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BEVEZETES

A coeliakia (glutén szenzitiv enteropdtia) egy glutén &ltal indukalt krénikus
vékonybél rendellenesség, jelentds autoimmun folyamatokkal, a genetikailag fogékony
egyénekben. Egyediilallé autoimmun betegség, mivel mind a kdrnyezeti kivalt6 ok (glutén)
és mind a f0 autoantigén (transzglutamindz 2, TG2) ismert; és a glutén elhagyisa az
étrendbdl a betegség teljes tiinetmentességéhez vezet. Gyakorisdga eléri az 1%-ot, HLA-
DQ2 és DQS8 heterodimerekhez kotddik. A coeliakia patogenezise igen Osszetett, klinikai
manifeszticidi igen véaltozatosak: némely esetekben éltaldnos felszivoddsi rendellenesség
alakul ki, amely sulyos fogydshoz vezet mér a korai gyermekkorban, mig mas esetek
tiilnetmentesek akar a felndtt korukig. A klinikailag ,,csendes” coeliakia megjelenhet mint
dermatitis herpetiformis vagy mds valtozatos extraintesztindlis betegség. Jelenleg a
betegség egyetlen ismert és elfogadott kezelése az élethosszig tartd glutén-mentes diéta,
ami a sulyos szovodmények kockézatét is normalizalja.

A coeliakidban a human TG2-t azonositottdk f6 autoantigénként. A szervezet
minden részén eléfordulé TG2 egy egyediilalléan sokarci fehérje. Katalizdlja a Ca™*-fiiggé
e-(y-glutamil)lizin izopeptid kotés kialakuldsat a fehérjék kozott NHiz felszabaduldsa
mellett (transzglutamindz aktivitds, fehérje keresztkotés) és a GTP hidrolizisét (GTPaz
aktivitds, jelatviteli folyamatok). Rendelkezik még néhdny mdsfajta enzimatikus és
enzimaktivitis-fiiggetlen funkci6val is. In vivo a Ca**- és nukleotid-kotés reciprok médon
szabdlyozza a TG2 legfontosabb két enzimfunkcidjat. A TG2 sokféle sejtalkotoban jelen
van a sejtmagtdl a sejtmembrdn belsdé és kiilsé oldaldig. Szerepet jatszik a sejt-
differencidciéban, a programozott sejthaldlban, a fagocitdzisban, jelatvitelben, sejt-
letapadédsban, az extracelluldris maétrix Osszeszerelésében, sebgydgyuldsban és érintett
kiilonbozd betegségek patofizioldgidjaban (coeliakia, tumor névekedés, idegrendszeri

korképek).

Antitestek a coeliakidban

A coeliakidban specifikus jelenség az anti-TG2 IgA osztilyd endomizium antitestek
(EmA) jelenléte a betegek szérumdban. Habar a szérum EmA kozel 100% specifitast mutat
a coeliakidra, a kezeletlen betegek 10-20 %-a nem rendelkezik ilyen keringd antitestekkel.
Tobb tanulmény azt taldlta, hogy az EmA hidnya csak mérsékelt szoveti 1ézidval jar egyiitt.
Ez ellentmond annak az elméletnek, hogy az EmA kordbban képzddik, mint ahogy a

boholyatréfia kialakul. Az EmA helyileg a vékonybél nydlkahartydban termelddik és ezek



az IgA, illetve IgG antitestek lerakédnak mind a vékonybélben, mind a vékonybélen kiviil
a kiillonb6z6 szovetekben. Ennek alapjan feltételezhetd, hogy az anti-TG2 antitestek az
EmA negativ betegekben is jelen lehetnek. Ha ez igaz, akkor a TG2 ellenes autoantitestek
jelenléte valdsziniileg a coeliakia leguniverzdlisabb és egyben legspecifikusbb jelensége

lehet.

A coeliakias autoantitestek bioldgiai hatasa

A TG?2 osszetett biokémiai és élettani funkcidi miatt az anti-TG2 autoantitesteknek
az enzim aktivitdsdra gyakorolt hatdsa fontos lehet a coeliakia patogenezisében. A TG2
ellenes antitestek szdmos bioldgiai aktivitdst mutatnak. Egér konnymirigy csatorndkban
limfocita beszlirodést inditanak el és gatoljdk a human T84 hamszovet kripta sejtek
differencidlodasat, befolydsolva a TG2-fiiggd TGF-f aktivalodast. A coeliakids antitestek
ex vivo elOsegitik a sejtosztodast a coeliakids betegek hamsejtjeinél a sejtciklus S-fazisaba
torténd belépés felgyorsitisival és novelik az epitélium ateresztoképességét. Ezek a
folyamatok végiill kripta hiperpldzidhoz vezetnek. Az antitestek befolydsoljak a
mezenhimaélis sejtek funkcidjat, gatolva a sejt mozgasképességét és felgyorsitva a matrix
lebontasat a matrix metalloprotedzok kifejez6désének novelésével.

Az autoantitestek a Toll-szerli receptor 4-hez kotodve aktivaljak a monocytakat és
igy monocita-szabdlyozott citotoxikussigot, szoveti kdrosoddst eredményeznek, amit a
gliadin is felgyorsit. A kezeletlen, aktiv coeliakidra jellemz6 a vékonybél nyalkahartya
ereinek szabdlytalan elrendez6dése. Az autoantitestek célpontja specifikusan a TG2, és in
vitro is géatoljak az angiogenezis szamos lépését. A coeliakids betegek 7 %-a idegrendszeri
manifeszticiot is mutat (neuropdtia, epilepszia, agy atréfia, glutén ataxia). A glutén ataxids
betegek agyi ereiben szintén taldlhatok lerakddott coeliakids antitestek. A vér-agy gt
ateresztoképessége szintén nagyobb az anti-TG?2 antitestek hatdsdra. Rdadasul a coeliakids
szérumok idegsejt apoptdzist is indukdlnak. Ezek az eredmények megerdsitik azt az
elképzelést, hogy a glutén-indukalt coeliakia specifikus autoantitestek fontos szerepet
jatszanak a coeliakia intesztindlis €s extraintesztinalis manifesztaciéi kialakulasaban.

