12 peptid NQEQVSPLTLLK) szintén egy dodekapeptid, de az a2-plazmin inhibitor
N-terminalis szekvenciajabol szarmazik, és kitlinG szubsztrat mind a hFXIII-A és a hTG2
szamara (Karpati és mtsai, 2000). A hFXIII-A aktivitasainak karakterizalasa céljabol egy
valos idejli mérési modszer fejlesztéséhez megvizsgaltuk, hogy a hFXIII-A elfogadja-e
szubsztratként az S100A4(GST) rekombinans fehérjét és a FLpepT26 vagy FlpepPI2
fluoreszcensen jelolt dodekapeptideket. A keresztkoto aktivitast az exponencialisan emelked6

fluoreszcencia anizotropia mérésén keresztiil kovettiik (4. A abra). Az aktivitas értékeket ezt
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kovetden a ndvekvd fluoreszcencia polarizacio elsé fazisanak linedris regresszidja alapjan
szamoltuk (az R? értékek 1-hez kozeliek voltak,4. B dbra). FLpepT26 és S100A4(GST)
jelenlétében a hFXII1-A nem generalt detektalhatd anizotropia valtozast, azonban a reakcid utan
areakcidelegyek SDS-PAGE analizisével lattuk egy halvany fluoreszcens sav megjelenését kb.
42 kDa méretnél, mindkét enzim esetében. Ez megerdsitette a FLpepT26 peptid mindkét enzim
altal torténo beépiilését az S1I00A4(GST)-be, azonban a hFXII1-A esetén ez nagyon kis mértéki
(4. D abra, feltoltési kontroll 4. C abra). Ezt kovetden a FLpepT26-ot FLpepPI2-re cseréltiik,
és az aktiv hFXIII-A esetén novekvé fluoreszcencia polarizaciot detektaltunk, amely
alacsonyabb volt a hTG2 esetén (4. A abra). Az SDS-PAGE analizis (4. D abra) megerdsitette,
hogy a FLpepP12-6t a hTG2 is elfogadja szubsztratként (Karpati és mtsai, 2000; Kiraly és
mtsai, 2006), és beépiti az S100A4(GST) fehérjébe, viszont kisebb mértékben, mint a hFXIII-
A
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4. abra A hFXIII-A transzamidaz aktivitasanak Kinetikus detektalasara fehérje-peptid szinten
alkalmazhaté a FLpepPI2 peptid beépitése S100A4(GST) fehérjébe. (A, reprezentativ kép) 5 nM
hTG2 vagy hFXIII-A katalizalta transzamidaz reakciét 100 nM FLpepT26, vagy FLPepPI2 és 5 uM
S100A4(GST) szubsztratok jelenlétében a fluoreszcencia valtozast a BioTek Synergy HI (zold
fluoreszcencia polarizacios filter egység, Ex/Em: 485/525, tiikkor: 510 nm) késziilékkel kovettitk
nyomon. (B) A reakcio sebességeket a kinetikus gorbék elsé kozel linearis szakasza alapjan szamoltuk,
a hFXIII-A esetén egy rovid késleltetési szakaszt kovetéen. Az adatokat a kontrollok kivonasat kovetéen
atlag £SD formaban abrazoltuk, két fliggetlen kisérlet alapjan, amelyeket harom parhuzamossal

végeztiink. (D, reprezentativ gélkép) A keresztkotott termékek szemléltetéséhez a reakcio elegyeket
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denaturalast kdvetden 15%-0s SDS-PAGE segitségével elvalasztottuk, és PharosFX Plus Molecular
Imager késziilékkel detektaltuk. A csillag a keresztkotott fehérje-peptid termékeket jeloli. (C,
reprezentativ gélkép) Végiil a gélen Coomassie festést alkalmaztunk, a feltoltott mintdk azonos

S100A4(GST) mennyiségének bemutatasahoz (reprezentativ gélképek).

5.1.3. A fehérje-peptid alapu kinetikus izopeptiddz mérés adaptalasa és alkalmazésa a

hFEXIII-A esetében

A hFXIII-A transzamidaz aktivitisanak mérése mellett a f6 célunk az enzim izopeptidaz
aktivitasanak karakterizalasara alkalmas aktivitds mérési modszer kialakitasa volt. Kordbban
leirtunk egy fehérje-peptid alapt izopeptidaz aktivitasmérést a h\TG2 izopeptidaz aktivitasanak
karakterizalasara (Thangaraju és mtsai, 2016). Feltételeztiik, hogyha egy fehérje és egy jelolt
peptid keresztkotése detektalhatd az azt kovetd fluoreszcencia anizotropia valtozassal, akkor az
izopeptidaz kotés hasitdsa szintén detektalhato lehet ugyanezen a médon, csak ebben az esetben
fluoreszcencia anizotropia csokkenéssel. Mivel nincs részletes tanulmany a hFXIII-A
izopeptidaz aktivitasanak specificitasarol, elséként a FLpepT26-S100A4(GST)-t teszteltiik
lehetséges izopeptiddz szubsztratként (5. A dbra). Elvarasainknak megfelel6en a hFXIII-A nem
hasitotta a FLpepT26-S100A4(GST) szubsztratban 1év6 izopeptid kotést, amelyet SDS-PAGE
analizis is megerdsitett, mivel mind a hFXIII-A-t tartalmazo, és a nem tartalmazé kontroll
mintakban is hasonl6 fluoreszcens sav latszodott kb. 42 kDa méretnél a vizsgalt reakcio
elegyekben (5. B abra, minta feltoltési kontroll). Kovetkezd 1épésként a keresztkotott fehérje-
peptid szubsztrat peptid komponensét. FLpepT26-r61 FLpepPI2-re cseréltik. Egy rovid
késleltetési fazist kovetden (hFXIII-A aktivacid) az anizotropia valtozas exponencialis
csokkenést mutatott. A reakcid sebességet linedris regressziot alkalmazva szamoltuk ki, a
csokkenés kozel lineéris szakasza alapjan (4 és 14 perc kozott) és az 5. dbran abrazoltuk, a
kontrollok levonasat kovetéen. FLpepPI2-S100A4(GST) szubsztrat valoban elegendd jelet
szolgaltatott a hFXIII-A aktivitas kinetikus méréséhez fehérje-peptid szinten (5. A és B abra).
Az izopeptid kotés hasitasat az SDS-PAGE is aldtdmasztotta, csokkent mennyiségii
fluoreszcensen jelolt keresztkotott termék latszott 42 kDa méretnél, és erdsebb peptid jel a

kontrollhoz képest (12 kDa koriil, 3. D abra)
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5. abra A FLpepPI2-S100A4(GST)fehérje-peptid alapt szubsztrat hasitisa lehetové teszi a
hFEXII1-A izopeptidaz aktivitasanak kinetikus kovetését (A) 150 nM hTG2 vagy FXIII-A és 380 nM
FLpepT26-S100A4(GST) vagy 259,9 nM FLpepPI2-S100A4(GST) szubsztrat jelenlétében a
fluoreszcencia valtozast a BioTek Synergy H1 z6ld fluoreszcencia polarizacios filter egység (Ex/Em:
485/525, tikor: 510 nm) késziilékkel kovettiik nyomon. (B) A reakcio sebességeket a kinetikus gérbék
elso kozel linearis szakasza alapjan hataroztuk meg. Harom parhuzamossal végzett két fliiggetlen mérés
eredményeit a mért értékek atlagaként abrazoltunk, a hozza tartozé +SD értékekkel. (D) A hasitas
vizualizalasanak érdekében denaturalast kdvetden a reakcio elegyeket 15%-0s SDS-PAGE segitségével
elvalasztottuk, és PharosFX Plus Molecular Imager késziilékkel detektaltuk. A csillag a keresztkotott
fehérje-peptid szubsztratokat jel6li. (C) Végiil a gélen Coomassie festést alkalmaztunk, a feltoltott
S100A4(GST) azonos mennyiségének bemutatasahoz (reprezentativ gélképek).

5.1.4. A fehérje-peptid alapu kinetikus izopeptidaz hFXIII-A aktivitasmérés érzékenysége,

linearitasa és detektalasi hatara

A fehérje-peptid alapu kinetikus hFXII-A izopeptidaz aktivitds mérés lehetséges
szubsztrat hatasat vizsgaltuk a reakcid sebességen 150 nM FXIII-A jelenlétében. Az aktivitas
értekek telitési kinetikat mutattak, Michaelis-Menten egyenletet hasznalva illesztettiink gorbét
(6. A abra, koefficiens meghatérozas: R?=0,928). Az aktivitas plat6 fazist ért el és a Graph Pad
Prism program alapjan a Km 4,10+£0,76 nM-nak, a Vmax 54,92+1, mr/min/nM hFXIII-A-nak
adodott.

Kovetkez6 1épésként a mérési modszer érzékenységét és linearitasat vizsgaltuk, 259,5 nM
FLpepPI12-S100A4(GST) szubsztrat jelenlétében megmértiik a hFXIII-A mennyisége és
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aktivitasa kozotti korrelaciot (6. B abra). Az aktivitas mérésekor 150 nM hFEXIII-A
koncentracidig a Pearson korrelacios koefficiens 0,9387 volt 0,8811 R2értékkel, amely erds, de
nem pontosan linearis dsszefliggést mutat a hFXIII-A koncentracidja és aktivitasa kozott a
teljes vizsgalt koncentracio intervallumban. A legkisebb mérheté hFXIII-A koncentracié 1,0
nM volt. Amikor az adatokat ujra vizsgaltuk egy alacsonyabb, maximum 15 nM hFXII-A
koncentracié tartoméanyban (6. B dbra részlet), a korrelacios koefficiens 0,9907 volt 0,9816 R?
értekkel.

A teszt alkalmazhatosagat tovabb vizsgaltuk és tizszeres higitdsban normal human plazmat
adtunk a reakcio elegyhez, amely kiilonb6z6é mennyiségii rekombinans hFXII-A enzimet
tartalmazott. Annak érdekében, hogy megfelelé negativ kontrollt alkalmazzunk plazma
jelenlétében, az endogén hFXIII-A transzglutaminaz aktivitisat egy Ca®* kelator (10 mM
EDTA) és IA alkalmazasaval gatoltuk (6. C abra). A normal plazmaban rekombinans hFXIII-
A hozzaadasa nélkiil mért reakcid sebesség 1,22 +£0,18 mr/min volt, amelyet abrazolas el6tt
kivontunk az aktivitas értékekbdl. Normal human plazma jelenlétében a korrigalt aktivitas
értékek alacsonyabbak voltak, de jobb korrelacios paramétereket mutattak. 50 nM rekombinans
hFXII1-A koncentracidig a Pearson korrelacios koefficiens 0,9950 volt, 0,9901 R2 értékkel és
az illesztett gorbére meghatarozott koefficiens 0,9422 volt. A legkisebb, egyértelmiien mérhetd
hEXII-A mennyiség 5 nM hFXIII-A volt. Ett6l alacsonyabb koncentracio esetén mért érték

nem volt elkiilénithetd a vak reakcioban mérhetd anizotropia valtozasatol.

Mivel a hFXIII-A gatlasa terapias lehetéség a nemkivant vérrog stabilizacio megelézésében,
hasznos lehet egy fehérje-peptid alapti mérés kiillonbozd gyogyszerek tesztelésére, mivel a
hEXII-A in vivo fehérje szubsztratokat hasznal. Teszteltik a IA, egy altalanos
transzglutaminaz inhibitor és a ZED1301, egy specifikus hFXIII-A peptidomimetikum
inhibitor hatasat az anizotropias mérési modszerrel (6. D abra). Mindkeét esetben dozisfiiggd
gatlast figyeltiink meg, a [A esetében 1,89 + 0,29 uM, mig a ZED1301 esetén 268 + 56 nM
IC50 értekekkel.
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6. abra A FLpepPI12-S100A4(GST) fehérje-peptid alapu szubsztrat kinetikai paraméterei és az
ujonnan kifejlesztett hFXIII-A izopeptidaz aktivitas mérés érzékenysége, linearitasa és lehetséges
alkalmazasai. (A) A Michaelis konstans meghatarozasa 150 nM hFXIII-A jelenlétében és a hFXIII-A
koncentracio és aktivitas korrelacioja plazma nélkiil (B) és plazma jelenlétében (C). Az bekeretezett
részlet kiemeli a korrelaciot a fiziologias hFXIII-A koncentracio koriil. (D) A jodacetamid (IA,
folyamatos vonal) és a specifikus hFXIII-A inhibitor, a ZED1301 (szaggatott vonal) dozis fiiggd gatlo
hatasa 50 nM hFXIII-A izopeptidaz aktivitasara. A reakcid sebességet a kinetikus gorbe kozel linedris
szakaszabol szamoltuk. Harom parhuzamossal végzett két fliggetlen mérés eredményeit a mért értékek

atlagaként abrazoltunk, a hozza tartozé £SD értékekkel.
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5.2 A human TG4 biokémiai karakterizalasa

5.2.1. Proteomikai adatbazisok analizise az emberi szervezet hTG4 expreszidjanak

feltérképezéséhez

Korabban a hTG4 expresszidja csak a prosztata luminalis epitél sejtjeiben volt ismert,
azonban ma mdar a modern bioldgiai moddszerek segitségével Ujabb szovetekben valik
detektalhatova a hTG4 expresszidja. A ,Human Protein Atlas”-t immunhisztokémiai
eredmények alapjan hoztak létre, az alkalmazott antitesteket a kiilonb6z6 RNS expresszids
adatokbol Osszevetve validaltak (Uhlén és mtsai, 2015). Az adatbazis szerint, fiziologias
koriilmények kozott a hTG4 a prosztatdban és a vazizmokban expresszalddik. Ezen kiviill hTG4
szintén jelen volt emlédaganat mintdkban, ahol erés festodést és citoplazmatikus vagy
membran lokalizaciot mutatott. A hTG4 jelenléte tobb alkalommal is volt detektalva
prosztatadaganatokban kiilonb6zd festddési intenzitdsokkal, tobbnyire citoplazmatikus és
membran lokalizacidval, de a hTG4-et nem tekintik ezeknek a tumorok esetén prognosztikus
markernek. A nagy érzékenységli tomegspektrométerek megjelenése és elterjedése lehetdvé tett

egy masik modszert a fehérjék expresszidjanak vizsgalatara.

A hTG4 szoveti expresszidjanak Osszegyljtéséhez harom proteomikai adatbazist
vizsgaltunk at. Az Uniprot adatbazisban, a hTG4 szdmos proteomikai adatbazishoz van
hozzarendelve, amelyek koziil a ,,MassIVE” (Deutsch és mtsai, 2017), a ,,PeptideAtlas”
(Desiere és mtsai, 2006) és a ,,ProteomicsDB” (Wilhelm és mtsai, 2014) nyujt lehetOséget
arra, hogy elérjiik a részletes kisérleti beallitasokat és a meta adatokat a kiilonb6z6 projektekben
megfigyelt hTG4 peptidekrdl. Ezeknek az adatbazisoknak az attekintésével, a mintdk szoveti
eredetének és minden egyes detektdlt peptid meta adatainak az analizisével 41 szOvetet
gyljtottiink ossze, ahol a hTG4 peptid fragmentek detektalva voltak (Kiegészit6 tablazat S1 és
S2; A kiegészitd tablazatok terjedelmiik és formatumuk miatt nem illeszthetek a fiiggelékbe,
de megtalalhatoak a kozlemény kiegészitod file-ok kozott:

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8619550/#appl-ijms-22-12448).

Szamos fehérje kozotti szekvencia hasonlosag miatt, foként a transzglutamindz enzim csalddon
beliil, vannak detektalt peptidek, amelyek tobb fehérje szekvencidjdban is megtalalhatoak. Az
YPEGSSEER peptid, vagy a poszt transzlaciésan modositott formai nagyon gyakran detektalva
lettek a kiilonbozé mintakban, de ez a peptid nem csak a hTG4-ben megtalalhato ugynevezett
»egyedi” peptid, ugyanis jelen van a hTG2-ben is. A legtobb szovet esetében a hTG4 csak ezzel
a peptiddel volt detektalva. Miutan kizartuk a nem egyedi peptideket, 9 szovet maradt (3.
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tablazat), ahol a hTG4 jelenlétét egyedi peptid detektalasa erdsitette meg. Ezek az adatok
alatamasztjak, hogy a férfi genitalis traktus mellett a hTG4 fizioldgidsan jelen van a szivben, a

1épben, a nyalmirigyekben, a vastagbélben és a hugyholyagban is.

