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BEVEZETO

Fagocitozis

A programozott sejthaldl sordn keletkezett nagyszdmu apoptotikus sejt
bekebelezése sziikségszerti, a masodlagos nekrdzis, szoveti kdrosodds és
gyulladdsos immunvalasz elkeriilése érdekében. A hivatdsos fagoctik, a
makrofagok vagy az elhalé sejtekkel szomszédos sejtek dltaldban
fagocitdzissal végzik ezt az eltakaritdsi folyamatot. Fagocita receptorok
specidlis ,,egyél meg” jeleket ismernek fel az apoptotikus sejtek felszinén
vagy kozvetlen apoptotikus sejt- fagocita kapcsolatban, vagy a szérum
opszonildlé fehérjéin keresztiil, amelyek mintegy hidat képeznek a
apoptikus sejt és a fagocita receptor kozott. A foszfatidilszerin (PS)
receptor felszinre forduldsa a legjellegzetesebb jele apoptotikus
folyamatnak. Szdmos fagocita receptor kotédik a PS-hez kozvetleniil
vagy athidalé6 molekuldkon keresztiil, mint példdul az MFG-E8 (milk fat
globulin EGF factor 8), amelyet aktivalt makrofadgok valasztanak ki. Az
o,Ps és o, P integrinek fagocita receptorok, amelyek a szolubilis MFG-
E8 molekuldnak EGF-szerti doménjdban 1évé RGD motivumot koétik. Az
athidalé molekuldkon kiviil harom PS kot6 receptort azonositottak, Tim4
(T-cell immunoglobulin- and mucin-domain-containing molecule), BAI1
(brain-specific angiogenesis inhibitor 1) és stabilin multifunkciondlis
receptort.

LRP1 (low-densitylipoprotein receptor-related protein 1), egy mdsik

felismerd receptor a makrofdgok felszinén. LRP1 a CRT-vel (calreticulin)



1ép kapcsolatba, amely a nagy mennyiségben jelenik megaz apoptotikus
sejtek  felszinén. LRP1 receptor, a citoplazmatikus farokrész
foszfotirozin-k6td doménjan keresztiil tovabbitja a jelet a GULP-ra
(engulfment adaptor protein).

Altaldnos nézet, hogy a falésejteken 1évé kiilonbozé receptorok két,
fejlédéstanilag konzervdlt utvonalba tomdriilnek, hogy végiil a kis
molekula tomegli GTP-4zt, a Racl-et aktivaljak, amely nélkiilozhetetlen
az apoptotikus sejtek felvételéhez. Az els6 utvonalat vagy az LRP-1, vagy
a stabilin és a GULP adaptor fehérje inditja és a Racl aktivaci6éjdhoz
vezetd tovdbbi mechanizmus nem ismert még. A mdasodik tdtvonal a
DOCK180 (180 kDa protein downstream of CrkII) és ELMO (engulfment
and migration protein) komplexen keresztiil zajlik, amely a Racl kéttagi
guanin nukleotid cserél§ faktora. A o,f;integrin receptorfiiggd
fagocitézis sordn CrkII (chicken tumor virus no. 10 regulator kinase II)
/DOCK180/ Racl kaszkad aktivalédik, ami a fagoszéma kialakuldsahoz
vezet.

Egy masik Rac f6ltti Gtvonal lehet a RhoG és guanincseréld faktora, a
TRIO. o,P;integrin 4ltal elinditott apoptotikus sejtfelvétel gdtolhatd
RhoG vagy Rac dominans negativ formdjaval, amely sugallhatja, hogy a
RhoG és a Rac szintén része az integrin altal szabdlyozott bekebelezési

folyamatnak.

Szoveti transzglutaminaz
A transzglutaminazok csalddja egy tiol- és Ca**-fiiggd acil transzferdz,
amely katalizdlja a kovalens kotés kialakuldsat a peptidkotésben 1évo

glutamin y-karboxamin csoportja és kiilonbozd elsédleges amin kozott,



beleértve a célfehérje lizinjének €-amino csoportjat. Ca**-mal torténd
aktivacié soran a TG2 részt vesz a citoszkeleton szervezésében, azaltal
hogy keresztkot szdmos citoszkeletdlis fehérjét, pl.mikrotubulin fehérjét,
tubulint, aktint, miozint. Az apopt6zis befejezddésekor torténd nagyfoki
polimerizdcié stabilizdlja az elhald sejt szerkezetét, megakaddlyozva
ezzel a sejtalkotdk kiszivargdsat, amely gyulladdshoz vagy autoimmun
vélaszhoz vezethet.

TG2 a szignalizdcié sordn szintén viselkedhet G fehérjeként. A TG2 G
fehérje funkcidja szerepet jatszik a sejtadhézidsban és a sejtvandorldsban
és részt vesz a protein kindz C, aktiviciéjaban. A GDP/GTP kotott
formaban nem mikodik a transzglutamindzként. Ezt a gitlist a Ca®*
fuggészti fel, amely egyfajta kapcsolé a két funkcié kozott. Mindezek
mellett a TG2 adaptor fehérjeként képes extracelluldrisan erdsegiteni a
fibronektin és integrin kozotti kapcsolatot. A fibronektinkotés szerepet
jatszik a TG szoveti sériiléshez torténd irdnyitdsdban, ahol mint métrixhoz

tarsul6 membrankotott fehérjeként mitkodik.

TG2 szerkezete

TG2 enzimnek négy doménja van: egy N-termindlis B-szendvics
(fibronektin- és integrinkotd hellyel), katalitikus core (tartalmazza az acil-
transzfer reakcidhoz a katalitikus triddot: Cys277, His 335 és Asp358 és
az 4tmeneti dllapotot stabilizdlé Trp241) és két C-terminlis B-hordé
domén. Kimutattdk, hogy a Tyr274 fontos aminosav az enzim
sejtfelszinre jutdsdhoz. Tyr274 mutédciéjaval, amely sordn a transz helyett
cisz peptid kotésti konformdacié jon 1étre, az enzim nem szekretdlédik a

sejtfelszinre. A TG2 GDP-kot6 helye egy hidroféb zsebben van a core és



a P-hord6l domén kozott, a glutamin szubsztratkoté hellyel ellentétes
felszinen. TG2 kotédhet a fibronektinhez az N-termindlis részével. Az
els6 doménon 1évé P5/B6 hajcsat képviseli az enzim fibronektint
felismerd helyét. A sejtfelszinen a TG2 szintén kotédhet az integrin
receptorhoz, eddig ismeretlen médon. Fontos megjegyezni, hogy a TG2

és az integrin kozotti interakcid fiiggetlen a keresztkotéstol.

