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1. RÖVIDÍTÉSEK 

 
 
bp   bázispár 
BSA   marha szérum albumin 
CD   cirkuláris dikroizmus 
cCMP   ciklikus citidin monofoszfát 
DEP   dietil-pirokarbonát 
DTT   ditiotreitol 
ECL   erQsített kemilumineszencia 
ELISA   enzimhez kötött immunológiai kimutatás 
GSH   glutation 
GSSH   oxidált glutation  
ECM   extracelluláris mátrix 
EDTA   etilén-diamin-tetraacetát 
GST   glutation-S-transzferáz 
IgG   immunglobulin G 
IPTG   izopropil d-D-1-tiogalakto-piranozid 
kb   kilobázis 
kDa   kilodalton 
nm   nanométer 
PCR   polimeráz láncreakció 
PDI   protein diszulfid izomeráz 
RNSi   RNS interferencia 
rPDI-3   rekombináns PDI-3 
RNáz   ribonukleáz 
TG1, TG2..  különbözQ transzglutamináz családok 
TGáz   transzglutamináz 
Trx   tioredoxin 
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2. BEVEZETÉS  
 

 
A transzglutaminázok (TGáz, EC 2. 3. 2. 13) széles körben elterjedtek, intra- és 

extracelluláris térben egyaránt megtalálhatók, Ca2+-függQ módon katalizálják a fehérjék 

poszt-transzlációs módosítását. A reakció végtermékeként (-glutamil) lizin izopeptid kötés jön 

létre két fehérjelánc között. Alacsonyabbrend_ (baktérium) és magasabbrend_ (gerincesek) 

szervezetekben egyaránt megtalálhatók. Az alacsonyabbrend_ szervezetekben lévQ 

transzglutaminázokról jóval kevesebb ismeretanyag áll rendelkezésünkre. Az utóbbi évek 

publikációi rámutattak arra, hogy az alacsonyabbrend_ek TGáz-a nem mutat homológiát az 

emlQs TGáz-ok egyikével sem. Több fonalféreg TGáz-áról bebizonyosodott, hogy jelentQs 

homológiát mutat a protein diszulfid izomerázzal. Ezek a fehérjék kétféle aktivitással is 

rendelkeztek, transzglutamináz és protein diszulfid izomeráz aktivitással is.  

A C. elegans transzglutaminázáról még csak kevés adat áll rendelkezésünkre (Mádi, 

1998). A transzglutaminázt jelenlétét kimutatták féregextraktumból, biokémiailag 

jellemezték, immunhisztokémiai módszerekkel az enzim konstitutív expresszióját 

lokalizálták. 

Értekezésem témája, a DE OEC Biokémia és Molekuláris Biológia Intézetében évek 

óta folyó transzglutamináz illetve C. elegans kutatásokhoz szerves módon kapcsolódik. 
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3. IRODALMI ÁTTEKINTÉS 

 

 

3.1. A protein diszulfid izomerázról 

 

Egy sejtnek vannak olyan fehérjéi, amelyet a sejtmembrán külsQ felszínére, vagy a 

sejtközötti térbe kell kijuttatni. A sejt citoplazmájában redukáló környezetet találhatunk. A 

frissen megszintetizálódott, eredetileg redukált állapotban lévQ fehérje mindkét esetben 

oxidálódni fog a rendeltetési helyén. Az oxidáció hibás helyen lévQ diszulfidhidak 

létrejöttével vagy más oxidált aminosav-oldalláncok (metionin) torzító hatásával járhat. Ha a 

diszulfidhidak túl gyorsan alakulnak ki, könnyen lehet, hogy helytelen állapotban fogják a 

fehérjét rögzíteni. Közel 40 évvel ezelQtt Anfinsen úttörQ kísérlete bizonyította, hogy a 

redukált, denaturált ribonukleáz A in vitro képes újra kialakítani a diszulfidkötéseket 

(Anfinsen, 1973). Bár az enzim újra-feltekeredése (refolding-ja) azonban sokkal lassúbb volt 

kémcsQben, mint az élQ sejtben. A diszulfidhidak kialakulása a sejtek endoplazmatikus 

retikulumában (ER) zajlik, a protein diszulfid izomeráz (PDI) közrem_ködésével. A protein 

diszulfid izomerázhoz kétféle aktivitást is társíthatunk: mint oxidoreduktáz, katalizálja a 

diszulfidkötések létrejöttét, az izomerizációt és a redukciót (Freedman, 1994), emellett, 

molekuláris chaperonként, diszulfidhidakkal segíti a tekeredQ fehérje megfelelQ szerkezetének 

kialakulását (Darby, 1995) (1. ábra). 

Az endoplazmatikus retikulum 

átmenetet jelent a citoplazma és 

az extracelluláris környezet 

redox-potenciálja között. Ez a 

redoxgradiens a protein di-

szulfid izomerázzal együtt 

képes arra, hogy fokozatosan 

készítse fel plazmamembrán 

külsQ oldalára kerülQ fehérjéket 

a szekrécióra, illetve a sejten 

kívüli tér sokkal oxidatívabb    

1. ábra. A protein diszulfid izomeráz által katalizált reakciók          környezetére.           
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3.2. A protein diszulfid izomeráz szerkezeti és funkcionális tulajdonságai 

 
A PDI-család fehérjéi domén szerkezet_ek. A funkcionális doméneknek tipikus 

tioredoxin (Trx) motívuma (foldja) van, az c-hélixek és d-lemezek váltakoznak egymással, 

azaz: d-c-d-c-d-c-d-d-c (Kemmink, 1997) (2. ábra A.). Az a és a’ domén redox-aktív 

thioredoxin szerkezet_ domének, míg a b és b’ domén redox-inaktívak. A protein diszulfid 

izomeráz teljes szerkezete még nem ismert, csak az a és b domén szerkezetét határozták meg 

(Kemmink, 1996; 1999) (2. ábra B, C). A c domén egy feltételezett Ca2+-kötQ domén (2. 

ábra D).  

 

B CA B CA

 

         CGHC

tioredoxin tioredoxin

CGHC

a             b             b’ a’ c

CGHC CGHC

a             b             b’ a’ c

CGHC

tioredoxin tioredoxin

CGHC

a             b             b’ a’ c

CGHC CGHC

a             b             b’ a’ c

 

2. ábra. A tioredoxin fold A, humán tioredoxin szerkezete; B, humán protein diszulfid izomeráz a 

doménjének szerkezete; C, humán protein diszulfid izomeráz b doménjének szerkezete; D, humán protein 

diszulfid izomeráz szerkezetének sematikus rajza. 

 

Az a és az a’ domén igen nagy szekvencia homológiát mutat a tioredoxinnal, 

tartalmazza az enzim két aktív centrumát, ami a Cys-X-X-Cys szekvenciával jellemezhetQ. A 

b és b’ domén az evolúció során pontmutációkkal elvesztette a Cys-X-X-Cys aktív helyét 

(Ferrari, 1998). A PDI oxidoreduktáz/izomeráz funkciója, csakúgy mint a tioredoxiné, az a és 

a’ doménen belül az N-terminális ciszteinhez köthetQ (Vuori, 1992, Wunderlich, 1995). A 

PDI chaperon aktivitásáért, az enzim peptidkötQ tulajdonságáért - amikor is kölcsönhatásba 

kerül a helytelen szerkezet_ fehérjékkel-,  a b domén a felelQs ( Noiva, 1993).  

D 
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A PDI multifunkcionális voltát mutatja, hogy képes kisméret_ ligandok kötésére, 

például ösztradiol (Tsibris, 1989), 3,3`,5-trijód-L-thyronin (Yamauchi, 1987), ATP (Nigam, 

1994), de fehérjék alegységeként is elQfordul: például a prolil-hidroxiláz d alegységérQl 

régóta ismert, hogy PDI aktivitással rendelkezik (Vuori, 1992), és a mikroszómális triglicerid 

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

elterjedt PDI család fehérjéinek homológjai Escherichia coli-ban is megtalálhatók (DsbA, 

DsbC) (Bardwell, 1991, Zapun, 1995), élesztQben (Eug1) (Tachibana, 1992) is, és az emlQs 

PDI-családnak is számos tagja van, amint azt az 1. Táblázat is mutatja. 

   

Fehérje      Méret       Domén szerkezet     Celluláris lokalizáció                          Egyéb 
 

PDI 55 kDa      a-b-b`-a`-c ER, sejtmag, plazma membrán, 
sejt felszín, citoszol, 
szekretálódik 

 

ERp57 
(ERp60, 
GRp58, 
ERp61) 
 

54 kDa     a-b-b`-a` ER, sejtmag, plazma membrán, 
sejt felszín, citoszol, 
szekretálódik 

nukleáris lokalizációs 
szignál (NLS) 

PDIp 55kDa    a-b-b`-a` ER Pankreász specifikus 
PDI 
 

P5 
(CaBP1) 

46 kDa    a0-a-b-c ER A legkisebb redox-aktív 
fehérje, nem stressz-
indukálható. 

ERp72 
(CaBP2) 

71 kDa     c-a0-a-b-b`-a` ER, sejt felszín, szekretálódik  

PDIR  57 kDa    b- a0-a-a` ER Minden egyes a 
doménnak különbözQ 
aktív centruma van. 

ERp29 
(ERp31, 
ERp28) 

28 kDa  ER Thioredoxin foldja van, 
Trx-aktív helye nincs. 

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

PDI-D  
(ERp28) 

26 kDa      b-D ER Nincs Trx-aktív helye. 

 
1. Táblázat. Az emlQs PDI homológjai 
 

A protein diszulfid izomeráz fehérje C-terminálisán KDEL-szekvencia, ún. ER 

retenciós szignál található. Az ERp57-rQl kimutatták, hogy nemcsak az endoplazmatikus 

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

Mind a PDI-t, mind az ERp57-et kimutatták a sejtmagban is, és azt is bizonyították, hogy 

ezen enzimek szabályozzák egyes transzkripciós faktorok DNS-kötQ képességét (Gerner, 
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1999, Coppari 2002). PDI jelen van a mitokondriumokban (Rigobello, 2000), a sejten kívül, 

mind pedig a sejtfelszínen, mind szekretált fehérje formájában (Terada, 1995). 

 

3.3. A tioredoxin szerepe 

 

A tioredoxin-tioredoxin reduktáz rendszer központi szerepet tölt be az oxidatív 

stresszválasz kialakításában, baktériumokban és eukarióta sejtekben is. A tioredoxin reduktáz 

segítségével, az oxidált tioredoxin közrem_ködésével a fehérjékben található diszulfidhidak 

redukálódnak. A reakció reverzibilis, és  NADPH-t igényel (3. ábra). 

 

 

3. ábra. A tioredoxin 

reakciója 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A tioredoxin 13 kDa molekulatömeg_ fehérje, aktív centrumában tartalmaz 

konzerválódott egy redox aktív diszulfid/ditiol csoportot (C-X-X-C). A tioredoxin 

nélkülözhetetlen az intracelluláris folyamatokban, kofaktorként vagy antioxidánsként 

m_ködhet (Laurent, 1964; Silverman, 1988; Powis, 1995), szerepe van a DNS repair-ben 

(Xanthoudakis, 1992), transzkripciós regulátora lehet például az NFmB-nek, AP-1-nek és a 

p53 fehérjének is (Hirota, 2000; Ueno, 1999), de leírták, mint növekedési faktort is. A 

tioredoxin oxidatív stressz hatására transzlokálódik a citoplazmából a sejtmagba (Hirota, 

1999).  

A tioredoxin nem klasszikus módon szekretálódhat a sejtbQl (Rubartelli, 1992), bár az 

még nem tisztázott, hogy az extracelluláris Trx-nak mi a célpontja: egy Trx-specifikus 

receptor, vagy esetleg a sejtfelszínen megtalálható Trx-reduktáz, vagy más faktorok 
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igényelhetik a diszulfidhidak redukcióját. Az extracelluláris Trx felvétele és a sejtbe jutása 

transzkripciós faktorokat befolyásolhat, ami a génexpresszió megváltozásához vezetnek 

(Powis, 2001). 

 

3.4. A transzglutamináz fehérje család 

 
A kalciumion-függQ transzglutaminázok (TGáz) egy aciltranszfer reakcióban vesznek 

részt, mely során fehérjék kovalens keresztkötését katalizálják. Az enzim a sejtfehérjék 

glutamin és lizin oldalláncai között izopeptid keresztkötéseket hoz létre (Folk, 1977) így 

stabil, oldhatatlan fehérjehálózatot képez az apoptotikus sejtekben.  

