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BEVEZETES

Transzglutaminaz 2

A transzglutamindz 2 (TG2) egy tiol- és Ca™*- fliggd aciltranszferdz, amely bizonyos fehérjék
peptid kotott glutamin oldalldncok y-glutamil csoportja és lizin oldalldncok €-lizil csoportja
kozotti kovalens keresztkotés kialakitdsat katalizalja. A reakcid a két szubsztrat fehérje kozott
a y-glutamil-€-lizil keresztkotés létrejottével egy kovalens poszttranszlaciés modositast
eredményez. A TG2 687 aminosavbdl éll, amelyek négy kiilonb6z6 domént alkotnak: az N-
termindlis [-szendvicset, a katalitikus magot és a két C-termindlis B-hordé domént. A
katalitikus mag domén hordozza a kalciumfiiggd aciltranszfer reakcid katalitikus triddjat
(Cys277-His335-Asp358), és ugyanez felel6s a protein diszulfid izomeraz, ATP4az valamint a
protein kindz aktivitdsokért. A mag domén szintén hordozza a Bcl-2 fehérjecsalddra jellemzd
BH3 motivumot, és a feltételezett magi lokalizaciés szignal (NLS1) egyikét. Ezek alapjan a
TG?2 feltételezhetden kolcsonhat a pro-apoptotikus Bax fehérjével, igy érzékenyitheti a sejtet
az apoptozisra; valamint az imporin-a3 altal bejuthat a sejtmagba, ahol a génexpresszid
szabdlyozasaban szerepet jatszé fehérjéket modosithat (pl.: hisztonok, retinoblasztoma). Az
elsé B-hord6 domén felelés a TG2 GDP/GTP kotéséért. A majban a TG2 G-fehérjeként képes
miikddni, az al-adrenerg receptorhoz kapcsolddik, aktivdlja a foszfolipiz C-t (PLCO1),
ezaltal részt vesz a szigndl transzdukcidban. Ellentétben a nyitott kalcium kotott formatdl, a
GDP kotott enzim zart konformaciot vesz fel. A GTPaz és aciltranszferdz aktivitdsd formdk
kozotti atmenet tehdt az egész fehérje szerkezetére kiterjedd, radikélis konformaécid
valtozason keresztiil valosul meg. A mdsodik B-hord6 domén hordozza a mdsodik magi
lokalizacios szigndlt (LNS2), és a foszfolipaz C-vel torténd interakcidért felelds rész is ennek
a doménnek a C-termindlis végén foglal helyet.

Vannak olyan sejtek és szovetek, amelyek konstitutivan expresszdljdk a TG2-t (pl.:
mezengidlis vagy intersticidlis sejtek, timusz epitélsejtek, a vastagbél fibroblasztjai), mig
mdsokban vagy kiilsé stimulus hatdsdra indukdlédik (pl.: ndi emld epitéliuma), vagy azok
Az enzim sejten beliili lokalizdcidja szintén nagyon kiilonbdzd lehet, hiszen a citoplazma
mellett jelenlétét kimutattdk a mitokondriumban és a sejtmagban is. A TG2 transzlokadl6dhat a
plazmamembranba is, ahol B-intergrinnel 1:1 ardnyd komplexet képezhet. Habar a pontos
externalizaciés mechanizmusa mindeziddig nem ismert, az enzim mind szabadon, mind pedig
az ECM makromolekuldihoz kapcsolva jelen van az extracellularis matrixban, és szerepet

jatszik az ECM szervezésében.



A potencidlis TG2 szubsztratok szdma megkozeliti a 150-et. Szdmos TG?2 szubsztrat a
sejtek szerkezetének felépitésében és mozgdsdban jatszik szerepet (pl.: aktin, miozin,
troponin, tubulin, tau, Rho A), valamint az extracelluldris matrix-szal torténd interakciéban
vesz részt (pl.: fibronektin, fibrinogén, vitronektin, oszteopontin, laminin). Egyes TG2
szubsztratok pedig a kozti anyagcsere enzimei koziil keriilnek ki (pl: aldoldaz A,

glicerinaldeid-3-foszfat dehidrogendz, foszforildz kindz).