3. tablazat A human TG4-et expresszalo szovetek, egyedi peptidekkel valo detektalas alapjan
a ,,MassIVE”, ,,PeptidAtlas” vagy ,,ProteomicsDB” adatbazisokban

Szovet ,MassIVE” ,PeptideAtlas” ,,ProteomicsDB”
Hugyhoélyag ++ ++ ++
Lép - + ++
Nyal mirigy - - ++
Prosztata ++ ++ ++
Sperma ++ ++ —
Spermaplazma ++ ++ ++
Ondodholyag ++ ++ ++
Sziv + ++ ++
Vastagbél ++ ++ +

—: nem detektalt +: nem egyedi peptiddel detektalt ++: egyedi peptiddel detektalt
5.2.2. A hTG4 aktivitasa kiilondsen alacsony a transzglutaminaz enzimcsaladban

Annak érdekében, hogy kisérleti Uton is tanulmanyozhassuk a hTG4-et, rekombinans
fehérjét termeltiink, és teszteltiik a transzamidaz aktivitasat. Mivel nincs az irodalomban arra
vonatkozolag adat, hogy a hTG4 milyen szubsztratokat preferal, egy széles korben hasznalt
mikrotiter lemez moddszerrel a biotin-pentilamin (BPA) beépitést vizsgaltuk. 0,5 pg hTG4
transzamidaz aktivitasa 0,62+0,29 mAbs/min volt, amely rendkiviil alacsony a pozitiv
kontrollal, a rekombinans human TG2-vel sszehasonlitva (29,25 + 5,93 mAbs/min, S mM Ca?*
jelenlétében). A kereskedelmi forgalomban kaphatdo rekombinans hTG4 (Zedira GmbH)
aktivitasa hasonld volt, mint a mi laboratoriumunkban termelt enzimé. Az emelkedo
enzimkoncentracié ¢és a rekombinans hTG4 transzamiddz aktivitdsa kozott jo linearis
korreléaciot (7. A é4bra) figyeltiink meg, 4 ug enzim esetén 7,31+0,33 mAbs/min értéket elérve.
A transzamidaz aktivitdis mérés validitasanak tovabbi vizsgalatdhoz a Ca?* fiiggést is
megvizsgaltuk (7. B abra). A hTG4 aktivitas esetén az optimalis [Ca%*] 5 mM volt. Magasabb
Ca?* szint (10 mM) mér gatlé hatdssal volt az aktivitasra, valosziniileg a fehérje kis mértékii

aggregacioja miatt, amely szemmel lathatd zavarosodast nem okozott a reakcidelegyben.
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7. abra A human TG4 transzamidaz aktivitasa. (A) Emelked6 hTG4 enzim mennyiség hatasa a
transzamidaz aktivitasra 0,5, 1, 1,5, 2 és 4 ug hTG4 és 5 mM Ca?" jelenlétében pH 8,5 esetén. (B) A
hTG4 transzamidaz aktivitasanak kalcium fiiggését teszteltiik 1-10 mM Ca?* koncentracio tartomanyban
2,5 ug enzim jelenlétében, 8,5-6s pH-n. Két parhuzamossal végzett harom fiiggetlen mérés eredményeit

a mért értékek atlagaként abrazoltunk, a hozz4 tartozo +SD értékekkel.

A Zedira GmbH arul human rekombinans transzglutaminazokat, és egy kinetikus danzil
kadaverin beépiilési méréssel meghatarozott aktivitas értékiiket feltiinteti a termékek adatlapjan
(4. tablazat). Ezek az aktivitas értékek alatamasztjak és meger6sitik a mi megfigyelésiinket,
hogy a hTG4 nagyon alacsony transzamiddz aktivitdssal rendelkezik a tobbi

transzglutamindzhoz viszonyitva.

4. tablazat. A human rekombinans transzglutaminazok transzamidaz aktivitasanak dsszehasonlitasa.
A TGI1, TG2, TG3, TG4 és TG7 transzamiddz aktivitasat a Zedira GmbH weboldalarol
(www.zedira.com, Megtekintve: 2021. julius 1.) gy(;jtottiik 6ssze a termékek adatlapjardl. Az aktivitas

értékek egységesen a danzil kadaverin N,N-dimetilalt kazeinbe vald beépiilésének mérésével lettek

meghatarozva.
Human Katalogus Transzamidaz Expresszios
Transzglutaminaz szam aktivitas (U/mg) rendszer

TG1 T009 ~2500 E. coli
TG2 T001 ~750 E. coli
TG3 T024 ~1000 Rovar sejtek
TG4 T042 ~30 E. coli
TG7 TO11 ~1000 E. coli
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5.2.3. A pH, a redukalé/oxidalo kdrnyezet és a natrium-dodecil-szulfat hatasa a hTG4

transzamidaz aktivitasara

Kovetkezd Iépésként tovabb karakterizaltuk a hTG4 transzamiddz aktivitasat tobb
kiilonb6z6 koriilmény esetén, olyan szabalyzé mechanizmust keresve, amely aktivalhatja a
hTG4-et, magasabb enzimatikus aktivitast eredményezve. A pH befolyasolja az enzimek
aktivitdsat a katalitikus mechanizmus eldsegitésével vagy a fehérjék oldékonysaganak
valtoztatasaval. A hTG4 valamivel magasabb aktivitast mutatott alacsonyabb pH érték (pH 7
alatt) esetén (8. A abra). A pH fliggési gorbe alapjan a hTG4 izoelektromos pontja (pl) 7,0 kortil
lehet.

A transzglutamindzokrol tudjuk, hogy érzékenyek a redukald/oxidald koriilményekre,
amelyek megvaltoztatjadk a vicinalis tiol csoportok allapotat a fehérjékben. A hTG4
transzamidadz aktivitasat megmértiik kiilonb6zd redukalt és oxidalt (GSH/GSSG) glutation
aranyok esetében (8. B dbra). Az eredmények azt mutatjdk, hogy a hTG4 magasabb

transzamidaz aktivitas eléréshez a redukalo koriilményeket preferalja.

Mivel alacsony mennyiségli SDS megemeli a patkany TG4 aktivitast, megvizsgaltuk az
emelkeddé SDS koncentracid hatasat a hTG4 transzamidaz aktivitasara (8. C abra). 0,1-0,5 mM
SDS koncentracié hozzavetdlegesen 3-4-szeres hTG4 transzamiddz aktivitds emelkedést
eredményezett, mig ennél magasabb SDS koncentraciok inkabb gatld hatast mutattak. A hTG2
SDS novelte ugyan a hTG4 aktivitasat, de még mindig joval kisebb aktivitast értékeket

mértiink, mint a hTG2 altal katalizalt reakciokban.
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8. abra. A pH, redukalo/oxidalo kornyezet és a natrium-dodecil-szulfat hatasa a hTG4
transzamidaz aktivitasara. (A) A hTG4 és a hTG2 transzamidaz aktivitasanak pH fliggése 5,5 és 8,5
pH értékek kozott. (B) A redox koriilmények hatasa a hTG4 transzamidaz aktivitasara. A redukalo
koriilmények hatasanak megfigyeléséhez 2,4 mM GSSG-t kombinaltunk 0, 0,24, 0,45, 1,25, vagy 2,4
mM GSH-val a mikrotiter lemez reakci6 elegyekben (Stamnaes és mtsai, 2010). A [GSH]? ardnya a
[GSSG]-hoz képest a molaris koncentracidjukbol lettek kiszamolva. A human TG4 8,1 + 1,65
mADbs/min aktivitast mutatott 2,4 mM GSH és 0 mM of GSSG jelenlétében, ez az érték az abran nem
jelenitheté meg. (C) A hTG4 és a hTG2 transzamidaz aktivitasat kiilonboz6 SDS koncentraciok mellett
teszteltiik. A kisérletekben 2,5 pg volt a hTG4 mennyisége és 0,5 ug a hTG2-é. Harom parhuzamossal
végzett harom fliggetlen mérés eredményeit a mért értékek atlagaként abrazoltunk, a hozza tartozé £SD
értékekkel.

5.2.4. A rekombinans hTG4 hdstabilitasa

Az alacsony aktivitas érték miatt, azt gyanitottuk, hogy a hTG4 stabilitdsa alacsony. A
fehérje hdstabilitdsanak karakterizalasdhoz nano differencialis pasztdzod fluorimetriat
(nanoDSF) alkalmaztunk. A NanoTemper Prometheus késziilék fehérjék jelolése nélkiil képes

meghatdrozni a termikus kitekerddést a fehérjékben 1évd triptofan aminosavak
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fluoreszcencidjanak mérésével a hdmérséklet emelkedése mellett, nativ koriillmények kozott. A
magasabb olvadasponttal (Tm, ahol a fehérjék 50%-a denaturalodott) rendelkez6 fehérjék
nagyobb stabilitassal is birnak. Higitasi sort alkalmazva a Tm értékek atlaga a hTG4 esetén 62,6
+ 0,23 °C volt (9. abra). Az a hdmérséklet, ahol a fehérje elkezdett denaturalodni 56,1 + 1,34
°C volt. Az alkalmazott fehérje koncentracié tartomanyban mas szerkezeti (pl.: disszociacid)
atalakulds nem mutatkozott. Az emberi szervezet altaldnos hémérsékletét figyelembe véve a
hTG4 magas termikus stabilitast mutat, amely egy stabil nativ szerkezetet mutat fiziologias
koriilmények kozott. Ez a megfigyelés felveti a lehetdségét egy még ismeretlen a hTG4

allvanyzati funkciojanak.
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9. abra A rekombinans hTG4 fehérje héstabilitasa. A Tm értékek meghatarozasdhoz nano
differencialis pasztazod fluorimetriat alkalmaztunk, az elsé szarmazék fliggvényében abrazoltuk a
hémérsékletet, amely az olvadasi gorbét eredményezte 1,64, 0,82 és 0,41 uM hTG4 fehérje esetén. A

mérést dr. Reho Balint végezte.

5.2.5. A hTG4 fibronektin és GTP kot6 tulajdonsagainak predikcidja és kisérletes tesztelése

A hTG2 aminosav szekvencidjadban jol annotalt, ismerjiik a GTP ¢és a fibronektin kotd
helyeket, a kalcium koté helyeket, és a domén hatarokat (Thangaraju és mtsai, 2017a). A
ProteinBlast online eszkdz segitségével a hTG2 és a hTG4 szekvencidit illesztettiik (10. dbra),
majd ez alapjan megjésoltuk a fibronektin és a GTP kotéhelyek meglétét a hTG4
szekvencidjaban. Az 0sszehasonlitas alapjan jol latszik a katalitikus triad konzervaltsaga. A
szekvencia hasonldsag alapjan azonban a hTG2 esetében ismert fibronektin és GTP kotésért

felelds aminosavak sem talalhatdak meg a hTG4 aminosav szekvencidjaban.
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TG4 SKELOQVLHIDFLNOQDNAVSHHTWEFQTSSPVFRRGOVFHLRLVLNOQPLOSYHOQLKLEFS— 63
TG2 2 AEELVLERCDLELETNGRDHHTADLCREXLVVRRGQPFWLTLHFEGRNYEASVDSLTFSV 61

&}

TG4 64 -TGPNPSIAKHTLVVLDPRTPSDHYNWQATLONESGKEVTVAVTSSPNAILGKYQLNVKT 122
TG2 62 VIGPAPSQEAGTKARFPLRDAVEEGDWTATVVDQODCTLSLQLTTPANAPIGLYRLSLEA 121

TG4 123 GNHILKSEENI--LYLLFNPWCKEDMVFMPDEDERKEYILNDTGCHYVGAARSIKCKPWN 180
TG2 122 STGYQGSSFVLGHFILLFNAWCPADAVYLDSEEERQEYVLTQQGFIYQG-AXFIKNIPWN 119

CaZ*
TG4 181 FGQFEKNVLDCCISLL---—---- TESSLKPTDRRDPVLVCRAMCAMMSFEKGQGVLIGNW 233
TG2 120 FGQFEDGILDICLILLDVNPKFLKNAGRDCSRRSSPVYVGRVVSGMVNCNDDQGVLLGRW 241

Caz+ W241

TG4 234 TGDYEGGTAPYKWTGSAPILQQYYNTK-QAVCFGQCWVFAGILTTVLRALGIPARSVTGF 292
TG2 242 DNNYGDGVSPMSWIGSVDILRRWKNHGCQRVKYGQCWVFAAVACTVLRCLGIPTRVVTNY 301

ca277

Katalitikus domén

TG4 293 DSAHDTERNLTVDTYVNENGEKITSMTHDSVWNFHVWTDAWMKRPDLPKGYDGWQAVDAT 351
TG2 302 NSAHDONSNLLIEYFRNEFGE-IQGDKSEMIWNFHCWVESWMTRPDLQPGYEGWQALDPT 359

Ca? Ca? H335

TG4 352 PQERSQGVFCCGPSPLTAIRKGDIFIVYDTREFVFSEVNGDRLIWLVKMVNGQEELHVISM 411
TG2 360 PQEKSEGTYCCGPVPVRAIKEGDLSTKYDAPFVFAEVNADVVDW-IQQODDGS--VHKSIN 416

Ca?*

TG4 412 ETTSIGKNISTKAVGODRRRDITYEYKYPEGSSEERQVMDHAFLL--LSSEREHRRPVK- 469
TG2 417 RSLIVGLKISTKSVGRDEREDITHTYKYPEGSSEEREAFTRANHLNKLAEKEETGMAM:I 477

Ca?t Ca?t
TG4 470 —-——-————————= ENFLHMSVQSDD--——-—— VLLGNSVNFTVILKRK—TAALONVNILGS 509
TG2 478 GQSMNMGSDFDVFAHITNNTAEEYVCRLLLCARTVSYNGILGPECGTKYLLNLN---- 533

TG4 510 FELQLYTGKKMAKLCDLNKTSQIQGQVSEVTLTLDSKTYINSLAILDDEPVIRGFIIAEI 569
TG2 534 --LEPFS-EKSVPLCILYEKYRD------- CLTESNLIKVRALLV---EPVINSYLLAE- 579

TG4 570 VESKEIMASEVFTSFQYPEFSIELPNTGRIGQLLVCNCIFKNTLAIPLTDVKFSLESLGI 629

TG2 580 -------- DL'--LENPEIKIRILGEPKQKRKLVAEVSLONPLPVALEGCTFTVEGAGL 629
B hordod 2
TG4 630 SSLQTSDH-GTVQPGETIQSQIKCTPIKTGPKKFIVKLSSKQVKEINAQKIVLI---- 682

TG2 630 TEEQKTVEIPDPVEAGEEVKVRMDLLPLHMGLHKLVVNFESDKLKAVKGFRNVIIGPA 687

10. abra. A hTG2 és hTG4 aminosav szekvenciajanak illesztése. A fibronektin (FN) kotohelyek
(zold) K30, R116 és H134, a GDP/GTP koto helyek(narancssarga) S171, K173, R476, R478, V479,
R580, Y583, a katalitikus triad (rozsaszin) és a nem kanonikus Ca?* koté helyek: S4: 149-159, S3A:
305-311, S3B: 326-333, S2A: 395-401, S5: 432-583, és S2B445-455 (alahuzott) jelolve vannak a hTG2
szekvenciajaban. A hTG2 domének és hataraik: B-szendvics: 1-139, katalitikus domén: 147-460, B
hord¢6 1: 472-583, B hordo 2: 584-687.
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Mas transzglutamindzok, koztiik a hTG2 is, gyakran vannak szabalyozva a guanin nukleotid
kotédése révén. Az enzim GTP kot tulajdonsagat a fluoreszcens BODIPY -FL-GTPyS reagens
alkalmazaséaval teszteltik (11. A 4abra). Kotddés esetén a fehérje koncentracid fliggd
fluoreszcencia intenzitas emelkedést vartunk. A valtozas hianya miatt pozitiv kontrollként 1000
nM hTG2 fehérjét hasznaltunk, amely kb. négyszer nagyobb relativ fluoreszcencia értéket
eredményezett a hTG4 esetén mért értékekhez képest, amely a kisérleti koriilmények megfeleld
beallitasat igazolja. A hTG4 GTP-kot6 képességének vizsgalatahoz egy masik megkdozelitést,
GTP-agardz gélt és azt koveté Western blot analizist is hasznaltunk (11. A abra részlet). Az
eredmények azt mutatjak, hogy a GTP-agar6éz nem képes kotni a hTG4 fehérjét, mig a pozitiv
kontroll, a hTG2 esetében ennek ellenkez6jét tapasztaltuk. A két fliggetlen modszerrel kapott
eredmény bizonyitja, hogy a hTG4 nem rendelkezik guanin nukleotid koétohellyel, ezaltal a
GTP nem lehet hatassal a hTG4 szabalyozasara.