A TG2 deamiddlva a gliadin fragmentek glutamin oldalldncdt erdsiti annak
antigenitasat, ami igy sokkal jelentésebb T-sejt valaszt valt ki. Emiatt az antitestek a TG2
aktivitasat és igy a deamidalasi folyamatokat is befolydsolva, képesek sulyosbitani a glutén
altal kivaltott immunoldgiai hatdsokat. Kordbbi tanulmanyokban a betegek totdl IgA és
IgG antitest szérum frakci6éja csokkentette a sejt-kivonatokban 1évo transzglutaminiz

aktivitast. Mas kutatok nem taldltak eltérd hatdst a kontrollokhoz képest, de az affinitds



tisztitott coeliakids autoantitestek rendelkeztek gatlé hatdssal, ami azonban nem volt olyan
mértékli, hogy gatolja a keresztkotések kialakuldasat. Viszont a coeliakids vékonybél
nyalkahartya szubepitélilis részén, ahol a legtobb lerakddott coeliakids antitest talalhatd,
emelkedett TG2 aktivitast és kifejezOdést talaltak. Erdekesség még, hogy kordbbi
tanulmanyok szerint dllatkisérletekben a TG2 ellen két kiilonboz6 fajta, gitld és aktivald
hatdsti, anti-TG2 antitest is termelédhet. Igy fontos és tisztdzatlan kérdés, hogyan

befolydsoljdk a coeliakids autoantitestek a TG2 enzimatikus sajatsdgait.

A transzglutaminaz 2 Ca**-kotése

A TG2 aktudlis enzimatikus aktivitdsa attdl fiigg, milyen szerkezeti dllapotban van,
ezt pedig a hozza ko6tddo ligandok mindsége €s mennyisége befolydsolja, hasonléan az
epidermdlis transzglutamindzhoz (TG3). Liu és mtsai. feltartdk a TG2 GDP-kotott formaja
kristalyszerkezetét, az enzim Ca” hatdsdra 1étrejové aktiv formdja azonban nem ismert. Az
enzim négy doménbdl all: N-termindlis B-szendvics, az aktiv helyeket tartalmazé core és
két C-termindlis B-hordé6 doménbdl. A GDP-kotott és a nemrégiben azonositott inhibitor-
kotott kristalyszerkezet kozott nagy kiillonbség tapasztalhaté. Valdszinileg ezt a nagy
konformacié véltozast a Ca™ kotés inditja el, de a pontos Ca**-koté helyek nem
azonosithatéak az Gjabb kristalyszerkezet alapjan sem. fgy a Ca®*-kot helyek keresése és
vizsgdlata napjainkban is aktudlis. Rdaddsul a TG2 Ca**-koté helyei szerepet jatszhatnak a
coeliakids autoantitestek enzimhez valé kotédésében. Kordbbi eredmények alapjan a TG2
Ca’*-kotése sziikséges és megnoveli a coeliakids antitestek kotddését a TG2-hoz, ami igen

jelentds lehet a coeliakia patogenezisében.



CELKITUZESEK

1. Mivel a TG2 osszetett biokémiai és sejtfunkcidkkal rendelkezik, a coeliakids
autoantitestek hatdsa az enzim miikodésére jelentOs lehet a coeliakia patogenezisében.
Célul thztiik ki a TG2 transzglutamindz és GTPaz aktivitdsdnak vizsgdlatit az anti-TG2
autoantitestek jelenlétében. Azt is megvizsgiltuk, vajon az autoantitestek hatdsa

Osszefiiggésben van-e kiilonb6z6 klinikai manifesztacidkkal és a diéta betartdsaval.

2. Egy feltételezés szerint a coeliakids TG2 specifikus autoantitestek mindig jelen vannak a
coeliakids betegekben, rdaddsul gyakran kordbban, mint ahogy a betegség tiinetei
megjelennek. Célul tiiztiikk ki ennek a feltételezésnek a megerdsitését coeliakias anti-TG2
antitest lerakoddsok vizsgalatdval intra- és extraintesztindlisan, a coeliakids biopszidkban

még a kering6 autoantitestekkel nem rendelkezd betegek esetén is.

3. A TG2 egyediilalléan multifunkcionalis fehérje Ca- és GTP-fiiggd aktivitasokkal, és
rdaddsul a Ca®*-kotése befolydsolhatja a coeliakids autoantitestek felismerését is. Ezért
célul thztik ki az enzim Ca’*-kotd helyeinek lokalizdldsat irdnyitott mutagenezis
alkalmazasaval. Ennek sordn a XllII-as faktor és az epidermadlis transzglutamindz ismert
Ca**-kotd helyeivel homoldg helyeken és még két, homolég modellezéssel djonnan

felismert negativ feliileti potencidllal rendelkezd helyen készitett mutdnsokat vizsgéltunk.



ANYAGOK ES MODSZEREK

IgG és IgA tisztitas

25 endomizium antitest pozitiv coeliakids beteg és 3 negativ, kontroll egyénbdl IgG
és IgA antitesteket tisztitottunk (Sepharose-Protein G és agardz-jacalin felhasznéldsdval).
A betegek a kovetkezd klinikai manifeszticidju csoportokba tartoztak: (i) sulyos
felszivodasi zavar a korai gyermekkorban, (ii) felndtt betegek jé dltaldnos kondicidban,
(iii) felnott betegek sulyos felszivddasi zavarral, (iv) gyermekek bor biopszidval igazolt
dermatitis herpetiformisszal, bélrendszeri panaszok nélkiil, (v) IgA deficiens gyermekek
hasonl¢ tiinetekkel, mint (i)-es csoport. Egy tovabbi csoportként (G) IgA hidnyos betegeket
is vizsgaltunk, akik csak IgG keringd antitestekkel rendelkeztek. Az (i) csoport betegeinek
antitesteit glutén-mentes diéta sordn, a klinikai és hisztoldgiai javulds utdn szintén
megvizsgaltuk. A kisérleteket a Heim Pal Gyermekkérhaz FEtikai Bizottsdganak

engedélyével végeztiik.

Transzglutaminaz enzim preparatumok

Harom kiilonb6z6 forrdsbol szarmazd TG2-t haszndltunk az coeliakids antitestek
hatdsat vizsgalo kisérleteinkhez. A rekombindns TG2-t E. coli-ban glutation S-transzferdz
(GST) faziés formédban termeltiik. 4 napos 1 pM all-transz retinsavval kezelt humén
mieloid leukémiai sejtek kivonatat, valamint vorosvértestbol szarmazo TG2-t hasznaltunk,
mint természetes forrasbol szdrmazd enzimeket.

A kalcium-kotddési  vizsgdlatokhoz Rosetta 2-ben pET-30 EK/LIC vektor
hasznélatdval termelt (His)s-véggel rendelkezd TG2-t hasznaltunk. A helyspecifikus
mutdnsokat QuikChange Site-Directed Mutagenesis Kit segitségével készitettikk. A
mutansokat restrikcids analizissel és DNS szekvendldssal ellendriztiik. A (His)e-flizids
fehérjéket ProBond Ni-NTA géllel tisztitottuk és Bradford-médszerrel hatdroztuk meg a
fehérje koncentracidkat.