4. ábra. A transzgluta-

mináz által katalizált 

reakció   

 

 

 

 

A reakció során a glutamin i-aminocsoportja lehasad, és ammónia szabadul fel (4. ábra).  

 A transzglutamináz aktív centrumában ciszteint tartalmaz, mely egy hisztidinnel és 

egy aszpartáttal a papain proteáz család katalitikus centrumához igen hasonló katalitikus 

triádot alkot (Cys - His - Asp). Maga az enzimreakció szintén hasonló a cisztein proteázok 

által katalizált reakcióhoz, annak reverz formája.  

A transzglutamináz család legkorábban ismert tagja a véralvadási kaszkád utolsó 

enzime, a XIII faktor (Laki-Lóránd faktor), a plazmában található zimogén formában. A XIII 

faktort a véralvadás során trombin és Ca2+ aktiválja, az aktív enzim fibrin molekulákat 

kapcsol egymáshoz, hogy stabil, úgynevezett kemény alvadék jöjjön létre (Muszbek, 1996). 

A TG1 és TG3 (keratinocita és epidermális transzglutamináz) az epidermális 

differenciáció különbözQ stádiumaiban expresszálódnak, és strukturális fehérjéket kötnek 

össze. A fehérjék keresztkötése stabilizálja az elhalt hámsejteket, és így az a bQr elszarusodott 

rétegét alkothatja (Aeschlimann és Paulsson, 1994).  

A TG4 (prosztata transzglutamináz) androgén hormon által szabályozott fehérje, mely 

az ondóképzésben játszik szerepet (Dubbink, 1996).  

O

NH4

C-NH2

Lys

Gln

N C

O

H
Lys

GlnTGáz

O

NH4

C-NH2

Lys

Gln

N C

O

H
Lys

GlnTGáz

(NH4
+)n

O

NH4

C-NH2

Lys

Gln

N C

O

H
Lys

GlnTGáz

O

NH4

C-NH2

Lys

Gln

N C

O

H
Lys

GlnTGáz

(NH4
+)n



 11

A TG5 a család legújabb tagja, szintén keratinocitákban írták le, ahol 2 különbözQ 

formában (alternatív splice variánsok) található meg. Az enzim széleskör_ expressziót mutat  

fejlQdQ és felnQtt szervezetben egyaránt (Aeschlimann, 1998).  

 

Fehérje Szinoníma Méret KifejezRdés Lokalizáció Funkció 

XIII A 
faktor 

Fibrin-stabilizáló 
faktor, 
Laki-Lóránd faktor, 
profibrinoligáz, 
plazma proTGáz 

83 kDa vérlemezkék, 
asztrociták, 
bQridegsejt, 
porc-sejt, 
placenta, 
plazma 

citoszol, 
extracelluláris tér 

véralvadás, 
csont növekedés 

TG1 TGK,  
keratinocita TGáz 

90 kDa keratinociták, 
agy 

membán, citoszol sejt burok 
kialakítás 

TG2 TGT, szöveti TGáz, 
endotél TGáz, 
eritrocita TGáz 

80 kDa mindenütt citoszol, sejtmag, 
membrán, sejt 
felszín, 
extracelluláris tér 

többszörös 

TG3 TGE,  
epidermális TGáz,  

77 kDa epitél sejtek, 
agy 

citoszol sejt burok 
kialakítás 

TG4 TGP, prosztata TGáz 77 kDa prosztata  ondó képzQdés 

TG5 TGX 81 kDa mindenütt, 
kivéve 
központi 
idegrendszer 

  

TG6 TGY     

TG7 TGZ  mindenütt   

 
2. Táblázat. Humán transzglutaminázok (Lorand, 2003 nyomán) 

 

A szöveti transzglutamináz (TG2) igen sokféle sejtben, illetve szövettípusban 

megjelenik (Thomázy és Fésüs, 1989). Bár igen elterjedt enzim, pontos fiziológiai funkciója 

nem teljesen tisztázott, valószín_leg eltérQ szövetekben eltérQ funkciót lát el. A TG2 nem 

hordoz szignál peptidet, vagy szénhidrát láncokat, melyek a szekretált fehérjék jellemzQi, és 

transzportja az extracelluláris térbe a mai napig tisztázatlan (Aeschlimann és Paulsson, 1994).   

Mint GTP-áz aktivitással rendelkezQ fehérje (Nakaoka, 1994), szignalizációs szerepet is 

tulajdonítanak neki. A TG2-nak a fehérjéket keresztkötQ képességén kívül számos funkciója 

is lehet: amin-beépítés, hely-specifikus deamidálás, és izopeptidáz-aktivitás, valamint kijutva 

a sejtbQl közvetítheti integrin receptorok és fibronektinek közti kölcsönhatást, elQsegítve ezzel 

a sejt-mátrix kapcsolat létrejöttét (Fésüs, 2002). 

 



 12

3.5. Transzglutamináz alacsonyabb rend_ szervezetekben  

 

Az utóbbi években transzglutamináz aktivitást mutattak ki egyre több alacsonyabb 

rend_ létformánál (pl.: baktériumok, fonalférgek, növények). Bár több transzglutaminázt 

sikeresen klónoztak, egy részük nem mutatott sem szerkezeti, sem funkcionális hasonlóságot 

az ismert emlQs transzglutaminázokkal. Például két baktériumtörzsbQl (Bacillus subtilis, 

Streptoverticillium mobaraense (Kobayasi, 1998, Pasternack, 1998)) is  klónozták a 

transzglutaminázt, de a gén semmilyen hasonlóságot nem mutatott az eddig ismert TGáz 

család génjeivel. Hasonlóan, az Escherichia coli CNF1 (citotoxikus nekrotizáló faktor 1) 

fehérjéje és a Bordetella pertussis DNT (dermonekrotikus toxinja) fehérjéje tartalmazzák a 

katalitikus cisztein és hisztidin aminosavakat, képesek katalizálni a transzglutamináz reakciót, 

és képesek a Rho GTPáz deaminálására is (Schmidt, 1998), de semmiféle homológiát nem 

mutatnak az emlQs transzglutaminázokhoz.  

Az elsQ nematóda, a Brugia malayi volt amelybQl a TGáz fehérjét tisztították. A 

fehérje N-terminális aminosav sorrendjét meghatározták, de semmilyen ismert 

transzglutaminázzal vagy ismeretlen funkciójú fehérjével nem mutatott szekvenciális 

hasonlóságot (Singh, 1994). A fehérje ismert N-terminális részére tervezett antitest egy 56-

kDa nagyságú fehérjét ismert fel a B. malayi extraktumból. Ugyanezt az antitestet használták 

a Dirofilaria immitis fonalféreg extraktum vizsgálatára. Az immunreaktív fehérjét tisztították, 

és a cDNS klónt teljes hosszában meghatározták (Chandrashekar, 1998). A cDNS nukleotid 

szekvenciája és az ebbQl származtatott aminosav sorrend semmilyen ismert 

transzglutaminázzal nem mutatott hasonlóságot. JelentQs homológiát találtak azonban a 

protein diszulfid izomeráz-rokon, endoplazmatikus retikulumból származó ERp60 fehérjével. 

Újabb érdekesség, hogy a nematóda TGáz fehérje két, olyan régiót is tartalmazott, melyek 

megfeleltek a PDI/tioredoxin-család két aktív centrumának. A fehérjét expresszálták E. coli-

ban, és azt találták, hogy a rekombináns fehérjének mind protein diszulfid izomeráz, mind 

pedig kalcium-függQ transzglutamináz aktivitása volt. A rekombináns fehérje aktivitását 

TGáz-specifikus inhibitorokkal gátolni lehetett (Chandrashekar, 1998). KésQbb izolálták a 

Giardia lamblia-ból a protein diszulfid izomeráz 3 izoformáját, és mindhárom izoforma 

rendelkezett  PDI és TGáz aktivitással is (Knodler, 1999).  

A parazita nematódák transzglutaminázainak biokémiai és molekuláris biológiai 

vizsgálata során kiderült, hogy tulajdonságaikban nagyon hasonlóak, de a „klasszikus”-

transzglutaminázoktól eltérQen a transzglutaminázok egy új típusú családját alkotják. Az új 
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transzglutamináz fehérjék azonosítása a két thioredoxin aktív centrummal új szemszögét 

mutatja be a fehérjék poszt-transzlációs modifikálásának a primitív életformákban. 

 

3.6. A Caenorhabditis elegans, mint modell szervezet 

 

A fejlQdésgenetika közismert modell-szervezete, a C. elegans, a mérsékelt égövön 

mindenütt elQforduló talajlakó fonálféreg (Nematoda). Gyors egyedfejlQdése és 

önmegtermékenyítéssel való szaporodása révén a C. elegans a genetikai vizsgálatok kedvelt 

organizmusává vált. Az állandó sejtszámú C. elegans egyedülálló lehetQséget biztosít a 

fejlQdésbiológiai kutatásokra, - ezen belül a programozott sejthalál vizsgálatára -, mert 

ontogenezise során az egyedfejlQdés meghatározott szakaszában 1090 szomatikus sejtmagból 

131 a programozott elhalás eredményeként elt_nik (Wood, 1988). Az elhaló sejtek az élQ 

nematódában Nomarski optikával megfigyelhetQ, mivel az állat kültakarója átlátszó. 

A genom-projekteknek köszönhetQen ma már a C. elegans teljes genomja ismert (The 

C. elegans Sequencing Consortium), és adatbázisokból elérhetQ (The biology and genome of 

C. elegans, www.wormbase.org). Egyes gének célzott inaktiválására transzgénikus állatok 

elQállítása több módon is lehetséges (Fire, 1999).  

Intézetünkben, Mádi András már kimutatta a transzglutamináz fehérje jelenlétét C. 

elegans extraktumból. EgyedfejlQdéssel kapcsolatos vizsgálatai kimutatták, hogy az 

ontogenezis során a konstitutív módon jelenlévQ enzim mennyisége a felnQtt férgekben, és a 

sejthalál-folyamatokkal bíró L1 stádiumokban a legnagyobb (Mádi, 1998). 

A C. elegans transzglutaminázának biokémiai vizsgálata rámutatott arra, hogy az 

enzim a gerincesek szöveti transzglutaminázától erQsen eltérQ sajátságokkal bír, de nagyon 

hasonlít a más nematódákban leírt enzimekhez (Mádi, 1998; Singh, 1994). A szöveti 

transzglutamináz evolúciós kialakulásáról még nagyon keveset tudunk. Néhány gerinctelen 

fajból biokémiailag kimutatott enzim sajátságait vizsgálva, azonban feltételezhetjük, hogy a 

transzglutamináznak egymással homológ (funkció és szerkezet tekintetében rokon) és analóg 

(funkció tekintetében azonos, de szerkezetileg nem rokon) formái is létezhetnek az 

élQvilágban (Mehta, 2002). Ezt a feltételezést megerQsíti a Dirofilaria immitis-ben klónozott 

transzglutamináz  példája, ami a protein diszulfid izomerázzal mutatott szekvenciális 

homológiát, és a fehérje mindkét enzimre jellemzQ aktivitással is rendelkezett 

(Chandrashekar, 1998).  

                   



 14

4. CÉLKIT^ZÉS 
 
 
Kísérleteink során a következQkre kerestük a választ: 

1. A C. elegans protein diszulfid izomeráza – más nematódákhoz hasonlóan- rendelkezik-

e transzglutamináz aktivitással?  

Kísérleteinket a molekuláris genetika eszköztárával kiviteleztük, rekombináns fehérjét 

bakteriális expresszió segítségével, fúziós formában akartuk elQállítani. A 

rekombináns PDI izomeráz aktivitás méréséhez egy új kísérleti rendszert kellett 

beállítanunk. A transzglutamináz aktivitást a már ismert, intézetünkben alkalmazott 

ELISA módszerrel teszteltük. A rekombináns fehérjét a transzglutamináz aktivitás 

szempontjából megpróbáltuk biokémiailag jellemezni.  

2. Ha a PDI transzglutamináz aktivitással rendelkezik, melyik az a régiója az enzimnek, 

amely a transzglutamináz aktivitásért felelQs? 

Megterveztük a PDI aktív centrumának molekuláris genetikai vizsgálatát, valamint 

ismerve a PDI fehérje domén szerkezetét, az enzim különféle deléciós változataival 

megpróbáltuk lokalizálni a transzglutamináz aktivitásért felelQs régiót.   