100000+ hTG2 hTG4
B hTG4
soovo{ N S G2
5 53 E
60000 I= ~‘r'c' c &
= >
w i
40000

BODIPY-FL-GTPyS kotédés (RFU)

20000+ I I I I I
0_

100 150 500 1000 1500

[Enzim], nM

11. abra. A human TG4 nem koti a GTP-t. Novekvo koncentracioju hTG4-et (50, 100, 150, 500,
1000 vagy 1500 nM) inkubaltunk 500 nM BODIPY-FL-GTPyS reagenssel, 5 percig, majd megmértiik
a fluoreszcencia intenzitast (Ex/Em: 485/520 nm). Az adatokat atlagkértékek formajaban, += SD-vel
abrazoltuk két fiiggetlen kisérlet eredményei alapjan, amelyeket harom parhuzamossal végeztiink.
Pozitiv kontrollként 1000 nM hTG2-6t alkalmaztunk, amely 78629+153,160 RFU értéket
eredményezett. Az abra részlet a hTG2 és hTG4 GTP-agardéz gélhez vald kotddését mutatja.
Reprezentativ kép két fliggetlen Western blot analizis eredményér6l a monoklonalis anti-Hiss/HRP

antitestet alkalmazva.
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A hTG2 adhézio altal kozvetitett sejt jelatviteli folyamatokban tobbek kozott a
fibronektinnel valo interakcioja révén vesz részt. A szekvencia 0sszehasonlitast kovetden a
hTG4 esetében kisérletesen is teszteltiik a fibronektin kotédést, amely megerésitette a

szekvencia illesztés alapjan kapott eredményiinket (12. abra).

4.
hTG2
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12. abra. A human TG4 nem kotédik a fibronektinhez. ELISA mérés a hTG4 fibronektin
kotésének teszteléséhez. Az adatokat két fiiggetlen mérés atlagaként és a hozzatartozo £SD értékekkel

abrazoltuk. Mérésenként 3 parhuzamossal dolgoztunk. Pozitiv kontrolként 0,5 pg hTG2-6t hasznaltunk.
5.2.6. A trombin ¢és a diszpaz nem képes a hTG4-et limitalt proteolizissel aktivalni

A transzglutaminaz enzimcsalad tobb tagjanal is megfigyelhetd, hogy limitalt proteolizis
révén vannak szabalyozva, ezért teszteltiik a hTG4 potencidlis aktivaldsat a trombin vagy a
diszpaz altal. Els6ként in silico analizissel, az ,,EXPASy Peptid Cutter” online eszkoz
segitségével ellendriztiik a hTG4 fehérje szekvencidjat, hogy tartalmaz-e diszpaz vagy trombin
hasitasi helyeket (https://web.expasy.org/peptide_cutter/; Megtekintve: 2021. julius 01.) Az
EXPASYy Peptid Cutter alapjan a hTG4 szekvenciaja nem tartalmaz trombin hasito helyeket, és
kisérleti eredményeink is ezt erdsitették meg. Diszpaz hasito helyek keresésére az ,,EXPASy
Peptid Cutter” nem alkalmazhato, igy rekombinans Hiss-tages hTG4-en és hTG3-on teszteltiink
kisérletesen a limitalt proteolizist diszpaz I-el és diszpaz I1-vel (13. abra). A diszpaz | magasabb
proteolitikus aktivitassal bir, mint a diszpaz II. Western blot analizis, anti-HiSs/HRP és
monoklondlis anti-TG4 antitesteket alkalmazva azt mutatta, hogy a diszpéz I teljesen lebontja
a hTG4-et, a diszpaz II pedig csak csokkentette a fehérje mennyiséget a kontrollhoz képest,
amely azt sugallja, hogy a diszpazok képesek hasitani a hTG4-et, de nem generalnak
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detektalhato, stabil fragmenteket. Rekombinans hTG3-at pozitiv kontrollként teszteltiik, ebben
az esetben az anti-TG3 és anti-Hise/HRP antitestekkel detektalhatoak voltak az irodalom
szerinti stabil, proteolitikus hTG3 fragmentek.

aHis./HRP

250 kDa—

130 kDa —.

95 kDa —
72 kDa —

55 kDa —

36 kDa .

28 kDa .

17 kDa —
Transzglutaminaz: hTG4 hTG3
Diszpaz: - l. Il. - I Il.

mcTG4 pcTG3

250 kDa —
130 kDa—
95 kDa —
72 kDa —

55 kDa —

36 kDa—

28 kDa .

17 kDa —

Transzglutaminaz: hTG4 hTG3
Diszpaz: - I Il. - I Il.

13. abra. Nem torténik limitalt hTG4 proteolizis diszpaz emésztés hatasara.
Western blot analizissel vizsgaltuk a diszpaz I és diszpaz II hatasat a hTG4 fehérje stabilitasan. 5 mM
Ca?" jelenlétében magaban, vagy azonos mennyiségli diszpaz I-el vagy diszpaz II-vel inkubaltuk a
rekombinans hTG3-at vagy hTG4-et 60 percig, 37°C-on. volt. Minden reakcié esetén 0,3 pug
transzglutaminaz fehérjét tartalmazo reakcio elegyet teszteltiink Western blottal, anti-Hiss/HRP-vel
(aHiss/HRP, felsé rész) vagy monoklonalis anti-TG4 (mcTG4) és poliklonalis anti-TG3 (pcTG3)

antitestekkel (alsé rész). Két fiiggetlen kisérletb6l szarmazo reprezentativ képek keriiltek bemutatasra.
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Reprezentativ képek harom fiiggetlen kisérlet alapjan.. A fiiggdleges vonalak a membran vagasok helyét
jelolik.

5.2.7. Az all-transz retinsav nem indukalja a TG4 endogén expresszidjat AD-293, Panc-1,
PC-3 és RWPE-1 sejtekben

PC346C és LNCaP sejtekben ATRA kezelés hatasara szignifikdnsan megnétt a h TG4 mRNS
expresszidja (Rivera-Gonzales és mtsai, 2012). Ebbdl kiindulva, AD-293, Panc-1, PC-3 és
RWPE-1, hTG4-et fehérje szinten eredetileg nem kifejezé sejteket 48 oran keresztiil 0,5 vagy
1 uM ATRA-val kiegészitett médiumban ndvesztettiink. A sejt extraktumokat Western blot
analizissel, monoklonalis anti-TG4 (MmcTG4) antitesttel vizsgaltuk, és azt talaltuk, hogy az
ATRA kezelés fehérje szinten nem indukalta a hTG4 expressziojat egyik sejt esetén sem (14.
abra).

Sejt AD-293 Panc-1 PC-3 RWPE Sejt
ATRA(M) O 05 1 0 05 1 0 05 1 0 1  ATRA(uM)

— 250 kDa
— 130kDa

250kDa —
130kDa —
95 kDa
72 kDa

I

— 95kDa
~— 72kDa

I

55kDa — — 55kDa

36kDa — — 36kDa

28kDa — — 28kDa

— 17 kDa

17kDa —

14, abra. All-transz retinsavval (ATRA) kezelt sejtek hTG4 fehérje expressziojanak ellenérzése.
Western blot analizis alapjan az AD-293, a Panc-1, a PC-3 és az RWPE-1 sejtekben az ATRA kezelés
nem képes TG4 fehérje termelését indukalni. Reprezentativ Western blot képek, két fliggetlen kisérlet

alapjan.
5.2.8. AD-293 sejtekben a hTG4 teljes méretben fejezddik ki

AD-293 sejtvonalban, egy ismeretlen intracellularis proteaz limitalt proteolizissel aktivalja
az exogénen expresszalt TG5-6t (Pietroni és mtsai, 2008). ez alapjan ellendriztiik, hogy esetleg
a hTG4 esetében is torténhet-e hasonlo aktivacié. AD-293 sejteket transzfektaltunk hTG4-et
expresszalo pTriEx-4 Ek/LIC eukariota vektorral. A transzfekcid utan 48 oOraval a fehérje
kivonat csak teljes méreti hTG4-et tartalmazott, amely azt jelzi, hogy a sejtekben nem volt

jelen aktiv proteaz, amely modositana a fehérjét limitalt proteolizissel (15. abra). Mivel nem
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sikeriilt aktival6 mechanizmust taldlnunk, a tovabbi kisérletekben probaltunk magas affinitast

szubsztratokat keresni, a hTG4 szignifikans aktivitdsdnak bemutatasahoz.

aHis./HRP mcTG4

250 kDa — 250 kDa —
95 kDa— 95 kDa —
72kDa . 72 kDa—
55 kDa — 55 kDa —
36 kDa — 36 kDa —
28 kDa —

28kDa
17 kDa —

17 kDa —

rhTG4 TF- TF+ rhTG4 TF- TF+

15. abra A hTG4 teljes méretben expresszalédik AD-293 sejtekben. Western blot alapjan AD-
293 sejtek teljes méretben expresszaljak a hTG4-et, szignifikans limitalt proteolizis nem detektalhato.
A kontroll 0,3 pg rekombinans hTG4 (rhTG4) volt. A nem transzfektalt (TF-) és a transzfektalt AD-293
(TF+) sejtextraktumokbdl 10 pg fehérjét vizsgaltunk. Reprezentativ Western blot képek, harom

fliggetlen kisérlet alapjan. A fiiggéleges vonalak a membran vagasok helyét jeldlik.
5.2.9. Human TG4-et stabilan expresszal6 sejtes modell kialakitasa

Mivel a pTriEx-4 Ek/LIC eukari6ta vektor nem szelektalhato, nem teszi lehetévé a hTG4-et
stabilan expresszalo sejtvonal kialakitasat. Ezért szubklonozassal, és virus infekcioval 3xFlag-

TG4-et kifejez6 AD-293 sejtvonalat alakitottunk ki (16. abra), hogy a késébbiekben az enzim

crer

is lehetévé valjon.
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mcTG4 aFlag

250kDa 250 kDa
—130 kDa

130kDa —
95kDa — — 95 kDa
72kDa — — 72 kDa

55 kDa —
— 55 kDa

36 kDa .
— 36 kDa

28 kDa —
— 28kDa

17 kDa —
— 17 kDa

Kontroll 3xFlag-TG4 Kontroll 3xFlag-TG4

16. abra. A 3xFlag-TG4-et expresszalé AD-293 sejtek vizsgalta Western blot analizissel. A
monoklonalis anti-n'TG4 (mcTG4) és az anti-Flag M2 antitest (aFlag) is teljes méretben detektalja a
3xFlag-TG4-et az AD-293 virus fert6zott sejtekben.

5.2.10. A hTG4 jelenléte a nyalban

Perez Alea és munkatarsai (2013) publikaltak, hogy a nyalban detektalhato a hTG1, a
hTG2, a hTG3 és a hTG4 fehérje Western blot analizissel, amely Gsszhangban van a
proteomikai adatbazisokban taldlhaté adatokkal, a hTG4 expressziot mutatd nyalmirigyekrol.
A cikkben azonban egy poliklonalis hTG4 ellenes antitestet hasznaltak, amely képes lehet mas
transzglutaminazok felismerésére is. A hTG4 jelenlétének megerdsitéséhez 8 egészséges
onkéntes egyéntdl nyalmintat gyljtottiink, majd a teljes nyalat Western blot analizissel
vizsgaltuk, egy hTG4 specifikus, monoklonalis anti-hTG4 antitest alkalmazisaval. A
monoklonalis antitesttel is detektalhatdo a hTG4 a nyalmintakban egy kb. 55 kDa fragment
formajaban és nagy molekulasulyu, valosziniileg keresztkotések, vagy mas kovalens kotések
altal Osszetartott fehérjekomplexekben is (17. A abra). A mintdk hTG4 tartalma azonban
egyénenként eltér6. A hTG4 mennyiségének egyéni eltérése prosztata mintdkban is

megfigyelheté (Dubbink és mtsai, 1999).

A nyal teljes, szolubilis (SN), oldhatatlan (pellet), és extracellularis vezikula (EV) frakcioit

kiilonboz6 centrifugalasi 1épéseket, szlirést, majd ultracentrifugalast alkalmazva elkiilonitettiik,
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hogy azok hTG4 tartalmat Western blot analizissel vizsgalhassuk (17. B dbra). A monoklonalis
anti-hTG4 antitesttel detektalva lathato, hogy a hTG4 feldusult a EV frakcidoban, valamint az
55 kDa méretili fragment €s a nagyméretli fehérje komplexek mellett a teljes méretii kb. 80 kDa
nagysagi hTG4 is detektalhatd. Ez megerdsiti a hTG4 jelenlétét a nyalban, illetve annak

vezikularis frakcigjaban.

Pre-centrifugélas Ultracentrifugalas

Teljes nyal mintak Térmelék Teljes Pellet SN EV SN
| ' nyal sz0rt. UCF

250kDa —p
130k0a __, < 250 kDa
95KkDa _p 130 kDa
72400 < 95kDa
- < 72kDa
55kDa —p
<« 55kDa
35kDa
s < 36kDa
P 28kD
a
17kDa —» 17 kDa

17. abra. A hTG4 detektalasa nyalban monoklonalis Western blot és anti-hTG4 ellenes
antitest alkalmazasaval. (A) 8 kiilonboz6 egyéntdl szarmazo teljes nyalminta analizise, 40 pg
nyal fehérje/sav. (B) A hTG4 jelenlétének vizsgalata az extracellularis vezikula izolalasnal
keletkezo frakciokban. 40 pg nyal tormelék, Teljes nyal, oldhatatlan frakcié (Pellet), sziirt
szolubilis fazis, extracellularis vezikula (EV), valamint az ultracentrifugalast kovet6 feliiliszo
(SN UCF) frakciok Western blot analizise. Reprezentativ abra két filiggetlen kisérlet

eredményei alapjan.

5.2.11. Human TG4 szubsztratok keresése a nyalban

A TG4 eddig ismert funkcidi a reprodukciohoz kothetdek, a nyadlban vald jelenléte egy
ismeretlen, 0j funkciot sugall. A ragesalok kopulacios dugojanak kialakitasahoz 1étfontossag
a TG4 aktvitasa, azonban az emberek esetében ez a folyamat hidnyzik, igy lehetséges, hogy a
hTG4 az evolicid soran 1j funkciot nyert, amely esetleg éppen a nyalban, vagy az emésztd
rendszerben fontos. Mivel a hTG4 transzamidaz aktivitdsa nagyon alacsonynak bizonyult,
felveti a lehetdségét, hogy talan nem a megfeleld szubsztratokat alkalmaztuk, esetleg a TG4

szubsztrat specificitasa nagyban eltér a tobbi transzglutaminazétdl. Hogy ezt kideritsiik, hTG4
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szubsztrat keresést végeztiink human nyalmintaban. 5 mg nyal fehérjét, amelyben az endogén
transzglutaminazokat elézetesen gatoltuk, rekombinins hTG4-gyel kezeltiink, 5 mM Ca?* és
0,2 uM BPA jelenlétében. A hTG4 altal modositott, BPA tartalmu fehérjéket NeutrAvidin-
agaroz affinitas kromatografia segitségével dusitottuk a mintdban. Az eluciot kovetden a mintat
10%-o0s poliakrilamid gélbe futtattuk, majd Coomassie festés utan a mintat kivagtuk, és
tomegspektrometriai analizisre (LC-MS/MS) kiildtiikk a szubsztrat fehérjék azonositasa
céljabol. A kontroll mintakban szerepl6 fehérjék levonasat kovetden az LC-MS/MS analizis 43
lehetséges h'TG4 szubsztrat fehérjét azonositott (5. tablazat). Az azonositott szubsztrat fehérjék
kozott a rekombinans hTG4 is megtalalhatd. Valosziniileg az enzim nem csak a BPA beépitését
katalizalta, de a transzglutaminazokra jellemz6é modon lehetséges, hogy keresztkotésen
keresztiil szubsztrat molekulajahoz kapcsolt egy masik, a mintaban jelen 1év6 rekombinans

hTG4-et.