Az Onkeresztkotd képességet, a prepardtumok tisztasagat az SDS-poliakrilamid gél
Coomassie BB festésével és Western blotton kecske poliklonédlis anti-TG2 antitesttel és
torma peroxiddz (HRP) konjugélt anti-kecske antitesttel, kemilumineszcens maddszerrel

ellendriztiik.



TG2-ELISA médszer

A tisztitott antitestek specifikus anti-TG?2 tartalmédnak, a mutdnsok antigenitdsanak
és funkciondlis tisztasdgdnak meghatiarozdsdhoz egy dltalinos ELISA moddszert
hasznéltunk. A valyidkat GST-fizios vagy (His)e-fuzids rekombinans enzimekkel fedtiik. A
tisztitott antitesteket kiilonb6z6 higitdsban haszndltuk a normalizdlashoz sziikséges higitas
meghatdrozasdhoz. Kés6bb az antitestek enzim aktivitisra gyakorolt hatdsanak a
vizsgdlatdhoz két antitest koncentrdciot haszndltunk: (i) 15 pug/ml IgA vagy IgG, ahol
minden coeliakids antitest mar maximum abszorbanciat produkalt az ELISA-ban (,,azonos
immunoglobulin koncentracié”), és (ii) azt a higitdst, ahol a coeliakids antitestek a
maximum abszorbancia felét produkdltidk az ELISA mddszerrel (,,normalizalt antitest
koncentracié”). Az antitest-kotddés alapjan torténé normalizaldsnadl monoklondlis TG100

antitestet és HRP-konjugdlt anti-egér IgG-t, illetve a mutdnsok antigenitdsdnak

vizsgalatanal 64 kezeletlen coeliakids szérumot hasznaltunk.

A transzglutaminaz aktivitas meghatarozasa

A transzglutamindz aktivitist harom kiillonb6z6 mddszerrel hatdroztuk meg. A
mikrotiter lemez mddszer esetén az 5-(biotinamido)pentilamin beépiilését mérjiik a
lemezen immobilizalt sztreptavidin-alkalikus foszfatdz és p-nitrofenil-foszfat szubsztrat
hozzdaddsaval 405 nm-en.

A transzglutamindz reakci6 elsdé 1épését kisérd, oldatfazisu reakcié sordn torténd
NH; felszabaduldst glutamét-dehidrogendz kapcsolt reakcidval detektdltuk a NADPH
koncentracié csokkenése révén 355 nm-en (UV-teszt).

A filterpapir mdédszer a [1,4(n)-3H] putreszcin N,N-dimetildlt kazeinbe torténd
beépiilésén alapszik. A reakci6 elegyet filterpapiron hideg triklér-ecetsavval kicsapjuk €s a

jelzett [3H]putreszcin beépiilését a filterpapir mosdsa utdn -szamlaléval mérjiik.

Transzglutaminaz aktivitas mérése a fibronektin kotott transzglutaminaz 2-vel

A specifikus anti-TG2 autoantestek transzglutamindz aktivitdsra gyakorolt
hatdsdnak mérésére a mikrotiter lemez maddszert modositottuk. A valyukat fibronektinnel
fedtiik és erre kotottilkk a GST-fuzids, illetve az NB4 sejtkivonatban 1évé TG2-t. Mosas
utdn inkubaltuk a jacalinnal tisztitott teljes IgA-val és ez utdn a TG2-h6z nem kotédott
antitesteket lemostuk a lemezrdl. A valyikban inkubdltuk a reakcidelegyet és a kordbban

lefrtak szerint detektaltuk az aminbeépiilést.



A vékonybélben talalhat6 IgA lerakédasok specifitasanak meghatarozasa

Az EmA-negativ és —pozitiv betegek fixalatlan fagyasztott duodénum metszeteirdl
kalium-tiocianatos kezeléssel lemostuk az aspecifikusan kotddott fehérje komplexeket,
majd klor-ecetsavval szelektiven leoldottuk a fibronektin felszinén 1évo szoveti TG2-t és
ezzel az esetlegesen ahhoz megkotott antitesteket. Ezutdn a metszeteket megfestettiik a
visszamaradé IgA-ra és TG2-re.

Annak érdekében, hogy bizonyitsuk, hogy az EmA-negativ betegek esetén az IgA
lerakéddsok anti-TG2 antitesteket tartalmaznak, a fixdlatlan fagyasztott vékonybél
metszeteket rekombindns GST-fiziés TG2-vel inkubdltuk, majd feltételezvén, hogy ez
csak a szovetekben 1év6 TG2-specifikus IgA szabad kotShelyeivel reagdl, kettds festéssel
szelektiven felismertiik (anti-GST antitesttel és Alexa Fluor® 594-jelolt csirke anti-kecske
immunglobulin antitesttel, piros). A humdan IgA-t zold festékkel jeloltiik, ahogy kordbban.
A hasznalt anti-GST antitest nem keresztreagal a metszeten természetesen jelen 1évé TG2-
vel. Annak megakaddlyozdsara, hogy a hozzaadott GST-fuziés TG2 a metszeten 1€vo
fibronektinhez kotddjon a rekombindns fehérjével egyiitt a fibronektin 45 kDa méreti
zselatin-koto darabjat és G92 antitestet adtunk. Ez az antitest a TG2 N-termindlisdhoz

kotddik, ahol a fibronektin kotéhely taldlhato.

GTPaz aktivitasmérés és kozvetlen fotojelolés
A GTPaz aktivitast az irodalomban korabban leirt aktiv szenes elvalasztasi
modszerrel mértiik. A hidrolizélt [32P]Pi-t B-szamldloval mértik. A kozvetlen fotojelolést

Begg és mtsai. altal leirt médon végeztiik.

Molekuléris modellezés és szekvencia osszehasonlitas

A haszndlt humédn TG2, TG3 és XIlI-as faktor kristdlyszerkezete az RCBS fehérje
adatbdzisdban megtaldlhat6. A  molekula-modellezést  Silicon Graphics Fuel
munkadllomdson GRASP és Sybyl, valamint RasMol és VMD programokkal végeztiik. A

szekvencia 0sszehasonlitisra a Clustal W programot hasznaltuk.

Equilibrium dializis

A Ca**-kotést equilibrium dializissel tanulmanyoztuk Ca izotépot €s 96-Well
Equilibrium Dialyzer Plate-t alkalmazva. Dializis utan folyadék szcintillicids méréssel
hatdroztuk meg a radioaktivitast. Szcintillaciés folyadéknak Tritosol-t hasznéltunk. Az

eredményeket a dializis utdn meghatdrozott fehérjetartalomra normalizdltuk. A prepardtum



fehérjetartalmat, tisztasdgat Bradford-mdédszerrel és poliakrilamid gélben megfuttatva majd
megfestve az Alpha Imager szoftverével hataroztuk meg. A szabad Ca®* koncentraciot

internetes Maxchelator és Fabiato és Fabiato programmal hataroztuk meg.