TG2 szerepe az apoptozisban és a fagocitézisban

Az apoptézisban a TG2-nek lehet pro- és antiapoptotikus hatdsa, attol
fliggden, hogy milyen sejtben, és milyen sejtalkotéban miikodik, milyen
az apoptotikus szigndl, és az enzim melyik funkciéja van bekapcsolva.

A szoveti transzglutamindz aktivalédik az apoptdzis sordn a méjban és a
timuszban, nagymértékben keresztkoti a fehérje polimereket és egy
nehezen emészthetd burkot képez. TG2 BH3 doménjival a Bax
konform4cié valtozdsat és mitokondriumba torténd transzlokéciéjit idézi
eld, illetve a citokrom c kidramldst és a neuroblastoma sejt haldlat. Az
apoptdzis megkezdddését kdovetden az enzim transamidalhatja az aktint és
a Rb (retinoblastoma) fehérjét, masfel6l viszont az Rb transzamidalasaval
a TG2 megévhatja az Rb-t a kaszpaz-aktivalt degraddciotol.

A sejtfelszini TG2 azzal, hogy koti a fibronektint és a sejt felszini
hepardnszulfatot tdimogatja az adhézidfiiggd tulélési szignalt a Rho és a
fokalis adhéziés kindz aktivadlasan kersztiil.

TG2 szintén szerepet jatszi az apoptotikus sejtek eltakaritdsdban. Egyrészt
TG2 tdmogatja a fagocitézist az apoptotikus sejt oldalardl azdltal, hogy
segiti a PS kiforduldst, vagy keresztkoti a kemotaktikus faktorként

viselkedd S19 ribonukléaris fehérjéket, de a nagyobb részben a makrofag



oldaldrdl segit. Egyrészt részt vesz az apoptotikus sejtfelvételt segitd
TGFpP aktivdldsdban. A TG2 {6 feladata in vivo, hogy biztositsa az
apoptdzis gyulladds- és szovetkdrosodds mentes lezajlasat.

A TG2 hidnyos makrofidgok fagocitézisdnak hatékonysdga alulmarad a
vad tipustétdl, hidba kezelték rekombindns TGFpB—val (1pg/ml), ami azt
sugallja, hogy mds mechanizmusok is hozzdjarulhatnak a csokkent

fagocitdzisért.



CELKITUZESEK
Laboratériumunkban folyé kordbbi kutatdsok kimutattdk, hogy a TG2

hidnya az egerekben zavart apoptotikus sejtek felvételhez vezet és a koros

eltérés a makrofdg funkcidhoz kotott. A f6 célja ennek a munkédnak az

volt, hogy megvizsgaljuk, vajon ez a kéros fagocitdzis 1étezik-e in vitro

kortilmények kozott is, és hogy meghatirozzuk azokat az eltéréseket,

amelyek TG2 hidnyédban az eltakaritasi folyamathoz tarsulnak.

Ennek érdekében célunk volt

1.

Olyan fagocita modell és technikdk létrehozdsa, melyek
segitségével az apoptotikus sejtek felvétele tanulminyozhaté in
vitro.

Time-lapse  video  segitségével az  apoptotikus  sejt
fagocitézisanak tanulmanyozdsa vad tipusi makrofagokban.
Time-lapse  video  segitségével az  apoptotikus  sejt
fagocitézisanak tanulmanyozasa a TG2™" tipusi makrofigokban.
Adenovirdlis génszallité rendszer kifejlesztése annak érdekében,
hogy meghatdrozzuk a TG2 melyik bioldgiai funkcidja
sziikséges a fagocitézishoz.

Meghatdrozni azokat a fagocita receptorokat, melyek
expreszidjanak véltozasival a TG2” makrofigok kompenzalni
probaljdk a TG2 hidnyat.

Meghatdrozni a fagocita jeldtviteli utvonalban tortént

viltozdsokat a TG2”" makrofagokban.



MODSZEREK

Sejtek

Vad tipusi és TG2” egerekbdl szirmazé makrofigokat hasznaltunk a
fagocitozis kisérletekhez. Az egereket 2ml 4%-os tioglikol4ttal oltottuk és
négy nappal késébb, hasiiregiiket kimostuk. 5x10° peritonalis makrofigot
24 6ran keresztiil festettiink 10uM vords fluoreszcens CMTMR festékkel
37°C-on, 5% COj,-ban. Négy hetes egerek timocitdit hasznaltuk
apoptotikus sejtként, melyeket 24 6rd keresztill 6uM zold fluoreszcens
CFDA-val festettiink és 4uM ionomicinnel kezeltiik 6 6rdig. 40-50%-a a
timocitdknak Annexin V pozitiv volt (apoptotikus) és ebbdl kevesebb
mint 5%n volt propidium-jodid pozitiv (nekrotikus). A timocitdkat és a
makrofigokat RPMI 1640 mediumban tartottuk fent 10% FCS, L-

glutamin, penicilin és szteptamicin jelenlétében.

Fagocitdzis vizsgalata

Makrofdgokat 2um-es karboxildlt piros fluoreszcens gyongyok vagy
CFDA jelolt apoptotikus sejtekkel inkubdltuk 40:1 target/makrofdg
ardnyban. Kontrollként a makrofagokat és a targeteket 4°C-on inkubdltuk.
A kompeticié kisérletnél haszndlt nekrotikus sejteket elézdleg 55°C-on
foztik 10-15 percig. Fagocitézis utdn a nem fagocitdlt timocitdkat
elmostuk, a makrofdgokat tripszinnel felszedtiik és 0,5%-os Na-azidos

oldatban mértiik aramlasi citometridval.



