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1. ROVIDITESEK

bp bazispar

BSA marha szérum albumin

CD cirkularis dikroizmus

cCMP ciklikus citidin monofoszfat

DEP dietil-pirokarbonat

DTT ditiotreitol

ECL erOsitett kemilumineszencia

ELISA enzimhez kotott immunologiai kimutatas
GSH glutation

GSSH oxidalt glutation

ECM extracellularis matrix

EDTA etilén-diamin-tetraacetat

GST glutation-S-transzferaz

IgG immunglobulin G

IPTG izopropil B-D-1-tiogalakto-piranozid
kb kilobazis

kDa kilodalton

nm nanomeéter

PCR polimeraz lancreakcio

PDI protein diszulfid izomeraz

RNSIi RNS interferencia

rPDI-3 rekombinans PDI-3

RNaz ribonukledz

TG1, TG2.. kiilonb6z6 transzglutaminaz csaladok
TGaz transzglutaminaz

Trx tioredoxin



2. BEVEZETES

A transzglutaminazok (TGaz, EC 2. 3. 2. 13) széles korben elterjedtek, intra- és
extracellularis térben egyarant megtalalhatok, Ca’'-fiiggé modon katalizaljak a fehérjek
poszt-transzlacios modositasat. A reakcio végtermékeként (-glutamil) lizin izopeptid kotés jon
létre két fehérjelanc kozott. Alacsonyabbrendil (baktérium) és magasabbrendii (gerincesek)
szervezetekben egyarant megtaldlhatok. Az alacsonyabbrendli szervezetekben 1évo
transzglutaminazokrél joval kevesebb ismeretanyag all rendelkezésiinkre. Az utobbi évek
publikacioi ramutattak arra, hogy az alacsonyabbrendiiek TGé4z-a nem mutat homoldgiat az
emlos TGaz-ok egyikével sem. Tobb fonalféreg TGaz-ar6l bebizonyosodott, hogy jelentds
homoldgiat mutat a protein diszulfid izomerazzal. Ezek a fehérjék kétféle aktivitassal is
rendelkeztek, transzglutaminaz és protein diszulfid izomeraz aktivitassal is.

A C. elegans transzglutaminazarol még csak kevés adat all rendelkezésiinkre (Madi,
1998). A transzglutaminazt jelenlétét kimutattdk féregextraktumbdl, biokémiailag
jellemezték, immunhisztokémiai moddszerekkel az enzim konstitutiv expresszidjat
lokalizaltak.

Ertekezésem témaja, a DE OEC Biokémia és Molekularis Biologia Intézetében évek

ota foly¢6 transzglutaminaz illetve C. elegans kutatasokhoz szerves mddon kapcsolodik.



3. IRODALMI ATTEKINTES

3.1. A protein diszulfid izomerazrol

Egy sejtnek vannak olyan fehérjéi, amelyet a sejtmembran kiilsd felszinére, vagy a
sejtkozotti térbe kell kijuttatni. A sejt citoplazmajaban redukald kornyezetet talalhatunk. A
frissen megszintetizalodott, eredetileg redukalt allapotban 1évd fehérje mindkét esetben
oxidalodni fog a rendeltetési helyén. Az oxidacid hibas helyen lévé diszulfidhidak
létrejottével vagy mas oxidalt aminosav-oldallancok (metionin) torzitd hatasaval jarhat. Ha a
diszulfidhidak tal gyorsan alakulnak ki, konnyen lehet, hogy helytelen allapotban fogjak a
fehérjét rogziteni. Kozel 40 évvel ezel6tt Anfinsen uttord kisérlete bizonyitotta, hogy a
redukalt, denaturalt ribonukleaz A in vitro képes tujra kialakitani a diszulfidkotéseket
(Anfinsen, 1973). Bar az enzim ujra-feltekeredése (refolding-ja) azonban sokkal lassubb volt
kémcs6ben, mint az €16 sejtben. A diszulfidhidak kialakulasa a sejtek endoplazmatikus
retikulumaban (ER) zajlik, a protein diszulfid izomeraz (PDI) kdzremiikodésével. A protein
diszulfid izomerazhoz kétféle aktivitast is tarsithatunk: mint oxidoreduktaz, katalizalja a
diszulfidkotések 1étrejottét, az izomerizaciot és a redukciot (Freedman, 1994), emellett,
molekularis chaperonként, diszulfidhidakkal segiti a tekered6 fehérje megfeleld szerkezetének
kialakulasat (Darby, 1995) (1. abra).
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1. bra. A protein diszulfid izomeraz altal katalizalt reakciok kornyezetére.



3.2. A protein diszulfid izomeraz szerkezeti és funkcionalis tulajdonsagai

A PDlI-csalad fehérjéi domén szerkezetiiek. A funkcionalis doméneknek tipikus
tioredoxin (Trx) motivuma (foldja) van, az a-hélixek és B-lemezek valtakoznak egymaéssal,
azaz: B-o-B-a-B-a-B-f-o (Kemmink, 1997) (2. abra A.). Az a és a’ domén redox-aktiv

thioredoxin szerkezeti domének, mig a b és b’ domén redox-inaktivak. A protein diszulfid

izomeraz teljes szerkezete még nem ismert, csak az a és b domén szerkezetét hataroztadk meg
(Kemmink, 1996; 1999) (2. abra B, C). A ¢ domén egy feltételezett Ca**-koté domén (2.
abra D).

tioredoxin tioredoxin

p [_a | __a |

CGHC CGHC

2. abra. A tioredoxin fold A, human tioredoxin szerkezete; B, human protein diszulfid izomeriz a

doménjének szerkezete; C, human protein diszulfid izomeraz b doménjének szerkezete; D, human protein

diszulfid izomeraz szerkezetének sematikus rajza.

Az a és az a’ domén igen nagy szekvencia homoldgidt mutat a tioredoxinnal,
tartalmazza az enzim két aktiv centrumat, ami a Cys-X-X-Cys szekvenciaval jellemezhets. A
b és b’ domén az evolicid soran pontmutaciokkal elvesztette a Cys-X-X-Cys aktiv helyét
(Ferrari, 1998). A PDI oxidoreduktaz/izomeraz funkcidja, csakigy mint a tioredoxiné, az a és
a’ doménen beliil az N-terminalis ciszteinhez kothetd (Vuori, 1992, Wunderlich, 1995). A
PDI chaperon aktivitasaért, az enzim peptidkoto tulajdonsagéért - amikor is kdlcsonhatasba

keriil a helytelen szerkezetli fehérjékkel-, a b domén a felelds ( Noiva, 1993).



A PDI multifunkcionalis voltdt mutatja, hogy képes kisméretli ligandok kotésére,

példaul 6sztradiol (Tsibris, 1989), 3,3",5-trijéd-L-thyronin (Yamauchi, 1987), ATP (Nigam,

1994), de fehérjék alegységeként is eldfordul: példaul a prolil-hidroxildz B alegységérol

régota ismert, hogy PDI aktivitassal rendelkezik (Vuori, 1992), és a mikroszomalis triglicerid

transzfer protein komplex egyik alegysége szintén PDI (Wetterau, 1990). A széles korben

elterjedt PDI csalad fehérjéinek homologjai Escherichia coli-ban is megtalalhatok (DsbA,
DsbC) (Bardwell, 1991, Zapun, 1995), élesztoben (Eugl) (Tachibana, 1992) is, és az emlds

PDI-csaladnak is szamos tagja van, amint azt az 1. Tablazat is mutatja.

Fehérje  Méret Domén szerkezet Cellularis lokalizacio Egyéb

PDI 55 kDa a-b-b’-a’-c ER, sejtmag, plazma membran,

sejt felszin, citoszol,
szekretalodik

ERp57 54 kDa a-b-b'-a’ ER, sejtmag, plazma membran, | nuklearis lokalizacios

(ERp60, sejt felszin, citoszol, szignal (NLS)

GRp38, szekretalodik

ERp61)

PDIp 55kDa a-b-b’-a’ ER Pankreasz specifikus
PDI

PS 46 kDa a’-a-b-c ER A legkisebb redox-aktiv

(CaBP1) fehérje, nem stressz-
indukalhato.

ERp72 71 kDa c-a’a-b-b’-a’ | ER, sejt felszin, szekretalodik

(CaBP2)

PDIR 57kDa | b-a’a-a' ER Minden egyes a
doménnak kiiléonb6z6
aktiv centruma van.

ERp29 |28kDa ER Thioredoxin foldja van,

(ERp31, Trx-aktiv helye nincs.

ERp28)

ERp44 44kDa ER Szokatlan Trx-aktiv
hely, egy Trx-fold.

PDI-DB |26 kDa b-D ER Nincs Trx-aktiv helye.

(ERp28)

1. Tablazat. Az emlés PDI homolégjai

A protein diszulfid izomerdz fehérje C-termindlisan KDEL-szekvencia, tn. ER

retencios szignal talalhatd. Az ERp57-r6l kimutattdk, hogy nemcsak az endoplazmatikus

retikulumban, hanem a citoszolban is nagyobb mennyiségben megtalalhaté (Lewis, 1986).

Mind a PDI-t, mind az ERp57-et kimutattak a sejtmagban is, és azt is bizonyitottak, hogy

ezen enzimek szabdlyozzak egyes transzkripcids faktorok DNS-kotd képességét (Gemer,




1999, Coppari 2002). PDI jelen van a mitokondriumokban (Rigobello, 2000), a sejten kiviil,

mind pedig a sejtfelszinen, mind szekretalt fehérje formajaban (Terada, 1995).

3.3. A tioredoxin szerepe

A tioredoxin-tioredoxin reduktaz rendszer kdzponti szerepet tolt be az oxidativ
stresszvalasz kialakitasaban, baktériumokban és eukaridta sejtekben is. A tioredoxin reduktdz
segitségével, az oxidalt tioredoxin kozremiikodésével a fehérjékben talalhatd diszulfidhidak

redukalodnak. A reakcid reverzibilis, é&s NADPH-t igényel (3. abra).

Szubsztrat Termekz; 3. abra. A tioredoxin

M reakcioja

TXR ————— NADP*

& -

Trx-S, Trx-(SH),

R 4
<=

Fehérje-{SH), Fehérje-S,

NADPH + H*

A tioredoxin 13 kDa molekulatomegii fehérje, aktiv centrumaban tartalmaz
konzervalddott egy redox aktiv diszulfid/ditiol csoportot (C-X-X-C). A tioredoxin
nélkiilozhetetlen az intracellularis folyamatokban, kofaktorként vagy antioxidansként
miikddhet (Laurent, 1964; Silverman, 1988; Powis, 1995), szerepe van a DNS repair-ben
(Xanthoudakis, 1992), transzkripcids regulatora lehet példaul az NFkB-nek, AP-1-nek és a
pS53 fehérjének is (Hirota, 2000; Ueno, 1999), de leirtak, mint novekedési faktort is. A
tioredoxin oxidativ stressz hatdsara transzlokalodik a citoplazmabol a sejtmagba (Hirota,
1999).

A tioredoxin nem klasszikus moédon szekretalodhat a sejtb6l (Rubartelli, 1992), bar az
még nem tisztdzott, hogy az extracellularis Trx-nak mi a célpontja: egy Trx-specifikus

receptor, vagy esetleg a sejtfelszinen megtaldlhaté Trx-reduktdz, vagy mas faktorok



igényelhetik a diszulfidhidak redukciojat. Az extracellularis Trx felvétele és a sejtbe jutdsa
transzkripcios faktorokat befolyasolhat, ami a génexpresszid6 megvaltozasahoz vezetnek

(Powis, 2001).

3.4. A transzglutaminaz fehérje csalad

A kalciumion-fiiggd transzglutaminazok (TGaz) egy aciltranszfer reakcioban vesznek
részt, mely soran fehérjék kovalens keresztkotését katalizaljak. Az enzim a sejtfehérjék
glutamin és lizin oldallancai kozott izopeptid keresztkdtéseket hoz 1étre (Folk, 1977) igy
stabil, oldhatatlan fehérjehalozatot képez az apoptotikus sejtekben.