3. Molekuláris biológiai magyarázatot találni arra, hogyan lehetséges e két, különbözQ 

reakció katalizálása egy enzimfehérjén belül. 

Különféle fehérje szerkezet vizsgálati módszerekkel próbáltuk modellezni, és 

magyarázni, a kétféle mechanizmus katalizálását. 



 15

5. ANYAG ÉS MÓDSZER 

 

 

5.1. ANYAGOK 

 

Az ampicillint, CBZ-L-glutaminil-glicint, ciklikus citidin-monofoszfátot (cCMP), 

dietil-pirokarbonátot (DEPC), ditiotreitolt (DTT), guanidin-hidrokloridot, hidroxilamint, para-

nitrofenil-foszfátot, N,N`-dimetil-kazeint, jódacetamidot, ribonukleázt (RNáz), 

streptavidin/alkalikus foszfatázt, marha szérum albumint (BSA), tengerimalac szöveti 

transzglutaminázt, marha protein diszulfid izomerázt, E. coli és humán tioredoxint, anti-

glutation-S-transzferázt, anti-egér IgG antitest a Sigma cégtQl származnak. A Pfu DNS 

polimerázt a Promega cégtQl vettük. 

 

5.1.1. Alkalmazott baktérium törzsek, plazmidok, bakteriofágok 

E. coli DH5c 

E. coli JM83   

E. coli JCB570 (dsbA
+), E. coli JCB571 (dsbA

-) törzseket Prof. Dr. Frances Gillin (Center for 

Molecular Genetics, University of California, San Diego) küldte el Intézetünkbe. 

 

A pGEX-4T3 plazmidot a Promega, a pMALp2 vektort a  New England Biolabs cégtQl 

szereztük be. A C. elegans PDI-3 cDNS-t (yk83g12 klón) lambda fág formájában küldte el 

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

 

 

5.2. MÓDSZEREK 

 

5.2.1. A baktériumok fenntartása és szaporítása 

Az E. coli törzseket LB táptalajon (ha szükséges a megfelelQ antibiotikumokkal 

kiegészítve) tartjuk. 4ºC-on tároljuk, havonta átoltjuk. 2ml LB tápoldatba oltva, rázógépben 

levegQztetve 37ºC-on éjszakán át szaporítjuk. 
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5.2.2. Lambda fág szaporítása 

A bakteriofágokat kettQs agarréteg technika segítségével szaporítottam a megfelelQ 

gazdán. Petri csészében megszilárdult LB agar táptalajra 4ml lágyagar (olvasztott, majd 45ºC-

ra h_tött 50 ol 1M MgSO4 jelenlétében), 0.3 ml egyéjszakás gazdabaktérium szuszpenzió és 

0.1 ml fágszuszpenzió keverékét öntöttem. A fedQréteg megszilárdulása után 12-15 órára 

37ºC-os termosztátba helyeztem. Az inkubáció után a lizált fágokat SM pufferrel mostam le a 

táptalaj felszínérQl. 

 

5.2.3. E. coli transzformálása plazmid DNS-sel 

A transzformálást a CaCl2 hQsokk módszerrel végeztem, a leírtak szerint (Inoue, 

1990). 

 

5.2.4. Plazmid DNS és lambda fág DNS tisztítás 

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

leírás alapján végeztem (Promega). 

 

5.2.5. DNS endonukleáz emésztés, feltöltés, defoszfatálás és ligálás 

Az enzimeket (restrikciós endonukleázok, CIAP, Klenow és T4 DNS ligáz) a MBI 

Fermentas cégtQl vásároltuk. A reakciókat a gyártó javaslata alapján végeztem. 

 

5.2.6. DNS elválasztás agaróz gélelektroforézissel 

A különbözQ DNS struktúrák elválasztására horizontális agaróz gélelektroforézist 

alkalmaztam. Kísérleteim során 1%-os agaróz gélt használtam. 

 

5.2.7. DNS fragmentumok tiszítása 

A különbözQ nagyságú DNS fragmentumokat, PCR termékeket agaróz gélbQl való 

izolálását a Geneclean Spin Kit-tel , a gyártó elQírásai szerint tisztítottam (BIO 101). 
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5.2.8. DNS amplifikálás polimeráz láncreakcióval (PCR) 

Az izolált lambda fág klón DNS 10 ng-ját használtuk a PCR reakcióhoz, mely 1.5 mM 

MgCl2 2.5 mM nukleozid trifoszfát, 1 unit Pfu DNS polimeráz jelenlétében zajlott (PCR 

reakció puffer: 10 mM Tris-HCl, 50 mM KCl, 0.1% Triton X-100, pH 9.0). A PDI-3 gén 

1500 bázispárnyi fragmentjét 30 ciklusban sokszoroztuk fel, az alábbiak szerint: elsQ ciklus: 

denaturáció: 3 perc, 94 oC, hibridizáció: 57 oC, 2 perc, lánchosszabbítás: 72 oC, 3.5 perc, 

további ciklusok: denaturáció: 1 perc, 94 oC, hibridizáció: 57 oC, 1 perc, lánchosszabbítás: 72 
oC, 3.5 perc. Az alkalmazott primerek: 5`-ACG CGT CGA CAT GAT TTG GGT CCA GGC 

AGC-3` elülsQ primerként, 5`-TCT TCA ATG CGG CCG CTT ACA ATT CAG TCT TCT 

TCT TCT T-3` hátulsó primerként. 

 

5.2.9. A rekombináns fehérje termeltetése  

A pGEX4T-3 expressziós vektorba klónozott gén a  glutation-S-transzferáz (GST) 

enzimhez kapcsolt fúziós fehérje formájában fejeztethetQ ki. A tac promótert 0,1mM 

izopropil d-D-1-tiogalakto-piranoziddal (IPTG) 25 flC-on 6 órán át indukáljuk. Az expresszió 

E. coli JM83 törzsben történt.  A rekombináns fehérje tisztítása affinitás kromatográfia 

segítségével, Glutathion Sepharose 4B oszlopon történt, a gyártó (Amersham Pharmacia 

Biotech ) javaslatai alapján. 

 

5.2.10. Helyspecifikus mutagenezis 

A helyspecifikus mutagenezishez a QuickChange Site-Directed Mutagenesis Kit-et 

(Stratagene) használtuk. Az egyszeres és kétszeresen mutált enzimek generálásához az alábbi 

primereket alkalmaztuk: a1UP, 5`-CGC TCC CTG GGC CGG CCA CTG CAA G-3`; 

a1DOWN, 5`-CTT GCA GTG GCC GGC CCA GGG AGC G-3`; 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 következQket: t1UP, 

5`- CCC TGG TGC GGA CAT GCC AAG AAA AT-3`; t1DOWN, 5`- CAA TTT TCT TGG 

CAT GTC CGC ACC AGG G-3`; t2UP, 5`- CGC TCC CTG GGC CGG CCA CGC CAA 

GAA AAT TG-3`; t2DOWN, 5`- CAA TTT TCT TGG CGT GGC CGG CCC AGG GAG 

CG-3`.  
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5.2.11. Western blot 

A rekombináns fehérjékbQl készített mintákat 10% SDS-poliakrilamid gélen 

elválasztottuk, majd Immobilon P membránra (Millipore) blottoltuk nedves blot technikával.  

A membránt sovány tejporos oldattal (5% sovány tejpor/PBS/0.01% Tween-20 oldattal) 

blokkoltuk egy éjszakán át 4flC-on. Az immunreakcióhoz használt elsQ antitestet (anti-GST 

1:5000 hígításban) és a második antitestet (peroxidáz enzimmel kapcsolt anti egér IgG, 

1:10000) 1% sovány tejpor-0.01% Tween-20/PBS oldatban 1 órán keresztül 

szobahQmérsékleten inkubáltuk a membránnal. A blot elQhívása ECL kittel (Amersham) 

történt, kék fényre érzékeny filmre.  

 
 
5.2.12. Protein diszulfid izomeráz aktivitás mérése  

A mérés elve az, hogy a denaturált RNáz diszulfid hídjait a protein diszulfid izomeráz 

helyreállítja, vagyis az RNáz szubsztrát (45 mM cCMP) hozzáadása után, RNáz aktivitást 

mérünk GSH (0.1 M) és GSSH (20 mM) jelenlétében 296 nm-en (Lyles, 1991). A redukált, 

denaturált RNázt (5mg) 1 órán át inkubáltam 37 oC-on 2mM EDTA, 6M guanidin hidroklorid, 

0.14 M DTT, pH:8.0 jelenlétében, majd Bio-Gel P4 (Bio Rad) sómentesítQ oszlopon 

centrifugáltam. A reakcióelegy 900ol puffert (0.1 M Tris, pH: 8.0), 10ol GSH-t, 10 ol GSSH-

t és 100ol cCMP-t tartalmazott.   

 

5.2.13. Alkalikus foszfatáz aktivitás mérése  

A mérés a következQ színreakción alapul: para-nitrofenil foszfát (színtelen)  alkalikus 

foszfatáz  @  p-nitrofenol + Pi (sárga). A lizozimmal feltárt baktériumsejtekhez 200 ol 15mM 

Sigma 104 szubsztrátot adtunk. A reakciót 10 perc múlva 200ol 1 M KH2PO4-tal állítottam le, 

és 420 nm-en fotometráltam (Humphreys 1995). 

 

5.2.14. Transzglutamináz aktivitásmérések 

5.2.14.1. Mikrotiter lemezes módszer (ELISA): 

 
 A lemezeket 12 órán keresztül N,N`-dimetil-kazeinnel (20mg/ml 100mM Tris/HCL, 

pH: 8.5 pufferben) inkubáltam 4 oC-on, a fedetlenül maradt felületeket sovány tejporos 

oldattal (0.5% 100mM Tris/HCL, pH: 8.5 pufferben) blokkoltam. A reakcióelegy 10mM 

DTT-t, 5mM CaCl2-ot és 1mM N-(5-aminopentil)-biotinamidot tartalmazott. A mintákat 1 
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óráig inkubáltam 55 oC-os vízfürdQben (Chandrashekar, 1998), és a reakciókat EDTA oldatos 

mosással (200mM EDTA 100 mM Tris/HCL, pH: 8.5 pufferben) állítottam le. A kovalensen 

kazeinbe épült biotinált-amin szubsztrátot streptavidin-konjugált alkalikus foszfatázos 

inkubálás (1.67og/ml tejporos oldat, 1 óra, 25 flC) után p-nitrofenil-foszfát oldat (25mM 100 

mM Tris/HCL, pH: 8.5 pufferben) hozzáadásával 405 nm-en detektáltam. Összehasonlító 

vizsgálataim során a vad típusú enzim aktivitását vettem kontrollnak (100%), és ehhez 

viszonyítottam a többi, mutáns fehérjénél mért értékeket. A mérések során fehérjét nem 

tartalmazó „enzimvakot” is készítettem, és a detektálható abszorpció-növekedés esetén ezek 

értékeit az eredeti aktivitásból levontam. A transzglutamináz inhibitorok alkalmazásánál az 

alábbi koncentrációkat alkalmaztam: 10mM EDTA, 10 mM jódacetamid, 10mM NH4Cl, 

10mM MgCl2. 

 

5.2.14.2. Dot blot:  

 

A transzglutamináz-reakció mintájára a reakcióelegy N,N `-dimetil-kazeint 

(szubsztrát), 1mM N-(5-aminopentil)-biotinamidot és 5mM CaCl2-t tartalmazott. A 

rekombináns fehérjével való inkubálás után a reakcióelegybQl 10 ol-t aktivált PVDF 

membránra cseppentettem, majd avidin és biotinált peroxidáz anti-egér IgG (Vectastain ABC 

Kit, Vector Laboratories) hozzáadása után, ECL-technikával mutattam ki a transzglutamináz 

aktivitást. 

 

5.2.14.3. Kolorimetriás módszer:  

 

CBZ-L-glutaminil-glicin (10 mM) dipeptidhez  hidroxilamin (50 mM) szubsztrátot 

adtam 5mM CaCl2 jelenlétében, majd vas-klorid hozzáadása után, a színreakciót 620 nm-en 

mértem (Folk, 1966).     