Helyspecifikus mutagenezis

Helyspecifikus mutagenezist TG2 gént tartalmazé6 pSP73
plazmidon végeztiik. The Quik-Change Site-Directed Mutagenesis Kitet
haszndltunk a mutdciok létrehozdsdhoz. A kovetkezd primereket
haszndltuk a  kersztkotd  mutdcidhoz:  TG2-X  sense: 5'-
GTGAAGTACGGGCAGAGTTGGGTGTTTG-3* és TG2-X antisense:
5’-CAAACACCCAACTCTGCCCGTACTTCAC-3’; guanine nukleotid
kotohely mutéciéhoz: TG2-G1 sense: 5’-
CTACCAAGGCTCTGTCAACGACATCAAGAGT GTGCC-3’ és TG2-
Gl antisense: 5 -GGCACACTCTTGATGTCGTTGACAGAGCCTT
GGTAG-3;” TG2-G2 sense: 5’-CAGCTACCTGCTGGCTCAAGAAGA
TCTCTACCTGGAG-3" és TG2-G2 antisense: 5’-CTCCAGGTAGAG
ATCTTCTTGAGCCAGCAGGTAGCTG-3’; a fibronektin kotdhely
mutécidjdhoz: TG2-FN sense: 5-CAGTGCTGGCCCAACAGGCC
AATGTCCTCTC-3’ és TG-FN antisense: 5’-GAGAGGACATTGGCC
TGTTGGGCCAGCACTG-3’; szekrécié hidnyos mutdciéhoz: TG2-S
sense: 5’-CACCCAGCACTGCCCGGACTTCACTTGCTG-3’ és TG2-S
antisense: 5’-CAGCAAGTGAAGTCCGGGCAGTGCTGGGTG-3".

Adenoviralis génszallité rendszer

AdEasyXL rendszert haszndlva rekombindns, replikdlédni nem képes
adenovirus vektorokat hoztunk létre, amelyek vagy LacZ vagy TG2 gént
vagy annak kiilonb6zé mutécidit ill. vad tipusd vagy konstitutiv aktiv
Rac-ot tartalmaztak. A génatvitelnél 10° makrofdgot fertdztiink 2x10°
PFU/ml virussal 48 6rdig. LacZ kifejez6dését X-gal festéssel hatdroztuk

meg, mig a TG2 és Rac expressiéjat Western blott analizissel.



Biotinilacié és a sejt felszini fehérjék elvalsztasa

4x10° sejtmonolayert jéghideg PBS-sel eléinkubaltuk 45 percig PBS-ben,
majd tovdbb inkubdltuk Biotin-XX SSE (0,5mg/ml) jelenlétében 20
percig. Sejteket lizis pufferrel (20mM Tris-HCl, pH 7.4, SmM EDTA,
1ImM EGTA) felkapartuk és szonikéltuk. A lizdtumot 5 percig forraltuk,
majd centrifugaltuk (13 000 rpm, 20 perc) szobahdmérsékleten, és
NeutrAvidin agarézzal inkubdltuk. A proteinkotott NeutrAvidin-agardzt
10% gélelektroforézissel valasztottuk el és Western blott analizissel

hatdroztuk meg TG2 elleni antitesttel.

Fagocita receptorok kifejezodésének vizsgalata Q-PCR modszerrel

ABI PRISM 7700 Sequence Detection Systemet haszndltunk a relativ
génexpresszid meghatdrozdsahoz. 18S riboszémdlis RNS-t hasznaltuk,
mint belsé kontroll, a cDNS minta mennyiségének normalizdldsdhoz. A
18S primereket VIC-kel jeloltik, mig a mintdk primereit FAM-mal.

Harom parhuzamossal dolgoztunk.

Immunfluoreszcens festés és konfokalis mikroszkopia

Vad tipust és TG2" egerekbél 5x10° peritonealis makrofigokat hagytunk
letapadni és 48 o6rdval a festés eldtt. 30 perces fagocitdzis utdn a sejteket
1:1 ardnyd etanol/aceton oldatban fixaltuk 10 percig 20°C-on. F-aktint
phallotoxin-Alexa488 festékkel jeloltiik 20 percig szobahdémérsékleten. A
mintdkat Leica TCS SP konfokdlis mikroszképpal vizsgéltuk. Integrin 5
és LRP jelolésnél a makrofagokat 50%-os FBS-sel blokkoltuk 30 percig

37°C-on, aztdn HEPES pufferral mostuk és fikoeritrinnel jelolt horcsog



anti -integrin B; és anti-LRP antittesttel jeloltiik 15 percig. A sejteket 4%-
os paraformaldehiddel fixaltuk 20 percig. A Rac jeloléshez tisztitott anti-
Racl antitestet haszndltunk 30 percig szobahdmérsékleten. A mintdkat
Zeiss LSM 410 vagy Olympus FV1000 konfokdlis mikroszképpal
vizsgéltuk. Az integrin ; és Rac térbeli elrendezédésének vizsgalatdhoz
a makrofdgokat 1um-es 1éptékben a Z tengely mentén felszeleteltiik. A
3D rekonstrukcidhoz LSM 4.0 szoftvert haszndltunk.

Aktiv Rac 1 és RhoG vizsgalata

2um-es karboxildlt latex gyongyoket adtunk a letapadt makrofagokhoz 40
percig. Kontrollként kezeletlen makrofdgokat haszndltunk. Aktiv Racl
meghatdrozdsa EZ-Detect Racl Activation Kit-tel tortént. Aktiv RhoG
kimutatdsdhoz ELMO-GST fehérjét hasznaltuk. Aktiv RhoG-t Western
blottal mutattuk ki.