Izotermalis titraciés mikrokalorimetria és induktiv csatolasi plazma emisszios
spektrometria

A TG2 kalcium-kotd képességét izotermdlis titrdciés mikrokalorimetridval
vizsgiltuk (VP-ITC MicroCalorimeter, MicroCal) Ehhez nagy tisztasdgd rekombindns
TG2-t készitettiink ioncserés kromatografidval (HiTrap Q HP Column). A tisztasdgot
poliakrilamid gélelektroforézissel és Coomassie-festéssel ellendriztiik. Az igen tiszta
preparatumot elészor EDTA-val, majd kétszer Chelex-100 géllel dializaltuk. A mérést
25°C-on végeztiik. Az induktiv csatoldsi plazma emissziés spektrometridhoz (ICP-OES)
hasonléan készitettiik el a mintdkat. A kalcium torzsoldat koncentracidjat szintén ezzel a

modszerrel ellendriztiik.

Cirkularis dikroizmus spektroszkopia
Cirkuldris dikroizmus (CD) spektrumot Jasco-810 spektropolariméterrel 25°C-on
mértiik kvarc kiivettdkban. A CD dekonvoliciét continll, cdsstr és selcon3 programokkal

végeztiik, amelyek a Dichroweb honlapjan elérhetdek.

Statisztikai analizis
A mérési adatok statisztikai értékeléséhez varianciaanalizist (ANOVA, egy utas),
Wilcoxon-prébat és Mann-Whitney U-prébat végeztiink Microsoft Excel (Microsoft Inc.)

and Analyse-it (Analyse-it Software, Ltd.) szoftverekkel.



EREDMENYEK ES MEGBESZELES

Munkdnk sordn tanulmédnyoztuk a coeliakids autoantitestek hatdsit a TG2
transzglutamindz és GTPaz aktivitdsdra, €s azt taldltuk, hogy a coeliakids antitestek
aktivaljak a transzglutamindz aktivitdst. Ez a hatds jelentds, mivel sikeriilt bizonyitanunk,
hogy az antitestek a TG2-hoz kotédve vannak lerakédva a betegek intra- és
extraintesztinalis szoveteiben, akkor is, ha a szérumban nem mutathaték ki. Mivel ezek az
antitestek képesek befolydsolni a TG2 aktivitdsait, amelyeket az enzim Ca**-kotése is
szabdlyoz, a TG2 Ca**-koté képességének és kotShelyeinek azonositdsa, valamint azok
kapcsolata az  antitestek célpontjdval dj adatokat szolgdltat a coeliakia

patomechanizmusdnak megértéséhez.

Coeliakias autoantitestek hatasa a TG2 transzglutaminaz aktivitasara

A TG2 aktivitdsa €s maga a fehérje is jelen van a coeliakia szempontjabdl kritikus
helyen, a bél kefeszegélyében €s a szubepitelidlis részeken. Rdadasul nemcsak a TG2
talalhaté meg az egész testben mindenfelé, hanem az anti-TG2 autoantitest lerakddésok is.
A lerakodott antitestek hatdsa jelentds a betegség el6rehaladdsdban, mivel a TG2 4ltal
deamidalt gliadin peptid sokkal intenzivebb immunvdalaszt valt ki. Rdadéasul az
autoantitestek kotoédése veszélyezteti a TG2 és a fibronektin kolcsonhatdsat, ami
megzavarhatja a sejtek adhézids és elterjedési folyamatait.

Azt talaltuk, hogy olyan aktvitds mérési médszer esetén, ahol nagy immobilizalt
glutamin akceptor fehérjéket haszndltunk szubsztritként, a coeliakids autoantitestek (IgA
és IgG) novelik mind a rekombindns, mind a természetes forrdsbdl szarmazd TG2
transzglutamindz aktivitdsat dozis-fiiggd moddon (105,4-242,2 %). Az aktivdld hatds
gyermekekbdl szdrmazé antitestek esetén jelentOsebb, mint a felndtt betegek antitestei
esetén. A normalizdlds utdn az antitestek hatdsa sokkal homogénebb lett, mint az azonos
antitest koncentraciéval mért aktivitdsok esetén, ami megerdsiti, hogy a tapasztalt aktivald
hatds a coeliakids antitesteknek tulajdonithat6. Rdaddsul az ujonnan fejlesztett
aktivitdsmérési modszer esetén, amelyben a TG2 a fibronektinnel fedett mikrotiter lemezre
van kotve és a coeliakids antitestek kozvetleniil erre a kihorgonyzott TG2-re kotédnek és
fejtik ki hatdsukat, szintén transzglutamindz aktivitist novel0 hatdsat tapasztaltuk az
autoantitesteknek. Ez a tipusi mddszer sokkal jobban hasonlit az extracelluldris matrix
koriilményeire és ekvivalens egy affinitas-tisztitassal, egyidejiileg kikiiszoboli az antitestek

affinitds tisztitdsdnak nehézségeit.
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Az aktivalo hatas lehetséges mechanizmusa

A transzglutaminaz reakcio két f6 1épésbdl all. Az els6 1épés az acil-enzim koztes
termék képzOdése, amit ammonia felszabadulas kisér. A mdasodik 1épés az intermedier
reakcidja a vizzel (deamidélds esetén) vagy primer amin csoporttal. Az UV-teszt
eredményei alapjin a coeliakids és nem coeliakids antitestek is felgyorsitjak a reakcié elsd
Iépését, ami azt jelenti, hogy a coeliakids antitestek specifikus aktivdlé hatdsa a reakcid
mechanizmus masodik részét befolyasolja.

Az antitestek stabilizdlhatjdk a TG2 konformdaciéjat megakaddlyozva az
inaktivaciéjat. A TG2 nagyon érzékeny enzim, tisztitva vagy a sejteken kiviil hamar
elvesziti a transzglutamindz aktivitdsit. Az antitestek eldsegithetik a TG2 megfeleld
feltekeredését, illetve a mar csokkent aktivitidssal rendelkezd udjra-feltekeredését. Mdasik
lehetdség, hogy az antitestek elOsegitik a szubsztrdt bekotddését az aktiv helyre az
enzimkatalizis masodik 1€pése sordn. Az a tapasztalatunk, hogy a coeliakids antitestek
aktivalo hatdsa forditottan korreldl a rekombinans €s a természetes enzim preparatumok
specifikus aktivitasaval, alditdmasztja a felvazolt mechanizmusokat és kizarja, hogy a nem
megfeleld feltekeredés az E. coli-ban az oka az antitestek aktivalé hatdsdnak. Rdadésul in
vivo is megfigyeltek mar kordbban emelkedett transzglutamindz aktivitast a coeliakids
bélbolyhokban.