 

5.2.15. A fehérje aktív centrumában lévQ hisztidin kémiai módosítása 

A hisztidin aminosav kémiai módosítása dietil-pirokarbonáttal (DEPC) történt 50 mM 

Na-foszfát pufferben, pH: 6,8-on 25 flC-on (Sinha, 1985; Keresztessy, 1994).  
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5.2.15. Szekvencia összehasonlítás és homológ modellezés 

 A reprezentatív fajokban végzett szekvencia összehasonlításokat CLUSTAL program 

segítségével végeztem el. A szekvencia alignment-ek elkészítése után a homológ modellezést 

Swiss-PdbViewer programmal végeztem el, a humán PDI a doménját használva templátként. 

 

5.2.16. CD spektroszkópia  

 A CD spektrumok felvételei a Debreceni Egyetem Természettudományi Karának 

Szerves Kémiai Tanszékén, dr. Kurtán Tibor segítségével készültek. A minták koncentrációja 

5µM PDI és 25 µM Trx volt 0,1 M Tris-HCl-ben (pH: 8,5). A készülék tipusa Jasco-810 

spektropolariméter volt, egy termosztáttal kiegészítve (RTE-111, NesLab). A mérések 25 oC 

és 55 oC-on történtek. Az ellipticitást (し) deg.cm2dmol-1-ban fejeztük ki, az alábbi képletet 

használva: [し]=MWし/(1000cnl), ahol し volt a mért ellipticitás (m.deg), MW a molekulatömeg, 

c a minta koncentrációja (mol/dm-3), l a fényút hossza (cm) és n az aminosavak száma. 
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6. EREDMÉNYEK 

 
 
6.1. A Caenorhabditis elegans PDI-3 gént kódoló klón kiválasztása 

 

Intézetünkben már kimutatták, hogy a C. elegans rendelkezik transzglutamináz 

aktivitással (Mádi, 1998), ennek ismeretében megpróbáltuk a genom-adatbázisokban 

azonosítani a transzglutamináz aktivitásért felelQs gént. Szekvencia-összehasonlításokat 

végeztünk, de az emlQs transzglutaminázokkal semmilyen homológ fehérjét nem találtunk. 

Irodalmi adatokból ismert, hogy a Dirofilaria immitis fonalféregbQl tisztított transzglutamináz 

(ERp60) protein diszulfid izomeráz aktivitással is rendelkezik, (Chandrashekar, 1998) és a 

Giradia lamblia protein diszulfid izomerázának mindhárom izoformájánál is mértek 

transzglutamináz aktivitást (Knodler, 1999). Mivel a C. elegans extraktumból a TGáz fehérjét 

már több módszerrel kimutatták (aktivitásmérés, Western blot) (Mádi, 1998), ezért az 

irodalmi adatokra támaszkodva próbáltuk meg azonosítani a transzglutaminázért felelQs gént. 

 A C. elegans genomjában három PDI található (www.wormbase.org). A kétféle 

aktivitást is mutató ERp60 fehérjével legnagyobb homológiát mutató gént szerettük volna 

kiválasztani, ezért szekvencia összehasonlító vizsgálatokat végeztünk. (5. ábra).  

 

5. ábra. ERp60 és PDI-1,-2,-3 fehérjék összehasonlítása  

Rövidítések: D.i.: Dirofilaria immitis, C.e.: Caenorhabditis elegans, Szimbólumok: !: I vagy V, $: L vagy 

M, %: F vagy Y, #: N, D, Q, E, B vagy Z.  
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Az összehasonlításokból kiderült, hogy a PDI-3 gén 80%-os homológiát mutat az 

ERp60-nal. Vizsgálatainkat ezután csak a PDI-3-ra korlátoztuk, és a PDI-3 cDNS-t kódoló 

klónt meg is találtuk a C. elegans Genome Sequencing Center-ben (klón neve: yk83g12). 

 

6.2. A C. elegans PDI-3 klónozása és expressziója 

 

A PDI-3 cDNS-ét kódoló klónt lambda fág formájában kaptuk meg (Dr.Yuji Kohara, 

National Institute of Genetics, Mishima, Japan). A PDI-3 gén szekvenciája ismeretében 

primereket terveztünk a gén amplifikálásához, majd a PCR-terméket kettQs emésztést (SalI, 

NotI) követQen IPTG-vel indukálható GST-fúziós expressziós vektor (pGEX-4T3) sok-

klónózó helyére klónoztuk (6. ábra). 

 

6. ábra. A PDI-3 gént tartalmazó konstrukció 

elQállítása 

1. DNS létra, 2. PCR termék, 3. pGEX-PDI konstrukció 

kettQs emésztése (SalI, NotI), 4. pGEX-4T3 plazmid 

kettQs emésztése (SalI, NotI), 5. pGEX-4T3 emésztetlen 

plazmid kontroll, 6. DNS létra. 
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A kapott plazmiddal (pGEX-PDI) E. coli JM83-at transzformáltunk, a 

transzformánsokból baktérium kultúrát növesztettünk. A szuszpenziót IPTG-vel indukáltuk és 

a rekombináns fehérjét kifejeztettük. A rekombináns fehérje tisztítása affinitás kromatográfia 

segítségével történt. A fúziós fehérjérQl a GST trombin kezeléssel lehasítottuk (7. ábra).  

 

M  1 2   3  4   5  6   7  8  9 10

80

58

GST-PDI

GST

PDI

180

M  1 2   3  4   5  6   7  8  9 10

80

58

GST-PDI

GST

PDI

8080

58

GST-PDIGST-PDI

GSTGST

PDIPDI

180180

 

 

7. ábra. PDI-3 rekombináns fehérje tisztítása  

M: Molekula súly standard, 1: nem indukált sejtmentes extraktum, 2: IPTG-vel indukált sejtmentes extraktum, 3: 

affinitás kromatográfiával tisztított fúziós fehérje, 4-10: fúziós fehérje hasítása trombinnal, 0 perctQl-6 óráig. 

 

A rekombináns fehérje aktivitásméréseikor összehasonlítottuk a fúziós fehérje aktivitásait a 

GST-nélküli fehérje aktivitásaival, azonban különbséget nem találtunk. Így a további 

kísérletekben a fúziós fehérje formát alkalmaztuk. 

  

6.3. Rekombináns PDI fehérje diszulfid izomeráz aktivitásának 

meghatározása in vitro és in vivo 

 

A rekombináns fehérje protein diszulfid izomeráz aktivitását in vitro a denaturált, 

redukált RNáz aktív szerkezetének visszaállításával („refolding”-képességével) mértem (8. 

ábra). A kísérletet megelQzQen az RNázt redukáltam, és denaturáltam, majd a rekombináns 

PDI és RNáz szubsztrát (cCMP) hozzáadása után, a helyreállított RNáz aktivitását mértem 

fotométeren. 
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8. ábra. A rekombináns PDI-3 katalizálja a denaturált, redukált RNáz natív szerkezetének 

helyreállítását  

Jelölések: ズ: denaturált, redukált RNáz aktivitása, ﾒ: rPDI-3. 

 

A rekombináns fehérje m_ködQképességérQl komplementációval in vivo is 

meggyQzQdtünk. A protein diszulfid izomeráz bakteriális homológjai a DsbA fehérjék (Dsb = 

disulphide binding). A DsbA fehérje a baktérium periplazmájában expresszálódik. A 

kísérletben használt modellfehérje az alkalikus foszfatáz volt, amely feltekeredéséhez igényli 

a fehérjét. Rendelkezésünkre állt egy olyan E. coli törzs (dsbA
-), amely defektes volt az 

funkcionális alkalikus foszfatáz kialakításában. A PDI-3 gént egy olyan IPTG-vel indukálható 

vektorba klónoztuk, amely a –DsbA fehérjéhez hasonlóan- a periplazmában expresszálódik. A 

kapott konstrukcióval transzformáltuk a dsbA
- törzset, amely az indukció után képes volt 

komplementálni a dsbA
- mutáns törzset (9. ábra).      
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9. ábra. Komplementációs kísérlet: alkalikus foszfatáz aktivitásmérés 

Az E. coli dsbA+ , a dsbA-, valamint a rPDI-3-at tartalmazó expressziós vektort és az inszert nélküli vektort 

tartalmazó dsbA- törzs aktivitásai. Az ábra három független mérés eredményeinek átlagát mutatja. 

 

6.4. A rekombináns PDI-3 fehérje Ca2+-ion függQ transzglutamináz 

aktivitással is rendelkezik 

 
Az irodalmi adatokra támaszkodva, ahol a D. immitis TGáz-ánál jelentQs szekvenciális 

homológiát találtak a PDI-vel, valamint a fehérje mindkét enzimre jellemzQ aktivitást mutatott 

(Chandrashekar, 1998), és a G. lamblia mindhárom PDI fehérjéje TGáz aktivitást mutatott 

(Knodler, 1999), mi is teszteltük, hogy a C. elegans PDI-je rendelkezik-e TGáz aktivitással. A 

kísérletek során az irodalomban is alkalmazott, nagy érzékenység_ ELISA módszert 

alkalmaztuk. Az rPDI-3 fehérje a biotinált pentilamin kazeinbe történQ beépülésén alapuló 

ELISA-módszer segítségével detektálható transzglutamináz aktivitást adott.  

A reakció csak 55flC-on játszódott le, TGáz aktivitást csak ezen a hQmérsékleten 

tudtunk kimutatni. A kísérletet megismételtük 37flC illetve 25flC inkubációs hQmérsékleten is, 

transzglutamináz aktivitás azonban nem volt detektálható. 

Az enzim aktivitása transzglutamináz-specifikus inhibitorokkal gátolható volt (10. 

ábra).  
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10. ábra. rPDI-3 transzglutamináz aktivitásának meghatározása  

A mérés 55flC-on,  ELISA-módszerrel történt Ca2+ jelenlétében/hiányában, valamint vizsgáltuk különbözQ 

inhibitorok hatásait. Az ábra három független mérés eredményeinek átlagát mutatja. 

 

A következQkben, annak eldöntésére, hogy a rekombináns PDI-3 esetleg önmagába 

építi be a szubsztrátot (biotinált amint), nem egy artefactum-ról van szó, dot blot kísérletet 

végeztünk. Az ELISA-reakciót ez esetben Eppendorf csQben végeztük el, szintén 55flC-os 

inkubációs hQmérsékleten, majd a reakcióelegybQl membránra cseppentettünk, avidin és 

biotinált peroxidáz anti-egér IgG hozzáadása után, a jelet ECL-technikával mutattuk ki. A 

kereskedelmi forgalomban beszerezhetQ tengerimalac TGáz-t használtuk pozitív kontrollként, 

és azt találtuk, hogy a tengerimalac TGáz-ával egyenérték_ jelet ad a rPDI-3. A PDI-3 nem 

építi be magába a biotinált amint, hanem valóban transzamidációt katalizál a kazein és az 

amin között (11. ábra).   

+ kazein - kazein

1.          2.          3.        4.         5.      6.

+ kazein - kazein+ kazein - kazein+ kazein - kazein

1.          2.          3.        4.         5.      6.1.          2.          3.        4.         5.      6.
 

11. ábra. A dot-blot kísérlet azt mutatja, hogy a rPDI-3 nem építi be önmagába a biotinált pentilamint  

1: kazein + Ca2+ + tengerimalac TGáz, 2: kazein + Ca2+ + rPDI-3, 3: kazein+ rPDI-3, 4: kazein + Ca2+, 5: rPDI-3 

+ Ca2+, 6: rPDI-3. A biotinált pentilamin mindegyik mintában jelen van.   
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A rekombináns fehérje transzglutamináz aktivitásáról kolorimetriás módszert 

alkalmazva is meggyQzQdtünk. A kísérletben CBZ-L-glutaminglicin dipeptid volt az amin 

akceptor, és a hidroxilamin az amindonor. A keletkezQ hidroxamát termék színreakciót ad a 

vas-kloriddal, ami fotométeren mérhetQ. Azt szerettük volna kizárni, hogy a PDI-3 a 

kazeinben esetleg nem a Glu oldallánccal reagál, hanem egy másik aminosavval. A módszer a 

másik elQnye az, hogy az enzim specifikus aktivitása meghatározható.  

Az enzimek KM értékét meghatároztuk: rPDI-3 esetében ez 0,33 mM volt; ami 

nagyságrendben összevethetQ értéket adott a  tengerimalac TGáz-ával (0,62 mM). Hasonló 

értékeket tapasztaltunk az enzimek specifikus aktivitásának meghatározásakor is: rPDI-3: 

12,3 µmol/perc/µg volt, tengerimalac TGáz-ánál (34,7 µmol/perc/µg) (12. ábra).  