A BPA moédositas detektalasa a fehérjékben megerdsiti, hogy az azonositott fehérje valoban
hTG4 szubsztrat-e. A potencialis hTG4 szubsztratként azonositott 43 fehérje esetében nem volt
BPA modositast tartalmazo peptid detektalva, igy ezen fehérjék esetében tovabbi analizisek
sziikségesek a reaktiv glutamin meghatarozasahoz. Viszont a teljes talalati listaban, amely a
kontroll mintdban azonositott fehérjéket is tartalmazza, egy BPA mddsitassal rendelkezd
peptiddel lett azonositva az Immunglobulin alfa-1 nehézlanc fehérje. Ez a fehérje aspecifikusan
is kotddhet a NeutrAvidin-agar6zhoz, mivel detektalva lett a kontroll mintakban is, viszont
szubsztratja a hTG4-nek, amelyet az azonositott BPA modositast tartalmazo peptid erésit meg

ebben az esetben, igy ez a fehérje is szerepel az 5. tablazatban.
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5. tablazat Nyalban azonositott potencialis h'TG4 szubsztrat fehérjék.

Kod Azonositott fehérje Kod Azonositott fehérje
1433T 14-3-3 fehérje théta H12 Hiszton H1.2
14337 14-3-3 fehérje zéta/delta H2AFJ Hiszton H2A
RPS11 408 riboszomalis fehérje S11 H3-3A Hiszton H3
APMAP Adipocita plazmamembrénhoz FCGBP lgGFc-kotd fehérje
kapcsolddo fehérje
A2M Alfa-2-makroglobulin IGHA2 | Immunglobulin alfa-2 nehéz lanc
ACTN1 Alfa-aktinin-1 IGHA1 | Immunglobulin alfa-1nehéz lanc
: . Immunglobulin lambda-szeri
SLPI Antileukoproteinaz IGLL5 oolipeptid 5
BPIEA? ,,BPI-fold-ot” tartalmazo A csaladtag KRT14 I-es t.1pusu kera}tlln 14,
2 citoszkeletalis
CAG Szénsav-anhidraz 6 KRT2 Il-es tipusii keratin 2,
citoszkeletalis
B4E112 | KOZepesen hasoﬁlﬁ’egeherje a Cofilin-| SERPINBL | Leukocita clasztéz inhibitor
C3 Komplement C3 MMP9 Matrix metalloproteinaz-9
CFB B komplement faktor MUC5B Mucin-5B
CST5 Cisztatin-D MYH9 Miozin-9
CST4 Cisztatin-S NUCB2 Nukleobindin-2
CYTN Cisztatin-SN PRDX1 Peroxiredoxin-1
CRISP3 Ciszteinben gazdag szekrécios TGM4 Transzglutamindz 4
fehérje 3
FGB Fibrinogén béta l4nc SRsF3 | Szerinben/argininben gazdag
splicing faktor 3
FGG Fibrinogén gamma lanc TRFE Szerotranszferrin
LGALS3BP Galektin-3-koté fehérje TCN1 Transzkobalamin-1
GAPDH  [Gliceraldehid-3-foszfat-dehidrogenaz| B4DUI5 Tridzfoszfat izomeraz
HSPA1A Hésokk 70 kDa fehérje 1A VINC Vinculin
Heterogén nuklearis Zimogén granulum protein 16
HNRNPAZBL ribonukleoprotein A2/B1 2G16B homolog B

5.2.12. A human TG4 képes biotin-pentilamin beépitésére az AD-293 sejtextraktum

fehérjéibe

Mivel a nyélban valo hTG4 szubsztrat keresés csupan 1 BPA modositott fehérjét azonositott,

mint lehetséges hTG4 szubsztrat, igy AD-293 sejtextraktumban is teszteltiik glutamin-donor

fehérje szubsztratok 1étezését és jelenlétét. Az AD-293 sejtek nem expresszalnak egyetlen

transzglutaminaz izoformat sem, és nem mutatnak transzamidaz aktivitast (18. A abra). AD-

293 sejtextraktumot Ca?" jelenlétében rekombinans hTG4 enzimmel inkubalva, szamos BPA
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modositast tartalmazd fehérje volt detektalhatd a reakcid elegy Western blot analizisekor. A
hTG4 fliggd BPA jelolés elott az AD-293 sejtek magi és citoplazmatikus frakcidit
elvalasztottuk, hogy a fehérje azonositds hatékonysagat noveljiik. A rekombinans hTG4
esetén (18. B abra). Hogy a BPA jelolt fehérjék aranyat megndveljiik a mintdban, NeutrAvidin-
agaroz affinitas kromatografiat alkalmaztunk (18. C dbra), és ezt kovetden a mintdkat fehérjék
azonositasa céljabol tomegspektrometriai (LC-MS/MS) analizisre kiildtiik. A NeutrAvidin-
agar6zhoz aspecifikusan kotddhetnek cellularis fehérjék, igy ennek kiszlirésére kontroll
mintakat készitettiink. Kezeletlen AD-293 sejtek fehérje kivonataval inkubaltuk a NeutrAvidin-
agardzt, majd elualtuk az aspecifikusan kotodott fehérjéket és ezeket is LC-MS/MS

azonositasra kuldtik.

A B

Streptavidin/HRP Streptavidin/HRP

250kDa —
250kDa —
130kDa —

95 KDA'— 130kDa -

95kDa —
72kDa —

72kDa —

55kDa —
55kDa

36 kDa — 36kDa

28kDa —

C

250 kDa —

28kDa —

CplCp2 Cp3 M1 M2 M3

17 kDa —
130 kDa —
AD-293 sejt extractum (pg) 10 10 10 95 kDa —

EDTA (mM) 20 S

Ca?* (mM) - 5 5 55 kDa .
BPA (uM) 200 200 200
36kDa_
hTG4 (ug) - - 4,2
o — I

aHisg/HRP Streptavidin/HRP

18. abra. Biotin-pentilamin (BPA) méddositott fehérjék ellendrzése AD-293
sejtextraktumokban. (A) A hTG4 transzamidaz aktivitasa altal AD-293 sejtextraktumba beépitett BPA
vizsgalatat Western blottal, a Streptavidin/HRP-t hasznéalva végeztiik. A Western blot kép also része a
hTG4 jelenlétét mutatja a mintaban, anti-Hiss/HRP-vel detektalva. A fiiggbleges vonalak a membran
vagasok helyét jelolik. Két fliggetlen kisérlet reprezentativ képét mutatja az éabra. A reakcid
kortilmények a képen tablazatban vannak megjelenitve és Osszefoglalva. BPA beépiilés AD-293
citoplazmatikus (Cp) és magi (M) frakcioiba az enzimreakciot kovetéen (B) és a BPA tartalmu
szubsztratok NeutrAvidin-agar6zzal valo elvalasztasa utan (C). A Western blot analizis soran a

detektalashoz Streptavidin/HRP-t hasznaltunk.

70



Miutan a kontroll mintakban detektalt, nem specifikusan kotodott fehérjéket Kiszirtiik, a
hTG4 kezelt mintak tomegspektrometriai 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 (Kiegészité tablazat S3, A kiegészité tablazatok terjedelmiik és
formatumuk miatt nem illeszthetdek a fliggelékbe, de megtalalhatoak a kozlemény kiegészitd
file-ok kozott: https://www.mdpi.com/article/10.3390/ijms222212448/s1). Az analizis 3-3
egymastol fliggetleniil készitett citoplazmatikus és magi frakcioval lett elvégezve. BPA
modositott peptid fragmentek bizonyitottak a reaktiv glutaminok jelenlétét a kovetkezd
fehérjékben: a citoplazmatikus frakcidkban a Il-es tipust citoszkeletalis keratin 1, és az I-es
tipusu citoszkeletalis keratin 9 fehérjék tartalmaztak BPA mddositést, de ezeknek a fehérjéknek
a modosulatlan formaja a kontroll mintakban is azonositva lett. A BPA modositasuk azt
mutatja, hogy a hTG4 szubsztratként hasznalja ezeket a fehérjéket. A magi frakciokban az
Inzulinszerti névekedési faktor 2 mRNS-koto fehérje 1 esetében lett BPA modositas detektalva.
Tovabbi tanulmanyokra lenne sziikség, hogy megerésitsiik és meghatarozzuk a tobbi fehérje
reaktiv glutaminjat. A hTG4 szintén detektalva lett a harombol két citoplazmatikus és mind a

harom magi mintaban.

A proteomikai adatok kiértékelésekor a fehérje azonositasi Kritériumok alapjan csak harom
szubsztrat fehérje volt BPA beépiiléssel megerésitve. Viszont egy masik megkozelités
alkalmazasaval, a BPA-modositott peptidekre fokuszalva szintén talalhatunk szubsztratokat és
meghatérozhatjuk a reaktiv glutaminjukat. igy az adatokat a peptid fragmentek BPA
modositasanak jelenléte alapjan szlrtiik, az el6zdleg alkalmazott fehérje meghatarozas esetén
érvényes sziirési feltételeket elhagytuk. 105 BPA tartalmu peptidet talaltunk. Minden peptid
esetén ellendriztiik a fragmentacios tablazatot, és azok a talalatok, amelyekben legalabb
egymast kovetden 4 y vagy b fragment ion volt detektalva, a 6. Tablazatban vannak listazva (a
20 peptid 18 fehérjébol szarmazik, mivel két fehérje esetén 2 modositott BPA fragment is jelen

volt).
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6. tablazat. A legalabb négy egymast kdvetd fragment ion sorozattal detektalt BPA modositott
peptideket tartalmazo lehetséges hTG4 szubsztrat fehérjék. A reaktiv glutaminok alahtizott és félkovér

bettikkel vannak jeldlve.

Cellularis Osszes
Kaéd Azonositott fehérje . . ., Spektrum Reaktiv Q £5 AA
lokalizacio P
talalat
1. B4GT5 Béta-1,4-galaktoziltranszeferaz 5  Golgi késziilék 13 AQVYEQVLRSA
2. AGRL3 Adhéziés G feherjell_lgz kapcsolt receptor Sejt membrén 2 HGSTIQLSANT
3. ENO4 Enolaz 4 Citoszol 4 SKRGQQQITGK
4. CMYAS5 Kardiomiopatiaval dsszefiigg® fehérje 5 C';‘éﬁ’:;i’ga 4  SDLGROSGSIG
5. CHDI1 Kromodomén-helikaz-DNS-kétd fehérje  Citoplazma, 1 LEHTRQCLIKI
1 Sejtmag
6. SAMI5 Steril alfa-motlvur,n.doment tartalmazo Nem elérhetd 1 VPEEMORKATE
fehérje 15
7 A G-fehérje altal szabalyozott Plazma
GRINS neuritkindvés induktora membran 2 LPAQROMSRFK
Citoszkeleton,
8. K2C79 Il-es tipust keratin 79, citoszkeletalis . C10S70b 1 AEAWYQTKYEE
Extracellularis
exoszoéma
9. PCDH17 Protokadherin-17 Sejt membran 1 HNAKCQLSLEV
10. F10A5 Feltételezett fehérje FAM 10A5 Citoplazma 1 PNAAIQDCDRA
11. pcpB3 Protokadherin béta-3 Sejt membran 1 NKQHFQLSHQT
12. STAB? Stabilin-2 Citoplazma, 1\ ARCSOKGTKV
Sejt membran
13. pLxA2 Plexin-A2 Sejtmembran 1 AVDGKQDYFPT
DKEH R
14. F155A Transzmembran fehérje FAM155A Membran 1 QQQQRQQ
QRQQQQQQQQQ
15. ALKBS Alkilezett DNS-Ja\{lto fehérje alkB Sejtmag, 1 GCDRSONLVDI
homolog 8 Citoplazma
16. i . Sejt membran,
IL6RA Interleukin-6 receptor alegység alfa Szekretalt 1 PAEDFQEPCQY
17. 7N363 RING-ujj és CHS’(' cmlri-.uy domént Cltoplazma, 1 LAMNLQGRHKC
tartalmazoé fehérje 1 Sejtmag
18. FAM18A FAMI184A fehérje ECM 1 LCAEAQHVQRI

EAQHVORIVTM

A 20 kivalasztott hTG4 altal modositott peptid alapjan megvizsgaltuk a reaktiv glutaminok
linedris kdrnyezetét (19. abra). Sajnos ez alapjan a hTG4 altal preferalt konszenzus szubsztrat
felismerd szekvencia egyértelmii megallapitasa nem lehetséges. Azonban azt elmondhatjuk,

hogy a reaktiv Gln aminosavak kozelében a hTG4 preferalja a poli-glutamin szakaszokat. Leu,
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Arg, Ser és Val aminosavak szintén gyakran fordulnak elé a reaktiv glutaminok linedris

kornyezetében.

1

0,5

El6fordulas

19. 4bra. A reaktiv glutamin kériili -5 és +5 poziciéban 1évé aminosavak eléfordulasa. A 20
legmegbizhatobb peptid szekvenciat tartalmazo BPA modositott glutamint (Q) tartalmazo6 szekvencia
logd az azt mindkét oldalrdl koriilvevo aminosavakkal. Az aminosavak betlijének mérete reprezentalja
az eléfordulasat az adott aminosavnak a szubsztrat felismero régioban (WebLogo 3.8.4 online eszkdzzel

készitve, http://weblogo.threeplusone.com/; Készités datuma: 2021. jalius 1.).
5.2.13. Interakcios partnerek keresése nyalban

A hTG4 nyélban betoltott szerepének megismeréséhez teljes nyal mintakban probalkoztunk
az enzim interakcios partnereinek meghatarozasaval. A biotinilalt h'TG4-et NeutrAvidin-agar6z
gélhez kotottiik, majd biotinnal vald blokkolast kovetden nyalfehérjékkel inkubaltuk 4 6ran
keresztiil. A hTG4-hez kotddott fehérjéket azonositas céljabdl LC-MS/MS analizisre kiildtiik.
A kontroll mintdkban azonositott fehérjéket, amelyek a NeutrAvidin-agar6zhoz aspecifikusan
kotodtek, eltavolitottuk a mintakban azonositott fehérjék listajabol, igy Osszesen 280
potencialis hTG4 interakcids partnert azonositottunk (lasd a fliggelékben). A potencialis
interakcios partnerként azonositott fehérjéket funkcidjuk alapjan csoportositottuk a String
online eszkdz, Funkciondlis disitasi analizis segitségével. A 280 fehérjébdl az analizis 211
fehérjét volt képes csoportositani, a 69 fehérje esetén azok annotacidinak hianyossagai miatt az
analizis nem Vvolt kivitelezhet6. Az azonositott fehérjék kozott 330 Gén Ontologia (GO)
Biologiai Folyamat dusult fel szignifikdnsan (FDR<0,05). Az analizis eredményeként kapott
20 legalacsonyabb FDR értékkel rendelkezé Bioldgiai Folyamatot a 7. tdblazat tartalmazza.

Mivel a hTG4 jelen van a nyal extracellularis vezikuldiban, illetve a spermiumok
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antigenitdsdnak maszkirozasaban is lehet szerepe, igy foként az ehhez kapcsolodd Biologiai
Folyamatokra fokuszaltunk. Az egyes GO Biologiai Folyamatokban talalhatdé azonositott
fehérjék nagy atfedést mutatnak. A Szekréciohoz tartozo 58 azonositott fehérje tartalmazza a
Szabalyozott exocitdzishoz és az Exocitozishoz csoportositott fehértéket is. A Vezikulak altal
kozvetitett transzport tobb olyan azonositott fehérjét is magaba foglal, amelyek részt vesznek a
szekrécioban, de ezen feliil olyan azonositott fehérjéket is tartalmaz, amelyek mas, a sejten
beliili transzport folyamatokban mtikodnek kozre. Az Immunologiai folyamatokhoz kéthet6 75
azonositott fehérje mindegyike megtaldlhatd a kovetkez6 GO Biologiai Folyamatok koziil
legalabb egyben: Neutrofil degranulacid, Az immunvalaszban részt vevo mieloid sejtaktivacio,
Mieloid leukocita aktivacié, Az immunvalaszban szerepet jatszé leukocita aktivacio,
Leukocitdk altal kozvetitett immunitds, Immun effektor folyamat, Leukocitdk aktivalasa és
Immunvalasz folyamatok. A Sejtaktivaciohoz tartozé fehérjék nagy része szintén atfed az
Immunologiai folyamatokban talalhaté azonositott fehérjékkel. A Szekréciohoz, a Vezikulak
altal kozvetitett transzporthoz, a Sejtaktivaciohoz és az Immunolédgiai folyamathoz a 211
fehérjébol 6sszesen 98 kothetd (20. abra). A teljes nyalban potencialis interakcios partnerként
azonositott fehérjék jelentds része jelen van az Extracellularis exoszoma és a Vezikula Sejt
alkotokban (8. tablazat). Ez nyalfehérjék esetében nem meglepd, azonban még jobban

megerdsiti a hTG4 membranhoz, lipidekhez vald kotédésének lehetdségét.
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7. tablazat. A potencialis hTG4 interakcios partnerekhez tartozo elsé 20 legalacsonyabb FDR-ral
rendelkezd feldusult GO Biologiai Folyamat a String online eszk6z analizise alapjan. A megfigyelt
génszam a mintaban azonositott adott GO Biologiai folyamathoz tartozd fehérjék szamat, a hattér
génszam pedig az adott a GO Bioldgiai Folyamathoz tartozo Gsszes gén szamat jeloli az adatbazisban a

2022. 01. 20-i adatok alapjan.