Az a hipotézis, hogy a coeliakids antitestek dajkafehérjeként hatnak, magyardzza
azt is, hogy miért nem taldltak jelentds antitest hatdst a korabbi tanulméanyokban, ahol
sejtkivonatot haszndltak az enzim forrdsaként. A sejtkivonatban jelenlévé TG2-vel
kolcsonhaté partnerek mar a mérések eldtt kotddhetnek és igy elfedhetik az antitestek
enzim-fitnesszt javitd hatdsit. Az extracelluléris térben azonban érvényesiilhet az antitestek

hatdsa, aminek fontos kdvetkezményei lehetnek a betegség patomechanizmusédban.

Korrelacio az antitestek hatasa és a coeliakia klinikai lefolyasa kozott

A stlyos klinikai tiinetekkel rendelkezd gyermek és felndtt betegekbdl szarmazo
antitestek egyarant jelentdsen fokoztdk a transzglutamindz aktivitast, mig a jé altalanos
kondiciéban 1év6 beteg esetén nem taldltunk szignifikdns aktivalé hatést. Ez, valamint az
aktivalo hatds megszlinése ugyanabbdl a betegbdl szarmaz6 minta esetén glutén-mentes
diétat tartva arra utal, hogy az aktivdlo antitestek jelenléte kedvezétlen és stlyosbitd
tényez0 a betegség klinikai lefolydsa szempontjabdl, habar a felndtt silyos tiinetekkel
rendelkez0 betegek antitestei normalizalds utdn sokkal kevésbé jelentds aktivald hatdst

mutattak. A felndtt korban diagnosztizdlt betegek sokkal Osszetettebb epitdp specifitdsu
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antitestekkel rendelkezhetnek az epitdp elterjedés miatt. A normalizalt antitest
koncentraciéndl mért eredményeink is arra utalnak, hogy a felnétt betegekben az aktivitast
fokozd antitestek mar kisebb ardnyban vannak jelen a coeliakia eldrehaladottabb allapota
miatt.

A TG2 transzglutamindz aktivitisa nagyon pontosan szabdlyozott. A nem
megfeleld aktivalddas sejthaldlhoz, kiilonbozdé gyulladdsos reakcidk befolyasoldasahoz
vezethet. A TG2 fokozott aktivitisa nagyobb mennyiségli és jelentdsen immunogénebb
deamidalt gliadin fragmentek képzOdéséhez is vezethet, ami sulyosabb klinikai tiineteket
okozhat. Arrél még nagyon kevés informacionk van, hogyan befolydsolhatjdk az antitestek

a TG2 aktivitdsat a sejteken beliil.

Coeliakias autoantitestek hatiasa a TG2 GTPaz aktivitasara

Ismert tény, hogy tobb autoimmun betegségben az autoantitestek bejuthatnak a
sejteken beliilre. ElsOként megvizsgalva, azt taldltuk, hogy a coeliakids autoantitestek
gatoljadk a TG2 GTPaz aktivitasat. Mivel a TG2 jelatviteli folyamatokban is fontos szerepet
jatszik, ennek a gatlé hatdsnak lehet klinikai jelentésége, ha késébb sikeriil bizonyitani,

hogy a coeliakids autoantitestek szintén bejutnak a sejtekbe.

Az coeliakias IgA lerakédasok TG2 specifitasanak bizonyitasa

Vékonybél metszeteket GST-fiiziés TG2-vel inkubdlva azt tapasztaltuk, hogy a
rekombindns enzim kotddik a coeliakids és egészséges szovetekben is megtaldlhatd
fibronektinhez. A TG2 fibronektinhez kotédése megakaddlyozhaté a fibronektin 45 kDa-os
fragmentjével és egy egér monoklondlis antitesttel (G92). Ilyen koriilmények kozott a
GST-fuziés TG2 csak a coeliakids metszetekhez kotddik, a lerakddott IgA-nak megfeleld
mintdzattal. Nem kotddik a kontroll metszetekhez, amelyek nem tartalmaznak lerakddott
extracelluldris IgA-t. Az EmA-negativ betegekbdl szdrmazé metszetekkel ugyanolyan
eredményeket kaptunk, mint az EmA-pozitiv metszetek esetén. Ezek a kisérletek arra
utalnak, hogy az IgA antitestek specifikusan, nagy affinitassal a TG2-hoz kotdédnek, anti
TG2 autoantitestek. Az EmA-negativ coeliakids betegek idsebbek és tobb hasi panasszal,
komplikacioval rendelkeztek, mint az EmA-pozitiv betegek, ami eldrehaladottabb
coeliakidra utal. Ez alatt a hosszabb ideig tart6 immunvalasz nagyobb affinitdsd anti-TG2
antitesteket eredményezhetett, ami magyardzza az alacsonyabb szérum autoantitest szintet.

Ily médon a hosszi ideig tarté kezeletlen coeliakia EmA-negativitashoz vezethet.
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Feltételezhetd, hogy a coeliakids autoantitestek szerepet jatszanak a boholy atréfia
kialakuldsaban, de az, hogy az autoantitesteket nem taldltidk meg minden betegben ennek a
feltételezésnek  ellentmondott. Eredményeink megerdsitik, hogy a coeliakids
autoantitesteknek jelentdsége lehet a betegség patogenezisében, hiszen minden betegben
megtaldlhatéak, még a szeronegativ betegekben is és rdadasul TG2 specifikusak.

Moddszeriink klinikailag is alkalmazhat6 a szeronegativ esetekben a coeliakia
differencidl diagndzisdhoz is. Mivel az anti-TG2 autoantitestek minden coeliakids betegben
jelen vannak és kolcsonhatva egymdssal moédosithatjdk az enzim aktivitdsat, funkcidit,
nyilvdnvalénak tiinik, hogy az autoantitestek szerepet jéatszanak a coeliakia

patomechanizmuséban.

A rekombinans TG2 kalcium-kotése

A coeliakias betegekben mindig jelen levd TG2 specifikus autoantitestek,
kapcsolédva a TG2-hoz és befolyasolva annak funkcidit, fontos szerepet jatszhatnak a
coeliakia kialakuldsaban. A TG2 kalcium-fiiggé enzim és rdaddsul a Ca’*-kotése
megndveli az antitestek affinitdsdt is az enzimhez. Mivel a TG2 Ca**-kotott
kristdlyszerkezete és a pontos Ca**-koté helyei nem ismertek, ezek meghatdrozasa, az
enzim aktivitasra és az antitestek kotésére gyakorolt hatdsuknak a tisztdzasa jelentOs.