 

12. ábra. KM meghatározása 

Linewaver-Burk szerint 

kolorimetriás módszerrel  

t: tengerimalac TGáz, ¼: rPDI-3. 

 

 

 

 

 

 

 

6.5. PDI-3 deléciós mutánsok készítése és a rekombináns fehérjék 

transzglutamináz aktivitásának meghatározása 

  

Annak meghatározására, hogy a PDI-3 melyik doménje felelQs a kimutatott 

transzglutamináz aktivitásért, többféle deléciós mutánst állítottunk elQ.  

A deléciós fehérjék elQállítása molekuláris genetikai eszközökkel történt: ismertük a 

PDI fehérje doménhatárait (Ferrari, 1999), a PDI-3 génben egyedi restrikciós helyeket 

kerestünk a doménhatároknál, majd a restrikciós emésztés két, különbözQ enzimmel történt. 

Az emésztési reakció után, dNTP-t és Klenow fragmentet adtunk a reakcióelegyhez, ami 

tompa vég_ DNS-szállá egészítette ki a restrikciós enzimek hagyta ragadós véget. A tompa 
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vég_ konstrukciót, ami tartalmazta a gén bizonyos részletét és az expressziós vektort, ezután 

önmagával ligáltuk. A kapott konstruktok segítségével a deléciós fehérjéket expresszáltattuk, 

és tisztítottuk. A deléciós fehérjék helyes molekulatömegérQl Western blottal bizonyosodtunk 

meg, ahol GST-elleni antitestet használtunk (13.ábra).  

a`c a ab rPDI-3

84kDa

55kDa

36kDa

a`-cca`

a b b` a` c rPDI-3

a b a-b

a a

Transzglutamináz aktivitás (%):

47.8%

49.7%

40.0%

100%

a`c a ab rPDI-3
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a b b` a` c rPDI-3a b b` a` c rPDI-3

a b a-baa b a-b

a aaa a

Transzglutamináz aktivitás (%):

47.8%

49.7%

40.0%

100%

 

 

13. ábra. rPDI-3 deléciós származékainak Western blotja és transzglutamináz aktivitása  

Mindegyik deléciós mutáns GST-fúziós fehérje. 

 

A deléciós mutánsok transzglutamináz aktivitását ELISA módszerrel mértük, 

hasonlóan az elQzQ mérésekhez 55flC-os inkubációs hQmérsékleten. A vad típusú enzim 

aktivitását 100%-nak vettük, ehhez viszonyítottuk a többi fehérje aktivitását. A deléciós 

mutánsok analízise feltárta, hogy az a és a’ domént tartalmazó fehérje is rendelkezett 

transzglutamináz aktivitással (13. ábra). 

 

6.6. A PDI-3 aktív centrumának mutagenezise 

 

A C. elegans PDI-3 gén két aktív CGHC szekvenciával, vagy más néven tioredoxin 

motívummal rendelkezik az a és az a’ doménen belül (14. ábra). Mindegyik tioredoxin 

motívumban az elsQ cisztein a felelQs a PDI diszulfid izomeráz aktivitásáért (Wunderlich, 

1995).   
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14. ábra. A PDI szerkezete 

 

Hely-specifikus mutagenezist alkalmazva a katalitikus aktivitásért felelQs ciszteineket  

alaninra cseréltük ki mind az a, mind pedig az a’ doménben, létrehozva így két egyszeres és 

egy kétszeres mutánst (15. ábra).  

AGHC AGHC

CGHC CGHC

a b b` a` c

C49A +
C392A +
C49A C392A + +

AGHC AGHC

CGHC CGHC

a b b` a` c

CGHCCGHC CGHCCGHC

a b b` a` c

C49A +
C392A +
C49A C392A + +

 

15. ábra. Pontmutánsok létrehozása 

 

A mutáns enzimek különféle variációit (rPDIAGHC-CGHC, rPDI-CGHC-AGHC, rPDIAGHC-

AGHC) ezután összehasonlítottuk a vad típusú enzimmel (rPDICGHC-CHGC), diszulfid izomeráz 

(16. ábra) aktivitásukat meghatároztuk. 
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16. ábra. Mutáns rPDI-3 fehérjék diszulfid izomeráz aktivitása  

Jelölések: rPDI-3CGHC-CGHC :ﾒ, rPDI-3AGHC-CGHC : ̈, rPDI-3CGHC-AGHC : ”, rPDI-3AGHC-AGHC : ﾔ, denaturált, 

redukált RNáz: ¼. 

 

Látható, hogy az egyszeres mutánsok izomeráz aktivitása fele a vad típusú enzimnek. A 

kétszeres mutáns nem rendelkezett mérhetQ PDI aktivitással, inaktív volt. 

Ezek után megvizsgáltuk a mutáns fehérjék transzglutamináz aktivitását is (17. ábra). 
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17. ábra. Mutáns rPDI-3 fehérjék transzglutamináz aktivitása  

Az ábra három független mérés eredményeinek átlagát mutatja. 
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A fehérjék transzglutamináz aktivitásmérése ELISA módszerrel, 55flC-on történt. A 

PDI aktív centrumában lévQ katalitikus ciszteinek megváltoztatása nem mutatott szignifikáns 

különbséget a mutáns és a vad típusú enzimek transzglutamináz aktivitásában. Így 

megállapítható, hogy a vizsgált mutánsoknál a transzglutamináz aktivitás független a PDI 

katalitikus cisztein aminosavaitól, azok alaninra való cserélése nincs hatással a TGáz 

aktivitásra. 

 

6.7. A tioredoxin domén mutagenezise 

 

Miután megállapítottuk, hogy a PDI aktív centrumában (CGHC) lévQ elsQ, katalitikus 

cisztein alaninra cserélése nem befolyásolta a transzglutamináz aktivitást, helyspecifikus 

mutagenezissel a második ciszteint is kicseréltük egy alaninra. Mivel sikerült az rPDI-3 

transzglutamináz aktivitását lokalizálnunk az a és a` doménre (tioredoxin domén) (6.5. 

alfejezet), a helyspecifikus mutagenezist már csak az a doménen alkalmaztuk. Az így 

létrehozott mutáns csonka fehérjék (aAGHC, aCGHA, aAGHA) transzglutamináz aktivitásait 

összehasonlítottuk a vad tipusú PDI a doménjével (aCGHC). A mutáns fehérjék 

transzglutamináz aktivitását mind az ELISA (18. ábra), mind pedig a kolorimetriás 

módszerrel (19. ábra) meghatároztuk. 
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18. ábra. Mutáns rPDI-3 a doménját tartalmazó csonka fehérjék transzglutamináz aktivitása ELISA 

módszerrel  

 Az ábra három független mérés eredményeinek átlagát mutatja. 



 32

0

1

2

3

4

5

6

aCGHC aAGHC aCGHA aAGHA

T
ra

n
s
z
g
lu

ta
m

in
á
z

a
k
ti
v
it
á
s

(
M

/p
e
rc

/
g
)

0

1

2

3

4

5

6

aCGHC aAGHC aCGHA aAGHA

T
ra

n
s
z
g
lu

ta
m

in
á
z

a
k
ti
v
it
á
s

(
M

/p
e
rc

/
g
)

T
ra

n
s
z
g
lu

ta
m

in
á
z

a
k
ti
v
it
á
s

(
M

/p
e
rc

/
g
)

 

19. ábra. Mutáns rPDI-3 a doménját tartalmazó csonka fehérjék transzglutamináz aktivitása 

kolorimetriás módszerrel   

Az ábra három független mérés eredményeinek átlagát mutatja. 

 

A CGHC motívum második ciszteinjének eliminálása a transzglutamináz aktivitás 

teljes elvesztését eredményezte, mind az indirekt ELISA-val, mind pedig a kolorimetriás 

módszerrel mérve, ami azt sugallja, hogy ez az a cisztein, amely az aktív helyet szolgáltatja a 

transzamidálási reakcióhoz. 

A transzglutaminázok aktív centrumát három aminosav adja, a Cys-His-Asp, a humán 

TG2 szerkezetvizsgálatakor a Cys-277, His-335, Asp-358 katalitikus triádot határozták meg 

(Liu, 2002). A PDI-3 mindkét tioredoxin doménje egyetlen hisztidint tartalmaz.  
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20. ábra. PDI-3 a domén hisztidinjének kémiai módosítása  

A, transzglutamináz aktivitás meghatározása ELISA-módszerrel, B, kolorimetriás módszerrel. Az ábra három 

független mérés eredményeinek átlagát mutatja. 
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Amikor a fehérjét hisztidin-specifikus gátlószerrel (dietil-pirokarbonát) kezeltük, az 

enzim teljesen elvesztette a transzglutamináz aktivitását (20. ábra), tehát valószín_leg a 

tioredoxin doménban található egyetlen hisztidin szerepet játszat a transzglutamináz reakció 

katalizálásában.  

A PDI tioredoxin doménjei közeli rokonságban vannak a tioredoxin fehérjékkel. A 

tioredoxinok diszulfid reduktázok, melyek aktív centruma CXXC tioredoxin motívummal 

jellemezhetQ.  

Megvizsgálva az E. coli és humán tioredoxinokat, azt találtuk, hogy ezek is 

rendelkeznek Ca2+-függQ transzglutamináz aktivitással (21. ábra). A transzglutamináz 

aktivitást mindkét módszerrel kimutattuk (indirekt ELISA, kolorimetriás módszer), a mérés 

mindegyik esetben 55flC-on történt.  
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21. ábra. A tioredoxin fehérjék transzglutamináz aktivitással rendelkeznek  

A, transzglutamináz aktivitás meghatározása ELISA-módszerrel, B, kolorimetriás módszerrel történt. Az ábra 

három független mérés eredményeinek átlagát mutatja. 

 

6.8. A PDI és Trx aminosav szekvencia-analízise 

 

Az utóbbi idQkben több publikáció is beszámolt arról, hogy mind magasabb-, mind 

alacsonyabb rend_ fajokból származó PDI-k transzglutaminázokként funkcionálhatnak 

(Singh, 1994; Chandrashekar, 1998; Knodler, 1999; Natsuka, 2001; Eschenlauer, 2002). 

FeltételezhetQ, hogy a PDI képes egy transzglutamináz-szer_ katalitikus triádot formálni 
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szerkezetén belül. Amint azt a reprezentatív fajokban végzett többszörös szekvencia-

összehasonlítás is mutatja, a cisztein és hisztidin csoportok erQsen konzerváltak (22.ábra). 

Emellett két aszpartát-gazdag régiót is találtunk, amelyek közül az egyik erQsen konzervált 

elrendezQdést mutat, és ez közelebb helyezkedik el a CGHC motívum második ciszteinjéhez.  

 
                                         
                                                         TGáz aktivitással rendelkezik: 
                               
  
             22                                                             82 
PDI_3_Ce     VLEYTDGNFDDLIQTH---DIALVKFYAPWCGHCKKIAPEYERAAPKLASNDPPVALVKVDCTT      IGEN 
PDI_1_Ce     VLVLTESNFEETINGN---EFVLVKFYAPWCVHCKSLAPKYDEAADLLKEEGSDIKLAKVDATE      IGEN 
PDI_2_Ce     VIVLTKDNFDEVINGN---EFILVEFYAPWCGHCKSLAPEYAKAATQLKEEGSDIKLGKLDATV      IGEN 
PDI_Bt       VLVLHKGNFDEALAAH---KYLLVEFYAPWCGHCKALAPEYAKAAGKLKAEGSEIRLAKVDATE      IGEN 
ERp60_Hs     VLELTDDNFESRISDTGSAGLMLVEFFAPWCGHCKRLAPEYEAAATRLKG---IVPLAKVDCTA       NV 
ERp60_Di     VMKFTDADFKEGIKPY---DVLLVKFYAPWCGHCKKIAPEFEKAATKLLQNDPPIHLAEVDCTE      IGEN 
PDI_Mm       DNVLKKSNFEEALAAH---KYLLVEFYAPWCGHCKALAPEYAKRAAKLKAEGSEIRLAKVDATE       NV 
PDI_Dm       VLVATVDNFKQLIADN---EFVLVEFYAPWCGHCKALAPEYAKAAQQLAEKESPIKLAKVDATV       NV 
PDI_1_Gl     VVELGKDEFNTLRNSGA--SMSVV-FYAPWCGHCKNLKPEYAKAGAELDGV---VDLYMVDCTN      IGEN 
PDI_2_Gl     VSAE-QDNFKSELEKHK--NLFVK-FYAPWCGHCKQLAPTWEEMSGEFSV----MPVAEVDCTT      IGEN 
PDI_3_Gl     MIDVTSS-FKAELAKGK--PMMVK-FFAPWCGHCKALAPKYVDLSDDAPEG---VVIAEVDCTK      IGEN 

              *:    * *.            :  *:******* : * :   .         : :  :*.*    
Prim.cons.   LVLTKDDFKELIA  HK  EFLLVEFYAPWCGHCKALAPEYAKAATKLKEEGSPIKLAKVDCTE 
 
                      

22. ábra. PDI a doménjének többszörös szekvencia-összehasonlítása reprezentatív fajokból.  