Biacore assay

Felszini plazmon rezonancia kisérleteket Biacore 3000 késziiléken
végeztiik, CM5-0s szenzor chippel. Anti-GST felszint 25°C —on dllitottuk
eld, aminkapcsolt médszerrel. 2,5uM GST-TG2 és GST fehérjét vittiink
fel erre a felszinre. Az asszocidcié kimutatdsdhoz rekombindns MFG-ES8
vagy fibronektint dramoltattunk 4t 10ul/perc sebességgel 7 percen
keresztill és az RU (response unit) valtozdst kovettik nyomon. A
kapott RU értéket kivontuk a GST-TG2 felszinhez tartozé RU értékbol.
A kinetikus (k, és ky) és egyensulyi értékeket BIAevaluation 3.1.



szoftveri szenzogrammal kaptuk meg, 1:1 Langmuir interakcids

modellre illesztve az adatainkat.

TG2 kotodésének vizsgalata lipidekhez

Membréan lipid lemezt sotétben, 1 6rdn keresztiil TBS-T-ben oldott 3%-0s
zsirsavmentes BSA-val, majd 4°C-on 1pg/ml GST-, GST-PX-
(foszfoinozitid-koté domén, pozitiv kontroll) vagy GST-TG2 fehérjével
inkubdltuk. A membrant haromszor mostuk TBS-T pufferben majd 1
6rds anti-GST antitestte] torténd inkubdciét kovetéen immunoblottot

végeztiink.

Vided

Vide6khoz CMTMR festékkel jelolt makrofdgokat nem jelolt apoptotikus
sejtekkel inkubdltunk 6 target:1makrofdg ardnyban. Videdk készitéséhez
egyardnt hasznéltunk fluoreszcens emisszids és zold transzmisszids fényt
és a felvételeket Zeiss LSM 510 konfokdlis mikroszképpal készitettitk
40x/1.2NA immerziés objektivvel. 10 mdsodpercenként 140 nm/1024

pixeles felbontdssal 1024x1024 pixeles felvételeket készitettiink.

Statisztikus analizis
Mindegyik adat harom parhuzamos fiiggetlen kisérletet mutat. Az értékek

az 4tlagot mutatjdk +S.D.



EREDMENYEK

Az apoptotikus sejtek és a karboxilalt latex gyongyok felvételének
hatékonysaga kisebb TG2 hianyos egerekben, mint a vad
tipusiakban

TG2" és vad tipusii egerekbSl szdrmazé makrofigokhoz apoptotikus
timocitdkat adva a fagocitdzis hatékonysdgat vizsgaltuk. A fagocitdzis
pontos meghatdrozdsdhoz a sejteket fluoreszcensen jeloltik és vagy a
bekebelezett apoptotikus sejtek szdmat szamoltuk konfokalis mikroszkép
alatt vagy kiilonboz6 idépontokban a fagocitdlé makrofigok szazalékat
hatdroztuk meg dramldsos citometridval. Egy 6rds iddtartam alatt a 85%-
a a vad tipusi makrofigoknak legaldbb egy apoptotikus sejtet felvett, mig
a TG2"-nak csak 50%-a fagocitalt, és a bekebelezett sejtek szdma is
joval alacsonyabb volt a vad tipustiakhoz képest.

2um-es karboxilalt latex gyongyoket a jeldtvitel tanulmédnyozdsakor
korabban mar alkalmaztak apoptotikus sejtek helyettesitésére. Ezeknek a

gyongyoknek az eltakaritdsa szintén kéros a TG2” makrofdgokban.

A sejtfelszini TG2 érintetten guanin nukleotidkoté zsebbel segiti az
apoptotikus sejtek felvételét

A vad tipusi makrofigok fagocitézisit jelentdsen nem befolydsolta a
TG2 kompetitiv gétlészere (monodanzil kadaverin 15puM), amely azt
jelzi, hogy a TG2 keresztkotd funkcidja nem veszt részt a fagocitézisban.
Kiilonb6z6 TG2 mutdnsokat készitettiink, hogy meghatdrozzuk az enzim
melyik funkcidja vesz részt a fagocitézisban. Adenovirust hasznaltunk,

hogy a vad tipusd, keresztkotd-, fibronektink6td-, GDP/GTP kotd- és



szekrecié mutdnsokat TG2” makrofagokba szdllitsuk. A kiilonbozé
virusokkal fert6zott makrofigok fagocitézisdnak vizsgdlata kimutatta,
hogy nem a keresztkotd funkcid, hanem a GDP/GTP kotott konformacié
sziikséges a helyes fagocit6zis folyamatdhoz és azt, hogy az enzimnek a
sejtfelszinen kell lenni. Rdadasul, a TG2” makrofdgokhoz kiviilrél adott
humén rekombindns TG2 (2pg/ml) szintén segitette az apoptotikus sejtek
felvételét (36,8+4,7%-r61 77,6+11,9%-ra n=3 p>0,002), ami szintén
bizonyitja, hogy a sejtfelszini TG2 sziikséges a bekebelezéshez.

Bioti-XX SSE jelolést hasznaltunk sejtfelszini fehérjék jelolésére. A
teljes TG2 fehérjének a 10%-a fejezddik ki a sejtfelszinen. Biotin jelolést
haszndltunk a TG2 sejtfelszini megjelenésének vizsgéilatdhoz. Mind a vad
tipus, mind pedig a guanin nukleotidk6té mutdns megjelent a felszinen,
azonban a szekréci6 mutdns nem, ami azt jelzi, hogy a guanin
nukleotidktés nem a sejtfelszinre torténd kijutdshoz kell. Osszesitve, az
adataink azt jelzik, hogy a sejtfelszini TG2 guanin nukleotidkotott

konformacidban segiti a fagocitdzist.