4. abra. A transzgluta-

O/\I-}Y\S O/\I}y\sg minaz altal Kkatalizalt
NH F/\/\CD reakcio
TGaz 0O Gln
ﬁ
Gln E‘NH .
o (NH,*)n

A reakci6 soran a glutamin y-aminocsoportja lehasad, €és ammonia szabadul fel (4. abra).

A transzglutaminaz aktiv centrumdban ciszteint tartalmaz, mely egy hisztidinnel és
egy aszpartattal a papain protedz csaldd katalitikus centrumdhoz igen hasonlo katalitikus
triadot alkot (Cys - His - Asp). Maga az enzimreakcid szintén hasonld a cisztein proteazok
altal katalizalt reakcidohoz, annak reverz formaja.

A transzglutamindz csaldd legkorabban ismert tagja a véralvadasi kaszkad utolso
enzime, a XIII faktor (Laki-Lorand faktor), a plazmaban talalhaté zimogén formaban. A XIII
faktort a véralvadas soran trombin és Ca®" aktivédlja, az aktiv enzim fibrin molekulakat
kapcsol egymashoz, hogy stabil, ugynevezett kemény alvadék jojjon létre (Muszbek, 1996).

A TGl ¢és TG3 (keratinocita és epidermdlis transzglutamindz) az epidermalis
differenciacio kiilonb6zé stadiumaiban expresszalodnak, és strukturalis fehérjéket kotnek
Ossze. A fehérjék keresztkotése stabilizalja az elhalt hamsejteket, €s igy az a bor elszarusodott
rétegét alkothatja (Aeschlimann és Paulsson, 1994).

A TG4 (prosztata transzglutaminaz) androgén hormon altal szabalyozott fehérje, mely

az ondoképzésben jatszik szerepet (Dubbink, 1996).
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A TGS a csalad legujabb tagja, szintén keratinocitdkban irtak le, ahol 2 kiilénb6z6

formaban (alternativ splice variansok) talalhatd meg. Az enzim széleskorii expressziot mutat

fejlodo és felnétt szervezetben egyarant (Aeschlimann, 1998).

Fehérje Szinonima Méret | Kifejez6dés Lokalizacio Funkcié
XIll A | Fibrin-stabilizalo 83 kDa | vérlemezkék, citoszol, véralvadas,
faktor | faktor, asztrocitak, extracellularis tér | csont novekedés
Laki-Loérand faktor, boéridegseit,
profibrinoligaz, porc-sejt,
plazma proTGaz placenta,
plazma
TG1 TGk, 90 kDa | keratinocitak, memban, citoszol | sejt burok
keratinocita TGaz agy kialakitas
TG2 TGr, szoveti TGaz, 80 kDa | mindeniitt citoszol, sejtmag, | tobbszoros
endotél TGaz, membran, sejt
eritrocita TGaz felszin,
extracellularis tér
TG3 TGg, 77 kDa | epitél sejtek, citoszol sejt burok
epidermalis TGéaz, agy kialakitas
TG4 TGp, prosztata TGaz | 77 kDa | prosztata ondo képzodés
TG5 TGy 81 kDa | mindeniitt,
kivéve
kdzponti
idegrendszer
TG6 TGy
TG7 TG, mindentitt

2. Tablazat. Human transzglutaminazok (Lorand, 2003 nyoman)

A szoveti transzglutamindz (TG2) igen sokféle sejtben, illetve szovettipusban

megjelenik (Thomazy és Fésiis, 1989). Bar igen elterjedt enzim, pontos fiziologiai funkcidja

nem teljesen tisztazott, valoszinileg eltéré szdvetekben eltérd funkciot 1at el. A TG2 nem

hordoz szignal peptidet, vagy szénhidrat lancokat, melyek a szekretalt fehérjék jellemzoi, €s

transzportja az extracellularis térbe a mai napig tisztazatlan (Aeschlimann és Paulsson, 1994).

Mint GTP-az aktivitassal rendelkezé fehérje (Nakaoka, 1994), szignalizacios szerepet is

tulajdonitanak neki. A TG2-nak a fehérjéket keresztkotd képességén kiviil szamos funkcidja

is lehet: amin-beépités, hely-specifikus deamidalas, és izopeptidaz-aktivitds, valamint kijutva

a sejtbdl kozvetitheti integrin receptorok €s fibronektinek kozti kolcsonhatést, elosegitve ezzel

a sejt-matrix kapcsolat létrejottét (Féstis, 2002).
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3.5. Transzglutaminaz alacsonyabb rendii szervezetekben

Az utdbbi években transzglutaminaz aktivitast mutattak ki egyre tobb alacsonyabb
rendl létformanal (pl.: baktériumok, fonalférgek, ndvények). Bar tobb transzglutaminazt
sikeresen klonoztak, egy részilk nem mutatott sem szerkezeti, sem funkciondlis hasonlosagot
az ismert emlds transzglutamindzokkal. Példaul két baktériumtdrzsbdl (Bacillus subtilis,
Streptoverticillium mobaraense (Kobayasi, 1998, Pasternack, 1998)) is  klonoztdk a
transzglutaminazt, de a gén semmilyen hasonlésagot nem mutatott az eddig ismert TGaz
csalad génjeivel. Hasonloan, az Escherichia coli CNF1 (citotoxikus nekrotizalo faktor 1)
fehérjéje €s a Bordetella pertussis DNT (dermonekrotikus toxinja) fehérjéje tartalmazzak a
katalitikus cisztein és hisztidin aminosavakat, képesek katalizalni a transzglutaminaz reakciot,
¢és képesek a Rho GTP4z deaminalasara is (Schmidt, 1998), de semmiféle homoldgiat nem
mutatnak az eml6s transzglutaminazokhoz.

Az els6 nematoda, a Brugia malayi volt amelyb6l a TGaz fehérjét tisztitottdk. A
fehérje N-termindlis aminosav sorrendjét meghatiroztdk, de semmilyen ismert
transzglutaminizzal vagy ismeretlen funkcidju fehérjével nem mutatott szekvencialis
hasonlosagot (Singh, 1994). A fehérje ismert N-terminalis részére tervezett antitest egy 56-
kDa nagysagt fehérjét ismert fel a B. malayi extraktumbo6l. Ugyanezt az antitestet hasznaltak
a Dirofilaria immitis fonalféreg extraktum vizsgalatara. Az immunreaktiv fehérjét tisztitottak,
¢és a cDNS klont teljes hosszaban meghataroztdk (Chandrashekar, 1998). A ¢cDNS nukleotid
szekvencidja ¢és az ebbOl szarmaztatott aminosav sorrend semmilyen ismert
transzglutaminazzal nem mutatott hasonlosagot. Jelentds homoldgiat taldltak azonban a
protein diszulfid izomeraz-rokon, endoplazmatikus retikulumboél szdrmazd ERp60 fehérjével.
Ujabb érdekesség, hogy a nematoda TGaz fehérje két, olyan régiot is tartalmazott, melyek
megfeleltek a PDI/tioredoxin-csalad két aktiv centrumanak. A fehérjét expresszaltak E. coli-
ban, és azt talaltdk, hogy a rekombinans fehérjének mind protein diszulfid izomeraz, mind
pedig kalcium-fiiggd transzglutaminaz aktivitdsa volt. A rekombinans fehérje aktivitasat
TGaz-specifikus inhibitorokkal gatolni lehetett (Chandrashekar, 1998). Késobb izolaltak a
Giardia lamblia-bol a protein diszulfid izomeraz 3 izoformajat, és mindharom izoforma
rendelkezett PDI és TGaz aktivitassal is (Knodler, 1999).

A parazita nematddak transzglutaminazainak biokémiai €s molekularis biologiai
vizsgalata sordn kideriilt, hogy tulajdonsagaikban nagyon hasonldak, de a ,klasszikus”-

transzglutaminazoktol eltéréen a transzglutaminazok egy 1j tipust csaladjat alkotjak. Az 1j
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transzglutaminaz fehérjék azonositdsa a két thioredoxin aktiv centrummal 0j szemszogét

mutatja be a fehérjék poszt-transzlacidés modifikalasanak a primitiv életformakban.

3.6. A Caenorhabditis elegans, mint modell szervezet

A fejlodésgenetika kozismert modell-szervezete, a C. elegans, a mérsekelt égdvon
mindeniitt eléforduld talajlakd fonalféreg (Nematoda). Gyors egyedfejlodése és
onmegtermékenyitéssel vald szaporodasa révén a C. elegans a genetikai vizsgalatok kedvelt
organizmusava valt. Az allando sejtszamu C. elegans egyediilalld lehetdséget biztosit a
fejlédésbiologiai kutatasokra, - ezen belill a programozott sejthalal vizsgalatara -, mert
ontogenezise soran az egyedfejlodés meghatarozott szakaszaban 1090 szomatikus sejtmagbol
131 a programozott elhalas eredményeként eltiinik (Wood, 1988). Az elhalo sejtek az €16
nematodaban Nomarski optikaval megfigyelhet6, mivel az allat kiiltakardja atlatszo.

A genom-projekteknek koszonhetéen ma mar a C. elegans teljes genomja ismert (The
C. elegans Sequencing Consortium), és adatbazisokbol elérhet6 (The biology and genome of
C. elegans, www.wormbase.org). Egyes gének célzott inaktivalasara transzgénikus allatok
eloallitasa tobb modon is lehetséges (Fire, 1999).

Intézetiinkben, Madi Andrads mar kimutatta a transzglutaminaz fehérje jelenlétét C.
elegans extraktumbol. Egyedfejlodéssel kapcsolatos vizsgalatai kimutattdk, hogy az
ontogenezis soran a konstitutiv médon jelenlévé enzim mennyisége a feln6tt férgekben, és a
sejthalal-folyamatokkal biro L1 stadiumokban a legnagyobb (Madi, 1998).

A C. elegans transzglutaminazanak biokémiai vizsgalata ramutatott arra, hogy az
enzim a gerincesek szoveti transzglutaminazatol erdsen eltérd sajatsagokkal bir, de nagyon
hasonlit a mas nematdodékban leirt enzimekhez (Madi, 1998; Singh, 1994). A szoveti
transzglutaminaz evolucios kialakulasarol még nagyon keveset tudunk. Néhany gerinctelen
fajbol biokémiailag kimutatott enzim sajatsagait vizsgalva, azonban feltételezhetjiik, hogy a
transzglutamindznak egymassal homoldg (funkcid és szerkezet tekintetében rokon) és analdg
(funkcidé tekintetében azonos, de szerkezetileg nem rokon) formai is Iétezhetnek az
¢élovilagban (Mehta, 2002). Ezt a feltételezést megerdsiti a Dirofilaria immitis-ben klénozott
transzglutamindz = példaja, ami a protein diszulfid izomerdzzal mutatott szekvencialis
homologiat, és a fehérje mindkét enzimre jellemz6é aktivitassal is rendelkezett

(Chandrashekar, 1998).
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4. CELKITUZES

Kisérleteink soran a kovetkezokre kerestiik a valaszt:

1. A C. elegans protein diszulfid izomerdza — mds nematodakhoz hasonléan- rendelkezik-
e transzglutaminaz aktivitassal?
Kisérleteinket a molekularis genetika eszkoztaraval kiviteleztiik, rekombinans fehérjét
bakterialis expresszié segitségével, fuzios formaban akartuk eléallitani. A
rekombinans PDI izomeraz aktivitds méréséhez egy Uj kisérleti rendszert kellett
beallitanunk. A transzglutaminaz aktivitast a mar ismert, intézetiinkben alkalmazott
ELISA modszerrel teszteltiik. A rekombindns fehérjét a transzglutaminaz aktivitas
szempontjabol megprobaltuk biokémiailag jellemezni.

2. Ha a PDI transzglutaminaz aktivitassal rendelkezik, melyik az a régioja az enzimnek,
amely a transzglutamindz aktivitasért felelos?
Megterveztilk a PDI aktiv centruménak molekuléris genetikai vizsgalatat, valamint
ismerve a PDI fehérje domén szerkezetét, az enzim kiilonféle delécios valtozataival
megprobaltuk lokalizalni a transzglutaminaz aktivitasért felelds régiot.