Rövidítések: NV: nem vizsgált, 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 hasonlóakat pont, míg az egyes aminosavak hiányát kötQjel jelzi. A konzervált aminosavakat a kiemelt 

háttér mutatja. A vastag bet_s aminosavak jelzik a tioredoxin motívumot. 

 

Mivel annak lehetQségét már bizonyítottuk, hogy a Trx is katalizálhat 

transzglutamináz reakciót (6.5., 6.7. alfejezet), a vizsgált fajokban található tioredoxinok 

aminosav szekvenciáját is összehasonlítottuk (23. ábra). Azt találtuk, hogy a ciszteinek 

erQsen konzerválódtak a tioredoxin motívumban, és hogy itt is megtalálható a két konzervált 

aszpartát régió, a tioredoxin motívum C- és N-terminális részén. A hisztidinek azonban nem 

mutatnak olyan konzerválódottságot, mint a vizsgált PDI-k esetében. 
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                                                     TGáz aktivitással rendelkezik: 
 
           1                                                                                    75 

TRX_Ec   SDKIIHLTDDSFDTDVLKA-DGAILVDFWAEWCGPCKMIAPILDEIADEYQGKLTVAKLNIDQNPGTAPKYGIRGI   IGEN 
TRX_Hs   MVKQIE-SKTAFQEALDAAGDKLVVVDFSATWCGPCKMIKPFFHSLSEKYS-NVIFLEVDVDDCQDVASECEVKCM   IGEN 
TRX_Ce   MKNQVKYFQSDFEQLIRQHPEKIIILDFYATWCGPCKAIAPLYKELATTHK-GIIFCKVDVDEAEDLCSKYDVKMM    NV    
TRX_Mm   -VKLIE-SKEAFQEALAAAGDKLVVVDFSATWCGPCKMIKPFFHSLCDKYS-NVVFLEVDVDDCQDVAADCEVKCM    NV  
TRX_Dm   -MASVR-TMNDYHKRIEAADDKLIVLDFYATWCGPCKEMESTVKSLARKYSSKAVVLKIDVDKFEELTERYKVRSM    NV 
TRX_Sc   -QTKLT-NLTEFRNLIKQN-DKL-VIDFYATWCGPCKMMQPHLTKLIQAYP-DVRFVKCDVDESPDIAKECEVTAM    NV 

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

23. ábra. Trx többszörös szekvencia összehasonlítása reprezentatív fajokból  

Rövidítések: NV: nem vizsgált, Ec: Escherichia coli, Hs: Homo sapiens, Ce: Caenorhabditis elegans Mm: Mus 

musculus, Dm: Drosophila melanogaster, Sc: Saccharomyces cerevisiae. Az azonos aminosavakat csillag, a 

hasonlóakat pont, míg az egyes aminosavak hiányát, pedig kötQjel jelzi. A konzervált aminosavakat a kiemelt 

háttér mutatja. A vastag bet_s aminosavak jelzik a tioredoxin motívumot. 

 

6.9. Lehetséges transzglutamináz aktív hely meghatározása a PDI-n és Trx-

en belül 

 
A kísérletes biokémiai és szekvenciális adatok néhány részletet feltártak a PDI és Trx 

transzglutamináz aktivitásának katalitikus mechanizmusáról, de végsQ magyarázatot a 

transzglutaminázokkal való hasonló reakció lejátszódására ezeknek a fehérjéknek a három 

dimenziós szerkezete adhat. A humán PDI teljes háromdimenziós szerkezete még nem ismert, 

eddig csak külön-külön az a (Kemmink, 1996) és a b domének (Kemmink, 1999) szerkezetét 

határozták meg.  

A humán PDI a doménjének ismeretében homológ modellezés segítségével 

megszerkesztettük a C. elegans PDI-3 a doménjének szerkezetét (24. ábra). Az ábrákon 

látható, hogy a ciszteinek és az egyetlen hisztidin hasonló régiókban helyezkednek el. A két 

konzervált aszpartát régióból pedig a tioredoxin motívum N-terminálisán lévQ aszpartátot 

ugyanott találhatjuk. A katalitikus aminosavak távolsága (Cys-His) a humán PDI a 

doménjében 7 ┭, a nematóda PDI-3 esetében 7.5 ┭.    
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A BA B

 

 

24. ábra. PDI-k a doménjének háromdimenziós szerkezete 

A, humán PDI a doménjének szerkezete, B, homológ modellezéssel elkészített C. elegans PDI-3 a doménjének 

szerkezete. A transzglutamináz reakcióban szerepet játszható aminosavak jelölése: kék: cisztein, zöld: hisztidin, 

piros: aszpartát. 

 

A humán és bakteriális tioredoxin szerkezete is ismert (Weichsel, 1996; Katti, 1999). 

Kísérleteink szerint mindkét fehérje mutatott mérhetQ transzglutamináz aktivitást. A TGáz-ra 

jellemzQ katalitikus triádot itt is a tioredoxin motívum körül találjuk (25. ábra). 

 

D

A B

D

A B

 

 

25. ábra. Tioredoxinok háromdimenziós szerkezete 

 A, humán Trx, B, E. coli Trx. A transzglutamináz reakcióban szerepet játszható aminosavak jelölése: kék: 

cisztein, zöld: hisztidin, piros: aszpartát. 
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A katalitikus Cys-His távolsága a humán Trx-ban 8.2 ┭, míg E. coli-ban 9.8 ┭. Ezek a 

távolságok mind a PDI, mind a Trx esetében nagyobbak, mint a tradicionális 

transzglutaminázok katalitikus aminosavainak távolsága (humán TG2-nél ez 3.9 ┭). A 

transzglutamináz aktivitás azonban mégis kimutatható, így feltételezzük, hogy a PDI, és a Trx 

is olyan konformáció-változáson/változásokon megy keresztül, melyek során a katalitikus 

centrumot alkotó aminosavak térben közelebb kerülhetnek egymáshoz, így a triád kialakulhat, 

és a reakció lejátszódhat. 

 

6.10. A PDI és Trx konformáció-változása 

  

A fent említett háromdimenziós szerkezet-analízis bemutatta, hogy mind a PDI a 

doménjeiben, mind a Trx-ban szükség van valamilyen konformációs változásra ahhoz, hogy 

ezek a fehérjék TGáz-ként m_ködjenek, azaz katalizálják a TGáz reakciót. Ez a szerkezet-

változás bekövetkezhet a Ca2+-kötésével (a PDI és Trx nem igényel Ca2+-ot a diszulfid 

izomeráz/oxidoreduktáz reakciójához, -TGáz aktivitásuk azonban a többi TGáz-hoz 

hasonlóan- Ca2+-függQ).  

A konformáció-változás reakció körülmények megváltozásának következménye is 

lehet. Ezt alátámasztja az a tény, hogy transzglutamináz aktivitásokat csak 55flC-on tudtuk 

kimutatni mind a PDI, mind a Trx esetében, 37flC vagy 25flC fokon megismételve a 

kísérleteket a TGáz aktivitás nem volt mérhetQ. Az irodalomban publikált emlQs és nematóda 

PDI-k esetében is 55flC inkubációs hQmérsékleten mértek TGáz aktivitást (Chandrashekar, 

1998; Knodler, 1999; Natsuka, 2001; Eschenlauer, 2002).  

Cirkuláris dikroizmus (CD) spektroszkópiával egyszer_en és gyorsan nyerhetünk 

információt a fehérjék szerkezetérQl, illetve a szerkezet megváltozásáról, pl. szubsztrátkötés, 

oligomerizáció, denaturáció, stb. során. A távoli ultraibolya (UV) tartományban (180-260nm) 

felvett CD spektrumból következtethetünk a fehérje térszerkezetében másodlagos szerkezeti 

elemek (c-hélix, d-lemez, rendezetlen/random coil láncok) meglétére, illetve ezek arányára. 

A 26. ábra a jellemzQ másodlagos szerkezetek CD spektrumait mutatja.   
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26. ábra. JellemzQ másodlagos szerkezetek CD spektrumai (Greenfield, 1969)  

Jelölések: piros: c-hélix, kék: d-lemez, barna: coil-szerkezet 

 

A 27. ábra a rekombináns PDI-3 és Trx hQmérsékletfüggQ CD spektrumát mutatja. A 

CD spektrumok tipikusan mindkét fehérje esetében c-hélix lefutást mutatnak, - 

összehasonlítva a másodlagos szerkezetekre jellemzQ CD spektrumokkal (26. ábra). A 

tioredoxin elemben dominánsan c-hélixek találhatók (Ferrari, 1999). 

 

27. ábra. A fehérjék CD spektruma  

A, rekombináns PDI-3, B, Tioredoxin. 

Jelölések: szaggatott vonal: 55flC, 

folyamatos vonal: 25flC. Az ábra három 

független spektrumfelvétel átlagát 

mutatja. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

-20000

-15000

-10000

-5000

0

5000

10000

15000

20000

25000

30000

190 200 210 220 230 240 250 260 270 280

Wavelength (nm )

[Z
]x

1
0

3
 d

e
g

 c
m

2
 d

m
o

l-1

rPDI-3

55°C

25°C

A

-20000

-15000

-10000

-5000

0

5000

10000

15000

20000

25000

30000

35000

190 200 210 220 230 240 250 260 270 280

Wavelength (nm)

[„
]x

1
0

3
 d

e
g

 c
m

2
 d

m
o

l-1

Tioredoxin

55°C

25°C

B

-20000

-15000

-10000

-5000

0

5000

10000

15000

20000

25000

30000

190 200 210 220 230 240 250 260 270 280

Wavelength (nm )

[Z
]x

1
0

3
 d

e
g

 c
m

2
 d

m
o

l-1

rPDI-3

55°C

25°C

A

-20000

-15000

-10000

-5000

0

5000

10000

15000

20000

25000

30000

190 200 210 220 230 240 250 260 270 280

Wavelength (nm )

[Z
]x

1
0

3
 d

e
g

 c
m

2
 d

m
o

l-1

rPDI-3

55°C

25°C

-20000

-15000

-10000

-5000

0

5000

10000

15000

20000

25000

30000

190 200 210 220 230 240 250 260 270 280

Wavelength (nm )

[Z
]x

1
0

3
 d

e
g

 c
m

2
 d

m
o

l-1

rPDI-3

55°C

25°C

rPDI-3

55°C

25°C

A

-20000

-15000

-10000

-5000

0

5000

10000

15000

20000

25000

30000

35000

190 200 210 220 230 240 250 260 270 280

Wavelength (nm)

[„
]x

1
0

3
 d

e
g

 c
m

2
 d

m
o

l-1

Tioredoxin

55°C

25°C

B

-20000

-15000

-10000

-5000

0

5000

10000

15000

20000

25000

30000

35000

190 200 210 220 230 240 250 260 270 280

Wavelength (nm)

[„
]x

1
0

3
 d

e
g

 c
m

2
 d

m
o

l-1

Tioredoxin

55°C

25°C

B

Tioredoxin

55°C

25°C

Tioredoxin

55°C

25°C

BB



 39

A 27. ábrán látható, hogy mindkét fehérje kimutatható szerkezet-változáson megy 

keresztül. HQmérséklet-emelés hatására az c-hélixek elveszítik struktúrájukat, vagyis akkor, 

amikor az enzim-oldatot 55flC-ra melegítjük, ami viszont a TGáz reakció szempontjából 

kedvezQbb hQmérséklet-optimum. Amikor a fehérje rendezettsége módosul, vagy bármilyen 

módon megváltozik, az említett katalitikus aminosavak közelebb kerülhetnek egymáshoz, és a 

transzglutaminázra jellemzQ aktív centrum kialakulhat, a reakció lejátszódhat.  
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7. MEGBESZÉLÉS 

 
 
7.1. A protein diszulfid izomeráz és a tioredoxin transzglutamináz 

aktivitásának biokémiai jellemzése 

 

Az evolúció folyamata alatt a transzglutaminázok különféle formáit megtalálhatjuk 

mindegyik élQ szervezetben; kilenc különbözQ transzglutaminázt találhatunk az emlQsökben 

(Lorand, 2003), beleértve a multifunkcionális TG 2-t. A TG 2 a fehérjék keresztkötésén kívül 

aminok beépülését is katalizálja különféle fehérjékbe, de képes deamidálni is, valamint 

izopeptidáz-aktivitással is rendelkezik (Fésüs, 2002) (28. ábra).  