GO Biologiai Folyamat ME’JgfigryeIt I’-Izitt(:er FDR
génszam | génszam
1. Szabalyozott exocitdzis 53 697 1.06e-24
2. Exocitozis 54 789 1.84e-23
3. Neutrofil degranulacio 44 484 3.96e-23
4. Az immunvalaszban részt vevé mieloid
sejtaktivacio 45 > A-ode-23
5. Szekrécio 58 979 4.65e-23
6. Mieloid leukocita aktivacio 46 585 1.81e-22
7. Lokalizacid kialakitasa a sejtben 86 2375 2.36e-22
8. Sejtes lokalizacio 95 2967 1.20e-21
9. Sejtaktivacio 58 1075 1.86e-21
10. Az immunvalaszban szerepet jatszo leukocita
Ativicis 46 626 1.86e-21
11. Leukocitak altal kdzvetitett immunitas 46 641 4.10e-21
12. Immun effektor folyamat 54 969 1.89e-20
13. Vezikuldk éltal kdzvetitett transzport 71 1805 1.36e-19
14. Leukocitak aktivalasa 50 929 4.22e-18
15. Immunvalasz 64 1588 9.04e-18
16. Kornifikacio 22 113 2.64e-17
17. Lokalizacio 123 5591 1.88e-16
18. Lokalizéci6 kialakitasa 108 4479 3.11e-16
19. Transzport 106 4353 4.18e-16
20. Immunologiai folyamat 75 2481 1.34e-14
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Vezikulak altal AOAO24R3E3 Sejt aktivacid
kdzvetitetttranszport ANXAS AOAL9ACOXT
AOADAOMTS7 /~  ADA1S5UZ07
E7EQR4
VPS35 URp2 Q13876 AOAO024RDE0
AOA384NKS6 ERP29
Q s
AOA024R1P2 510a9 ADA024Q7N4 HSPB1 Szekrécid
AOAD24R611 LOX5 pyGL AOA024R882 prpxs —
AOAD24R7V6 DEF1 CO3 7AO?:2{2|§§7R8122—§V5TERA
AOA0S27276 pesp S1048 LRIS3 B27ZDO1TEEA 14337
CAR | ", AOAO24RIX8 pnyp3 BADLVZ
ANX11 ——— GSTP1 HSP7C
a— XRCC5 MNDA
AXASL PSMD2 AODA024R528 A8K401
TAM UN13D cytp AUAO8/WWY3 K22E
B2ZZ89 [ADAD24RAILN ' o, PTPRC  AOA024R994
ENPL ASKOTY spp3 AOAD24R6I7 ccp / AOA024RDTA
o762 \nory ADAO24RBH2 ===
PSD11
CALX MMP9  B4DVIO MOES
HS90A PGAM1
DYSF AOACAOMSIO
ADA024R694
HISlAOAOZdQZK? PADI4 BPIA1 AQAQ24RAS2 FoA
DHX9 k1c1e ADAOBTX2G1 B4ADR52
BPIA2
DEF3 CEAMS AOA024R3J1
D6RIAG
AOAOZME’URE?,MN LOD Immunologiai folyamat

20. abra A Vezikulak altal kozvetitett transzport, a Sejt aktivacié, az Immunoldgiai folyamat és a
Szekrécié GO Bioldgiai Folyamat csoportokhoz tartozé potenciilis hTG4 interakcidés partner
fehérjék csoportositasa. Az aldhuzassal és zold szinnel jelolt Uniprot kodok a Szekrécié GO Biologiai
Folyamathoz tartoz¢ fehérjéket jeloli A fehérjék Uniprot koddal szerepelnek az abran. A Uniprot kodok
altal jelolt fehérjék listajat a Fliggelék tartalmazza.
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8. tablazat. A potencialis hTG4 interakcids partnerekhez tartozo els6 10 legalacsonyabb FDR-ral
rendelkezd feldasult GO Sejtalkotd a String online eszkdz analizise alapjan. A megfigyelt génszdm a
mintaban azonositott adott GO Bioldgiai folyamathoz tartozo fehérjék szamat, a hattér génszam pedig

az adott a GO Biologiai Folyamathoz tartozo 0sszes gén szamat jeloli az adatbazisban a 2022. 01. 20-i

adatok alapjan.
GO Sejtalkoto Megfigyelt Hattér FDR
génszam génszam
1. Extracellularis exoszoma 141 2099 4.95e-79
2. Extracellularis tér 152 3195 4.60e-68
3. Vezikula 159 3879 5.71e-64
4. Extracellularis régio 162 4166 8.68e-63
S. Szekrécios granulum lumen 41 324 1.17e-27
6. Membréannal hatarolt organellum 201 12427 1.17e-25
7. Szekrécios granulum 56 845 1.81e-25
8. Organellum 204 13515 3.44e-22
9. Citoszol 123 5193 6.57e-20
10. Citoplazmatikus vezikula 81 2386 7.79e-20
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6. Megbeszélés

6.1 A human FXIII-A izopeptidaz aktivitasanak kovetése a fehérje-peptid alapu

anizotropias kinetikus mérési modszer adaptalasaval

A hEXII-A szerepe a véralvadasban ¢és a fibrinolizisben j6 példa arra, hogy a
transzglutaminazok esszencialis bioldgiai folyamatokban vesznek részt fehérjék kozotti
keresztkotések kialakitasaval, majd késébb a korabban kialakitott izopeptid kotések hasitasaval.
Az a2-plazmin inhibitor beépiilése majd kihasitdsa az alvadékbol mar korabbrol ismert,
azonban nincs bizonyiték arra, hogy a hFXIII-A képes elhasitani a korabban kialakitott
keresztkotéseket a fibrin alegységek kozott. Egy nemrégiben, a Zedira GmbH altal kifejlesztett
DD-XLink-mab monoklonalis antitest képes felismerni a fibrin vagy fibrinogén y-y alegységei
kozott a hFXIII-A altal kialakitott kovalens keresztkotéseket. Ez az antitest lehetové teszi a
fibrin degradacios termékek megkiilonboztetését aszerint, hogy tartalmaznak-e izopeptid kotést
vagy sem (3. abra). A fibrin alegységek kozott kovalens keresztkotéseket tartalmazo,
vérkeringésben cirkulald D-dimer a véralvadas jelz6 molekulaja és a megfelelé hFXIII-A

aktivitas és mennyiség indikatora is.

Vizsgaltuk, hogy a DD-XLink-mab antitest alkalmazhat6-e az izopeptid kotés
monitorozasara. A kisérletet tobbszor megismételtiik, néhadny esetben hosszabb inkubacios
1ddvel és azt a kovetkeztetést vontuk le, hogy ez az antitest nem alkalmas a fibrin alegységek
kozotti 1zopeptid kotés mennyiségének pontos monitorozasara. Ezt okozhatjdk technikai
nehézségek a mintak feltoltésével, az elektroforézissel vagy a blottolasi modszerrel
kapcsolatban. Valamint az is elképzelhetd, hogy az inkubacié soran Gjabb keresztkotések
alakulnak ki, amelyek olyan eltérést okozhatnak a D-dimerek méretében, amely Western blottal
nem detektalhatd, de az izopeptidaz kotés pontos detektalasat befolyasolja. Viszont a
keresztkotott fibrin degradacios termékek antitest alapti detektalasa jo kvalitativ markere lehet

a hEXIII-A transzamidaz aktivitisanak a véralvadas soran.

Véralvadasi rendellenességek esetén a véralvadasi faktorok pontos szintjének
meghatarozasa esszencialis a betegség diagnosztizalasaban és az adott véralvadasi faktort
helyettesitd vagy kiegészitdé kezelés hatékonysadganak ellenérzéséhez. A hFXIII-A
aktivitdsanak mérése kivald eszkozt biztosit a hFXIII-A rendellenességek azonositasara
(Katona és mtsai, 2012). Erzékeny modszereket fejlesztettek ki a hFXIII-A transzamidaz

aktivitasanak mérésére fluoreszcensen, izotoposan vagy biotinnal jel6lt aminokat hasznélva, de
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alkalmazasuk bonyolult és id6 igényes. A mikrotiter lemez alapi modszerek jol
reprodukélhatdak, szamos szubsztrat haszndlhatd a lemez lefedéséhez és szamos biotin jelolt
szubsztrat a beépiilés detektalasahoz, azonban ezek a modszerek nagyon idéigényesek és sok
laboratoriumi munkat igényelnek (Slaughter és mtsai, 1992; Song és mtsai, 1994). 1971-ben
Lorand és munkatarsai (1971) kozoltek egy fluoreszcens modszert, amely a danzil kadaverin
beépiilésén alapul dimetilalt kazeinbe és képes a hFXIII-A automatizalt detektildsara a
plazmaban (Lorand és mtsai, 1971). Manapsag két, széles korben hasznalt kereskedelmi
forgalomban kaphat6 teszt 1étezik a hFXIII-A szint mérésére (Berichrom és Technochrom) és
mindketté a transzamidaz aktivitas elsd katalitikus 1épésétdl fiigg, amelyet ammonia
felszabadulas kovet (Durda és mtsai, 2018; Muszbek és mtsai, 1985). Ez a tulajdonsag
lehetdve teszi a reakcid sebességnek valddi kinetikus monitorozasat rovid id6 alatt. A teszt
elénye, hogy olyan valtozast detektal, amely 1ényegében fiiggetlen a masodik szubsztrattol és
a lehetséges parhuzamosan torténé hFXIII-A dezamidaz aktivitasat is méri (Sivadé és mtsai,

2019; Katona és mtsai, 2012).

Korabban Yamada és Meguro (1977) publikaltak egy fluoreszcens anizotropian alapuld
hEXII-A aktivitasmérési modszert, amelyben kazeint és mono-danzil kadaverint hasznaltak
szubsztratként. Kés6bb Hauser és munkatarsai (2017) részletesen megvizsgaltdk a
fluoreszcencia anizotropia valtozas monitorozasanak lehetdségeit, elonyeit és hatranyait. A
fluoreszcens anizotropiat a transzglutaminaz aktivitas kovetkezményeként, a fluoreszcensen
jelolt szubsztratok méretének ¢€s rotdcidos paramétereinek valtozésai okozzdk. Arra a
kovetkeztetésre jutottak, hogy a fluoreszcencia anizotropia valtozas konnyt és kényelmes

modja a transzglutaminaz aktivitas kovetésére, amely az enzim mennyiséggel korrelal.

Kutatocsoportunk is kifejlesztett korabban egy anizotropia mérést, amely ugyanazon
szubsztratok kombinalasaval alkalmas a hTG2 transzamidaz és izopeptidaz aktivitasdnak
kinetikus mérésére (Thangaraju és mtsai, 2016). Ezt a mérést a hFXIII-A transzamidaz és
izopeptidaz aktivitasanak tesztelésére probaltuk adaptalni. A T26 peptid a hTG2 altal preferalt,
specifikus peptid szubsztratnak lett kifejlesztve, és csak igen alacsony reaktivitisa van a
hFEXI1I1-A-ral (Sugimura és mtsai, 2006). Viszont a P12 peptid az a2-plazmin inhibitor N-
terminalisanak els6 12 aminosavat tartalmazza, amely kittind hFXIII-A szubsztrat. Az
alkalmazott fluoreszcensen jelolt peptidek keresztkotése az S100A4(GST)-hez egy jol
detektalhato anizotropia valtozast general (4. A abra). Ebben a tesztben a FLpepT26 peptid nem
volt megfeleld szubsztrat a hFXIII-A transzamidaz aktivitasanak Kinetikus detektalasara,

valamint az S100A4(GST)-FLpepT26 keresztkotott szubsztrat sem generalt elegendd jelet a
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hEXIII-A izopeptidaz aktivitasanak kinetikus detektalasahoz. Viszont a FLpepT26 peptid
FLpepPI2-re vald cseréje a keresztkotés kialakitasa, és az igy keletkezett keresztkotott termék
elhasitasa esetén is megfeleld szubsztratnak bizonyult a FXIII-A transzamidaz és izopeptidaz
aktivitasanak mérésére és kinetikusan detektalhato jelet is eredményezett. A kés6ébbiekben az

izopeptidaz mérés eldnyei miatt a z izopeptiddz mérés alkalmazhatosagara fokuszaltunk.

Az izopeptidaz aktivitas mérésiink esetén a Km 4,10+0,76 nM-nak, a vmax 54,92+1,
mr/min/nM hFXIII-A-nak adodott. Ez a Km érték rendkiviil alacsonynak szamit mas human
FXII-A szubsztratok esetén korabban publikalt értékekhez képest. Példaul, Oertel és
munkatarsai (2007) altal leirt fluorimetridas modszer esetén, amelyet szintén a hFXIII-A
izopeptidaz aktivitasanak mérésére fejlesztettek ki, a Km érték a modositott peptid szubsztrat
esetén 19,8 + 2.8 uM volt. A széles korben hasznalt transzglutaminaz mérés esetében, amelyben
a PI2 peptidbdl felszabadul6 ammonia mennyiséget kovetik, a Km érték 530 uM volt. A
legegyszeriibb magyarazat erre az alacsony Km értékre az lehet, hogy a fehérje-peptid alapu
szubsztratok esetében a FXIII-A nagyobb affinitassal bir, mint a kis peptid vagy amin

szubsztratokndl, a nagyobb interakcios feliilet miatt.

A plazma jelenlétében is teszteltik a hFXIII-A izopeptidaz aktivitasat az anizotropias
modszerrel, ahol a plazma mintat 1:10-es aranyban adtuk a reakcio elegyekhez. A fiziologias
hFXI1I1-A koncentracio atlagosan 68 nM (Yorifuji és mtsai, 1998) a referencia érték 69-143%
kozott van (Karpati és mtsai, 2000), amely, ha figyelembe vessziik, a 10-szeres higitast atfed
a fehérje-peptid alapti mérési modszeriink linearis tartoméanyaval. Ez azt mutatja, hogy ez az
anizotropids izopeptidaz mérés alkalmas lehet a fiziologids hFXIII-A szint mérésére human
vérplazmaban. Ez a hFXIII-A koncentracio tartomany kisebb, mint a Hauser és munkatarsai
(2017) altal kozolt fluoreszcens anizotropias hTG2 aktivitas mérés esetén, ahol az optimalis
enzim koncentracié tartomany 0,5-5 pg/ml volt, amely a mi mddszeriink esetén koriilbeliil 5-
63 nM hFXIII-A mennyiségnek felel meg. A diagnosztikus teszt reakciok altalaban 1/10
aranyban tartalmaznak plazmat, ez a mérésiink esetében fiziologias plazma hFXIII-A szinttel
szamolva 6,8 nM hFXIII-A koncentracionak felel meg. Sajnos a mi modszeriinkkel nem
lehetséges a legsulyosabb hFXIII-A rendellenesség a detektdldsa és megkiilonboztetése,
azokban az esetekben, ahol az enzim szintje kevesebb, mint a normal érték 5%-a, és stlyos

vérzékenységgel jar.