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

magyarazni, a kétféle mechanizmus katalizalasat.
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5. ANYAG ES MODSZER

5.1. ANYAGOK

Az ampicillint, CBZ--glutaminil-glicint, ciklikus citidin-monofoszfatot (cCMP),
dietil-pirokarbonatot (DEPC), ditiotreitolt (DTT), guanidin-hidrokloridot, hidroxilamint, para-
nitrofenil-foszfatot, N,N -dimetil-kazeint, jodacetamidot, ribonukleazt (RNaz),
streptavidin/alkalikus foszfatazt, marha szérum albumint (BSA), tengerimalac szdveti
transzglutaminazt, marha protein diszulfid izomerazt, E. coli és human tioredoxint, anti-
glutation-S-transzferazt, anti-egér IgG antitest a Sigma cégtél szarmaznak. A Pfu DNS

polimerazt a Promega cégtdl vettiik.

5.1.1. Alkalmazott baktérium torzsek, plazmidok, bakteriofagok

E. coli DH5a
E. coli IM83
E. coli ICB570 (dsbA"), E. coli JCB571 (dsbA") torzseket Prof. Dr. Frances Gillin (Center for

Molecular Genetics, University of California, San Diego) kiildte el Intézetiinkbe.

A pGEX-4T3 plazmidot a Promega, a pMALp2 vektort a New England Biolabs cégtdl
szereztik be. A C. elegans PDI-3 ¢cDNS-t (yk83g12 klon) lambda fag formajaban kiildte el

Intézetiinkbe Dr. Yuji Kohara (National Institute of Genetics, Mishima, Japan).

5.2. MODSZEREK

5.2.1. A baktériumok fenntartasa és szaporitasa

Az E. coli torzseket LB téptalajon (ha sziikséges a megfelelé antibiotikumokkal
kiegészitve) tartjuk. 4°C-on taroljuk, havonta atoltjuk. 2ml LB tapoldatba oltva, razégépben

leveg6ztetve 37°C-on éjszakan at szaporitjuk.
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5.2.2. Lambda fag szaporitasa

A bakteriofagokat kett0s agarréteg technika segitségével szaporitottam a megfeleld
gazdan. Petri csészében megszilardult LB agar taptalajra 4ml lagyagar (olvasztott, majd 45°C-
ra hiitott 50 ul 1M MgSOy jelenlétében), 0.3 ml egyéjszakas gazdabaktérium szuszpenzid és
0.1 ml fagszuszpenzio keverékét ontottem. A fedéréteg megszilardulasa utan 12-15 orara
37°C-os termosztatba helyeztem. Az inkubaci6 utan a lizalt fagokat SM pufferrel mostam le a

taptalaj felszinérol.

5.2.3. E. coli transzformalasa plazmid DNS-sel

A transzformalast a CaCl, hésokk modszerrel végeztem, a leirtak szerint (Inoue,

1990).

5.2.4. Plazmid DNS és lambda fag DNS tisztitas

A Wizard Plus SV minipreps-hez valamint a Wizard Lambda Preps-hez mellékelt

leiras alapjan végeztem (Promega).

5.2.5. DNS endonukleaz emésztés, feltoltés, defoszfatalas és ligalas

Az enzimeket (restrikcioés endonukleazok, CIAP, Klenow és T4 DNS ligaz) a MBI

Fermentas cégt6l vasaroltuk. A reakciokat a gyarto javaslata alapjan végeztem.

5.2.6. DNS elvalasztas agaroz gélelektroforézissel

A kiilonb6zé DNS strukturdk elvalasztasara horizontalis agaréz gélelektroforézist

alkalmaztam. Kisérleteim soran 1%-o0s agardz gélt hasznaltam.

5.2.7. DNS fragmentumok tiszitasa

A kiilonb6z6 nagysaga DNS fragmentumokat, PCR termékeket agar6z gélbdl valo

izolalasat a Geneclean Spin Kit-tel , a gyarto eldirasai szerint tisztitottam (BIO 101).
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5.2.8. DNS amplifikalas polimeraz lancreakcioval (PCR)

Az izolalt lambda fag klon DNS 10 ng-jat hasznaltuk a PCR reakciohoz, mely 1.5 mM
MgCl; 2.5 mM nukleozid trifoszfat, 1 unit Pfiu DNS polimeraz jelenlétében zajlott (PCR
reakcio puffer: 10 mM Tris-HCI, 50 mM KCI, 0.1% Triton X-100, pH 9.0). A PDI-3 gén
1500 bazisparnyi fragmentjét 30 ciklusban sokszoroztuk fel, az alabbiak szerint: elsd ciklus:
denaturacio: 3 perc, 94 °C, hibridizacié: 57 °C, 2 perc, lanchosszabbitas: 72 °C, 3.5 perc,
tovabbi ciklusok: denaturacio: 1 perc, 94 °C, hibridizacio: 57 °C, 1 perc, lanchosszabbitas: 72
°C, 3.5 perc. Az alkalmazott primerek: 5’ -ACG CGT CGA CAT GAT TTG GGT CCA GGC
AGC-3" eliils6 primerként, 5°-TCT TCA ATG CGG CCG CTT ACA ATT CAG TCT TCT
TCT TCT T-3" hatulsé primerként.

5.2.9. A rekombinans fehérje termeltetése

A pGEXA4T-3 expresszios vektorba klonozott gén a glutation-S-transzferaz (GST)
enzimhez kapcsolt fuzids fehérje formdjaban fejeztethetd ki. A fac prométert 0,1mM
izopropil B-D-1-tiogalakto-piranoziddal (IPTG) 25 °C-on 6 ¢6ran at indukaljuk. Az expressziod
E. coli JM83 torzsben tortént. A rekombinans fehérje tisztitasa affinitds kromatografia
segitségével, Glutathion Sepharose 4B oszlopon tortént, a gyartdé (Amersham Pharmacia

Biotech ) javaslatai alapjan.

5.2.10. Helyspecifikus mutagenezis

A helyspecifikus mutagenezishez a QuickChange Site-Directed Mutagenesis Kit-et
(Stratagene) hasznaltuk. Az egyszeres ¢és kétszeresen mutalt enzimek generaldsdhoz az aldbbi
primereket alkalmaztuk: alUP, 5°-CGC TCC CTG GGC CGG CCA CTG CAA G-37;
alDOWN, 5-CTT GCA GTG GCC GGC CCA GGG AGC G-37; a2UP, 5-TAT GCT CCC
TGG GCC GGA CAT TGC AAA TC-3"; a2DOWN, 5'-GAT TTG CAA TGT CCG GCC
CAG GGA GCA TA-3", a tioredoxin domén mutageneziséhez pedig a kovetkezoket: t1UP,
5'- CCC TGG TGC GGA CAT GCC AAG AAA AT-3"; tIDOWN, 5'- CAA TTT TCT TGG
CAT GTC CGC ACC AGG G-37; t2UP, 5°- CGC TCC CTG GGC CGG CCA CGC CAA
GAA AAT TG-3'; 2DOWN, 5'- CAA TTT TCT TGG CGT GGC CGG CCC AGG GAG
CG-3".
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5.2.11. Western blot

A rekombinans fehérjékbél készitett mintdkat 10% SDS-poliakrilamid gélen
elvalasztottuk, majd Immobilon P membranra (Millipore) blottoltuk nedves blot technikaval.
A membrant sovany tejporos oldattal (5% sovany tejpor/PBS/0.01% Tween-20 oldattal)
blokkoltuk egy éjszakan at 4°C-on. Az immunreakcidohoz hasznalt elsé antitestet (anti-GST
1:5000 higitasban) és a masodik antitestet (peroxidaz enzimmel kapcsolt anti egér IgG,
1:10000) 1% sovany tejpor-0.01% Tween-20/PBS oldatban 1 oran keresztiil
szobahOmérsékleten inkubaltuk a membrannal. A blot eldhivasa ECL kittel (Amersham)

tortént, kék fényre érzékeny filmre.

5.2.12. Protein diszulfid izomeraz aktivitas mérése

A mérés elve az, hogy a denaturalt RN4z diszulfid hidjait a protein diszulfid izomeraz
helyreallitja, vagyis az RN4z szubsztrat (45 mM cCMP) hozzdadasa utan, RNaz aktivitast
mériink GSH (0.1 M) és GSSH (20 mM) jelenlétében 296 nm-en (Lyles, 1991). A redukalt,
denaturalt RNazt (Smg) 1 éran at inkubaltam 37 °C-on 2mM EDTA, 6M guanidin hidroklorid,
0.14 M DTT, pH:8.0 jelenlétében, majd Bio-Gel P4 (Bio Rad) somentesitd oszlopon
centrifugaltam. A reakcioelegy 900ul puffert (0.1 M Tris, pH: 8.0), 10ul GSH-t, 10 ul GSSH-

t és 100ul cCMP-t tartalmazott.

5.2.13. Alkalikus foszfataz aktivitas mérése

alkalikus

A mérés a kovetkezd szinreakcion alapul: para-nitrofenil foszfat (szintelen)
fosefatdz . p-nitrofenol + P; (sarga). A lizozimmal feltart baktériumsejtekhez 200 pl 15mM
Sigma 104 szubsztratot adtunk. A reakcidt 10 perc milva 200ul 1 M KH,POs-tal allitottam le,

és 420 nm-en fotometraltam (Humphreys 1995).

5.2.14. Transzglutaminaz aktivitasmérések

5.2.14.1. Mikrotiter lemezes modszer (ELISA):

A lemezeket 12 oran keresztiil N,V -dimetil-kazeinnel (20mg/ml 100mM Tris/HCL,
pH: 8.5 pufferben) inkubaltam 4 °C-on, a fedetleniil maradt feliileteket sovany tejporos
oldattal (0.5% 100mM Tris/HCL, pH: 8.5 pufferben) blokkoltam. A reakcidelegy 10mM
DTT-t, SmM CaCl,-ot és ImM N-(5-aminopentil)-biotinamidot tartalmazott. A mintakat 1
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Oraig inkubéltam 55 °C-os vizfiirdében (Chandrashekar, 1998), és a reakciokat EDTA oldatos
mosassal (200mM EDTA 100 mM Tris/HCL, pH: 8.5 pufferben) allitottam le. A kovalensen
kazeinbe épiilt biotinalt-amin szubsztratot streptavidin-konjugalt alkalikus foszfatazos
inkubalas (1.67ug/ml tejporos oldat, 1 6ra, 25 °C) utan p-nitrofenil-foszfat oldat (25mM 100
mM Tris/HCL, pH: 8.5 pufferben) hozzaadasaval 405 nm-en detektaltam. Osszehasonlitd
vizsgalataim soran a vad tipusi enzim aktivitasat vettem kontrollnak (100%), és ehhez
viszonyitottam a tobbi, mutans fehérjénél mért értékeket. A mérések soran fehérjét nem
tartalmazo ,,enzimvakot” is készitettem, és a detektalhatd abszorpcido-novekedés esetén ezek
értékeit az eredeti aktivitasbol levontam. A transzglutaminaz inhibitorok alkalmazasanal az
alabbi koncentracidkat alkalmaztam: 10mM EDTA, 10 mM jodacetamid, 10mM NH4CI,
10mM MgCl,.

5.2.14.2. Dot blot:

A transzglutaminaz-reakci6 mintdjara a reakcidelegy N,N ‘-dimetil-kazeint
(szubsztrat), 1mM N-(5-aminopentil)-biotinamidot és 5SmM CaCl,-t tartalmazott. A
rekombinans fehérjével vald inkubalas utan a reakcidelegybdl 10 pl-t aktivalt PVDF
membranra cseppentettem, majd avidin €s biotinalt peroxidaz anti-egér IgG (Vectastain ABC
Kit, Vector Laboratories) hozzaadasa utan, ECL-technikaval mutattam ki a transzglutaminaz

aktivitast.

5.2.14.3. Kolorimetrias modszer:

CBZ--glutaminil-glicin (10 mM) dipeptidhez hidroxilamin (50 mM) szubsztratot
adtam 5mM CaCl, jelenlétében, majd vas-klorid hozzaadasa utan, a szinreakciot 620 nm-en

mértem (Folk, 1966).