Meghataroztuk ICP-OES mddszerrel, hogy EDTA-s dializis utdn a TG2 0,5 Ca®*-t
kot nagy affinitdssal. Ez azt jelenti, hogy a TG2, hasonléan a TG3-hoz rendelkezik egy
erés Ca**-koté hellyel. Equilibrium dializis mérések alapjan a rekombindns TG2 6 Ca®-t
kot, mint a nativ eritrocita TG2. Az ITC mérések is megerdsitik az erds Ca’ kotd hely
meglétét és az equilibrium dializis eredményét. Az integralt hé gorbe 0,5 mol/mol Ca™*-
kotést mutat nagy affinitassal. A kovetkezd 5 Ca* igen kicsi, egymadssal 0sszehasonlithato
affinitdssal kotédik. Az itt tapasztalt kis hovéltozdsok, kis entalpiavaltozdst
eredményeznek. A TG2 GDP-kotott inaktiv €s inhibitor-kotott aktiv formdja kozott
tapasztalhaté nagy konforméci6 valtozds nagy entrdpiavéltozdsra utal, ami magyardzhatja a
kis entalpiavéltozast.

Ca* jelenlétében a TG2 transzglutamindz aktivitdssal rendelkezik és mds szubsztrat
hidnyaban képes onkeresztkotésre, ami a vizsgdlatok alatt megvaltoztathatja a Ca**-kot6
képességét. Azért, hogy az onkeresztkotés hatdsat tisztazzuk a Ca’*-kotésre, megvizsgaltuk
egy transzglutamindz aktivitds nélkiili mutdns (C277S) Ca®*-koté képességét is. Ez a

mutdns equilibrium dializis alapjan kisebb affinitdssal, de szintén 6 Ca**-ot két, és hasonl6
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ITC eredményt is kaptunk, mint a vad tipus esetén. Ezeknek az eredményeknek alapjan az

onkeresztkotés szignifikansan nem befolyédsolja a TG2 Ca**-kot képességét.

A TG2 Ca*-kité mutdnsai

Az ismert fontosabb Ca’*-kété domének nem mutatnak jelentds hasonldsdgot a
transzglutamindz csaldd Ca**-k6t6 motivumaihoz. Ezért a csalddon beliili nagymértékii
szekvencia-hasonl6sdg és a TG3, 13-as faktor azonositott Ca®*-koté helyei alapjan
homolég és Gsszehasonlité modellezéssel 5 feliileti helyen 7 mutdnst készitettiink. Az S1
és S3 mutdns a TG3 Ca**-koté helyeivel val6 hasonlésdg, a S2 a 13-as faktor Ca®*-koté
helye alapjan lett tervezve. Az S2 hely nagy hasonlésdgot mutat a TG3 S2 Ca®*-kot6
helyével is. Az S2 és S3 helyek esetén két-két mutanst készitettiink, mert ezek a helyek két
szemben 1év0 hurokbdl dllnak. Az S4 és S5 hely két nagy negativ feliileti potenciallal
rendelkez0 hely, amelyet modellezés alapjan valasztottunk ki. Az volt a célunk, hogy olyan
mutansokat hozzunk létre, amelyek a Ca**-koté képességet csokkentik, de a molekula
szerkezetet nem befolydsoljak. Igy fleg a negativ toltésti Glu és Asp aminosavakat
cseréltiik Gln és Asn aminosavakra.

A mutdnsok kifejez6désének és tisztasdgdnak normalizdldsdra egy monoklonalis
antitest (TG100) kotédési ELISA-t hasznaltunk, mert az antitestek érzékenyebbek a
konformécid-véltozdsra. A  mutdnsok nativ  dllapotdt  cirkuldris  dikroizmus

spektroszkdpidval is ellendriztiik.

A mutans enzimek kalcium-kotése

A mutdnsok Ca**-kotd képességét 1,7 mM [Ca®*]yupaq-ndl vizsgdltuk equilibrium
dializissel. Mivel ennél a Ca** koncentrdciénal éri el a maximumot a vad tipus Ca**-kotési
gorbéje, ezért, ha a mutins alacsonyabb Ca**-kot6 képességgel rendelkezik, a Ca’*-kotési
gorbének ezen exponencidlis részén lathatjuk a legnagyobb véltozast.

1,7 mM [Ca**)szapaq-ndl szignifikdnsan kevesebb Ca**-t kot minden mutdns a vad
tipusndl. Ez azt sugallja, hogy mindegyik hely szerepet jatszik a TG2 Ca’* kotésében. Az,
hogy a mutagenezis sordn egy Ca**-kotd hely elvesztése nem egy, hanem tobb Ca’*-kotés
elvesztéséhez vezetett, a Ca”*-koté helyek kozotti kooperativitast jelzi, amelyet Ahvazi és
mtsai. a TG3 S2 és S3 Ca**-kotd helye esetén tapasztaltak is.

ICP-OES moddszerrel megvizsgdlva az S1 mutdnst azt tapasztaltuk, hogy ez a
mutins EDTA-s dializis utdin mar nem kot Ca®*-t a vad tipussal és a C277S muténssal

szemben. Ez azt jelenti, hogy a TG2 nagy affinitasd Ca**-koté helye az S1 hely.
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A mutans enzimek Ca’*-fiiggé transzglutaminaz aktivitasa

A TG2 Ca**-fiiggd transzglutaminiz aktivitasat mikrotiter lemez és filterpapir
modszerrel vizsgaltuk. A Ca’*-koté mutdnsok aktivitdsa csokkent, sot a S3, S4 és S5
mutdns teljesen elveszitette a transzglutamindz aktivitdsat. A magasabb Ca”* koncentraci6
nem volt képes kompenzélni a Ca**-koté helyek elvesztését. A transzglutamindz aktivitdst
a GTP és GDP gatolja, ennek megfeleléen a még csokkent transzglutamindz aktivitassal
rendelkezd mutdnsok aktivitdsat is tovabb csokkentette GTP jelenléte.