Mivel in vivo a hFXIII-A fehérje szubsztratokat hasznal, fehérje-peptid alaptit mérés

gyogyszerek teszteléséhez nagyon hasznos lenne, hiszen a hFXIII-A gatlasa terapias célpont a
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nemkivanatos véralvadék stabilizalasanak megeldzésében. Mérésiinkben a IA és a ZED1301
inhibitor dozis-fliggd gatlast mutatott. Az IC50 értékek nem hasonlithatok Gssze kiilonbdzo
mérési koriilmények kozott, de a jodacetamid koncentracid meglehetdsen magas 50 nM hFXIII-
A koncentracio esetén. Talan ez a magasabb jodacetamid koncentracié 0sszefiigghet a fehérje-
peptid szubsztratoknak a kis szubsztrat molekulakhoz képest potencialisan nagyobb
affinitasaval. Lehetséges, hogy in vivo eltérd lehet a hFXIII-A inhibitorok hatékonysaga, mint
amilyen értékeket a kis szubsztratokat hasznaldé mérések esetén mutatnak. Egy Kinetikus
fluoreszcencia anizotropia alapti modszer inhibitorok tesztelésére is alkalmas lenne, mivel
hatékony inhibitorok gyakran rendelkeznek fluoreszcens tulajdonsagokkal, azonban ez nem

befolyasolja szignifikdnsan a detektalt anizotropia valtozast.

A mérésiink optimalizalasa egy egyszerii microfluidikus feliiletre egy kovetkezd tanulmany
targya lehet. Az izopeptidaz aktivitds méréséhez hasznalt keresztkotott szubsztrat tovabbi
tisztitasa tovabb fejleszthetné ezt a modszert. Emellett olyan szubsztrat molekulak szelektalasa,
amelyek csak egy reaktiv aminosavat tartalmaznak jol hozzaférhetd pozicioban és hasonlo
meéretliek, mint az SI00A4(GST) a transzglutaminaz enzimcsaladtagok kinetikus aktivitasanak
mérésére széles korben alkalmazhaté tesztek fejlesztését tenné lehetévé. Kisérleteink felvetik a
lehetségét izoenzim specifikus fehérje-peptid alapi mérések fejlesztésnek, tobb egyiitt

kifejez0d6 transzglutaminaz enzim aktivitasanak mérésére biologiai mintakban.

6.2 A human TG4 biokémiai karakterizalasa

A human transzglutaminazok egyre nagyobb figyelmet kapnak, a biologiai funkcidjuk és a
potencidlis orvosi relevancidjuk miatt, de a tudasunkban van egy apro6 fekete folt, a human TG7
és TG4 biokémiai tulajdonsagait, szoveti eloszlasat, szubsztratjait és interakcids partnereit
illetéen. Korabban mar kimutattak, hogy a hTG4-et szamos szovet kifejezi mMRNS szinten, de
kb. 200-szor kisebb mértékben, mint a prosztata (Rivera-Gonzalez és mtsai, 2012).
Nemrégiben mas tanulmanyok hasonl6d kdvetkeztetésre jutottak mind mRNS, mind fehérje
szinten, hogy a hTG4 kifejezddik, azonban prosztatatol eltérd szovetekben csak kismértékben
(Lopez-Bujanda és mtsai, 2021). Annak érdekében, hogy megerdsitsilk a hTG4 jelenlétét a
prosztatan kiviili szovetekben is, proteomikai adatbazisokat vizsgaltunk at, egyedi peptidek
detektalasara fokuszalva. Ezekben a valos kisérletekbdl szarmaz6 adatsorokban a vizsgéalataink
alapjan a hTG4 megtalalhatd a magzati szivben, a vastagbélben és a nyalmirigyekben, amely

forrasa lehet a nyal TG4-nek (Perez és mtsai, 2013). Szendvics ELISA mérés kimutatta, hogy
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a hTG4 szintén eléfordul vérszérumban, ennek forrasa azonban maig ismeretlen, hasonldan a
PSA antigénhez, amely szintén minimalis mennyiségben, de kimutattak nék szérumaban is
(Drabovich és mtsai, 2019). A TGM4 génre vonatkozo transzkripcios adatok alapjan
lehetséges, hogy egy nagyobb érzékenységli tomegspektrometrids miiszer €s technika
alkalmazasa lehetové teszi majd az alacsony szintli h'TG4 fehérje detektalasat a bélben és annak
szekretorikus epitélidlis szerkezeteiben, a nyalmirigyekben és a nydlban (Perez és mtsai,

2013).

A hTG4 katalitikus tulajdonsagait teszteltiik rogzitett N,N dimetilalt-kazeint és szolubilis
BPA-t hasznalva, amelyek altalanosan elfogadott szubsztratok a transzglutaminaz enzimcsalad
szamara. Ez az egyik legérzékenyebb transzglutamindz mérés, de a megfigyelt hTG4 aktivitas
értékek alacsonyak voltak, még emelkedd mennyiségli enzimek esetén is. Pozitiv kontrollként
a hTG2-t hasznaltuk, hogy bizonyitsuk a kisérletek beallitasai megfeleldek voltak. Vizsgaltuk
a pH és SDS koncentraciok, redukalé és oxidalo reakcio koriilmények hatasat, azonban csak az
alacsony SDS koncentraciok esetén volt megfigyelhetd a hTG4 emelkedett transzamidaz
aktivitasa. Hasonl6 jelenség volt megfigyelheté a patkany TG4 esetén, amely magasabb
aktivitast mutatott, kortilbeliil 1,5 mM SDS jelenlétében (Esposito és mtsai, 1996). Ez nem
egyedi, azonban ritka enzimatikus tulajdonsag, amelyet példaul a polifenol oxidaz esetében is
ismeriink (Moore és Flurkey, 1990). Altaldban az SDS a fehérjék denaturiciéjat és
inaktivacidjat okozza, azonban szubmicellaris koncentracioban (<1,5 mM) az SDS képes
elésegiteni egy egyensulyi koztitermék képzodését (Bhuyan, 2010), amely valoszintileg egy
szabadabb, lazabb szerkezetet eredményez, amely hozzajarul az aktiv konformaciohoz. Az SDS
megfigyelt magas héstabilitas tovabb erésiti ezt az elméletet. Az SDS kotédhet a hTG4-hez
hidrofob ¢€s elektrosztatikus interakciokkal (Esposito és mtsai, 1996), ndévelve annak
oldékonysagat vagy lazitva az inaktiv konformaciot. Masik lehetdség az, hogy mas
transzglutaminazokkal val6 alacsony hasonlésag alapjan a hTG4-nek lehet, hogy kevesebb Ca?*
-kot6 helye van. In vitro az izolalt patkany TG4 aktiv hozzaadott kalcium-ion nélkiil két magas
affinitast kalcium kotohellyel rendelkezik (Esposito és mtsai, 1996). Talan a transzglutaminaz
csaladtagok kalciumkoté tulajdonsagai kozotti kiilonbség lehet a felelds az eredetileg
megfigyelt alacsony hTG4 transzamidadz aktivitasaért. Az SDS aktivacié utdnozhatja mas

amfipatikus biomolekulak kotodését, szabalyozva a hTG4 aktivitasat.

Eredményeink alapjan a hTG4 az enyhén savas pH értéket preferalja, amely megfelel6 a

human vaginalis kondicioknak az egér TG4-gyel ellentétben, amely a bazikus spermaban aktiv,
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a parzasi dug6 formalasakor. A hTG4-nek ez a tulajdonsaga Gsszefligg a human szexualis
stratégia valtozasaval, amely a spermiumok versenyének megsziinésével jart (Carnahan és
Jensen-Seaman, 2008). A hTG4, ha jelen van a bélben, ahol a pH 7 ala is csokkenhet, az
enyhén emelheti a transzglutaminaz aktivitast. A bazikus pH preferencidjanak hianya szintén
segithet csillapitani a lehetséges hTG4 aktivitast a vérkeringésben. Az egér TG4 magasabb
aktivitast mutatott oxidalo koriilmények kozott, amely 6sszefiigg a redukalo agensek hianyaval
a spermaban. A hTG4 a redukalé koriilményeket preferalja, amely azt sugallja, hogy a
transzglutaminaz aktivitasa szerepet jatszhat intracellularis folyamatokban. Teszteltiik a
lehetséges szabdlyzo szerepét a GTP-nek a hTG4 enzimen, azonban a patkany ortologjaval
ellentétben (a szekvencia hasonlosag 53,3%) a human enzim nem képes kotni a guanin-
trifoszfat nukleotidot (Mariniello és mtsai, 2003). A hTG2 GTP-koté tulajdonsaga jol
dokumentalt és a kotésben részt vevd aminosavakat is meghataroztdk a GDP kotott hTG2
rontgen szerkezete alapjan (Liu és mtsai, 2002). A hTG4 és a hTG2 szekvencidjanak
illesztésekor a hasonlosag alacsonynak bizonyult a két transzglutaminaz k6zott (42%) (Jiang
és Ablin, 2011) és a GTP kotd aminosavak is hidnyoznak a hTG4 esetén. A fibronektin
kotéhelyek hianyat is megfigyeltiik ellentétben a hTG2-vel. A hTG4 GTP altali negativ
szabalyozasanak hidnya eldsegiti az enzim hatdsat a tumorok invazivitadsanak noveléséhez.
Prosztatadaganat sejtekben a hTG4 jelenléte negativ prognosztikus marker (Lopez-Bujanda és
mtsai, 2021).

Lehetséges, hogy a megfigyelt alacsony hTG4 katalitikus aktivitas egy megfeleld aktivacid
hianyanak eredménye. A transzglutamindz csalad tobb tagja esetén is limitalt proteolizis
sziikséges az aktivacidhoz. A fizioldgias trombin hasitas esszencialis a hFXIII-A aktivitdsdhoz
(Muszbek és mtsai, 2011). A hTG1, a hTG3 és a hTGS esetében is sziikség van proteolitikus
hasitasra. A hTG1-et aktivalhatja az m-kalpain, p-kalpain és a diszpaz, a hTG3-at pedig a
katepszin-L vagy a diszpaz (Kim és mtsai, 1995; Hitomi és mtsai, 2000; Cheng és mtsai,
2006; Hitomi és mtsai 1999). A hTGS5 esetében az aktivalo proteazt még nem azonositottak de
AD-293 sejtekben az exogénen kifejezett N\TGS egy inaktiv teljes és egy aktiv proteolitikusan
processzalt rovidebb forméaban volt jelen. Eredményeink azt sugalljak, hogy a limitalt
proteolizis hasonld koriilmények kozott nagy valoszinliséggel nem vesz részt a hTG4 enzim

processzalasaban és aktivalasaban.

A human TG4-et stabilan expresszald sejtvonal kialakitasa hasznos eszkdz az enzim
biologiai funkcidjanak vizsgalataihoz. A h'TG4 gén expresszidjanak szabalyozasaban a retinsav

¢s az androgének vesznek részt. Retinsav receptorokat expresszalo sejtekben, a TG4
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expresszigjat vizsgaltuk ATRA kezelés hatasara. LNCap ¢és PC346C prosztatadaganat
sejtekben ez a kezelés a hTG4 mRNS expressziojanak novelését indukalta (Rivera-Gonzales
és mtsai, 2012), azonban az altalunk vizsgalt sejtekben fehérje szinten nem volt kimutathato a
hTG4 expresszio. Ezt kovet6en virus infekcioval 3xFlag-TG4-et stabilan expresszalo AD-293

sejtvonalat alakitottunk ki. Ez a sejtvonal alkalmas lehet a proteolitikus aktivalas, a hTG4

crer

A monoklonalis anti-TG4 antitesttel detektaltuk egy kb. 55 kDa méretii hTG4 fragmentet
human nyalmintdkban. Feltételeztiik, hogy talan a nyal vezikularis frakciojaban is jelen lehet a
hTG4, ezért ultracentrifugéldssal izolaltuk a nyal vezikularis frakciojat. Ebben a frakcioban mar
nem csak a fragment, de a teljes méretii hTG4 enzim is megjelent, feldasult. A hTG4 nyalban

valo6 jelenlétét a proteomikai adatbazisok tijra elemzése is alatamasztja.

Annak érdekében, hogy a hTG4 szubsztrat preferenciajarol informacidt nyerjiink elséként a
nyalban probaltuk azonositani az enzim szubsztratjait, biotin-pentilamin beépiilés proteomikai
azonositasaval.Neutravidin agar6z affinitds kromatografia és tomegspektrometria segitségével.
44 lehetséges hTG4 szubsztratot azonositottunk a nyalban, azonban egyediil az immunglobulin
alfa-1 nehézlanc fehérje esetén lett a fehérje reaktiv glutaminjat felfed6 BPA modositott peptid
azonositva. Mas immunfolyamatokban részt vevé nyal fehérjét is azonositottunk, mint
potencialis hTG4 szubsztrat. Ilyen fehérje az alfa-2-makroglobulin, a ,,BP1-fold”-ot tartalmazo
A csaladtag 2, a ciszteinben gazdag szekrécios fehérje 3 és a galektin-3-kot6 fehérje. Emellett
a lehetséges hTG4 szubsztratok kozott proteaz gatld aktivitassal bird fehérjéket is
azonositottunk. Ilyen fehérjék az allfa-2-makroglobulin, az antileukoproteinaz, Cisztatin-D, -
SN, és -S izoformak. A szdj nyalkahartya kialakitasaban részt vevd 1gGFc-kotd fehérje és a

Mucin-5B is a potencialis hTG4 szubsztratként lett azonositva a nyalban.

Hogy egy esetleges konszenzus hTG4 szubsztrat szekvenciat kapjunk, azonositottuk az
enzim cellularis szubsztratjait is AD-293 sejtekben, LC-MS/MS alapt modszert alkalmazva. A
hTG2-h6z hasonloan (Kanchan és mtsai, 2013) a hTG4 szamos fehérjét képes glutamin donor
szubsztratként hasznalni az AD-293 sejtekben. Miutan kivalasztottuk a legmegbizhatdbb
talalatokat az eredményekbdl konszenzus szekvencia nem volt meghatarozhat6. Referenciaként
a TRANSDAB transzglutaminaz szubsztrat adatbazist ellendriztiik
(http://genomics.dote.hu/mediawiki/index.php/Main_Page, megtekintve 2021.julius.01.)
(Csosz és mtsai, 2009) ¢s azt talaltuk, hogy néhany Gjjonnan azonositott hTG4 szubsztrat mas

transzglutaminazoknak is szubsztratja, példaul a II-es tipust citoszkeletalis keratin 1 a hFXIII-
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A-nak, a filaggrin a hTG1-nek és a hTG3-nak is szubsztratjai. Van néhany hasonlosag, példaul
az NF-kappa-B-inhibitor alfa, az ,,F-box only” fehérje 2 és a miozin-9 fehérjék a hTG2-nek, a
,,Coiled-coil” domént tartalmazo 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 (Tseng és mtsai, 2009). 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 kovetden megvizsgaltuk a patoldgids €s fiziologias szerepét az azonositott szubsztrat

fehérjéknek. A membran kotott fehérjékre fokuszaltunk, mivel a hTG4 tulzott kifejezése

e ey

crcr

kapcsolt receptor L3 gyakran jelen van mell, prosztata, és kolorektalis daganatokban. A
protokadherinek, a kadherin enzimcsaladtagjai esszencialisak a normadl sejt-sejt interakciok
fenntartasahoz, és részt vesznek az epithelialis-mezenhimalis atalakulasban (EMT) (Yu és
mtsai, 2019). A Plexin-A2 szemaforin koreceptorként részt vesz az invaziv sejt ndvekedésben
¢és migracioban. Az NF-kappa-B inhibitor transzglutaminaz fliiggé modositasa eldsegitheti
annak degradacigjat és az NF-kappa-B aktivaciojat hozzajarulva a sejt tuléléshez, a hTG2-hoz
hasonloan (Eckert és mtsai, 2014). A human TG4 elésegiti a daganat és az endotél sejtek
interakcidjat, valoszinlileg a ROCK utvonal kikeriilésével (Jiang és mtsai, 2009). Ezt
alatamasztja, hogy sem ROCK1, sem ROCK2 interakcios partnert nem talaltunk az azonositott
hTG4 szubsztratok kozott. Viszont, a 105 azonositott hTG4 szubsztrat kozott megtalalhato a
Rho guanin nukleotid faktor 28, egy onkogén fehérje, amely szamos jelatviteli utvonal
elinditasaban jatszik szerepet. Ezeknek az azonositott szubsztratoknak a szerepe daganatok
esetén talan jabb tanulmanyok kiindulasi alapja lehet annak érdekében, hogy felfedjék a
pontos szerepiiket a daganat biologiaban, ezaltal Gj lehetséges daganat terapias célpontok

azonositasahoz vezethetnek.