TG2 sziikséges a helyes integrin B; jelatvitelhez

A fagocitézisban résztvevd kiilonbozd receptorok mRNS kifejez8dését
vizsgidlva TaqMan assay-vel azt taldltuk, hogy az integrin f; mRNS
kifejez6dése magasabb volt a TG2™ sejtekben. Mivel a sejtfelszini TG2
koreceptora lehet az integrin Bs;-nak és az integrin B; kozponti szerepet
jatszik az apoptotikus sejtek felvételében, arra gondoltunk, hogy a TG2™"
hidnyos sejtek felszabdlyozhatjdk az integrin f;-at, hogy kivédjék a TG2
hianyat. Ebb6l a megfontoldsbdl vizsgaltuk az integrin B; jelatviteli

titvonalat TG2" sejtekben, meghatirozva a RhoG és Racl aktivitdsat. A



TG2 hidny nem befolydsolja a teljes Racl mennyiséget, mig a RhoG
szint enyhén emelkedett. Fagocitézis sordn vad tipusi makrofdgokban
mind a RhoG, mind a Racl aktivdlédott, mig a TG2sejtekben nem.
Ezek az adatok jelzik, hogy a integrin p; ttvonal megrongalédott a TG2”
makrofigokban.

A bekebelezés mechanizmusanak vizsgalata

Rac koroz a citoplazma és a membran kozott. Inaktiv formdban a Rac a
citoplazmdban marad, mikor sejtinger kovetkeztében aktivalodik, a
membrdnhoz mozog, ahol kapcsolatba 1ép a jelatvitelben alatta 1évd
effektorfehérjéivel.

Nem fagocitald, vad tipusi makrofdgokban a Racl a mag koriili régiéban
taldlhat6, mig a fagocitdlé sejtekben a makrofig egyik pdlusdhoz
koncentrdlédik. Ezt a polust jol szervezett F-aktin filamentek veszik
koriil. Konfokalis mikroszkoép alatt vizsgélva a sejteket ugy taldltuk, hogy
az apoptotikus sejtfelvétel mindig egy vagy két Racl gazdag pdluson
kersztiil torténik, amely mint egy hatékony felvevd kapu mikodik a
makrofagokban. Azok az apoptotikus sejtek, amelyeket a makrofag egy
kapun keresztiill vett fel, elkiilonillve maradnak egy madsik kapun
keresztiil felvettektdl.

Ezzel ellentétbe a TG2" sejtekben a Racl nagy része a mag koriil
talalhat6 mind a nem fagocitdld és a fagocitdlé makrofagokban, ami utal
arra, hogy a TG2 hidnydban a Racl nem tud teljes mértékben aktivalédni
és koncentrdlédni az apoptotikus sejtek koré, nem tud kialakulni egy
Racl gazdag kapu. Az elromlott integrin f3; jelatvitel miatt abnormalis F

aktin polimerizaciét tapasztaltunk a TG2” makrofigban az apoptotikus



sejtet kotd részén. Mivel a TG2 hidnydban nem épiil fel egy hatékony
kapu, a TG2” makrofagok kiilsnboz6 helyeken veszik fel az apoptotikus
sejteket.

Az mRNS szinthez hasonléan az integrin B; fehérjeszint is emelkedett a
TG2” makrofigokban. Hidba emelkedett meg a fehérjeszint, nem
tapasztaltunk jelent6s véltozdst az integrin [; receptor sejtfelszini
eloszldsaban a nem fagocitdlé TG2” makrofagokban, a vad tipushoz
képest. Fagocitdzis alatt bar a vad tipusu sejtek koncentraljak az integrin
Bs-t a sejt egyik pSlusan, ahol az apoptotikus sejtfelvétel torténik, a TG2™"
makrofagok nem tudjak.

TG2” makrofigokban az integrin B; felhalmozédasdnak a hidnya az
apoptotikus sejtek koriil tgy tiinik specifikus az integrin f; receptorra,
mivel egy mésik, a TG2-vel kapcsolatba 1épd, a fagocitdzisban résztvevd
receptor, az LRP-1 akkumulédcidja valtozatlan marad. Ezek az adatok
jelzik, hogy a TG2 sziikséges az apoptotikus sejtek felismeréséhez, amely
a MFG-ES8/ integrin 5 ligand /receptor komplexen keresztiil torténik és
sziikséges a komplex apoptotikus sejt koriili gytiléséhez. Az integrin B3

jelatvitel hidnydval a hatékony felvevd kapu nem tud létrejonni.

TG2 és MFG-ES8 kozotti kapcsolat vizsgalata

Megvizsgaltunk mas, integrin B; receptoron kiviili, lehetséges molekula
és TG2 kozotti kapcsolatot. MFG-E8 molekularél ismert, hogy 6sszekoti
az integrin P; receptort és az apoptotikus sejt felszinén megjelend PS.
Membranlemezre eldre felcseppentett kiilonbozé foszfolipidekkel

megvizsgaltuk, hogy a TG2 felismeri-e a PS. TG2 nem kotédott a PS-



hez, ami azt jelzi, hogy a mig az MFG-E8 athidalé molekulaként
miikodik a PS és az integrin B; kozott, a TG2 nem.

Mivel a sejt adhézidkor a TG2 elGsegiti az integrin B; jeldtvitelt azzal
hogy egy harmas komplexet képez az integrin f; receptorral és annak
ligandjdval a fibronektinnel azéltal, hogy koti mind a kettdt,
megvizsgaltuk felszini plazmon rezonancia technikdval, hogy a TG2
kapcsolatba 1ép-e a MFG-ES. Ot kiilonbozé koncentraciéban (5-200nM
kozott) adott MFG-E8 interakciét mutatott a TG2. A kapott
szenzogramokat 1:1-es modellel illesztetve megkaptuk az asszocidcids
4llandét (K,=1,86x10%). Osszehasonlitdsként meghatdroztuk a TG2 és a
fibronektin kozotti assziciacids dllandot is (Ka=1,00x107). Ezek az adatok
jelzik, hogy a MFG-E8/TG2 komplex stabil és fizioldgids koriilmények
kozott is 1étrejohet.