2 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

28.ábra. Transzglutamináz által katalizált reakciók (Fésüs, 2002) 

 

Napjainkban a transzglutaminázokat három fQ családba sorolják (Lorand, 2003): a 

papain-szer_ TGáz-ok (fXIIIA, TG2, TG3), a bakteriális toxinok (E. coli citotoxikus faktor, 

B. bronchiseptica neurotoxin) amelyek inkább deamidálnak, de képesek transzamidációs 

reakcióra is, valamint a protein diszulfid izomeráz-szer_ enzimek, amelyeknek egyszerre van 

TGáz és diszulfid izomeráz aktivitásuk is. 

Intézetünkben már kimutatták a TGáz fehérje jelenlétét C. elegans extraktumban, és 

jellemezték keresztkötQ képességét is (Mádi, 1998), valamint transzamidálási reakció több 

potenciális szubsztrátját is azonosították (Mádi, 2001). A papain-szer_ TGáz-okkal, illetve a 

bakteriális toxinokkal rokon TGáz-okkal homológ fehérjét a  C. elegans genom-adatbázisában 

nem találtunk. 
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A Brugia malayi transzglutaminázáról ismert, hogy  PDI aktivitással is rendelkezik 

(Singh, 1994), majd késQbb publikálták a Dirofilaria immitis és Giardia lamblia PDI 

fehérjékrQl, hogy azok is TGáz aktivitással rendelkeznek (Chandrashekar, 1998; Knodler, 

1999; Chandrashekar, 2000). Kutatásainkkal egyidQben jelent meg a C. elegans PDI-3-ról, 

hogy transzglutamináz aktivitással rendelkezik (Natsuka, 2001; Eschenlauer, 2002), továbbá,  

hogy a C. elegans PDI-1-nek és PDI-2-nek, ugyancsak TGáz aktivitása van (Eschenlauer, 

2002). Ezek a transzglutamináz aktivitás-mérések mind az indirekt ELISA módszerrel 

történtek. A megelQzQ kísérletek azonban nem vették figyelembe, hogy a primer aminok 

spontán módon is beépülhetnek fehérjékbe, mint pl. a humán c2-macroglobulin esetében, egy 

belsQ tioészter kötés felbontásával (Leuven, 1984), és így esetleg elQfordulhat, hogy a 

biotinált-amin magával a PDI-vel reagál. Ennek a lehetQségnek a kizárására, végeztük a dot 

blot kísérletet, ahol azt találtuk, hogy a PDI-3 nem építi be önmagába az amint, hanem 

valóban az amin-transzfert katalizálja a kazein és biotinált-amin között. Az irodalomtól eltérQ 

módon nemcsak ELISA módszerrel, hanem kolorimetriás módszerrel is meghatároztuk a 

rekombináns enzim aktivitását. Ennek a módszernek több elQnye is van, egyrészt, mert így 

kizárhattuk, hogy az ELISA reakcióban nem a kazein glutaminjával hanem más aminosavval 

reagál az enzim, másrészt, az enzim specifikus aktivitása és KM értéke is meghatározható volt. 

A rekombináns PDI specifikus aktivitása, és a KM értéke összehasonlítható adatot adott a 

tengerimalac TGáz értékeivel. 

 Az enzim transzglutamináz aktivitása gátolható volt különbözQ TGáz inhibitorokkal, 

hasonlóan, mint a C. elegans szöveti homogenizátumban lévQ TGáz (Mádi, 1998), vagy az 

irodalomban leírt, más fonalférgek PDI-k aktivitása (Chandrashekar, 1998; Knodler, 1999; 

Chandrashekar, 2000). 

 Mindezek alapján bizonyítottnak látszik, hogy a C. elegans protein diszulfid 

izomeráza felelQs a fehérje transzamidációért a fonalféregben.  

 

7.2. PDI és Trx transzglutamináz aktivitásának lehetséges szerkezeti 

magyarázata 

 

Kísérleteinkben azt próbáltuk kideríteni, hogy a PDI melyik doménje felelQs a 

transzglutamináz aktivitásért. Sikerült az a doménre, vagyis a tioredoxin doménre sz_kíteni a 

detektált aktivitást. Ez összhangban van az irodalomban leírtakkal, miszerint a Giardia 

lamblia három PDI izoformája közül a legkisebb, egy 13 kDa nagyságú fehérje, -ami csak egy 



 42

tioredoxin domént kódol- (gPDI-3), szintén rendelkezett TGáz aktivitással (Knodler, 1999). A 

PDI tioredoxin doménje igen közeli rokonságban van a tioredoxin fehérjékkel, melyek protein 

diszulfid reduktázok. Az általunk vizsgált rekombináns E. coli és humán tioredoxinoknak 

ugyancsak volt mérhetQ TGáz aktivitása. 

Megkíséreltük meghatározni, hogy a PDI mely aminosav oldalláncai felelQsek a 

fehérje TGáz aktivitásáért. Mind a protein diszulfid izomerázokban, mind a 

transzglutaminázokban ciszteineket találhatunk az aktív centrumban, így valószín_síthetQ 

volt, hogy a transzamidáció ugyanazt a ciszteint igényli, mint az izomerizációs reakció. 

Helyspecifikus mutagenezis kísérleteink azonban azt mutatták, hogy a transzglutamináz 

reakció független a PDI katalitikus cisztein aminosavaitól, a transzglutamináz aktivitás az 

aktív centrumban található második ciszteinhez (CGHC) rendelhetQ. A transzglutamináz 

reakcióhoz általában három, meghatározott aminosav szükséges, cisztein, hisztidin és 

aszpartát. A transzglutamináz aktivitással rendelkezQ tioredoxin domén csupán egyetlen egy 

hisztidint tartalmaz, -ezt is a tioredoxin motívumon belül-, és amikor ezt a hisztidint 

kémiailag módosítottuk, a TGáz aktivitás megsz_nt. Ez azt mutatja, hogy a tioredoxin 

motívum hisztidinje része a katalitikus triádnak. Ez azt jelenti, hogy a nagy gyakorisággal 

elQforduló tioredoxin domén nemcsak a diszulfid izomeráz (mint a PDI-knél), nemcsak a 

diszulfid reduktáz (mint a tioredoxinoknál) aktivitásért felelQs katalitikus centrum része, 

hanem a transzamidáz katalitikus centrum kialakulásában is szerepet játszik.  

A PDI-3 tioredoxin doménjában több aszpartát oldallánc van (szám szerint 14, 

mindkét doménben). Szekvencia-összehasonlító vizsgálataink két erQsen konzerválódott régió 

jelenlétét mutatták, amelyek közül a tioredoxin motívum C-terminálisán lévQ Asp erQsebb 

konzerválódottságot mutatott. Lehetséges azonban, hogy az Asp oldalláncok nem részei a 

katalitikus centrumnak a transzglutamináz reakció szempontjából, hiszen vannak olyan 

bakteriális transzglutaminázok, ahol a katalitikus triád nem tartalmaz aszpartátot, a Cys-His- 

és a fehérjelánc egy oxigénje alkotja azt (Buetow, 2001), vagy ahol egyetlen cisztein oldallánc  

jelenléte elegendQ a katalitikus reakcióhoz (Pasternack, 1998).         

 

7.3. A PDI-3 és Trx konformáció változása szükséges a transzglutamináz 

aktivitáshoz 

Kísérleteink során (in vitro, in silico) néhány részlet feltárult a PDI és Trx 

transzglutamináz aktivitásának mechanizmusáról, a reakciók hasonlóságára ezeknek a 

fehérjéknek a háromdimenziós szerkezete adott. 



 43

 A humán PDI a doménját (Kemmink, 1996) használva modelleztük a C. elegans PDI 

a doménját, majd összevetettük Qket egymással, illetve a tradicionális transzglutaminázok 

szerkezetével. Mindkét fehérje szerkezetének (humán és nematóda PDI) vizsgálata feltárta, 

hogy a TGáz aktivitásért felelQs katalitikus aminosavak ugyanabban a régióban találhatók, 

elérhetQ közelségben helyezkednek el szubsztrát fehérjék számára. A lehetséges katalitikus 

aminosavak közötti távolságokat molekula modellezés segítségével meghatároztuk. Ezek a 

távolságok a humán és C. elegans PDI esetében a Cys-His között 7.0 és 7.5 ┭, His és Asp 

között 17.0 és 16.0 ┭; valamint a Cys-Asp esetében 10.0 és 10.0 ┭. Összevetve ezeket az 

adatokat az ismert humán TG2 (Liu, 2002), TG3 (Ahvazi, 2002) és mikrobiális 

(Streptoverticillium mobaranese) transzglutaminázzal (Kashiwagi, 2002), ahol a távolság 

Cys-His/Asp között: 3.9, 2.9, és 3.4 ┭. (A mikrobiális TGáz-nál ugyanis a His helyett Asp 

található a szerkezetben ill. a mechanizmusban.) A TG2, TG3 és mikrobiális TGáz további 

katalitikus aminosavainak távolsága; His/Asp-Asp/His-nél: 3.7, 4,3 és 5,6 ┭, valamint az Cys-

Asp/His között: 6.8, 5.8 és 5.0 ┭. Mindkét PDI esetében a katalitikus triád aminosavainak 

távolsága nagyobb, mint a tradicionális TGáz-ok esetében. Ez azt jelenti, hogy a PDI a 

doménjának jelentQs konformációs változáson kell keresztülmennie, hogy a 

transzglutaminázokra jellemzQ katalitikus triád kialakulhasson.  

A humán és a bakteriális tioredoxin szerkezete ugyancsak ismert (Weichsel, 1996; 

Katti, 1990). Ezekben a fehérjékben a transzglutamináz reakciót katalizáló triád ugyancsak a 

tioredoxin box körül található. A reakcióban résztvevQ aminosavak távolsága ezekben a 

fehérjékben is nagyobb, mint a klasszikus transzglutaminázok esetében: Cys-His között 8.2 és 

9.8 ┭, a His-Asp között 6.6 és 11.5 ┭, valamint a Cys-Asp között 5.72 és 8.0 ┭. Így 

hasonlóan a PDI-hez, a tioredoxin esetében is konformáció változás szükséges ahhoz, hogy az 

aminosav oldalláncok közelebb kerülhessenek egymáshoz, és a transzglutamináció 

végbemenjen. 

Mivel a transzglutamináz aktivitást csak 55flC-on tudtuk kimutatni, 25flC-on nem, 

ezért in vitro hQmérséklet-indukált szerkezetváltozást tételeztünk fel. A CD spektrumok 

változása ezt látszik igazolni.  

Az PDI/Trx enzim hQmérséklet-indukált transzglutamináz tulajdonsága azért is 

érdekes, mert a C. elegans extraktumban lévQ transzglutamináz magasabb hQmérsékletekkel 

szemben igen érzékenynek bizonyult. A fehérjeminták tíz perces 40flC-on történQ elQkezelés 

hatására aktivitásuk több mint a felét elvesztették, míg 60flC-os kezelés hatására teljesen 

inaktiválódtak (Mádi, 1998). Az ellentmondást úgy lehet feloldani, ha feltételezzük, hogy a 
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nematódákban kétféle transzglutamináz is létezik, az egyik az emlQsökéhez valamilyen 

szinten hasonló, a másik azoktól teljesen letérQ PDI-szer_ fehérje. A képet tovább bonyolítja, 

hogy a nematódákban kimutatott fehérje nem mutat szekvencia-hasonlóságot az emlQs 

transzglutaminázokkal, ugyanakkor a nematóda enzimet a humán enzim elleni antitest 

felismerte (Mádi, 1998). A transzglutamináz expressziót Western blottal igazolták, tehát 

valamilyen hasonlóságnak léteznie kell. Ráadásul a két fehérje molekulatömege (nematóda 

TGáz, PDI) közel azonos.   