A TG4 szubsztratok keresése mellett az enzim interakcids partnereit iS megkiséreltiik
felderiteni a nyalban. 280 potencialis hTG4 interakcids partnert azonositottunk, amelyek koziil
211 fehérjét a String interakcios adatbazis segitségével GO Biologiai Funkcidhoz kothetiink.
Ezeknek a fehérjéknek a nagy része a Vezikulak altal kozvetitett transzport, a Sejt aktivacio, az

Immunolégiai folyamat és a Szekrécio GO Bioldgiai Folyamatokhoz kapcsolddik. A nyal
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feladata nagyon Osszetett, egyrészt nedvesen tartja a szajiireget, és védi annak nyalkahartyajat
a kiszaradastdl, illetve folyamatos 6blités révén tisztitja is a szajlireget. Megkonnyiti a ragast
¢és a nyelést is, valamint részt vesz az emésztésben. A fogakat asvanyi anyag sziikségletét is
biztositja, és képes a savak semlegesitésére is. Mindemellett pedig védelmi vonalaként is
szolgal a baktériumok, virusok és gombak ellen (Carpenter, 2013). Mivel a hTG4 jelen van a
nyal vezikuldiban, és sok potencidlis interakcids partnere kothetd a szekrécids, immunoldgiai
és vezikulak altal kozvetitett transzport folyamatokhoz, elképzelhetd, hogy a hTG4-nek szerepe
van a nyalban a mikrobialis védelemben, az emésztésben vagy akéar az asvanyi anyagok
transzportjaban is. A nyalban azonositott interakcios partnerek kozott 16 olyan fehérje van,
amely lehetséges hTG4 szubsztratként is azonositva volt a nyalban. Ilyen fehérje példaul a 14-
3-3 fehérje zéta/delta izofoma, az antileukoproteindz, a ,,BPI-fold-ot tartalmaz6 A csaladtag
2, a cisztatin-SN és a vinculin is. A 14-3-3 fehérje zéta/delta fehérjének sok kot6édési partnere
van, amelyekhez altaldban azok foszfoszerin vagy foszfotreonin motivuman keresztiil kotodik
¢s altalaban a kotédési partner aktivitasat befolyasolja (Angrand és mtsai, 2006). Az
antileukoproteinaz fehérje egy savallo proteindz inhibitor, amely tobbek kozott a tripszin,
elasztaz és a katepszin G aktivitasat képes gatolni. Emellett a gyulladasos- és az immunvélaszok
szabalyozasaban is részt vesz bakterialis fert6zések esetén (Klimenkova és mtsai, 2014). A
,,BPI-fold”-ot tartalmaz6 A csaladtag 2 fehérjének erds antibakterialis hatasa van (Prokopovic
és mtsai, 2014). A cisztatin-SN egy nyalban talalhatd cisztein proteindz inhibitor, a papain
inhibitora (Saitoh és mtsai, 1987). A vinculin az aktin filamentumokhoz kotédik, és a sejt-
matrix és sejt-sejt adhézidban vesz részt. A sejt felszini E-kadherin expresszidjat szabalyozza,
és mtsai, 2010). A hTG4 prosztatadaganat sejtekben csokkentette az E-kadherin szintjét (Ablin
és Jiang, 2011), elképzelhetd, hogy a vinculinnal vald kdlesonhatas révén. Az interakcios
partnerek megerdsitése a munkacsoportunk jovobeli feladata, amelyhez a fent felsorolt fehérjék

ellendrzése jo kiindulasi pont lehet.
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7. Osszefoglalas

A transzglutaminazok kutatasanak jelent6ségét szamos ipari és transzlaciés medicinaban
valo alkalmazhatosaguk igazolja. Az egyik legismertebb transzglutaminaz a hFXIII-A
transzamidaz aktivitasanak gatldsa 0j terapids lehetdséget kinal a trombdzis gyogyitdsaban.
Azonban a hFXIII-A kevésbé ismert izopeptidaz aktivitasaval is képes az alvadék
destabilizalasara. Olyan fehérje-peptid alapt anizotropias aktivitismérési modszert
fejlesztettiink, amely lehetové teszi a hFXIII-A altal katalizalt ellentétes iranyu reakciok
vizsgalatat ugyanazon szubsztrat molekuldkat alkalmazva, transzamidaz aktivitasmérés esetén
két szubsztrat molekulaként (FLpepPI2 és S100A4(GST)), izopeptidaz aktivitas kovetésénél
pedig eldre keresztkotott szubsztrat formajaban (FLpepP12-S100A4(GST). A fehérje-peptid
szubsztratok alkalmazasa jobban modellezi a hFXIII-A in vivo szubsztratjait az alvadék
modositasai soran és lehetséges mutans hFXIII-A enzimek ellentétes aktivitasainak, illetve a

hFEXII1-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 kialakuldasahoz. A TG4 ragcsalokban jol karakterizalt, azonban a hTG4
biokémiai tulajdonsédgai, amelyek segithetnének az enzim funkcidjanak megértésében nem
ismertek. Proteomikai adatbazisokat vizsgalva azt talaltuk, hogy a hTG4 a prosztatan kiviil is
jelen van. A mikrotiter lemez modszer segitségével a hTG4 transzamidaz aktivitasat és
szabalyozasat in vitro tanulmanyoztuk. A hTG4 alacsony transzamidaz aktivitassal rendelkezik,
amely enyhén alacsony pH-t és redukald kornyezetet preferdl. Szubmicellaris SDS
koncentracio aktivalo hatasa figyelhetd meg, amely azt sugallja, hogy az enzim membranhoz
kotodve fejti ki aktivitasat. A patkdny TG4-gyel szemben, a hTG4 nem koti a GTP-t. Mas
transzglutamindzok esetén ismert proteolitikus aktivalas nem figyelhetd meg a hTG4 esetében,
amelyet diszpazzal inkubalva illetve AD-293 sejtekben expresszalt hTG4 esetén vizsgaltunk.
Nyalban 280 potencidlis hTG4 interakcios partnert azonositottunk, amelyek nagy része a
szekréciohoz, 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 hozzajarulnak a hTG4 és a hFXII1-A sajatsagainak teljesebb megismeréséhez

crer
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/. Summary

The importance of research on transglutaminases is confirmed by their many industrial and
translational medicinal applications. Inhibition of human FXIII-A (hFXIII-A) transamidase
activity shows increasing potential in treating thrombosis and preventing unwanted blood
coagulation. However, hFXIII-A can also destabilize the clot by its poorly known isopeptidase
activity. We have developed a peptide-protein-based anisotropic activity assay that allows
studying both directions of reactions catalyzed by hFXIII-A, using the same substrate
molecules, as two substrate molecules for measurement of transamidase activity (FLpepPI2 and
S100A4(GST)) and as a previously crosslinked substrate for monitoring isopeptidase activity
(FLpepPl12-S100A4(GST)). Peptide-protein substrates can mimic the in vivo substrates of
hEXI11-A during clot modification to study the opposite activities of mutant hFXI11-A enzymes
and the effect of regulatory molecules that regulate hFXII1-A activities.

Another secreted family member, the human TG4 (hTG4) is involved in the development of
APS1 autoimmune disease and prostate tumours. Rodent TG4 enzymes are well characterized
compared to the human orthologue. Characterisation of hTG4 biochemical properties could
help to understand its function and role in humans. Reanalysis of proteomic databases revealed
that hTG4 is also expressed outside the prostate. The activity and regulation of hTG4
transamidase activity were studied in vitro using the classical microtiter plate method. The
hTG4 has low transamidase activity, and it prefers a slightly acidic pH and reducing
environment. The activating effect of SDS in submicellar concentration was observed,
suggesting that the enzyme exerts its activity in membrane-bound form. In contrast to rat TG4,
hTG4 can not bind GTP. Proteolytic activities, which are known to activate other
transglutaminases were not observed upon the incubation of hTG4 with dispase or expressing
hTG4 exogenously in AD-293 cells. In saliva, we identified 280 potential hTG4 interaction
partners, mostly involved in secretion, immune processes, and vesicular transport correlating
with the enrichment of hTG4 in the vesicular fraction of saliva. Several hTG4 glutamine donor
substrates were identified in saliva and AD-293 cell extract. Some of these substrates are
involved in cell-cell interactions, adhesion, and proliferation, suggesting that hTG4 could

become an anti-cancer therapeutic target.

Our results contribute to a better understanding of the properties of hTG4 and hFXI11-A and
confirm that these proteins are real targets in the therapy of common diseases.
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12. Fiiggelék

A nyalban azonositott potencialis hTG4 interakcios partnerek

Uniprot Kéd Azonositott fehérje Uniprot Kod Azonositott fehérje
Guanin nukleotid-koté protein
1. 1433B 14-3-3 fehérje béta/alfa 141. GNAI2 .
G(i) alfa-2 alegység
Haromrészes motivumot
2. 1433E 14-3-3 fehérje epszilon 142. | AO0A024R3J1
tartalmazo 29
3. 1433G 14-3-3 fehérje gamma 143. | AO0A024R5X2 HCG2001986
4. 1433S 14-3-3 fehérje szigma 144. | A0A0S27428 HCG2039812
5. 14337 14-3-3 fehérje zéta/delta 145. H3BQZ7 HCG2044799
26S proteaszéma nem ATPaz . .
6. PSD11 146. HMCN1 Hemicentin-1
szabalyozo alegység 11
268 proteaszoma nem ATPaz Heterogén nukleéris
7. PSMD2 147. | A0A024R228 . .
szabalyozo alegység 2 ribonukleoprotein K
Heterogén nuklearis
8. B2R491 40S riboszomalis fehérje S4 148. HNRPU . .
ribonukleoprotein U
4-es tipust protein-arginin Heterokromatin fehérje 1-kotd
9. PADI4 149. HP1B3
deiminaz fehérje 3
4-trimetil-amino-butiraldehid-
10. AL9A1 150. | AO0A024QzZK7 Hexokinaz 1
dehidrogenaz
11. RL4 60S riboszomalis fehérje L4 151. | AOAQ024R7R1 Hexokinaz 3
12. AOA024RBK3 60S riboszomalis fehérje L6 152. HIS1 Hisztatin-1
13. Q5T8U3 60S riboszomalis fehérje L7a 153. A3R0T8 Hiszton 1, Hle
14. 6PGD 6-foszfogliikonat-dehidrogenaz | 154. H10 Hiszton H1.0
15. AOA024R1A3 | A hereszekrécios fehérje Li 63 | 155. H12 Hiszton H1.2
16. AO0A140VII7 A hereszovet fehérje Li 61 156. H13 Hiszton H1.3
17. A0A140VJ1J6 A hereszovet fehérje Li 70 157. H15 Hiszton H1.5
POTE J, ankyrin domain .
18. POTEJ 158. H1X Hiszton H1x
csaladtagja
19. AOA024RA52 A proteaszoma alfa-alegység 159. | AOAOU1RR32 Hiszton H2A
20. AO0A0S2Z3G9 Actinin alfa 4 160. H2A1) Hiszton H2A tipust 1-J
21. AO0A024R694 Actinin alfa 1 161. B4DR52 Hiszton H2B
Adenilil-ciklazzal asszocialt
22. B2RDY9 162. | AO0A590UJJ6 Hiszton H3
fehérje
Adipocita plazmamembranhoz )
23. APMAP 163. H31 Hiszton H3.1
kapcsolodo fehérje
24, ADT3 ADP/ATP transzlokaz 3 164. HORN Hornerin
25. AOAOKOK1H7 | Akonitat hidrataz, mitokondrialis | 165. | AO0A0G2JIW1 Hésokk 70 kDa fehérje 1B
26. AOA384NPN7 | Aldehid-dehidrogenaz 2 csalad | 166. HS90A Hésokk fehérje HSP 90-alfa
27. Q6PKAG ALDH3ALI fehérje 167. HSP7C Hoésokk rokon 71 kDa fehérje
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Uniprot Kéd Azonositott fehérje Uniprot Kéd Azonositott fehérje
Aldo-keto reduktaz csalad 1 tag Hésokk-fehérje 90 kDa alfa
28. AK1BA 168. | AO0A024RD80
B10 (citoszol), B osztaly 1. tag
29. AO0A024R617 Alfa-1-antitripszin 169. HSPB1 Hoésokk-fehérje béta-1
Alfa-2-makroglobulinszerti 1G ¢1283_heavy_IGHV3-
30. A2ML1 170. | AOA5C2GQV5
fehérje 1 48_IGHD3-10_IGHJ4
Immunglobulin nehéz allando
31. CRYAB Alfa-kristaly B lanc 171. IGHM
mu
32. B7z4B2 Aminopeptidaz 172. QOKKI6 Immunoblobulin kénnyti lanc
33. A0A0S2Z276 Annexin 173. ITAM Integrin alfa-M
34. ANX11 Annexin A1l 174. | AOA494COX7 Integrin béta
35. ANXA3 Annexin A3 175. | AO0A024R528 Interleukin-1
36. ANXA4 Annexin A4 176. INVO Involucrin
. Jellemzetlen fehérje
37. ANXAS5 Annexin A5 177. Q6MzV7
DKFZp686C11235
. Jellemzetlen fehérje
38. AXA81 Annexin A8-szeri fehérje 1 178. Q5HYL6
DKFZp686E1899
Jellemzetlen fehérje
39. SLPI Antileukoproteinaz 179. Q6N093
DKFZp686104196
. . Jellemzetlen fehérje
40. AOA024R3E3 Apolipoprotein A-I 180. Q6MZWO0
DKFZp686J11235
Arachidonat 12-lipoxigenaz, . .
41, LOX12 181. | AOA024R1X8 Junction plakoglobin
12S-tipus
Kalcium-aktivalt klorid
42. LOX5 Arachidonat 5-lipoxigenaz 182. CLCA4
csatorna szabalyozé 4
ARP3 aktinnal rokon protein 3
43. AOA024RAIL 183. A8KIK1 Kalciumot szallito ATPaz
homolodg
Atmeneti endoplazmatikus o
44, TERA 184. | AOA024RANT Kallikrein 10
retikulum ATPaz
Karcinoembrionalis antigénnel
ATP szintaz O alegység,
45. ATPO 185. CEAMS kapcsolatos sejtadhézios
mitokondrialis
molekula 5
46. DHX9 ATP-fiiggé RNS-helikaz A 186. AlA4E9 Keratin 13
1. tipusu keratin10,
47. AOA087X2G1 | ATP-fiiggé RNS-helikaz DDX1 | 187. K1C10
citoszkeletalis
,,BPI-fold”-ot tartalmazd A L. tipust keratin 14,
48. BPIAL 188. K1C14
csaladtag 1 citoszkeletalis
,,BPI-fold”-ot tartalmazo A I. tipust keratin 16,
49, BPIA2 189. K1C16
csaladtag 2 citoszkeletalis
) L. tipust keratin 19,
50. CALX Kalnexin 190. K1C19
citoszkeletalis
) Il-es tipusu keratin 2,
51. AO0A024R580 | Kalpain 1, (Mu/I) nagy alegység | 191. K22E