A ko6t6d6 Ca®* fontos feladata a transzglutamindz aktivitds elinditdsa. Az S1 helyen
erésen kotott Ca® nem elég, hogy a TG3 rendelkezzen aktivitdssal. A Ca**-kotédése az S3
helyhez sziikséges, hogy egy szubsztrit csatorna alakuljon ki, szabaddd téve az aktiv
helyet. Az S1 hely mutdns visszamaradt transzglutamindz aktivitasa azt sugallja, hogy ez a
hely fontos az aktiv konformdcié kialakitdsdban, de a tobbi Ca**-koté hely is részt vesz
ebben. A Ca™ kotédése az S2 helyhez csak kisebb szerepet jatszik a TG2 esetén az aktiv
konformécio kialakitdsaban, mivel az S2 hely mutdnsok esetén csak kevéssel csokkent az
enzimaktivitds. Az S3 hely nagyon fontos szerepet jatszik az aktiv forma kialakitasdaban a
TG3-hoz hasonldan, mivel az S3 mutansok teljesen elveszitik az aktivitdsukat.

Ahvazi és mtsai. azt taldltdk, hogy az S2 és S3 Ca**-kot6 helyek kooperalhatnak a
TG3-ban. Az S4 és S5 hely mutdnsok hasonléan a transzglutamindz aktivitds finom
szabdlyozdsaban jatszhatnak szerepet, mert ezek a mutdnsok sem rendelkeznek Ca2+—fiigg6
aktivitdssal.

Erdekes kérdés, hogyan képesek ezek a kis affinitdssal kotédd Ca’*-k olyan jelentds
szerepet jatszani a transzglutamindz aktivitdsban, amikor a kiilonboz6 szerkezeti vizsgdlo
modszerek nem képesek jelentds véltozast kimutatni a Ca**-kotés sordn? A C2 Ca**-
dependens foszfolipid koté domén esetén azt figyelték meg, hogy a foszfolipid jelenlétében
megnovekszik a Ca**-affinitdsa a Ca®* koordindcids szférdjanak kiegésziilése miatt. Ez a
jelenség felveti a lehetdségét, hogy hasonl6 Ca’*-affinitds novekedés tapasztalhat6 esetleg

a TG2 esetén is valamilyen interakcids partner, vagy esetleg a szubsztrat jelenléte esetén.

A mutans fehérjék GTPaz aktivitasa és GTP kotése

Tanulmanyoztuk a mutidnsok GTPaz aktivitdsat és GTP kotését is, mivel a Ca**-
kotés befolyasolhatja ezeket. Direkt fotoaffinitas jeloléssel az S4 és S5 mutdns nem mutat
GTP kotést, mig az S1 és S2A mutdnsok alacsonyabb, az S2B, S3A és S3B hasonlé GTP

kotést mutatnak, mint a vad tipus.
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A mutinsok GTPaz aktivitdsa jol korreldl a fotoaffintds jelolés eredményével,
kivéve az S4 és S5 mutdnsokat, amelyek 1,5-2-szer magasabb aktivitist mutattak a vad
tipushoz képest. A Ca* jelenléte csokkentette a fehérjék GTP4z aktivitdsat a vad tipushoz
képest, kivéve az S4 és S5 mutdnsokat.

A TG3 szerkezetében a 324-es aszparaginsav, amely kozvetleniil koordindlja a
harmadik Ca®* kotését és egy hurok régiéban taldlhat6, felelés a GTP és Ca™*-kotés illetve
a megfeleld aktivitdsok kozotti kapcsoldsért. Eredményeink alapjan az S4 és S5 hely is
felelos lehet a GTPéz aktivitds szabalyozdsaért, és a GTPaz és transzglutamindz aktivitas
kozotti megfeleld valtasért. Ha ez a két hely nem kot Ca®*-t, az enzim GTP4z aktivitdsa
nem gatolhat az emelkedd Ca”* koncentrciéval. Ez a két mutdci6 helyileg kozel talalhaté
ahhoz a hidrof6éb zsebhez, ahova a GTP/GDP kétodik és igy befolyasolhatjadk a GTP
kotését és a GTPaz aktivitast. A mutacidk olyan konformaciét eredményezhettek, amely
esetén felgyorsul a GDP/GTP kicserélodés, lerovidiil a dokkolasi id6, magasabb GTPaz

aktivitast és alacsonyabb GTP-koto képességet eredményezve.

A Ca**-koté mutansok antigenitasa

A coeliakids antitestek konformdciés epitépok ellen irdnyulnak, amelyeket az
enzim Ca®*-kotése megvéltoztathat, ndvelve a beteg antitestek affinitdsdt a TG2-hoz.
Prébaként teszteltiik a coeliakids antitestek kotddését a Ca**-koté mutdnsokhoz egy ELISA
modszerrel. Az S1-S3 mutacidk nem befolyédsoltdk az antitestek kotodését viszont az S4 €s
S5 helyek szerepet jatszanak az epitop képzésében, féleg az S4 hely, mert ennek mutécidja
esetén szignifikdns csokkenést tapasztaltunk az autoantitestek kotddésben (11,5+8,2 % a
100 % vad tipushoz képest). Az S5 mutdns esetén is csokkent kotédést mutatnak a
coeliakids antitestek, amit a két muticid kozelsége és kooperativitdsa is magyardzhat.

A tengerimalac TG2 esetén a coeliakids autoantitestek kotddését jelentsen
befolyasolja a Ca®" jelenléte vagy hidnya. Ezért megvizsgiltuk, hogy a Ca**, GDP, EDTA
jelenléte befolydsolja-e az autoantitestek kotddését a TG2-hoz, de nem taldltunk
kiilonbséget.

Egy munkacsoport koézolte, hogy a TG2 katalitikus triddjat mutdlva lecsokken a
coeliakids autoantitestek kotddése a TG2-hoz. A mi kisérleteinkben a C277S mutdns esetén
nem taldltunk szignifikdns csokkenést a kotddésben a vad tipushoz képest. Az aktiv hely a
TG2 inaktiv 4llapotdban el van fedve. A Ca**-kotott aktiv formaban pedig valésziniileg a
szubsztrat fedi el ezt a helyet. Egy masik kutatocsoport pedig azt taldlta, hogy az

extracelluldris térben a sejt felszinén a TG2, amely a célpontja a coeliakids antitesteknek, a
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magas Ca™* koncentréci6 ellenére nem taldlhaté aktiv formdban. Mindezeket egybevetve
nem val6szinii, hogy az aktiv hely lenne a coeliakids autoantitestek f6 epitépja. A Ca**-
kot helyek szerepének tisztazdsa az epitép képzésében eldsegitheti a coeliakia

patogenezisének jobb megértését és terapids lehetoséget is jelenthet.