5.2.15. A fehérje aktiv centrumaban 1évé hisztidin kémiai modositasa

A hisztidin aminosav kémiai modositasa dietil-pirokarbonattal (DEPC) tortént 50 mM

Na-foszfat pufferben, pH: 6,8-on 25 °C-on (Sinha, 1985; Keresztessy, 1994).
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5.2.15. Szekvencia 0sszehasonlitas és homolog modellezés

A reprezentativ fajokban végzett szekvencia 6sszehasonlitasokat CLUSTAL program
segitségével végeztem el. A szekvencia alignment-ek elkészitése utan a homolog modellezést

Swiss-PdbViewer programmal végeztem el, a human PDI a doménjat hasznalva templatként.

5.2.16. CD spektroszkopia

A CD spektrumok felvételei a Debreceni Egyetem Természettudomanyi Karanak
Szerves Kémiai Tanszékén, dr. Kurtan Tibor segitségével késziiltek. A mintak koncentracidja
SuM PDI és 25 uM Trx volt 0,1 M Tris-HCI-ben (pH: 8,5). A késziilék tipusa Jasco-810
spektropolariméter volt, egy termosztattal kiegészitve (RTE-111, NesLab). A mérések 25 °C
és 55 °C-on torténtek. Az ellipticitast (8) deg.cm®dmol'-ban fejeztiik ki, az alabbi képletet
hasznalva: [6]=MW0/(1000cn!), ahol 0 volt a mért ellipticitas (m.deg), MW a molekulatomeg,

¢ a minta koncentracioja (mol/dm™), / a fényut hossza (cm) és n az aminosavak szama.
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6. EREDMENYEK

6.1. A Caenorhabditis elegans PDI-3 gént kodolo klon kivalasztasa

Intézetiinkben mar kimutattdk, hogy a C. elegans rendelkezik transzglutaminaz
aktivitassal (Madi, 1998), ennek ismeretében megprobaltuk a genom-adatbazisokban
azonositani a transzglutamindz aktivitasért felelés gént. Szekvencia-Osszehasonlitasokat
végeztiink, de az emlds transzglutaminazokkal semmilyen homolog fehérjét nem talaltunk.
Irodalmi adatokbol ismert, hogy a Dirofilaria immitis fonalféregbdl tisztitott transzglutaminaz
(ERp60) protein diszulfid izomeraz aktivitassal is rendelkezik, (Chandrashekar, 1998) és a
Giradia lamblia protein diszulfid izomerdzanak mindharom izoformajanal is mértek
transzglutaminaz aktivitast (Knodler, 1999). Mivel a C. elegans extraktumbol a TGaz fehérjét
mar tobb moddszerrel kimutattdk (aktivitismérés, Western blot) (Madi, 1998), ezért az
irodalmi adatokra tamaszkodva probaltuk meg azonositani a transzglutaminazért felelds gént.

A C. elegans genomjaban harom PDI taladlhaté (www.wormbase.org). A kétféle
aktivitast is mutatd ERp60 fehérjével legnagyobb homoldgidt mutatdé gént szerettilk volna

kivalasztani, ezért szekvencia 0sszehasonlité vizsgalatokat végeztiink. (5. abra).
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1 1
I_ERPEO: HTLYRLFDASIFKLFLFLILPLTHADGDYHKF TDADFKEGIKPYDYLLYKFYAPHCGHCKKIAPEFEKARTKLLONDPPIHLAEYDCTEEKKTCDEYGYS--GFPTLKIFRKGELAQDYDGPRYAEGT
E_PDI-3; HIWYOAALYASFLAFASAGGAYLEYTDGHFDDLIATHDIALYKFYAPHCGHCKKIAPEYERARPKLASHDPPYALYKYDCT TEKTYCDKFGYK=-=-GFPTLKIFRHGYPAQDYDGPRDADGL
E_PDI-1: HSLSYSFIFLLYASIGAYYADSERYLYLTESHFEETINGHEFYLYKFYAPHCYHCKSLAPKYDEARDLLKEEGSDIKLAKYDATENQALASKFEYR--GYPTILYFKSGKPTK-YTGGRATAOL
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5. abra. ERp60 és PDI-1,-2,-3 fehérjék dsszehasonlitisa
Roéviditések: D.i.: Dirofilaria immitis, C.e.: Caenorhabditis elegans, Szimbolumok: !: I vagy V, $: L vagy
M, %: Fvagy Y,#: N, D, Q, E, B vagy Z.
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Az 0sszehasonlitasokbol kideriilt, hogy a PDI-3 gén 80%-0s homoldgiat mutat az
ERp60-nal. Vizsgalatainkat ezutan csak a PDI-3-ra korlatoztuk, és a PDI-3 ¢cDNS-t kodolo
klont meg is talaltuk a C. elegans Genome Sequencing Center-ben (klon neve: yk83g12).

6.2. A C. elegans PDI-3 klonozasa és expresszidja

A PDI-3 ¢cDNS-ét kodolo klont lambda fag forméjaban kaptuk meg (Dr.Yuji Kohara,
National Institute of Genetics, Mishima, Japan). A PDI-3 gén szekvencidja ismeretében
primereket terveztiink a gén amplifikalasahoz, majd a PCR-terméket kettds emésztést (Sall,
Notl) kovetdéen IPTG-vel indukalhatd GST-fuzids expresszidos vektor (pGEX-4T3) sok-
klon6zo helyére klonoztuk (6. abra).

ANZARIL pBluescrlpt II+/-KS <) 7APII

dz " /Notl

Sall

6. abra. A PDI-3 gént tartalmazé konstrukcié
eléallitasa

1. DNS létra, 2. PCR termék, 3. pGEX-PDI konstrukcio
kettds emésztése (Sall, Notl), 4. pGEX-4T3 plazmid

3 kb=
2 kb kettds emésztése (Sall, Notl), 5. pPGEX-4T3 emésztetlen
1.5 kb= plazmid kontroll, 6. DNS 1étra.

0.5 kb=
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A kapott plazmiddal (pGEX-PDI) E. coli JM83-at transzformaltunk, a
transzformansokbdl baktérium kulturat novesztettiink. A szuszpenziot IPTG-vel indukaltuk és
a rekombinans fehérjét kifejeztettiik. A rekombinans fehérje tisztitasa affinitas kromatografia

segitségével tortént. A fizios fehérjérél a GST trombin kezeléssel lehasitottuk (7. abra).

M12 34 56 78910

180 =
80 = & GST-PDI
58 = & PDI
®
& GST

7. abra. PDI-3 rekombinans fehérje tisztitasa
M: Molekula suly standard, 1: nem indukalt sejtmentes extraktum, 2: IPTG-vel indukalt sejtmentes extraktum, 3:

affinitas kromatografiaval tisztitott fizios fehérje, 4-10: fuzios fehérje hasitasa trombinnal, 0 perctd1-6 oraig.

A rekombinans fehérje aktivitdsméréseikor Osszehasonlitottuk a fizios fehérje aktivitdsait a
GST-nélkiili fehérje aktivitasaival, azonban kiilonbséget nem talaltunk. igy a tovabbi

kisérletekben a fizios fehérje format alkalmaztuk.

6.3. Rekombinans PDI fehérje diszulfid izomeraz aktivitasanak

meghatarozasa in vitro és in vivo

A rekombinans fehérje protein diszulfid izomerdz aktivitdsat in vitro a denaturalt,
redukalt RNaz aktiv szerkezetének visszaallitdsaval (,,refolding”-képességével) mértem (8.
abra). A kisérletet megel6zden az RNazt redukaltam, és denaturaltam, majd a rekombinans
PDI és RNaz szubsztrat (cCMP) hozzaadasa utan, a helyreallitott RNz aktivitasat mértem

fotométeren.
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8. abra. A rekombinans PDI-3 Kkatalizilja a denaturalt, redukalt RNAz nativ szerkezetének
helyreallitasat

Jelolések: eo: denaturalt, redukalt RNaz aktivitisa, A : rPDI-3.

A rekombinans fehérje mitkddoképességérol komplementacioval in vivo s
meggy6zddtiink. A protein diszulfid izomeraz bakterialis homologjai a DsbA fehérjék (Dsb =
disulphide binding). A DsbA fehérje a baktérium periplazmajaban expresszalodik. A
kisérletben hasznalt modellfehérje az alkalikus foszfataz volt, amely feltekeredéséhez igényli
a fehérjét. Rendelkezésiinkre allt egy olyan E. coli torzs (dsbA’), amely defektes volt az
funkcionalis alkalikus foszfataz kialakitasaban. A PDI-3 gént egy olyan IPTG-vel indukalhato
vektorba klonoztuk, amely a —DsbA fehérjéhez hasonloan- a periplazmaban expresszalodik. A
kapott konstrukcioval transzformaltuk a dsbA™ torzset, amely az indukcid utan képes volt

komplementalni a dsbA™ mutans torzset (9. abra).
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9. Abra. Komplementaciés kisérlet: alkalikus foszfataz aktivitismérés
Az E. coli dshA" | a dsbA", valamint a tPDI-3-at tartalmaz6 expresszids vektort és az inszert nélkiili vektort

tartalmazo dsbA torzs aktivitasai. Az abra harom fiiggetlen mérés eredményeinek atlagat mutatja.

6.4. A rekombinans PDI-3 fehérje Ca’*-ion fiiggé transzglutaminaz

aktivitassal is rendelkezik

Az irodalmi adatokra tamaszkodva, ahol a D. immitis TGéaz-anal jelentds szekvencialis
homologiat talaltak a PDI-vel, valamint a fehérje mindkét enzimre jellemz6 aktivitast mutatott
(Chandrashekar, 1998), és a G. lamblia mindharom PDI fehérjéje TGaz aktivitast mutatott
(Knodler, 1999), mi is teszteltiik, hogy a C. elegans PDI-je rendelkezik-e TG4z aktivitassal. A
kisérletek soran az irodalomban is alkalmazott, nagy érzékenységi ELISA modszert
alkalmaztuk. Az rPDI-3 fehérje a biotinalt pentilamin kazeinbe torténd beépiilésén alapuld
ELISA-mddszer segitségével detektalhatd transzglutaminaz aktivitast adott.

A reakcio csak 55°C-on jatszodott le, TGaz aktivitast csak ezen a homérsékleten
tudtunk kimutatni. A kisérletet megismételtiik 37°C illetve 25°C inkubacios hdmérsékleten is,
transzglutaminaz aktivitas azonban nem volt detektalhato.

Az enzim aktivitasa transzglutamindz-specifikus inhibitorokkal géatolhaté volt (10.

abra).
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10. abra. rPDI-3 transzglutaminaz aktivitisanak meghatirozasa

A mérés 55°C-on, ELISA-modszerrel tortént Ca?* jelenlétében/hianyaban, valamint vizsgaltuk kiilonbozé

inhibitorok hatasait. Az abra harom fiiggetlen mérés eredményeinek atlagat mutatja.

A kovetkezokben, annak eldontésére, hogy a rekombinans PDI-3 esetleg 6nmagéba
épiti be a szubsztratot (biotindlt amint), nem egy artefactum-rol van szo, dot blot kisérletet
veégeztink. Az ELISA-reakciot ez esetben Eppendorf csdben végeztik el, szintén 55°C-os
inkubacidés homérsékleten, majd a reakciodelegybdl membranra cseppentettiink, avidin és
biotinalt peroxidaz anti-egér IgG hozzaadasa utan, a jelet ECL-technikaval mutattuk ki. A
kereskedelmi forgalomban beszerezhetd tengerimalac TGaz-t hasznaltuk pozitiv kontrollként,
és azt talaltuk, hogy a tengerimalac TGaz-aval egyenértékii jelet ad a rPDI-3. A PDI-3 nem
épiti be magaba a biotinalt amint, hanem valdban transzamidaciot katalizal a kazein és az

amin kozott (11. abra).