TG2” altorzsének fagocita képességének és morfolégidjanak
tanulmanyozasa

Annak érdekében, hogy elegendd szamu egér alljon rendelkezésiinkre a
fagocitézis vizsgalatahoz TG2” egereket kereszteztiink egymdssal egy
évig és azt tapasztaltuk, hogy ezekbdl az egerekbdl szdrmaz6 makrofdgok
alacsonyabb fagocita képességekkel rendelkeztek, mint a heterozigéta
formaban fenntartott TG2” egerek makrofégjai. Mig egyéras fagocitézis
utdn a TG2”" makrofigok 45+12%-a volt képes legaldbb egy apoptotikus
sejtet felvenni, addig TG2" alt6rzsbél szarmazé makrofigoknak csak
25+8%-a (p<0,05). Konfokdlis mikroszkép alatt megnézve az dj altdrzs
makrofagjai altal felvett apoptotikus sejtek szdmat azt tapasztaltuk, hogy

a dltalaban csak egy apoptotikus sejtet vettek fel.



Ezeknek a makrofagoknak nem csak a fagocitdlé képessége, de a sejtek
megjelenése is jelentdsen eltért. Mig a nem fagocitalé TG2™* és TG2"
fibroblaszt jellegiiek voltak és a Racl a citoplazmdban, a sejtmag koriil
helyezkedett el addig a TG2” altorzsbél szarmazé, nem fagocitdld

makrofigokban a Racl a plazmamembran koré gytlik.

Az integrin B jelatvitel tanulmanyozasa a TG2™"" altorzsben

Az abszoldlt Racl szint nem emelkedett a TG2™ alt6rzs makrofégjaiban
a vad tipusi- vagy az dtlagos TG2” macrofagokhoz képest, bar az aktiv
Racl mennyiség emelkedett. Az integrin 3; Gtvonal aktivdlja a Racl-et, a
RhoG aktivécién kersztiil. TG2”" macrofagokban bar a RhoG-GTP szint
nem emelkedik, a TG2™ \j altorzsében emelkedett RhoG-GTP szint volt
mérhetd.

Miutan a TG2” alt6rzsébél szarmazé makrofigokat karboxilalt latex
gyongyokkel egyiitt inkubdaltuk az aktiv RhoG szint tovabb emelkedett,
de a mér alapallapotban is magas Racl szint nem. Ezzel parhuzamosan
ezekben a makrofdgokban a Racl a sejtmembrdn mentén taldlhaté a
fagocitdzis alatt €s nem gytlik az apoptotikus sejt koré.

Mindezek mellett magas integrin B3 receptorszint taldlhaté ezeknek a
makrofagoknak a sejtfelszinén. Amikor ezeket a makrofdgokat szolubilis
vitronektinnel kezeltiik, amely versenyez a lekotott integrin f;
ligandokkal, az aktiv Racl szint csokkent, ami azt bizonyitja, hogy a
megemelkedett Racl-GTP szintért a megemelkedett integrin B3 szint és
jelatvitel a felelds.

Az integrin B szint bar megemelkedett a sejt teljes felszinén, de a TG2™"

altorzsébdl szdrmazé makrofagok mégsem képesek az integrin f3;



receptort az apoptotikus sejt koré gytijteni. A megemelkedett integrin B3
szint magas aktivilt RhoG szinthez vezet, amellyel ez a TG2 altorzs
kivédeni prébdlja a TG2 hidnyét a fagocitdzis jeldtvitelben, legaldbb a

RhoG aktivicidjanak szintjéig.

A TG2™" altérzs makrofagjainak kéros fagocitézisa vad tipusi Racl
sejtbe transzfektalasaval kivédheto

A TG2™ altorzsébdl szarmazé makrofigokat vad tipusi és dllandé aktiv
allapotban 1évé Racl-gyel transzfektdltunk adenovirdlis génszallitd
rendszer segitségével, hogy megvizsgiljuk, hogy a Racl molekula
addsaval kivédhetd-e az integrin B; jelatviteli eltérés. Az dllandéan aktiv
allapotban 1évé Racl az apoptotikus sejtfelvételt teljesen mértékben
gitolta, ami azt jelzi, hogy a Racl ki/be kapcsoldsa sziikséges az
apoptotikus sejtek helyes fagocitzisahoz. Ha ezeket a sejteket vad tipusu
Racl-gyel transzfektdltuk, a Racl az apoptotikus sejtek koré tudott
gytlni és hatékony fagocitdlé kaput tudott képezni. Kovetkezésképpen a
vad tipusi Racl-gyel transfektidlt makrofagok fagocitézis mértéke
(75£12%) elérte a TG2Y* makrofagok fagocitézisanak mértékét
(82+7%). Nem csak a TG2™ altorzs fagocitdlé makrofigjainak ardnya
nétt vad tipusi Racl transzfekciét kovetden, hanem a sejtek

mozgékonysiga is.

Az apoptotikus sejt indukalta 3-foszfoinozitid képzédés eltér a TG2™"
makrofagokban
Foszfoinozitol-3-OH  kindz (PI-3kinase) aktivici6 sziikséges a

megfeleld fagocitézishoz, a DOCK180 és az ELMO is tartalmaz 3-



foszfoinozitid felismerd helyet, ami szerepet jitszik a membran
kikotddésiikben és igy a Rac aktivaldsaban. A vad tipusdi és TG2”
makrofigok apoptotikus sejtfelvétele sordn képzddott 3-foszfoinozitid
nyomon kovetéséhez PLCS-PHD-GFP plazmidot transzfektaltunk a
makrofidgokba. Az apoptotikus sejt felismerése 3-foszfoinozitid
képzddését idézte eld az apoptotikus sejt koriill a vad tipusd
makrofigokban, mig ez nem kovetkezett be a TG2” makrofdgokban, ami
azt jelzi, hogy nem csak a helyes RhoG aktivacié, de a foszfoinozitol-3-

OH kinaz aktivécio is a TG2 kontrollja alatt all.



MEGBESZELES

Az apoptotikus sejtek peritonidlis makrofagok altal torténd felvételét
vizsgéltuk in vitro koriilmények kozott, hogy megértsiik, a TG2 hogyan
vesz részt a helyes fagocitézisban a TGF-f aktivacidjan kivil. A TG2
szerepének tisztdzdsdhoz vad tipusid és TG2 hidnyos egerek peritondlis
makrofigjait hasznaltuk.