A transzglutaminaz enzimek Ca”*-koté helyeinek evolicija

Az eml0s transzglutamindz csaldd egy gén duplikicidja és ezt kovetden kiilonboz0
kromoszémakra torténd atrendezddése révén alakult ki. A kordbbi és sajat adataink alapjan
az egyes izoformdk Ca**-koté helyeinek evoldcidja levezethetd. A szekvencia
Osszehasonlitds azt mutatja, hogy az S2 Ca**-koté hely mindegyik transzglutamindzban
konzervalt és egyediil is képes meghatirozni a transzglutamindz aktivitas Ca2+—ﬁiggését,
mivel a 13-as faktor csak ennek megfeleld Ca**-koté hellyel rendelkezik. Valdszintileg a
prosztata transzglutamindz (TG4) is csak ezzel a hellyel rendelkezik, igy ennek a két
szekretdlt enzimnek elégséges ez az egy Ca**-kot6 hely az aktivdlashoz az extracellularis
térben, ahol igen magas a Ca** koncentrici6. A TGl a terminalisan differencialt
keratinocitakban mukodik, ahol a Ca** koncentraci6 szintén magas, de a szekvencia adatok
alapjdn a TGI1 az S1 hellyel is rendelkezik. Az intracelluldris transzglutamindzok ugy
tiinik, hogy sokkal Osszetettebb Ca®*-reguldciéval rendelkeznek. Mivel minden
intracelluldris transzglutamindz rendelkezik a nagy affinitdsi S1 hellyel, igy ez
kiemelkedden fontos az intracelluldris transzglutamindz aktiviacidhoz. A szekvencia
Osszehasonlitds magyardzza azt is, hogy miért nincs S1 hely a 13-as faktorban, ugyanis
pozitiv toltésti aminosav van a 13-as faktor S1 régidjdban. Hasonldé szekvencia
kiilonbségekkel magyardzhatjuk, az S1 Ca**-kot6 hely hidnyét a TG4-ben. Néhédny apolaris
és pozitiv toltési aminosav taldlhaté a 13-as faktor, a TG1, és TG4 S3, S4 és S5
régidjaban, valamint a TG3 S4 és S5 helynek megfeleld régidjadban, ami azt sugallja, hogy
itt nem képesek Ca® kotésére. Habar az S3 hely sziikséges az intracelluldris
transzglutamindzokban a szubsztrat csatorna kinyitdsdhoz, a TGS és TG7 valdszinlileg ezt
a Ca”*-koto helyet elveszitette. Ezt magyardzhatja az, hogy ez a két transzglutaminaz a
filogenetikai fa mdasik 4gdn helyezkedik el a TG2, TG3 és TG6-hoz képest; esetiikben
valészinlileg masik kotohely lathatja el az S3 hely feladatait. A TGS, TG6 és TG7
rendelkezik S4 és S5 Ca®*-kotd helyekkel ¢és 1igy hasonld Ca2+—szabélyozési
mechanizmussal rendelkezhet, mint a TG2. Ez megmagyardzhatja azt a megfigyelést is,
hogy ezek a transzglutamindzok képesek kompenzdlni a TG2 hidnyit a TG2 knock-out

egerekben.
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OSSZEFOGLALAS

A coeliakia (GSE) a vékonybél leggyakoribb, genetikailag fogékony egyénekben
kialakulé kronikus autoimmun betegsége, melynek igen sokféle klinikai manifeszticidja
lehet. A GSE f6 autoantigénje az egyediildlléan sokarcu transzglutamindz 2 (TG2).

Kimutattuk, hogy az anti-TG2 antitest lerak6dasok negativ szeroldgiai vizsgalatok
esetén is jelen vannak a vékonybélben, megerdsitve azt a hipotézist, hogy a betegekben
mindig képzddnek anti-TG2 autoantitestek. Ezért jogosan vetddik fel a lehetdség, hogy a
TG2 és az anti-TG2 antitestek fontos szerepet jatszanak a coeliakia patogenezisében illetve
manifeszticidjdban. Munkdnk alapjan a stlyos felszivodasi zavarral rendelkezd betegek
autoantitestei ddzisfiiggd médon fokozzdk a TG2 transzglutamindz aktivitisat. Hasonld
aktivalas volt megfigyelhetd egy in vivo koriilményeket utdnzé tesztben, ahol a
fibronektinhez kotott TG2 transzglutamindz aktivitasat vizsgaltuk specifikus TG2 ellenes
autoantitestekkel. Eredményeink alapjan valdszintisithetd, hogy a coeliakias autoantitestek
stabilizaljak az enzimet a katalitikusan kedvezd konformacidéban. Az autoantitestek
gatoljdk az enzim GTP4az aktivitasat, igy befolydsolhatjak a TG2 jelatviteli funkciéit is.

A TG2 coeliakia patomechanizmusdban 1évé szerepének tovabbi tisztizdsdhoz
megvizsgaltuk az enzim Ca®*-kitd sajatsdgait, mivel annak Ca**-fiiggé funkcidja és az e
mogott 1évo szerkezeti tulajdonsdgok befolydsolhatjdk az autoantitestek kotddését a TG2-
héz. ®Ca equilibrium dializis és izoterm mikrokalorimetrids titrdlds azt mutatta, hogy a vad
tipus és a keresztkotd aktivitdsra nem képes aktiv hely mutdns egyardnt 6 Ca®*-t kot.
Homol6g modellezés, negativ feliileti potencidli helyek kivalasztisa és irdnyitott
mutagenezis segitségével azonositottunk 5 kiilonbdzo Ca®*-koté (S1-S5) helyet, melyek
szerkezetileg nem kanonikus Ca®*-koté helyek és multiplex kotésre is képesek lehetnek.
Minden ezeket érintd mutdns Ca**-kotd képessége csokkent, annak ellenére, hogy CD
spektroszkdpia, antitest kotési vizsgalat és GTPaz mérés alapjan elmondhatjuk, hogy ezek
a mutdciok nem okoztak szignifikdns szerkezeti védltozast. Egy kotOhely mutdcidja egynél
tdbbel csokkentette a kotott Ca**-ok szamat, ami a kotohelyek kozotti kooperativitdsra utal.
Az S1 hely nagy affinitdsd kotdhely, a tobbi alacsony affinitdssal koti a Ca®*-t. Minden
mutansnak csokkent a transzglutaminaz aktivitasa, ami GTP-vel gatolhat6 volt. A vad
tipushoz hasonléan a GTPaz aktivitisok Ca2+—fiigg6ek voltak, kivéve az S4 és S5
mutansokat, amelyeknek jelentésen emelkedett a GTPaz aktivitdsa. Az S4 hely jelentdsen
befolyasolja a TG2 antigenitdsat, azaz szerkezeti kapcsolatban van a TG2 coeliakidban

fontos epitdpjaival és ez az Uj ismeret lehetdséget ad azok pontosabb lokalizédldséra.
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