+ kazein - kazein

¢

11. abra. A dot-blot kisérlet azt mutatja, hogy a rPDI-3 nem épiti be 5nmagaba a biotinalt pentilamint

A
v

4. Sl

1: kazein + Ca®" + tengerimalac TG4z, 2: kazein + Ca®" + tPDI-3, 3: kazein+ rPDI-3, 4: kazein + Ca®*, 5: rPDI-3

+ Ca®, 6: rPDI-3. A biotinalt pentilamin mindegyik mintaban jelen van.
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A rekombinans fehérje transzglutamindz aktivitdsarél kolorimetrias modszert
alkalmazva is meggy6zodtiink. A kisérletben CBZ-L-glutaminglicin dipeptid volt az amin
akceptor, és a hidroxilamin az amindonor. A keletkezd hidroxamat termék szinreakciot ad a
vas-kloriddal, ami fotométeren mérhetd. Azt szerettiik volna kizarni, hogy a PDI-3 a
kazeinben esetleg nem a Glu oldallanccal reagal, hanem egy masik aminosavval. A mddszer a
masik eldnye az, hogy az enzim specifikus aktivitdsa meghatarozhato.

Az enzimek Ky értékét meghataroztuk: rPDI-3 esetében ez 0,33 mM volt; ami
nagysagrendben Osszevetheto értéket adott a tengerimalac TGéz-aval (0,62 mM). Hasonlo
értékeket tapasztaltunk az enzimek specifikus aktivitisanak meghatarozasakor is: rPDI-3:

12,3 umol/perc/ug volt, tengerimalac TGaz-anal (34,7 umol/perc/ug) (12. abra).

160 4

o ] 12. abra. K, meghatirozisa

Linewaver-Burk szerint

1/(mM/perc/ng)

120
kolorimetrias médszerrel

10 A tengerimalac TGéaz, ¢: rPDI-3.

80 4
60 4
40 ]

20 |

o
L L e L e

-4 -3 -2 -1 0 1 2 3
1/mM

6.5. PDI-3 delécios mutansok készitése és a rekombinans fehérjék

transzglutaminaz aktivitisainak meghatarozasa

Annak meghatdrozdsara, hogy a PDI-3 melyik doménje felelds a kimutatott
transzglutamindz aktivitasért, tobbféle delécios mutanst allitottunk eld.

A delécios fehérjék eldallitasa molekularis genetikai eszkdzokkel tortént: ismertiik a
PDI fehérje doménhatarait (Ferrari, 1999), a PDI-3 génben egyedi restrikciés helyeket
kerestiink a doménhataroknal, majd a restrikcios emésztés két, kiillonbdzé enzimmel tortént.
Az emésztési reakcid utan, dNTP-t és Klenow fragmentet adtunk a reakcidelegyhez, ami

tompa végli DNS-szalla egészitette ki a restrikcios enzimek hagyta ragadds véget. A tompa
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végl konstrukciot, ami tartalmazta a gén bizonyos részletét és az expresszids vektort, ezutan
onmagaval ligaltuk. A kapott konstruktok segitségével a delécids fehérjéket expresszaltattuk,
és tisztitottuk. A delécids fehérjék helyes molekulatomegérél Western blottal bizonyosodtunk

meg, ahol GST-elleni antitestet hasznaltunk (13.4abra).

Transzglutaminaz aktivitas (%):

1 a Hc | a-c 47.8%
[ a | a 49.7%
L a H b | a-b 40.0%

[ a H b H B H a Hcl rppr3a  100%

a'c a ab rPDI-3
84kDa — R

55kDa — s
36kDa — 1.

13. abra. rPDI-3 deléciés szarmazékainak Western blotja és transzglutaminaz aktivitisa

Mindegyik delécios mutans GST-fuzios fehérje.

A delécios mutansok transzglutaminaz aktivitasat ELISA moédszerrel mértiik,
hasonléan az el6z6 mérésekhez 55°C-os inkubécios hémérsékleten. A vad tipust enzim
aktivitasat 100%-nak vettiik, ehhez viszonyitottuk a tobbi fehérje aktivitdsat. A delécids
mutansok analizise feltarta, hogy az a és a’ domént tartalmazé fehérje is rendelkezett

transzglutamindz aktivitassal (13. abra).

6.6. A PDI-3 aktiv centrumanak mutagenezise

A C. elegans PDI-3 gén két aktiv CGHC szekvenciaval, vagy mds néven tioredoxin
motivummal rendelkezik az a és az a’ doménen beliil (14. abra). Mindegyik tioredoxin
motivumban az elsé cisztein a felelds a PDI diszulfid izomeraz aktivitasaért (Wunderlich,

1995).
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tioredoxin tioredoxin

CGHC CGHC

14. abra. A PDI szerkezete

Hely-specifikus mutagenezist alkalmazva a katalitikus aktivitasért felelds ciszteineket
alaninra cseréltiik ki mind az a, mind pedig az a’ doménben, létrehozva igy két egyszeres és

egy kétszeres mutanst (15. abra).

L@ H °® ® & g & fc°|

CGHC CGHC
Il Il
AGHC AGHC
C49A +
C392A +
C49A C392A + +

15. abra. Pontmutinsok létrehozasa

.....

AGHC) ezutdn Osszehasonlitottuk a vad tipustt enzimmel (rPDlcguc.cuce), diszulfid izomeraz

(16. abra) aktivitdsukat meghataroztuk.
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16. Abra. Mutans rPDI-3 fehérjék diszulfid izomeraz aktivitasa

Jelolések: rPDI‘3CGHC-CGHC IA, rPDI-3AGHc_CGHC . ., rPDI-3CGHc_AGHC . ., rPDI‘3AGHC-AGHC . V, denaturélt,

redukalt RNaz: .

Lathato, hogy az egyszeres mutansok izomeraz aktivitasa fele a vad tipusi enzimnek. A
kétszeres mutans nem rendelkezett mérheté PDI aktivitassal, inaktiv volt.
Ezek utan megvizsgaltuk a mutans fehérjék transzglutaminaz aktivitasat is (17. abra).

0,06

0,05 |

0,04 |

0,03 |

0,02 |

0,01 |

Transzglutaminaz aktivitas (A A/perc)

rPDI-3¢cehc.ceic  rPDI-8pagoncenc 'PDI-8cahc.asic  MPDI-3aghc.acHe

17. abra. Mutans rPDI-3 fehérjék transzglutaminaz aktivitisa

Az abra harom fliggetlen mérés eredményeinek atlagat mutatja.
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A fehérjek transzglutaminaz aktivitdismérése ELISA modszerrel, 55°C-on tortént. A
PDI aktiv centrumaban 1év0 katalitikus ciszteinek megvaltoztatisa nem mutatott szignifikans
kiilonbséget a mutans és a vad tipusi enzimek transzglutaminaz aktivitisaban. Igy
megallapithatd, hogy a vizsgalt mutansoknal a transzglutaminaz aktivitas fiiggetlen a PDI
katalitikus cisztein aminosavaitdl, azok alaninra vald cserélése nincs hatassal a TGaz

aktivitasra.

6.7. A tioredoxin domén mutagenezise

Miutan megallapitottuk, hogy a PDI aktiv centrumaban (CGHC) 1év6 elsd, katalitikus
cisztein alaninra cserélése nem befolyasolta a transzglutaminaz aktivitast, helyspecifikus
mutagenezissel a masodik ciszteint is kicseréltiik egy alaninra. Mivel sikeriilt az rPDI-3
transzglutaminaz aktivitasat lokalizalnunk az a és a' doménre (tioredoxin domén) (6.5.
alfejezet), a helyspecifikus mutagenezist mar csak az a doménen alkalmaztuk. Az igy
létrehozott mutans csonka fehérjék (aacnc, accha, aacna) transzglutaminaz aktivitasait
Osszehasonlitottuk a wvad tipust PDI a doménjével (acgnc). A mutdns fehérjék
transzglutaminaz aktivitasit mind az ELISA (18. abra), mind pedig a kolorimetrids

modszerrel (19. abra) meghataroztuk.

0,035

0,01 4

Transzglutaminaz aktivitas (AA/perc)

0,005 4

B m

Acghe AagHC acgHA ApGHA

18. abra. Mutans rPDI-3 a doménjat tartalmazo csonka fehérjék transzglutaminaz aktivitisa ELISA

modszerrel

Az &bra harom fliggetlen mérés eredményeinek atlagat mutatja.

31



Transzglutaminaz aktivitas (:M/perc/:l)
w

AcGHC AaGHC AcGHA AAGHA

19. dbra. Mutins rPDI-3 a doménjat tartalmazé csonka fehérjék transzglutaminiz aktivitasa
kolorimetrias modszerrel

Az abra harom fliggetlen mérés eredményeinek atlagat mutatja.

A CGHC motivum masodik ciszteinjének elimindlasa a transzglutaminaz aktivitas
teljes elvesztését eredményezte, mind az indirekt ELISA-val, mind pedig a kolorimetrias
modszerrel mérve, ami azt sugallja, hogy ez az a cisztein, amely az aktiv helyet szolgaltatja a
transzamidalasi reakciohoz.

A transzglutaminazok aktiv centrumat harom aminosav adja, a Cys-His-Asp, a human
TG2 szerkezetvizsgalatakor a Cys-277, His-335, Asp-358 katalitikus triddot hatdroztak meg
(Liu, 2002). A PDI-3 mindkét tioredoxin doménje egyetlen hisztidint tartalmaz.
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20. abra. PDI-3 a domén hisztidinjének kémiai médositisa

A, transzglutaminaz aktivitds meghatarozasa ELISA-modszerrel, B, kolorimetridas modszerrel. Az abra harom

fiiggetlen mérés eredményeinek atlagat mutatja.
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Amikor a fehérjét hisztidin-specifikus gatloszerrel (dietil-pirokarbonat) kezeltiik, az
enzim teljesen elvesztette a transzglutamindz aktivitasat (20. abra), tehat valoszinileg a
tioredoxin doménban talalhato egyetlen hisztidin szerepet jatszat a transzglutaminaz reakcio
katalizalasaban.

A PDI tioredoxin doménjei kozeli rokonsagban vannak a tioredoxin fehérjékkel. A
tioredoxinok diszulfid reduktazok, melyek aktiv centruma CXXC tioredoxin motivummal
jellemezheto.

Megvizsgalva az E. coli és humdn tioredoxinokat, azt talaltuk, hogy ezek is
rendelkeznek Ca*'-fliggd transzglutamindz aktivitissal (21. Abra). A transzglutaminaz
aktivitast mindkét modszerrel kimutattuk (indirekt ELISA, kolorimetrias modszer), a mérés

mindegyik esetben 55°C-on tortént.
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21. abra. A tioredoxin fehérjék transzglutaminaz aktivitassal rendelkeznek
A, transzglutaminaz aktivitas meghatarozasa ELISA-modszerrel, B, kolorimetrias modszerrel tortént. Az dbra

héarom fiiggetlen mérés eredményeinek atlagat mutatja.

6.8. A PDI és Trx aminosav szekvencia-analizise

Az utdbbi idokben tobb publikacio is beszamolt arrol, hogy mind magasabb-, mind
alacsonyabb rendli fajokbol szarmazé PDI-k transzglutaminazokként funkcionalhatnak
(Singh, 1994; Chandrashekar, 1998; Knodler, 1999; Natsuka, 2001; Eschenlauer, 2002).

Feltételezhetd, hogy a PDI képes egy transzglutaminaz-szerii katalitikus triadot formalni
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szerkezetén beliil. Amint azt a reprezentativ fajokban végzett tobbszords szekvencia-
Osszehasonlitas is mutatja, a cisztein €s hisztidin csoportok erdsen konzervaltak (22.abra).
Emellett két aszpartat-gazdag régiot is talaltunk, amelyek koziil az egyik erésen konzervalt

elrendezédést mutat, és ez kozelebb helyezkedik el a CGHC motivum masodik ciszteinjéhez.