citoszkeletalis
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Uniprot Kod Azonositott fehérje Uniprot Kod Azonositott fehérje
Il-es tipusu keratin 3,
52. AOA0C4DGQS5 Kalpain kis alegység 1 192. K2C3
citoszkeletalis
o I1-es tipusu keratin 4,
53. CALR Kalretikulin 193. K2C4
citoszkeletalis
. Il-es tipusu keratin 5,
54. AO0A384MDY0 Catenin alfa 1 194. K2C5
citoszkeletalis
Nagyon hasonlé a HEAT
Il-es tipusu keratin 6B,
55. B3KTVO SHOCK COGNATE 71 kDa 195. K2C6B
citoszkeletalis
PROTEIN-hez
Nagyon hasonl¢ az alfa-2- I1-es tipusu keratin 6C,
56. B3KVV6 196. K2C6C
makroglobulinszer(i 1-hez citoszkeletalis
Nagyon hasonlé a Coatomer Il-es tipusu keratin 78,
57. B3KW21 197. K2C78 ] )
gamma alegységéhez citoszkeletalis
Nagyon hasonlé a Matrix . . .
58. B7Z2507 . 198. B1AN48 Kis prolinban gazdag fehérje 3
metalloproteinase-9-hez
Kozepesen hasonlo a Rhesus
59. B4DQ54 ) ) ) 199. | AOA384NKS6 Klatrin nehéz lanc
vércsoportjahoz, C glikoprotein
Kozepesen hasonlo a Cofilin-1- Klorid intracellularis csatorna
60. B4E112 200. | AOA024RBT75
hez fehérje
Nagyon hasonl6 a foszfoglicerat
61. B4DKL5 201. | AO0A024R994 Komplement C3
mutaz 1-hez
Nagyon hasonl6 az L-laktat- Kreatin-kinaz U-tipust,
62. B4DJI1 202. KCRU
dehidrogenaz A lanchoz mitokondrialis
Nagyon hasonl6 a
63. B4E209 Baktericid/permeabilitast nével6 | 203. A2NUT2 Lambda-lanc
fehérjeszerii 1-hez
Nagyon hasonl6 a .
64. B72992 ] 204. | AOA024R3R5 Lamin B receptor
Desmoplakinhoz
65. B4E1D3 Nagyon hasonl6 a Gelsolinhoz | 205. LMNB1 Lamin-B1
Nagyon hasonl6 a fibrinogén Lektin-galaktozid-koté oldhatd
66. B4E3AS8 206. | AO0A0S2z3Y1
béta-lanchoz 3-kot6 fehérje
Nagyon hasonl6 a Leukocyte ) o )
67. B4DNS6 207. | AOA024RDT4 Limfocita citoszol fehérje 1
elasztaz inhibitorhoz
Nagyon hasonlé a SPARC-szerii
68. B4DRW1 208. LDHA L-laktat-dehidrogenaz A lanc
fehérjéhez 1
Nagyon hasonl6 a nagyon hossza
69. B4EOW2 lancu specifikus acil- 209. | AO0A024R4K3 Malat-dehidrogenaz
CoAdehidrogenazhoz
Nagyon hasonlo az Fc receptor-
70. B4ADRXO0 210. MMP9 Matrix metalloproteinaz-9
szerll fehérjéhez 2
Nagyon hasonl6 a guanilatkotd Mieloid sejt nuklearis
71. B4DF70 211. MNDA

fehérje csaladhoz

differencialodasi antigén
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Uniprot Kod Azonositott fehérje Uniprot Kod Azonositott fehérje
Nagyon hasonlo a peroxiredoxin- Miozin, nehéz polipeptid 9,
72. B4DIU3 212. | AO0A024R1N1 .
2-hez nem izom
Nagyon hasonld a 2-es tipust .
73. A8K9A4 . 213. MOES Moesin
protein-arginin deiminazhoz
Nagyon hasonl6 a heterogén
74. ABK9E4 nuklearis ribonukleoprotein C- || 214. BOI1T1 MYOIF varians fehérje
hez
Nagyon hasonld a matrix
75. A8KIT3 215. D6R9A6 Nagy mobilitasu fehérje B2
metallopeptidaz 8-hoz
Nagyon hasonl6 az acil-CoA
76. ABK5N5 szintetaz hosszu lanca 216. | AOA2R8YDP4 Natriumcsatorna fehérje
csaladtagjahoz
Nagyon hasonl6 a .
77. ABKT7F6 217. SYNE2 Nesprin-2
transzglutaminaz 1-hez
Nagyon hasonl6 az eukariota
78. B7ZAY?2 transzlaciods iniciacios faktorhoz | 218. DEF1 Neutrofil defenzin 1
4A
Nagyon hasonl6 a Ras-rokon ) )
79. B2R7W4 219. DEF3 Neutrofil defenzin 3
Rap-1b fehérjéhez
Nagyon hasonl6 a heterogén
Neutrofil zselatinazzal
80. B2R9S4 nuklearis ribonukleoprotein R- || 220. B2ZDQ1
asszocialt lipocalin
hez
Nagyon hasonl6 az aktin sapka .
81. B2RBF9 221. B3KM80 Nukleolin
fehérjéhez
Nagyon hasonl6 a peptidil- o
82. B2RBR9 o 222. | AOA140VJINS Perilipin
arginin-deiminazhoz, I-es tipusu
Nagyon hasonl6 a karioferin ] )
83. B2RCM3 ) ) 223. K7EKI8 Periplakin
(importin) béta 1-hez
Nagyon hasonl6 a kalpain 2-hoz, ) .
84. B2RDX5 224. | AOAO0AOMSIO Peroxiredoxin-1
(m/I1) nagy alegység
Nagyon hasonlo a treonil-tRNS . .
85. QO8ES8 ) 225. PRDX6 Peroxiredoxin-6
szintetazhoz
86. ZN442 Cink-ujj fehérje 442 226. PLST Plastin-3
87. CYTB Cisztatin-B 227. PLEC Plektin
88. CYTN Cisztatin-SN 228. PCBP1 Poli(rC)-koté fehérje 1
Ciszteinben gazdag szekrécios
89. CRIS3 229. | AO0A024R9C1 Poliadenilat-kot6 fehérje
fehérje 3
Citokrom b-245 béta polipeptid Programozott sejthalal 6-
90. AO0A0S2Z2356 . 230. PDC6I
1. izoforma kolesonhatasu fehérje
Citokrom b-c1 komplex 2. o
91. H3BRG4 231. A8K401 Prohibitin
alegység, mitokondrialis
Citokrom P450, 4. csalad, F )
92. AO0A024R712 232. PRSS8 Prosztasin

alcsalad, 3. polipeptid
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Uniprot Kod Azonositott fehérje Uniprot Kod Azonositott fehérje
Citoplazmatikus dynein 1 nehéz
93. DYHC1 233. PSA1 Proteaszoma alegység alfa-1
lanc 1
Citoszkeletonhoz kapcsolodo Proteaszoma endopeptidaz
94. AO0A024RBH2 234. HOYN18
fehérje 4 komplex
95. AOA087WVQ6 Citrat szintaz 235. LEG1H Protein LEG1 homolog
96. COo3 Kluszterin 236. B2R4M6 Protein S100
97. H2AY Copine Il 237. S10A8 Protein S100-A8
98. CRNN Cornulin 238. S10A9 Protein S100-A9
99. AO0A024R611 Koronin 239. UN13D Protein unc-13 homolég D
100. Q13876 Csont eredetli novekedési faktor | 240. D6CHE9 Proteinéaz 3
101. AO0A024RC30 Desmoglein 3 241. B4DLV7 Rab GDP disszociacio gatld
102. DESP Dezmoplakin 242. | AO0A024R5Z8 RAB11A
Dolicil-difoszfooligoszacharid —
103. Q53EP4 fehérje glikoziltranszferaz 1. 243. | AO0A024R7V6 RAB2
alegység
Ras-rokon C3 botulinum toxin
104. B2RWN9 DOPEY fehérje 244. | A0A024R1P2
szubsztrat 2
. . Receptor tipusi tirozin-protein
105. DYSF Diszferlin 245, PTPRC
foszf
Rendellenes orsdszerti
106. AOA075B6G3 Disztrofin 246. ASPM mikrokefaliaval kapcsolatos
fehérje
107. EF1G Elongacios faktor 1-gamma 247. GDIR1 Rho GDP-disszociacio gatlo 1
Endoplazmatikus retikulum
108. ERP29 248. | A0A024R2Q4 Riboszomalis fehérje L15
rezidens fehérje 29
100. ENPL Endoplazmin 249. | AO0A024R814 Riboszomalis fehérje L7,
110. AO0A024R8L8 Envoplakin 250. | AO0A024R1N4 Rontgen-javito fehérje
Rontgen-javito kereszt-
111. ECP Eozinofil kationos fehérje 251. XRCC5
komplementalo fehérje 5
112. B2RDW1 Epididymis luminalis fehérje 112 | 252. Q5K634 SCCA2/SCCAL fuzios fehérje
113. VIHWE1 Epididymis luminalis fehérje 113 | 253. SCEL Sciellin
Epididymis szekrécios fehérje Li )
114. DIIAIlL 2 254. | AOA1U9X8Y4 | Sejtndvekedést gatlo fehérje 34
115. ERO1A ERO1-szerli fehérje alfa 255. | AOAOAOMQW3 Serpin B13
116. E7EQR4 Ezrin 256. SPB3 Serpin B3
F-aktin sapka fehérje alfa Serpin peptidaz inhibitor, B
117. A8KOT9 257. | AOA024R2B6 .
alegység klade (ovalbumin), 5. tag
118. FBX50 »F-box only” protein 50 258. B2Z789 Spectrin béta lanc
119. B3KQT9 Fehérje-diszulfid-izomeraz 259. AO0A024R889 Spectrin, alfa, nem eritrocita 1
120. URP2 Fermitin csalad homologja 3 260. | AOA1L1UHR1 Spermakotd fehérje 1a
121. AOA024QZN9 | Fesziiltségfiiggd anioncsatorna 2 | 261. | A0A024R882 Sztomatin
122. FILA Filaggrin 262. | AO0A1S5UZ07 Talin-1
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Uniprot Kod Azonositott fehérje Uniprot Kod Azonositott fehérje
123. AOA087TWWY3 Filamin-A 263. | A0A2R8Y478 Tetraspanin
Nagyon hasonlo a keratinhoz, II-
124. B4DEAS 264. AO0A494C0J7 | TGc domént tartalmazé fehérje
es tipusu citoszkeletalis 4
125. FMNL1 Forminszeri fehérje 1 265. | AOAOAOMTS7 Titin
T-komplex fehérje 1 alegység
126. PGAM1 Foszfoglicerat mutaz 1 266. FS5GWF6 b
éta
T-komplex fehérje 1 alegység
127. PLBL1 Foszfolipaz B-szerti 1 267. Q53HV2 ‘
eta
128. B3KUES5 Foszfolipid transzfer fehérje 268. | AO0A140VK56 Transzaldolaz
129. MVP F§ boltozati fehérje 269. Q53EMS Transzketolaz valtozat
130. AO0A024R693 Galectin 270. AOAO0G2JNIO | Transzmembran proteaz szerin
o Transzmembran proteaz szerin
131. AO0A140VJIK2 | Glicerin-3-foszfat-dehidrogenaz | 271. TM11B 1B
Transzmembran proteaz szerin
132. PYGL Glikogén-foszforilaz, majforma | 272. TM11D 11D
133. B3KT18 Glutamat dehidrogenaz 273. Q53HE2 Tri6zfoszfat izomeraz
134. AOA2R8YDT1 Glutamin szintetaz 274. | AOAO87WWUS Tropomiozin alfa-3 lanc
) Tumorhoz kapcsolodo kalcium
135. GSTP1 Glutation S-transzferaz P 275. TACD2
jelatalakito 2
136. B4DVJ0 Gliik6z-6-foszfat izomeraz 276. | AO0AO024R1P7 Unc-84 B homolog
Vacuolaris fehérjevalogatassal
137. AOA384NLO0 | Gliikoz-6-foszfat-1-dehidrogenaz | 277. VPS35
kapcsolatos fehérje 35
138. AO0A024R592 | Gliikozidaz, alfa-semleges AB | 278. VINC Vinculin
139. GRAN Grancalcin 279. D9ZGG2 Vitronektin
Guanin nukleotid-kot6 fehérje V-tipust proton ATPaz
140. GBB2 280. VATA

G(I)/G(S)/G(T) alegység béta-2

katalitikus alegység A
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A 20. abran szerepldé Uniprot kédokhoz tartozé fehérjék neve:

1433Z: 14-3-3 fehérje zéta/delta; AO0A024QZK7: Hexokinaz 1; AO0A024QZN4: Vinkulin;
A0A024R1P2: Ras-rokon C3 botulinum toxin szubsztrat 2; A0OA024R1X8: Junction plakoglobin;
AOA024R3E3: Apolipoprotein  A-lI; A0A024R3J1: Haromrészes motivumot tartalmazo 29;
AOA024R3R5: Lamin B receptor; AO0A024R528: Interleukin-1; AO0A024R611: Koronin;
AO0A024R694: Alfa 1 aktinin; A0OA024R617: Alfa-1-antitripszin; AOA024R7R1: Hexokinaz 3;
AOA024R7V6: RAB2; AOA024R882: Sztomatin, AOA024R994: Komplement C3; AO0A024RAS52:
Proteaszoma alfa alegység; AOA024RAIL: Aktin-szeri fehérje 3; AOA024RBH2: Citoszkeletonhoz
kapcsolodo fehérje 4; AOA024RD80: Hbsokk-fehérje 90 kDa alfa; AOA024RDT4: Limfocita citoszol
fehérje 1; AOAO087WWY3: Filamin-A; AO0A087X2G1: ATP-figgé RNS-helikaz DDXI1;
AOAOAOMSIO: Peroxiredoxin-1; AOAOAOMTS7: Titin; AOA0S2Z2Z76: Annexin; A0OA1S5UZ07:
Talin-1; AO0A384NKS6: Klatrin nehéz lanc; AO0A384NLO00: Gliik6z-6-foszfat-1-dehidrogenaz;
AOA494CO0X7: Integrin béta; ABKOT9: F-aktin sapka fehérje alfa alegység; A8KA401: Prohibitin;
ANX11: Annexin All; ANXA3: Annexin A3; ANXA5: Annexin A5; AXA81: Annexin A8-szeri
fehérje 1; B2ZDQ1: Neutrofil zselatinazzal asszocialt lipokalin; B2ZZ89; Spektrin béta lanc; BADLV7:
Rab GDP disszociaciot gatlo fehérje; BADR52:Hiszton H2B; B4DVJO0: Gliikkoz-6-foszfat izomeraz;
B7Z4B2: Aminopeptidaz; BPIA: "BPI-fold”-ot tartalmazdé A csaladtag 1; BPIA2: ,,BPI-fold”-ot
tartalmazo A csaladtag 2; CALR: Kalretikulin; CALX: Kalnexin; CEAMDS5: Karcinoembrionalis
antigénnel kapcsolatos sejtadhézios molekula 5; CO3: Kluszterin; CRIS3: Ciszteinben gazdag
szekrécios fehérje 3; CYTB: Cisztatin-B; D6CHED9: Proteinaz 3; D6R9A6: Nagy mobilitasu fehérje
B2; D9ZGG2: Vitronektin; DEF1: Neutrofil defenzin 1; DEF3: Neutrofil defenzin 3; DESP:
Dezmoplakin; DHX9: ATP-fiiggd RNS-helikaz A; DYHCL1: Citoplazmatikus dynein 1 nehéz lanc 1;
DYSF: Diszferlin; ETEQRA4: Ezrin; ECP: Eozinofil kationos fehérje; ENPL: Endoplazmin; ERP29:
Endoplazmatikus retikulum rezidens fehérje 29; FSGWF6: T-komplex fehérje 1 béta alegység; GRAN:
Grancalcin; GSTP1: Glutation S-transzferaz P; H2AY: Copine IlI; HIS1:Hisztatin-1; HORN:
Hornerin; HS90A: Hésokk fehérje HSP 90-alfa; HSP7C: Hésokk rokon 71 kDa fehérje; HSPB1:
Hésokk-fehérje béta-1; ITAM: Integrin alfa-M; K1C16: I-es tipusu keratin 16, citoszkeletalis; 1K22E:
Il-es tipusu keratin 2citoszkeletalis; LOX5: Arachidonat 5-lipoxigenaz; MMP9: Matrix
metalloproteinaz-9; MNDA: Mieloid sejt nuklearis differencialodasi antigén; MOES: Moesin; MVP:
F6 boltozati fehérje; PADI4: 4-es tipusu protein-arginin deiminaz; PGAML: Foszfoglicerat mutaz 1;
PRDX6: Peroxiredoxin-6; PSAL: Proteaszoma alegység alfa-1; PSD11: 26S proteaszoma nem ATPaz
szabalyozo alegység 11; PSMD2: 26S proteaszoma nem ATPaz szabalyozo alegység 2; PTPRC:
Receptor tipust tirozin-protein foszfataz C; PYGL: Glikogén-foszforilaz, majforma; Q13876: Csont
eredeti novekedési faktor; S10A8: Protein S100-A8; S10A9: Protein S100-A9; SLPI:
Antileukoproteinaz; SPB3: Serpin B3; TERA: Atmeneti endoplazmatikus retikulum ATP4z; UN13D:
Protein unc-13 homolég D; URP2: Fermitin csalad homolog 3; VPS35: Vacuolaris fehérjevalogatassal
kapcsolatos fehérje 35; XRCC5: Rontgen-javito kereszt-komplementalo fehérje 5.
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