A PDI kétfunkciós volta egy másik érdekes kérdést is felvet, ez pedig az enzim Ca2+-

függése. Az enzim transzglutamináz aktivitása erQs Ca2+-függéssel volt jellemezhetQ, amit 

két, független aktivitás-mérési módszer, valamint a dot blot is kimutatott. A protein diszulfid 

izomeráz szerkezete tartalmaz egy Ca2+-kötQ domént, annak ellenére, hogy az enzim eredeti 

funkciójához (izomeráz, reduktáz, chaperon) nem igényel Ca2+-ot. Az, hogy a Ca2+-kötése egy 

fehérjében szerkezetváltozást okoz, már ismert a TG3 esetében (Ahvazi, 2002). Ebben az 

enzimfehérjében a Ca2+-hatására egy csatorna képzQdik, ami a szubsztrátnak az aktív 

centrumhoz való hozzáférését biztosítja. A PDI tioredoxin doménjainak és magának a 

tioredoxinnak is szüksége volt a Ca2+-ra hogy mérhetQ transzglutamináz aktivitással 

rendelkezzen. Lehetséges, hogy ezeknek a fehérjéknek a transzglutamináz aktivitását az 

intracelluláris Ca2+ koncentráció változása kapcsolja be.  

 

7.4. A PDI/Trx családhoz kapcsolódó TGáz aktivitás lehetséges fiziológiás 

jelentQsége 

 
7.4.1. A PDI géntermék hiánya nematódákban 

 

Az elsQ olyan közlemény, amelyben a kétfunkciójú TGáz/PDI-rQl írtak öt évvel ezelQtt 

jelent meg a parazita Dirofilaria immitis-rQl (Chandrashekar, 1998). Azóta sem derült fény a 

jelenség fiziológiás szerepére. Ugyan a C. elegans genomjának a teljes szekvenálása is már 

elkészült (The C. elegans Sequencing Consortium), de ez sem adott választ a kérdésre. A 

feladat azért is meglehetQsen nehéz, mert specifikus TGáz aktív helyet gátló inhibitorok még 

nem állnak rendelkezésünkre.  

Eschenlauer és munkatársai RNS interferencia módszerével elQállították a PDI 

géntermékét nem tartalmazó fonalférget. Kísérleteik széles kör_ek és alaposak voltak, mert a 

„gén elhallgattatás” („gene silencing”) mindhárom ismert módszerét alkalmazták: az 
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injektálást, a merítést (fiatal-L1 állapotú- állatokat RNS oldatba merítik) és az etetéses-

kísérletet. A PDI-3 transcript hiányának következménye több mutáns törzsben a legyengített 

kutikula volt, a férgek tömzsik lettek („dumpy” fenotípus), abnormális hím és hermafrodita 

farok morfológiát mutattak. A vad típusú nematódák nem mutattak morfológiai eltérést, 

ámbár a pdi-3 RNSi következtében a kutikula kollagén szerkezete megváltozott (Eschenlauer, 

2002). Azt feltételezték, hogy a PDI-3-nak szerepe van az extracelluláris mátrix 

összetartásában. Más parazita nematódákban (Brugia malayi) a TGáz aktivitás gátlása a 

felnQtt egyedek életképességét csökkentette (Chandrashekar, 2000), míg a szintén parazita 

Onchocerca volvulus-ban vedlési zavarokat okozott (L3 lárvaalakból L4-be) (Lustigman, 

1995). Hasonlóan, a Dirofilaria immitis-ben úgy találták, hogy az ERp60 fehérje TGáz 

aktivitásának az L3-ból L4-be történQ vedléskor van szerepe (Chandrashekar, 2002). 

 A nematódák TGáz aktivitásának pontos funkciója még nem tisztázott, de lehetséges, 

hogy a kutikuláris ECM komponensek összetartását és keresztkötését katalizálják, hiszen az 

exoskeleton struktúrák igen gazdagok izopeptid kötésekben. A fehérjék stabilizációja mind az 

enzim transzglutamináz aktivitását (keresztkötQ funkció), mind annak diszulfid izomeráz 

aktivitását (chaperon funkció) igényelheti.         

 

7.4.2. Multifunkcionális enzimek 

  

A természetben gyakori jelenség, hogy fehérjéknek többféle funkciójuk/aktivitásuk 

van, beleértve összefüggésbe hozható ill. az össze nem függQ funkciókat. Logikus kérdés 

felvetni azt, hogy vajon a PDI és Trx transzglutamináz aktivitása között lehetséges-e 

összefüggés, vagy az enzimek ezen felismert, új aktivitása nem függ össze. Realizálnunk kell, 

hogy a három vizsgált fehérjecsalád (PDI, Trx, TGáz) tagjai több, egymással átfedQ 

tulajdonsággal rendelkeznek. Transzglutamilációra mindannyian képesek, mint redox 

katalizálók/fehérjék, a TGáz-ok szokatlan nagy számú szabad cisztein-SH csoportot 

tartalmaznak, amelyek általában reaktívak (Lai, 2001). Azonfelül, a transzglutamináz nem 

katalitikus kölcsönhatása sejten kívüli és belüli fehérjékkel a TGáz chaperon funkciójára utal 

(Fésüs, 2002; Piredda, 1999), mint az a PDI/Trx család esetében már ismert (Ferrari, 1999; 

Hirota, 2002). Nincs azonban közvetlen bizonyíték arra, hogy a nem megfelelQ szerkezet_, 

károsodott vagy oxidálódott fehérjék megmentését a PDI izomeráz vagy a Trx diszulfid 

reduktáz funkciója próbálná megkísérelni. Ez a „megmentési kísérlet” magában foglalhatja a 

target fehérje transzglutamilációval való stabilizálását (deamidálás, keresztkötés, primer 



 46

aminok beépítése). Ezt a folyamatot/reakciót vagy a PDI és Trx transzglutamináz aktivitása, 

vagy a transzglutamináz önmaga is katalizálhatja, mint redox katalizáló, chaperon vagy 

keresztkötQ fehérje.  

 ElképzelhetQ, hogy ha egy fehérje megmentése, stabilizálása már nem lehetséges, 

akkor az enzim keresztkötQ tulajdonságával kovalensen kapcsolódik a tönkrement fehérjékhez 

–talán az ubikvitinálással párhuzamosan-, és elindítja a feleslegessé vált fehérjét az lebontás, a 

proteaszóma rendszer irányába. Ismeretes, hogy a proteaszóma gátlásakor egyes 

hQsokkfehérjék és az ER-ban lévQ más chaperonok mennyisége megnQ. Magyarázatot adhat 

erre, hogy a proteaszóma gátlásakor a sejtben lévQ abnormális fehérjék lebontása is gátolt, 

szintjük emelkedése pedig maga után vonja a chaperonok mennyiségének növekedését, vagy 

azért, hogy a sok, hibás fehérjét megkíséreljék kijavítani, vagy azért, hogy a proteaszóma 

rendszerbe próbálják irányítani. A proteaszóma rendszer a feleslegessé vált, valamint az anti-

és proapoptotikus molekulák szabályozott lebontásával fontos regulációs eleme lehet az 

apoptotikus folyamatnak is. Az, hogy a transzglutamináz expressziója az apoptózis folyamán 

megnQ, régóta közismert (Fésüs, 1987).  

Több, további közös tulajdonság is figyelhetQ meg a PDI, Trx és TGáz enzimcsalád 

tagjai között. Mindhárom enzimcsalád jelen van az élQ szervezetek minden típusában 

(Lorand, 2003; Ferrari, 1999; Hirota, 2002), az eukarióta sejtek mindegyik compartment-

jében -, fontos szerepük lehet az extracelluláris térben, ahová szekretálódásuk után kerülnek, 

annak ellenére, hogy szignál szekvenciával egyik sem rendelkezik. Mind indukálható 

enzimek, mind reagálnak stressz körülményekre, oxigén gyökökre, sejt- és szöveti 

károsodásokra (Ferrari, 1999; Hirota, 2002; Nardacci, 2003; Mastroberardino, 2002; Griffin, 

2002). Ezekre az adatokra támaszkodva elképzelhetQ, hogy ez a három nagy fehérje/enzim 

család egy általános celluláris védQ rendszer elemeit jelenti, amely a konvergens evolúció 

folyamán a megosztott enzimaktivitások széles változatosságával a célból keletkezett, hogy 

védje és stabilizálja a fehérjéket, sejteket és szöveteket. 

 A PDI és a Trx fehérjék nagy mennyiségben vannak jelen a sejten belül/kívül illetve a 

sejtfelszínen. Az, hogy ezek a fehérjék kétféle aktivitással is rendelkeznek, mind a bakteriális 

fehérjénél (E. coli Trx), mind a fonalféregben (C. elegans), mind a gerinceseknél (humán Trx, 

PDI), a fehérje motívum funkcióbeli konzerválódottságra utal. A PDI több katalitikus 

reakciója már régóta ismert: redukció, izomerizáció, fehérjék helyes szerkezetének 

kialakítása, tehát egyfajta poszt-transzlációs módosítás, a tioredoxin szerepe szintúgy 

széleskör_: redox szignálok, fotoszintézis, apoptózis szabályozása, fejlQdésbiológia, 

immunválasz kialakítása.  A transzglutamináznak is egyre több funkciója válik ismertté; 
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keresztkötQ fehére, részt vesz szignálútvonalakban, mint G-fehérje, szerepe van az 

apoptózisban, sQt, a fagocitózisban is. Arra hívja fel a figyelmet, hogy fehérjék szerepe 

korántsem tisztázott, és szabályozásuk megértése, illetve a körülmények és/vagy a  sejten 

belüli kölcsönhatások, -amelyek eldöntik, hogy a fehérjének melyik funkciója „kapcsol be”- 

feltárása nagy lépés lehet elQre az in vivo kutatásokban.     
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8. ÖSSZEFOGLALÁS 
 

 
 

1. Sikeresen klónoztuk a C. elegans PDI-3 cDNS-ét egy indukálható, expressziós 

vektorba, melynek segítségével elQállítottuk a rekombináns fehérjét (rPDI-3). 

2. A rekombináns fehérje mind in vitro, mind in vivo kísérletekben aktívnak bizonyult. 

Az rPDI-3 diszulfid izomeráz aktivitását meghatároztuk, és bizonyítottuk, hogy képes 

komplementálni a dsbA- deficiens E. coli törzset. 

3. A rekombináns fehérje transzglutamináz aktivitással rendelkezett, errQl két független 

mérési módszerrel is megbizonyosodtunk. A transzglutamináz aktivitás csak 55 flC-on 

volt detektálható, 25flC-on nem. MeggyQzQdtünk arról, hogy nem artefactumról van 

szó, a PDI valóban katalizálja az amin- transzfert a kazein és biotinált amin között, ezt 

dot blot kísérlettel is igazoltuk. A rekombináns PDI specifikus aktivitását is 

megmértük, azt a tengerimalac szöveti transzglutaminázával nagyságrendben 

összehasonlítható értéket adott. 

4. Deléciós mutánsok segítségével sikerült lokalizálnunk, hogy a detektált 

transzglutamináz aktivitásért a fehérje tioredoxin doménje a felelQs. 

5. Hely-specifikus mutagenezissel kimutattuk, hogy a rekombináns PDI-3 TGáz 

aktivitása független a PDI katalitikus centrumában található cisztein oldalláncoktól.   

6. A tioredoxin domén mutagenezise bebizonyította, hogy a transzamidációban a CGHC 

tioredoxin motívumban található második cisztein játszik kritikus szerepet. 

7. A vizsgált E. coli és humán tioredoxin is transzglutamináz aktivitást mutatott.    

8. Mivel tioredoxin doménban egyetlen hisztidin található, ezért megvizsgáltuk, hogy 

vajon szerepet játszik-e a transzamidációs reakcióban. A hisztidin oldallánc kémiai 

módosítása a TGáz aktivitás szinte teljes elvesztését eredményezte. Szekvencia 

összehasonlításokkal két konzerválódott Asp régiót találtunk mind a PDI-ben, mind a 

tioredoxinban. A PDI-ben, és Trx-ben lehetséges katalitikus triádokat azonosítottunk. 

Homológ modellezés segítségével megszerkesztettük a C. elegans PDI-3 a 

doménjának a szerkezetét. 

9. Cirkuláris dikroizmus spektroszkópia segítségével kimutattuk, hogy mind a PDI, mind 

a Trx egy hQmérséklet-indukálta szerkezetváltozáson megy keresztül, ami szükséges 

feltétele a transzglutamináz reakció in vitro lejátszódásához. 
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