TGaz aktivitédssal rendelkezik:

22 82
PDI_3 Ce VLEYTEGNFEBLIQTH---DIALVKFYAPWCGEEKKIAPEYERAAPKLASNDPPVALVKVECTT
PDI 1 Ce VLVLTESNFEET INGN---EFVLVKFYAPWCVE[EKSLAPKYDEAADLLKEEGSDIKLAKVBATE
PDI 2 Ce VIVLTKENFBEVINGN---EFILVEFYAPWCGE®KSLAPEYAKAATQLKEEGSDIKLGKLBATV
PDI Bt VLVLHKGNFBEALAAH---KYLLVEFYAPWCGE[EKALAPEYAKAAGKLKAEGSEIRLAKV[BATE
ERp60 Hs VLELTPBNFESRISDTGSAGLMLVEFFAPWCGE®KRLAPEYEAAATRLKG-—~IVPLAKV[ICTA
ERp60 Di VMKFTRABFKEGIKPY - —-DVLLVKFYAPWCGE(®KK IAPEFEKAATKLLONDPPTHLAEV[BCTE
PDI Mm DNVLKKSNFEEALAAH---KYLLVEFYAPWCGEEKALAPEYAKRAAKLKAEGSEIRLAKVBATE
PDI Dm VLVATVENFKQLIADN---EFVLVEFYAPWCGE®KALAPEYAKAAQQLAEKESPIKLAKV[EATV
PDI_1 Gl VVELGKBEFNTLRNSGA--SMSVV-FYAPWCGEEKNLKPEYAKAGAELDGV-—-VDLYMVBCTN
PDI 2 Gl VSAE-QENFKSELEKHK--NLFVK-FYAPWCGEEKQLAPTWEEMSGEFSV-——-MPVAEV[BCTT
PDI 3 Gl MIBVTSS-FKAELAKGK--PMMVK-FFAPWCGEEKALAPKYVDLSDDAPEG---VVIAEVECTK

*: * *‘ . *:******* . * . . H . :*‘*

Prim.cons.  LVLTKDDFKELIA HK EFLLVEFYAPWCGHCKALAPEYAKAATKLKEEGSPIKLAKVDCTE

22. abra. PDI a doménjének tobbszoros szekvencia-dsszehasonlitasa reprezentativ fajokbol.

Roviditések: NV: nem vizsgalt, Ce: Caenorhabditis elegans , Bt: Bos taurus, Hs: Homo sapiens, Di: Dirofilaria
immitis, Mm: Mus musculus, Dm: Drosophila melanogaster, Gl: Giardia lamblia. Az azonos aminosavakat
csillag, a hasonloakat pont, mig az egyes aminosavak hianyat kotdjel jelzi. A konzervalt aminosavakat a kiemelt

hattér mutatja. A vastag betlis aminosavak jelzik a tioredoxin motivumot.

Mivel annak lehet6ségét mar bizonyitottuk, hogy a Trx is katalizalhat
transzglutaminaz reakciot (6.5., 6.7. alfejezet), a vizsgalt fajokban talalhat6 tioredoxinok
aminosav szekvencidjat is Osszehasonlitottuk (23. abra). Azt talaltuk, hogy a ciszteinek
erdsen konzervalodtak a tioredoxin motivumban, és hogy itt is megtalalhat6 a két konzervalt
aszpartat régid, a tioredoxin motivum C- és N-termindlis részén. A hisztidinek azonban nem

mutatnak olyan konzervalodottsagot, mint a vizsgalt PDI-k esetében.
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TG4z aktivitédssal rendelkezik:

1 75
TRX Ec SDKIIHLTDDSFDTDVLKA—DGAIL D EWAEWCGP@KMIAPILDEIADEYQGKLTVAKLNIBONPGTAPKYGIRGI IGEN
TRX Hs MVKQIE-SKTAFQEALDAAGDKLVVVRESATWCGP KMIKPFFHSLSEKYS—NVIFLEVD IBDCODVASECEVKCM IGEN
TRX Ce MKNQVKYFQSDFEQLIRQHPEKIIILIFYATWCGP KATIAPLYKELATTHK-GIIFCKVDVBEAEDLCSKYDVKMM NV
TRX Mm -VKLIE-SKEAFQEALAAAGDKLVVV[RFSATWCGP KMIKPFFHSLCDKYS—NVVFLEVD IBDCODVAADCEVKCM NV
TRX Dm —MASVR—TMNDYEKRIEAADDKLIVLDFYATWCGP KEMESTVKSLARKYSSKAVVLKIDVEKFEELTERYKVRSM NV
TRX Sc -QTKLT-NLTEFRNLIKQN-DKL-VIBEFYATWCGP KMMQPHLTKLIQAYP—DVRFVKCD IBESPDIAKECEVTAM NV

ke oekk Kk kkkkkk

ok e ok .

Consensus. VK I S DF I AA DKLIVVDEFYATWCGPCKMI P SLA KYS V FLKVDVD D A CEVK M

23. abra. Trx tobbszoros szekvencia dsszehasonlitisa reprezentativ fajokbol

Roviditések: NV: nem vizsgalt, Ec: Escherichia coli, Hs: Homo sapiens, Ce: Caenorhabditis elegans Mm: Mus
musculus, Dm: Drosophila melanogaster, Sc: Saccharomyces cerevisiae. Az azonos aminosavakat csillag, a
hasonloakat pont, mig az egyes aminosavak hianyat, pedig kotGjel jelzi. A konzervalt aminosavakat a kiemelt

hattér mutatja. A vastag betiis aminosavak jelzik a tioredoxin motivumot.

6.9. Lehetséges transzglutaminaz aktiv hely meghatarozasa a PDI-n és Trx-

en beliil

A kisérletes biokémiai és szekvencialis adatok néhany részletet feltartak a PDI és Trx
transzglutaminaz aktivitasanak Kkatalitikus mechanizmusar6l, de végsé magyarazatot a
transzglutaminazokkal vald hasonlé reakcid lejatszodasara ezeknek a fehérjéknek a harom
dimenzids szerkezete adhat. A human PDI teljes haromdimenzioés szerkezete még nem ismert,
eddig csak kiilon-kiilon az a (Kemmink, 1996) ¢s a b domének (Kemmink, 1999) szerkezetét
hataroztak meg.

A human PDI a doménjének ismeretében homoldog modellezés segitségével
megszerkesztettilk a C. elegans PDI-3 a doménjének szerkezetét (24. abra). Az abrakon
lathato, hogy a ciszteinek és az egyetlen hisztidin hasonl6 régiokban helyezkednek el. A két
konzervalt aszpartat régiobol pedig a tioredoxin motivum N-terminalisan 1évé aszpartatot
ugyanott talalhatjuk. A katalitikus aminosavak tavolsaga (Cys-His) a human PDI a
doménjében 7 A, a nematéda PDI-3 esetében 7.5 A.
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24, abra. PDI-k a doménjének haromdimenzios szerkezete

A, human PDI a doménjének szerkezete, B, homolog modellezéssel elkészitett C. elegans PDI-3 a doménjének
szerkezete. A transzglutaminaz reakcioban szerepet jatszhatdé aminosavak jelolése: kék: cisztein, z6ld: hisztidin,

piros: aszpartat.

A human és bakteridlis tioredoxin szerkezete is ismert (Weichsel, 1996; Katti, 1999).
Kisérleteink szerint mindkét fehérje mutatott mérhetd transzglutaminaz aktivitast. A TGaz-ra

jellemzo katalitikus triadot itt is a tioredoxin motivum koriil talaljuk (25. abra).

25. abra. Tioredoxinok haromdimenziés szerkezete

A, human Trx, B, E. coli Trx. A transzglutaminaz reakcidban szerepet jatszhato aminosavak jelolése: kék:

cisztein, zold: hisztidin, piros: aszpartat.
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A Kkatalitikus Cys-His tavolsdga a human Trx-ban 8.2 A, mig E. coli-ban 9.8 A. Ezek a
tavolsigok mind a PDI, mind a Trx esetében nagyobbak, mint a tradicionalis
transzglutaminazok katalitikus aminosavainak tavolsaga (human TG2-nél ez 3.9 A). A
transzglutaminaz aktivitas azonban mégis kimutathato, igy feltételezziik, hogy a PDI, és a Trx
is olyan konformacio-valtozason/valtozasokon megy keresztiil, melyek soran a katalitikus
centrumot alkoté aminosavak térben kozelebb keriilhetnek egymashoz, igy a triad kialakulhat,

és a reakcio lejatszodhat.

6.10. A PDI és Trx konformacio-valtozasa

A fent emlitett haromdimenzids szerkezet-analizis bemutatta, hogy mind a PDI a
doménjeiben, mind a Trx-ban sziikség van valamilyen konformacids valtozasra ahhoz, hogy
ezek a fehérjék TGaz-ként mikddjenek, azaz katalizaljak a TGaz reakciot. Ez a szerkezet-
valtozas bekovetkezhet a Ca’"-kotésével (a PDI és Trx nem igényel Ca’-ot a diszulfid
izomeraz/oxidoreduktdz reakcidjahoz, -TGaz aktivitisuk azonban a tobbi TGaz-hoz
hasonléan- Ca*"-fiiggd).

A konformacio-valtozas reakcié koriilmények megvaltozasdnak kovetkezménye is
lehet. Ezt alatdmasztja az a tény, hogy transzglutaminaz aktivitasokat csak 55°C-on tudtuk
kimutatni mind a PDI, mind a Trx esetében, 37°C vagy 25°C fokon megismételve a
kisérleteket a TGaz aktivitas nem volt mérhetd. Az irodalomban publikalt emlds és nematéda
PDI-k esetében is 55°C inkubacios homérsékleten mértek TGaz aktivitast (Chandrashekar,
1998; Knodler, 1999; Natsuka, 2001; Eschenlauer, 2002).

Cirkularis dikroizmus (CD) spektroszkopiaval egyszerlien €s gyorsan nyerhetiink
informacidt a fehérjék szerkezetérdl, illetve a szerkezet megvaltozasarol, pl. szubsztratkotés,
oligomerizacio, denaturacio, stb. soran. A tavoli ultraibolya (UV) tartomanyban (180-260nm)
felvett CD spektrumbdl kovetkeztethetiink a fehérje térszerkezetében masodlagos szerkezeti
elemek (o-hélix, B-lemez, rendezetlen/random coil ldncok) meglétére, illetve ezek aranyara.

A 26. abra a jellemz6 masodlagos szerkezetek CD spektrumait mutatja.
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26. abra. Jellemzé masodlagos szerkezetek CD spektrumai (Greenfield, 1969)

Jelolések: piros: a-hélix, kék: B-lemez, barna: coil-szerkezet

A 27. abra a rekombinans PDI-3 és Trx homérsékletfiiggd CD spektrumat mutatja. A
CD spektrumok tipikusan mindkét fehérje esetében o-hélix lefutdst mutatnak, -
Osszehasonlitva a masodlagos szerkezetekre jellemzé CD spektrumokkal (26. abra). A

tioredoxin elemben domindnsan a-hélixek talalhatok (Ferrari, 1999).
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A 27. abran lathat6, hogy mindkét fehérje kimutathatd szerkezet-valtozason megy
keresztiil. Homérséklet-emelés hatdsara az a-hélixek elveszitik struktirajukat, vagyis akkor,
amikor az enzim-oldatot 55°C-ra melegitjilk, ami viszont a TGaz reakcié szempontjabodl
kedvez6bb homérséklet-optimum. Amikor a fehérje rendezettsége modosul, vagy barmilyen
modon megvaltozik, az emlitett katalitikus aminosavak kozelebb keriilhetnek egyméashoz, és a

transzglutamindzra jellemzd aktiv centrum kialakulhat, a reakcio lejatszodhat.
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7. MEGBESZELES

7.1. A protein diszulfid izomeraz és a tioredoxin transzglutaminaz

aktivitasanak biokémiai jellemzése

Az evoluci6o folyamata alatt a transzglutaminazok kiilonféle formait megtalalhatjuk
mindegyik ¢él6 szervezetben; kilenc kiilonb6zd transzglutaminazt talalhatunk az emlésokben
(Lorand, 2003), beleértve a multifunkcionalis TG 2-t. A TG 2 a fehérjék keresztkotésén kiviil
aminok beépiilését is katalizalja kiilonféle fehérjékbe, de képes deamidalni is, valamint

izopeptidaz-aktivitassal is rendelkezik (Fésiis, 2002) (28. abra).
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28.abra. Transzglutaminaz 4ltal katalizalt reakciok (Fésiis, 2002)

Napjainkban a transzglutaminazokat harom f6 csaladba soroljak (Lorand, 2003): a
papain-szeri TGaz-ok (fXIIIA, TG2, TG3), a bakterialis toxinok (E. coli citotoxikus faktor,
B. bronchiseptica neurotoxin) amelyek inkabb deamidalnak, de képesek transzamidacios
reakciora is, valamint a protein diszulfid izomeraz-szeri enzimek, amelyeknek egyszerre van
TGaz és diszulfid izomeraz aktivitasuk is.