Az apoptotikus sejtek fagocitdzisat receptorok, athidalé molekuldk és
~egyél meg” jelek bdséges rendszere szabdlyozza. A rendszer
Osszetettségét mutatja a “bekebelezd szinapszis” kifejezés, amelyet a
fagocita sejt és a célsejt kozotti kapcsolat lefrdsdra haszndlnak. Az
integrin receptor apoptotikus sejt koré torténd toborzasaval részt vesz egy
felvevd kapu képzddésében, ami azt sugallja, hogy az integrin a
“bekebelezd szinapszis” egyik alkotdja.

Munkénk sordn elészor irtuk le, hogy az apoptotikus sejtek fagocitézisa
egy vagy két felvevé kapun keresztiil torténik. Ugy gondoljuk, hogy az
apoptotikus sejt és a makrofdg egyik pélusa kozotti kapcsolddast
kovetden, a hatékony felvevd centrumokat a fagocita receptorok és a
Racl koncentrdlédasa jellemzi, de ezeknek a centrumoknak a helyét és a
szamdt valdszinlileg eddig ismeretlen molekuldk hatdrozzdk meg. Az
integrin B3 9sszecsoportosuldsa és az aktivacidja az apoptotikus sejt koriil
az ilyen centrum kialakuldsdnak kezdeti 1épése, és a TG2
kozremiikodésével torténik. A TG2 hidnydban a fagocitdlé kapuk
képzddése kevésbé hatékony és azok a kapuk, amelyek 1étrejottek, joval
lassabban veszik fel az apoptotikus sejteket. Ennek kovetkeztében az

apoptotikus sejt felvétel lasstiva és véletlenszertivé valik.



A lassabb fagocitézisra magyardzatként a megvaltozott integrin jelatvitelt
taldltuk a TG2” makrofigokban. Sem a RhoG, sem pedig a Racl
aktivdlasa nem megfeleld a TG2” makrofigokban. Eredményeink szerint
a TG2 kotési affinitdsa az MFG-E8-hoz magasabb volt, mint a
fibronektinhez (Fn), amely egy 4athidalé molekula az integrin ; és az
extracelluldris matrix (ECM) kozott. Integrinek viszonylag kis
affinitdssal koti az ECM fehérjéit, a Fn-t is beleértve. Ezzel ellentétben a
TG2 nagy affinitassal koti a Fn és stabil komplexet alkot vele és az
integrinnel. Ennek eredményeként, TG2 segiti az integrin B; jelatvitelt a
sejtadhézi6 sordn, azéltal hogy stabilizdlja az integrin-Fn kapcsolatot. Azt
talaltuk, hogy mivel az MFG-E8 szintén kotédik az integrin Bs-hoz, a
TG2-nek hasonlé szerepe van a fagocitézban, mint az adhézéban vagy a
migracidban, csak az apoptotikus sejtfelvétel sordn az integrin 3 mellett
nem a Fn-nel hanem az MFG-ES8 alkot komplexet.

Azt taldltuk, hogy a TG2 érintetlen guanin nukleotidkotd hellyel segiti a
fagocitézist. Eredményeink szerint guanin nukleotidk6tés az enzim
sejtfelszinre torténd kijutdsdhoz nem kell, de a Tyr274 aminosavnak
jelentés szerepe van ebben. Igy azt gondoljuk, hogy a guanin
nukleotidkotés sziikséges ahhoz, hogy a sejtfelszinen a TG2 betdltse
szerepét fagocitézisban. Ez a megfigyelés 6sszhangban van azzal, hogy a
GTP kotés befolydsolja a TG2 hatdsat az integrin jeldtvitelre. Guanin
nukleotidkotott konformdacié lehetévé teszi, hogy a TG2 komplexet
alkosson egy vagy tobb ECM fehérjével, athidalé molekuldval, vagy
sejtfelszini receptorok kiildd doménjaival és igy gyors jelatviteli
eseményeket indukdl, amelyek az actin atrendezddéséhez és hatékony

fagocitézishoz vezetnek. Ugy gondoltuk, hogy a TG2 guanin



nukleotidkotése a fagocitdzis sordn szintén sziikséges egy megfeleld
konformacié kialakuldsahoz, amely interakcioba léphet az MFG-E8 és
integrin ; fehérjével. Mivel a bekebelezés folyamata fiiggetlen az enzim
keresztk6td funkciéjdtdl, igen valdszinli, hogy a TG2 és MFG-E8/
integrin B3 kozotti kapcsolat egy inaktiv konformdciés éllapotban
torténik.

TG2" egerek tanulmanyozdsa sorin egy olyan altdrzset taldltunk,
melyben a makrofdgok egy sokkal magasabb integrin B; kifejez6déssel
védik ki a TG2 hidnyat. Az integrin ; és RhoG jelatvitel részt vesz az
apoptotikus sejtek fagocitézisdban és a sejtek mozgdsdban is. Ennek
eredményeként ezekben a sejtekben a megemelkedett integrin f3;
expresszié egy intenzivebb sejtmozgdst eredményezett, magasabb alap
RhoG és Racl szinttel. A TG2”/magas integrin B; makrofagokban a
megemelkedett alap Racl szinttel parhuzamosan a Racl sejtmembranhoz
kototten helyezkedett el, mig a vad tipusi és a normdl TG2”, nem
fagocitdldé makrofdgokban a Racl molekula a sejtplazmdban volt. A
fagocitdzis alatt az integrin ; egyenletesen szétszérva marad ezeken a
makrofagokon és csak a megemelkedett expresszidnak koszonhetd a
magas receptor denzitds az apoptotikus sejtek koriil. Ezekben a
makrofigokban, eltéréen a normélis TG2” makrofagoktdl, karboxilalt
latex gyongyok addsdval a RhoG aktivdlhatd, ami azt jelzi, hogy a magas
integrin B; szinttel kivédhetd az integrin 5 jelatvitel kdrosoddsa a kezdeti
szakaszon. A Racl aktiviciéja azonban nem kovetkezett be és a PI-3
kindz aktivdcidja is koros. Ezzel parhuzamosan nem tapasztaltunk
jelentds Racl csoportosuldst az apoptotikus sejt koriil és az apoptotikus

sejtek felvétele stilyosabban karosodott.