Intézetiinkben mar kimutattdk a TGaz fehérje jelenlétét C. elegans extraktumban, és
jellemezték keresztkotd képességét is (Madi, 1998), valamint transzamidalasi reakcio tobb
potencialis szubsztratjat is azonositottak (Madi, 2001). A papain-szerti TGaz-okkal, illetve a
bakterialis toxinokkal rokon TGaz-okkal homolog fehérjét a C. elegans genom-adatbazisaban

nem talaltunk.
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A Brugia malayi transzglutamindzardl ismert, hogy PDI aktivitassal is rendelkezik
(Singh, 1994), majd kés6bb publikaltdk a Dirofilaria immitis és Giardia lamblia PDI
fehérjékrol, hogy azok is TGéz aktivitassal rendelkeznek (Chandrashekar, 1998; Knodler,
1999; Chandrashekar, 2000). Kutatasainkkal egyid6ben jelent meg a C. elegans PDI-3-1dl,
hogy transzglutaminaz aktivitassal rendelkezik (Natsuka, 2001; Eschenlauer, 2002), tovabba,
hogy a C. elegans PDI-1-nek és PDI-2-nek, ugyancsak TGaz aktivitasa van (Eschenlauer,
2002). Ezek a transzglutaminaz aktivitas-mérések mind az indirekt ELISA modszerrel
torténtek. A megel6z6 kisérletek azonban nem vették figyelembe, hogy a primer aminok
spontan mddon is beépiilhetnek fehérjékbe, mint pl. a human a,-macroglobulin esetében, egy
bels6 tioészter kotés felbontasaval (Leuven, 1984), és igy esetleg eldfordulhat, hogy a
biotinalt-amin magéval a PDI-vel reagal. Ennek a lehetdségnek a kizarasara, végeztiikk a dot
blot kisérletet, ahol azt talaltuk, hogy a PDI-3 nem épiti be dnmagiba az amint, hanem
valdban az amin-transzfert katalizalja a kazein és biotinalt-amin k6zott. Az irodalomtdl eltérd
moédon nemcsak ELISA modszerrel, hanem kolorimetrids modszerrel is meghataroztuk a
rekombinans enzim aktivitasat. Ennek a modszernek tobb elénye is van, egyrészt, mert igy
kizarhattuk, hogy az ELISA reakcioban nem a kazein glutaminjaval hanem mas aminosavval
reagal az enzim, masrészt, az enzim specifikus aktivitasa és Ky értéke is meghatarozhato volt.
A rekombindns PDI specifikus aktivitasa, és a Ky értéke Osszehasonlithatdé adatot adott a
tengerimalac TGéz értékeivel.

Az enzim transzglutamindz aktivitdsa gatolhatd volt kiilonb6z6 TG4z inhibitorokkal,
hasonléan, mint a C. elegans szdveti homogenizatumban 1évé TGaz (Madi, 1998), vagy az
irodalomban leirt, mas fonalférgek PDI-k aktivitdsa (Chandrashekar, 1998; Knodler, 1999;
Chandrashekar, 2000).

Mindezek alapjan bizonyitottnak latszik, hogy a C. elegans protein diszulfid

izomeraza felelGs a fehérje transzamidacioért a fonalféregben.

7.2. PDI és Trx transzglutaminaz aktivitasanak lehetséges szerkezeti

magyarazata

Kisérleteinkben azt probaltuk kideriteni, hogy a PDI melyik doménje felelds a
transzglutaminaz aktivitasért. Sikeriilt az a doménre, vagyis a tioredoxin doménre sziikiteni a
detektalt aktivitast. Ez Osszhangban van az irodalomban leirtakkal, miszerint a Giardia

lamblia harom PDI izoformaja koziil a legkisebb, egy 13 kDa nagysagu fehérje, -ami csak egy
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tioredoxin domént kdédol- (gPDI-3), szintén rendelkezett TG4z aktivitassal (Knodler, 1999). A
PDI tioredoxin doménje igen kozeli rokonsagban van a tioredoxin fehérjékkel, melyek protein
diszulfid reduktazok. Az altalunk vizsgalt rekombinans E. coli és human tioredoxinoknak
ugyancsak volt mérheté TGaz aktivitasa.

Megkiséreltiik meghatarozni, hogy a PDI mely aminosav oldallancai felelések a
fehérje TGaz aktivitasaért. Mind a protein diszulfid izomerdzokban, mind a
transzglutaminazokban ciszteineket talalhatunk az aktiv centrumban, igy valosziniisithetd
volt, hogy a transzamidéacid ugyanazt a ciszteint igényli, mint az izomerizacios reakcio.
Helyspecifikus mutagenezis kisérleteink azonban azt mutattdk, hogy a transzglutaminaz
reakcio fliggetlen a PDI katalitikus cisztein aminosavaitdl, a transzglutaminaz aktivitas az
aktiv centrumban talalhaté masodik ciszteinhez (CGHC) rendelheté. A transzglutaminaz
reakciohoz altalaban harom, meghatarozott aminosav sziikséges, cisztein, hisztidin és
aszpartat. A transzglutaminaz aktivitassal rendelkez6 tioredoxin domén csupan egyetlen egy
hisztidint tartalmaz, -ezt is a tioredoxin motivumon beliil-, és amikor ezt a hisztidint
kémiailag modositottuk, a TGéaz aktivitdis megsziint. Ez azt mutatja, hogy a tioredoxin
motivum hisztidinje része a katalitikus triadnak. Ez azt jelenti, hogy a nagy gyakorisaggal
eloforduld tioredoxin domén nemcsak a diszulfid izomeraz (mint a PDI-knél), nemcsak a
diszulfid reduktaz (mint a tioredoxinoknal) aktivitasért felelds katalitikus centrum része,
hanem a transzamidaz katalitikus centrum kialakulasaban is szerepet jatszik.

A PDI-3 tioredoxin doménjaban tdbb aszpartat oldallanc van (szdm szerint 14,
mindkét doménben). Szekvencia-Osszehasonlito vizsgalataink két erdsen konzervalodott régiod
jelenlétét mutattak, amelyek koziil a tioredoxin motivum C-terminalisan 1évé Asp er6sebb
konzervalodottsagot mutatott. Lehetséges azonban, hogy az Asp oldallancok nem részei a
katalitikus centrumnak a transzglutaminadz reakcid szempontjabol, hiszen vannak olyan
bakterialis transzglutaminazok, ahol a katalitikus tridd nem tartalmaz aszpartatot, a Cys-His-
és a fehérjelanc egy oxigénje alkotja azt (Buetow, 2001), vagy ahol egyetlen cisztein oldallanc

jelenléte elegendo a katalitikus reakcidhoz (Pasternack, 1998).

4

7.3. A PDI-3 és Trx konformacio valtozasa sziikséges a transzglutaminaz

aktivitashoz

Kisérleteink soran (in vitro, in silico) néhany részlet feltarult a PDI és Trx
transzglutamindz aktivitisanak mechanizmusardl, a reakciok hasonlosagara ezeknek a

fehérjéknek a haromdimenzios szerkezete adott.
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A human PDI a doménjat (Kemmink, 1996) hasznalva modelleztiik a C. elegans PDI
a doménjat, majd Osszevetettiik 6ket egymadssal, illetve a tradicionalis transzglutamindzok
szerkezetével. Mindkét fehérje szerkezetének (human és nematdéda PDI) vizsgalata feltarta,
hogy a TGaz aktivitasért felelés katalitikus aminosavak ugyanabban a régioban talalhatok,
elérhetd kozelségben helyezkednek el szubsztrat fehérjék szamara. A lehetséges katalitikus
aminosavak kozotti tavolsagokat molekula modellezés segitségével meghataroztuk. Ezek a
tavolsagok a human és C. elegans PDI esetében a Cys-His kozott 7.0 és 7.5 z&, His és Asp
kozott 17.0 és 16.0 A; valamint a Cys-Asp esetében 10.0 és 10.0 A. Osszevetve ezeket az
adatokat az ismert human TG2 (Liu, 2002), TG3 (Ahvazi, 2002) ¢és mikrobialis
(Streptoverticillium mobaranese) transzglutaminazzal (Kashiwagi, 2002), ahol a tavolsag
Cys-His/Asp kozott: 3.9, 2.9, és 3.4 A, (A mikrobialis TGaz-nal ugyanis a His helyett Asp
talalhatd a szerkezetben ill. a mechanizmusban.) A TG2, TG3 és mikrobialis TGaz tovabbi
katalitikus aminosavainak tavolsaga; His/Asp-Asp/His-nél: 3.7, 4,3 és 5,6 A, valamint az Cys-
Asp/His kozétt: 6.8, 5.8 és 5.0 A. Mindkét PDI esetében a katalitikus triad aminosavainak
tavolsaga nagyobb, mint a tradiciondlis TGaz-ok esetében. Ez azt jelenti, hogy a PDI a
doménjanak jelentds konformacidos valtozason kell keresztiilmennie, hogy a
transzglutaminazokra jellemz6 katalitikus triad kialakulhasson.

A huméan és a bakterialis tioredoxin szerkezete ugyancsak ismert (Weichsel, 1996;
Katti, 1990). Ezekben a fehérjékben a transzglutaminaz reakciot katalizald triad ugyancsak a
tioredoxin box koriil talalhato. A reakcidban résztvevd aminosavak tavolsaga ezekben a
fehérjékben is nagyobb, mint a klasszikus transzglutaminazok esetében: Cys-His kozott 8.2 és
9.8 A, a His-Asp kozott 6.6 és 11.5 A, valamint a Cys-Asp kozott 5.72 és 8.0 A. igy
hasonléan a PDI-hez, a tioredoxin esetében is konformacio valtozas sziikséges ahhoz, hogy az
aminosav oldallancok kozelebb keriilhessenek egymashoz, és a transzglutaminacio
végbemenjen.

Mivel a transzglutamindz aktivitast csak 55°C-on tudtuk kimutatni, 25°C-on nem,
ezért in vitro hémérséklet-indukalt szerkezetvaltozast tételeztink fel. A CD spektrumok
valtozasa ezt latszik igazolni.

Az PDI/Trx enzim hoémérséklet-indukalt transzglutaminaz tulajdonsaga azért is
érdekes, mert a C. elegans extraktumban 1év6 transzglutaminaz magasabb hémérsékletekkel
szemben igen érzékenynek bizonyult. A fehérjemintdk tiz perces 40°C-on torténé elokezelés
hatasara aktivitasuk tobb mint a felét elvesztették, mig 60°C-os kezelés hatdsara teljesen

inaktivalodtak (Madi, 1998). Az ellentmondast ugy lehet feloldani, ha feltételezziik, hogy a
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nematddakban kétféle transzglutaminaz is létezik, az egyik az emldsokéhez valamilyen
szinten hasonlo6, a masik azoktol teljesen letéré PDI-szerli fehérje. A képet tovabb bonyolitja,
hogy a nematdédakban kimutatott fehérje nem mutat szekvencia-hasonlosagot az emlds
transzglutamindzokkal, ugyanakkor a nematéda enzimet a human enzim elleni antitest
felismerte (Madi, 1998). A transzglutamindz expressziot Western blottal igazoltak, tehat
valamilyen hasonlésagnak léteznie kell. Raadasul a két fehérje molekulatdmege (nematdéda
TGaz, PDI) kozel azonos.

A PDI kétfunkcios volta egy masik érdekes kérdést is felvet, ez pedig az enzim Ca”'-
fliggése. Az enzim transzglutamindz aktivitdsa erés Ca’'-fiiggéssel volt jellemezhetd, amit
két, fiiggetlen aktivitas-mérési modszer, valamint a dot blot is kimutatott. A protein diszulfid
izomeraz szerkezete tartalmaz egy Ca>"-kté domént, annak ellenére, hogy az enzim eredeti
funkci6jahoz (izomeraz, reduktaz, chaperon) nem igényel Ca**-ot. Az, hogy a Ca* -kétése egy
fehérjében szerkezetvaltozast okoz, mar ismert a TG3 esetében (Ahvazi, 2002). Ebben az
enzimfehérjében a Ca’'-hatisira egy csatorna képzOdik, ami a szubsztratnak az aktiv
centrumhoz valdé hozzaférését biztositja. A PDI tioredoxin doménjainak és maganak a
tioredoxinnak is sziiksége volt a Ca’’-ra hogy mérhetd transzglutamindz aktivitassal
rendelkezzen. Lehetséges, hogy ezeknek a fehérjéknek a transzglutaminaz aktivitasat az

intracellularis Ca®" koncentracié valtozéasa kapcsolja be.

7.4. A PDI/Trx csaladhoz kapcsolodo TGaz aktivitas lehetséges fiziologias

jelentosége

7.4.1. A PDI géntermék hianya nematédakban

Az els6 olyan koézlemény, amelyben a kétfunkcidju TGaz/PDI-rdl irtak 6t évvel ezelott
jelent meg a parazita Dirofilaria immitis-r6]1 (Chandrashekar, 1998). Azé6ta sem deriilt fény a
jelenség fizioldgias szerepére. Ugyan a C. elegans genomjanak a teljes szekvenalasa is mar
elkésziilt (The C. elegans Sequencing Consortium), de ez sem adott valaszt a kérdésre. A
feladat azért is meglehetésen nehéz, mert specifikus TGaz aktiv helyet gatlo inhibitorok még
nem allnak rendelkezésiinkre.

Eschenlauer és munkatarsai RNS interferencia moddszerével eldallitottak a PDI
géntermékét nem tartalmazé fonalférget. Kisérleteik széles koriiek és alaposak voltak, mert a

»geén elhallgattatas” (,,gene silencing”) mindharom ismert modszerét alkalmaztak: az
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injektalast, a meritést (fiatal-L1 allapota- allatokat RNS oldatba meritik) és az etetéses-
kisérletet. A PDI-3 transcript hianyanak kovetkezménye tobb mutans torzsben a legyengitett
kutikula volt, a férgek tomzsik lettek (,,dumpy” fenotipus), abnormalis him és hermafrodita
farok morfologiat mutattak. A vad tipusi nematdodak nem mutattak morfoldgiai eltérést,
ambar a pdi-3 RNSi kovetkeztében a kutikula kollagén szerkezete megvaltozott (Eschenlauer,
2002). Azt feltételezték, hogy a PDI-3-nak szerepe van az extracellularis matrix
Osszetartasaban. Mas parazita nematodakban (Brugia malayi) a TGéaz aktivitas gatlasa a
felndtt egyedek életképességét csokkentette (Chandrashekar, 2000), mig a szintén parazita
Onchocerca volvulus-ban vedlési zavarokat okozott (L3 larvaalakbol L4-be) (Lustigman,
1995). Hasonldan, a Dirofilaria immitis-ben gy talaltak, hogy az ERp60 fehérje TGaz
aktivitasanak az L3-bol L4-be torténd vedléskor van szerepe (Chandrashekar, 2002).

A nematodak TGaz aktivitasanak pontos funkcioja még nem tisztazott, de lehetséges,
hogy a kutikularis ECM komponensek Osszetartasat és keresztkotését katalizaljak, hiszen az
exoskeleton struktirak igen gazdagok izopeptid kotésekben. A fehérjék stabilizacioja mind az
enzim transzglutaminaz aktivitasat (keresztkoté funkcid), mind annak diszulfid izomeraz

aktivitasat (chaperon funkcio) igényelheti.

7.4.2. Multifunkcionalis enzimek

A természetben gyakori jelenség, hogy fehérjéknek tobbféle funkcidjuk/aktivitasuk
van, beleértve Osszefliggésbe hozhato ill. az 6ssze nem fiiggd funkcidkat. Logikus kérdés
felvetni azt, hogy vajon a PDI és Trx transzglutaminaz aktivitisa kozott lehetséges-e
Osszefiiggés, vagy az enzimek ezen felismert, 11j aktivitisa nem fligg 6ssze. Realizalnunk kell,
hogy a harom vizsgalt fehérjecsalad (PDI, Trx, TGdz) tagjai tobb, egymassal atfedd
tulajdonsaggal rendelkeznek. Transzglutamilaciéra mindannyian képesek, mint redox
katalizalok/fehérjék, a TGaz-ok szokatlan nagy szami szabad cisztein-SH csoportot
tartalmaznak, amelyek altalaban reaktivak (Lai, 2001). Azonfeliil, a transzglutaminaz nem
katalitikus kolcsonhatasa sejten kiviili és beliili fehérjékkel a TGaz chaperon funkcidjara utal
(Fésiis, 2002; Piredda, 1999), mint az a PDI/Trx csalad esetében mar ismert (Ferrari, 1999;
Hirota, 2002). Nincs azonban kdzvetlen bizonyiték arra, hogy a nem megfeleld szerkezeti,
karosodott vagy oxidalddott fehérjék megmentését a PDI izomerdz vagy a Trx diszulfid
reduktaz funkcidja probalna megkisérelni. Ez a ,,megmentési kisérlet” magaban foglalhatja a

target fehérje transzglutamilaciéval vald stabilizalasat (deamidalas, keresztkotés, primer
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aminok beépitése). Ezt a folyamatot/reakcidt vagy a PDI és Trx transzglutaminaz aktivitasa,
vagy a transzglutaminaz onmaga is katalizalhatja, mint redox katalizald, chaperon vagy
keresztkoto fehérje.

Elképzelhet, hogy ha egy fehérje megmentése, stabilizalasa mar nem lehetséges,
akkor az enzim keresztkoto tulajdonsagaval kovalensen kapcsolddik a tonkrement fehérjékhez
—talan az ubikvitinalassal parhuzamosan-, ¢és elinditja a feleslegessé valt fehérjét az lebontas, a
proteaszoOma rendszer iranyaba. Ismeretes, hogy a proteaszoma gatlasakor egyes
hésokkfehérjék és az ER-ban 1évé més chaperonok mennyisége megnd. Magyarazatot adhat
erre, hogy a proteaszoma gatlasakor a sejtben 1évo abnormalis fehérjék lebontasa is gatolt,
szintjilk emelkedése pedig maga utan vonja a chaperonok mennyiségének novekedését, vagy
azért, hogy a sok, hibas fehérjét megkiséreljék kijavitani, vagy azért, hogy a proteaszoma
rendszerbe probaljak iranyitani. A proteaszoma rendszer a feleslegessé valt, valamint az anti-
és proapoptotikus molekuldk szabalyozott lebontasaval fontos regulacids eleme lehet az
apoptotikus folyamatnak is. Az, hogy a transzglutaminaz expresszioja az apoptdzis folyaman
megnd, régdta kozismert (Fésiis, 1987).

Tobb, tovabbi kozos tulajdonsag is figyelhetd meg a PDI, Trx és TGéz enzimcsalad
tagjai kozott. Mindharom enzimcsalad jelen van az ¢él0 szervezetek minden tipusaban
(Lorand, 2003; Ferrari, 1999; Hirota, 2002), az eukaridta sejtek mindegyik compartment-
jében -, fontos szerepiik lehet az extracellularis térben, ahova szekretalodasuk utan keriilnek,
annak ellenére, hogy szignal szekvenciaval egyik sem rendelkezik. Mind indukalhatd
enzimek, mind reagalnak stressz koriilményekre, oxigén gyokokre, sejt- és szoveti
karosodasokra (Ferrari, 1999; Hirota, 2002; Nardacci, 2003; Mastroberardino, 2002; Griffin,
2002). Ezekre az adatokra tdmaszkodva elképzelhetd, hogy ez a harom nagy fehérje/enzim
csalad egy altalanos cellularis védo rendszer elemeit jelenti, amely a konvergens evolicio
folyaman a megosztott enzimaktivitdsok széles valtozatossagaval a célbol keletkezett, hogy
védje €s stabilizalja a fehérjéket, sejteket és szoveteket.

A PDI és a Trx fehérjék nagy mennyiségben vannak jelen a sejten beliil/kiviil illetve a
sejtfelszinen. Az, hogy ezek a fehérjék kétféle aktivitassal is rendelkeznek, mind a bakterilis
fehérjénél (E. coli Trx), mind a fonalféregben (C. elegans), mind a gerinceseknél (human Trx,
PDI), a fehérje motivum funkciobeli konzervalodottsagra utal. A PDI tobb katalitikus
reakcigja mar régota ismert: redukcid, izomerizacid, fehérjék helyes szerkezetének
kialakitasa, tehat egyfajta poszt-transzlacidos modositds, a tioredoxin szerepe szintigy
széleskorli: redox szignalok, fotoszintézis, apoptozis szabalyozasa, fejlédésbiologia,

immunvalasz kialakitdsa. A transzglutaminaznak is egyre tobb funkcidja valik ismertté;
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keresztk6td fehére, részt vesz szignalitvonalakban, mint G-fehérje, szerepe van az
apoptozisban, s6t, a fagocitdzisban is. Arra hivja fel a figyelmet, hogy fehérjék szerepe
korantsem tisztazott, és szabalyozasuk megértése, illetve a koriilmények és/vagy a sejten
beliili kdlcsonhatasok, -amelyek eldontik, hogy a fehérjének melyik funkcidja ,.kapcsol be”-

feltarasa nagy 1épés lehet elére az in vivo kutatasokban.
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8. OSSZEFOGLALAS

Sikeresen klonoztuk a C. elegans PDI-3 c¢DNS-ét egy indukalhatd, expresszios
vektorba, melynek segitségével eldallitottuk a rekombinans fehérjét (rPDI-3).

A rekombinans fehérje mind in vitro, mind in vivo kisérletekben aktivnak bizonyult.
Az rPDI-3 diszulfid izomeraz aktivitasat meghataroztuk, és bizonyitottuk, hogy képes
komplementalni a dsbA™ deficiens E. coli térzset.

A rekombinans fehérje transzglutaminaz aktivitassal rendelkezett, err6l két fiiggetlen
mérési modszerrel is megbizonyosodtunk. A transzglutaminaz aktivitas csak 55 °C-on
volt detektalhato, 25°C-on nem. Meggy6zddtiink arrdl, hogy nem artefactumrol van
sz0, a PDI valoban katalizalja az amin- transzfert a kazein és biotinalt amin kozott, ezt
dot blot kisérlettel is igazoltuk. A rekombinans PDI specifikus aktivitasat is
megmértiik, azt a tengerimalac szoveti transzglutamindzdval nagysdgrendben
Osszehasonlithato értéket adott.

Delécios mutansok segitségével sikeriilt lokalizalnunk, hogy a detektalt
transzglutaminaz aktivitasért a fehérje tioredoxin doménje a felelds.

Hely-specifikus mutagenezissel kimutattuk, hogy a rekombinans PDI-3 TGaz
aktivitasa fiiggetlen a PDI katalitikus centrumaban talalhato cisztein oldallancoktol.

A tioredoxin domén mutagenezise bebizonyitotta, hogy a transzamidacioban a CGHC
tioredoxin motivumban talalhaté masodik cisztein jatszik kritikus szerepet.

A vizsgélt E. coli és human tioredoxin is transzglutaminaz aktivitast mutatott.

Mivel tioredoxin doménban egyetlen hisztidin talalhato, ezért megvizsgaltuk, hogy
vajon szerepet jatszik-e a transzamidacios reakcioban. A hisztidin oldallanc kémiai
modositasa a TGaz aktivitds szinte teljes elvesztését eredményezte. Szekvencia
Osszehasonlitasokkal két konzervalodott Asp régiot talaltunk mind a PDI-ben, mind a
tioredoxinban. A PDI-ben, és Trx-ben lehetséges katalitikus triddokat azonositottunk.
Homoldg modellezés segitségével megszerkesztettik a C. elegans PDI-3 a
doménjanak a szerkezetét.

Cirkularis dikroizmus spektroszkopia segitségével kimutattuk, hogy mind a PDI, mind
a Trx egy homérséklet-indukalta szerkezetvaltozason megy keresztiil, ami sziikséges

feltétele a transzglutaminaz reakcio in vitro lejatszodasahoz.
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