Az integrin 3; és RhoG bar szerepet jatszik mind a fagocit6zisban mind,
pedig a sejtmozgdsban, a TG2 nem egyenlé mértékben veszt részt
mindkét folyamatban. Mig az apoptotikus sejtek fagocitézisit a TG2
segiti, az integrin-fiigg$ migraciét lamininon gatolja. fgy a TG2 hidnya
nem azonos mértékben befolydsolja a fagocitzis- és sejtmozgds
jelatvitelét, és foleg nem a PI-3 kindz aktivacidjat, amely dgy tlinik a
fagocitézisban fiiggetlen az integrin jelatvitelt6l. Az integrin B; kis
mértékii emelkedése a TG2” makrofigokban novelte megromlott
fagocitdzist és sejtmozgdst, mig az integrin B3 tovabbi emelkedésével a
két utvonal versenyezhet egymadssal, mig végiil a sejtmozgds jeldtvitele
haszndlja fel a szabad Racl molekuldkat. Ez az oka, hogy a teljes RhoG
szint alkalmazkodott az emelkedett integrin P; kifejez6déshez és
erdsitette az integrin P jelatvitelt, mig a Rac szint mar nem valtozott. A
szabad Rac szint emelésével javitani tudtuk a fagocitézist, de 4dllandéan
aktiv formaban 1évé Rac transzfektdldsa teljes mértékben meggatolta az
apoptotikus sejtek felvételét. Ez a megfigyelés megerdsiti azt a nézetet,
miszerint a Racl ki/be kapcsoldsa sziikséges a fagocitézishoz. Vad tipusd
Racl molekula makrofdgokba torténd transzfektdldsaval a Racl képes
volt az apoptotikus sejt koriil csoportosulni a vad tipusi makrofdgokban
tapasztal médon.

Ezek az adatok tovédbbi bizonyitékai annak a hipotézisnek, miszerint a
TGQG2 szerepe a fagocitézisban az, hogy hatékonyan segitse az integrin 3
jelatvitelt az apoptotikus sejt koriil (vagy a fagocitdlé kapundl az integrin
B; klaszterbe rendezésével vagy a receptor MFG-E8/PS ligandjihoz
torténd affinitdsdnak novelésével). Adataink tovabba azt is jelezhetik,

hogy TG2 mas jeldtviteli dtvonalban is részt vesznek, amely tartalmazza



a PI-3kinaz aktivaciét. Adatainkra alapozva az integrin jelatvitel nem
befolydsolja a képzddott fagocitdld kapuk szamat, de mdsok adatai

szerint kritikus szerepe van a sejtp6lus kialakuldsaban.



OSSZEFOGLALAS

A makrofagok daltal torténd apoptotikus  sejtek  eltakaritdsa
nélkiilozhetetlen a szovetek helyrehozdsdhoz, a gyulladdsi folyamatok
elkeriiléséhez és az immunvdlasz szabdlyozdsdhoz. TG2 fehérjéket
keresztk6td enzim, szdmos mds bioldgiai funkcidval. Ezek koziil az
egyik, hogy az integrin B; koreceptora. Kordbban kimutattuk, hogy a
TG2" egerekben in vivo az apoptotikus sejtek fagocitézisa zavart, amely
SLE-szerti autoimmunitdshoz vezet. Ez részben Osszefliggott a hidnyos
TGF-B aktivacidval, mivel az apoptotikus sejteket emészté makrofagok
altal kibocsdjtott TGF- segiti a tovabbi apoptotikus sejtek fagocitézisat
és gétolja gyulladdsos immunvalszt.

Ebben a munkdban a TG2 szerepét vizsgaltuk részleteiben a fagocitdlé
makrofigok oldaldrél. Kimutattuk, hogy a TG2 a makrofdg sejtfelszinén,
guanin nukleotidkotott formdban segiti az apoptotikus sejtek felvételét.
Amellett, hogy kotédik az integrin 3; receptorhoz, amelyr6l ismert, hogy
részt vesz az apoptotikus sejtek felvételében, a Rac aktivaciéjan kersztiil,
kimutattuk, hogy a TG2 koti a MFG-E8, amely egy dthidalé molekula az
integrin B3 és a PS kozott. Kimutattuk tovabba, hogy az apoptotikus
sejtek fagocitézisa sordn a vad tipusi makrofigok egy vagy két
fagocitdlo6 kaput képeznek, amelyeket integrin [; és Racl
felhalmozddasaval jellemezhetiink. A TG2 hidnydban, bar az integrin 3;
szint emelkedik, de az integrin 3; és ennek kovetkeztében a Racl nem tud
a makrofdg egy pélushoz koncentrdlédni. Az integrin o,f; jelatviteli
zavar abnormadlis citoszkeletaris szerkezethez vezet és nem alakul ki egy
hatdsos fagocitdlé kapu. Adataink egyiittesen jelzik, hogy a TG2 egy yj
fehérjéje a fagocitdlé kapunak, amely az MFG-E8 fehérjével egyiitt



szilkséges a helyes apoptotikus sejt felismeréshez és integrin f5
jelatvitelhez.

Jelen munkankban szintén bemutattuk a TG2” egerek egy altorzsét,
melyben az integrin B; kifejezédése emelkedett, és a teljes sejtfelszinen
tapasztalt magas receptor koncentrdcidé magas receptor szintet
eredményezett az apoptotikus sejt koriil is, azonban a Racl molekula
felhalmozdédasa nem tortént az apoptotikus sejt koriil, ami még silyosabb
fagocitézis zavart eredményezett. A Racl csoportosuldsdnak hidnya
részben Osszefiigg a PI-3 kindz aktivdciéjanak zavardval. Adataink
bizonyitjdk, hogy a TG2 feladata az integrin B; felhalmozdédasianak

stabilizdldsa a fagocitdl6 kapuban.
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