A TG2 szerepe az immunrendszerben

A TG2 az immunrendszer szamos sejtjében kifejezddik és vagy a differencidcidjuk egy fontos
medidtoraként mukodik, vagy kozvetleniil részt vesz azok immunfunkciéjaban. A TG2
indukcidja €s aktivitdsa ugy tlinik, hogy a makrofagok differenciacidjat és funkciondlis érését
kiséré éltalanos jelenség. A TG2 szerepet jatszik a receptor medidlt endocitézisban és az
apoptotikus sejtek fagocitézissal torténd elimindcidjaban. Szerepét kimutattdk a latens TGF[
aktivécidjaban is. A sejtfelszini TG2 pedig egy integrinhez kapcsolddé adhézids receptorként
mukddik, amely valdszintileg szerepet jatszik a monocita/makrofig sejtek extravazacidjdban
és a szovetekbe torténd vandorldsaban.

A TG2 szintén kifejez6dik a duodénum CDI11c* dendritikus sejtjeiben és kijut a
felsziniikre, igy valdszinlileg szerepet jatszik a colidkia patogenézisében a T-sejtek aktivacidja
altal. A periféridss monocita eredetii dendritikus sejtek szintén nagy mennyiségii TG2-t
tartalmaznak, amely ezeknek a sejteknek a felszinén is detektdlhatd. Kimutattdk, hogy az
antigén prezentdl6 dendritikus sejtek felszinén elhelyezkedd TG2 katalitikusan aktiv lehet, igy
kozvetleniil szerepet jatszhat a gliadin peptidek deamidécidjaban, eldsegitve a colidkia
kifejlodését. Az enzim keresztkotd aktivitdsdnak a gatldsa a dendritkus sejtek
funkcidvesztéséhez vezet, amely csokkent IFN-y termelésben, valamint az LPS kezelést
kovetd csokkent citokin termelésben nyilvdnul meg (IL-10, IL-12).

A TG2 szerepe a polimorfonukledris granulocitikban kevésbé ismert. Mindazonaltal,
a jelenlétét és a keresztkotés fiiggd szerepét kimutattdk a granulocitdk zimozin indukélta
szuperoxid termelésében. Szintén leirtak a szerepét a human periférids neutrofilok IL-1[3
termelésében Anaplasma phagocytophila kezelést kovetden. Tovabba kimutattdk, hogy a
neutrofil granulocitdkban a TG2 indukélédik granulocita-makrofdg koléniastimulalé faktor
(GM-CSF) hatasara. Patkdny bazofil leukémia sejtekben a TG2 NF-KB aktivacidja éltali TG2
indukcid és aktivalodds megnovekedett reaktiv oxigéngyok termeléshez vezetett, valamint
kivéltotta a prosztaglandin E2 szintdz (PGE2 szintdz) kifejez0dését és a prosztaglandin E2

fokozott szekrécidjat. Ezek az eredmények azt sugalljdk, hogy a TG2 megnovekedett
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expresszidja szorosan egyiitt jar a polimorfonuklaris granulocitdk gyulladdsos fenotipusdanak
kialakuldsaval, hiszen fiiggetlen kisérletek mutatjdk, hogy ezeknek a sejteknek a szuperoxid
gyok és gyulladdsos citokin termelése — amely ezeknek a sejteknek a legfontosabb jellemzdje

A mikroglia sejtek szintén kifejezik a TG2-t, amely LPS kezelést kdvetden tovabb
indukélédik, és valdsziniileg szerepet jatszik az agy nitrogén-monoxid 4ltal kivéltott
gyulladdsos folyamataiban. Limfocitdkban szintén jelen van a TG2 és feltételezhetden

meghatdroz6 szerepe van azok proliferacidjaban.

A TG2 a génexpresszio szabalyozasaban

Egyre tobb bizonyiték van arra, hogy a TG2 befolydsolhatja a génexpresszié szabdlyozasanak
effektorait (hisztonok, transzkripcids faktorok, kofaktorok) vagy a jelatviteli folyamatok olyan
komponenseit, amelyeknek hatdsa van a transzkripciéra. A TG2 képes keresztkotni és
polimerizdlni a retinoblasztoma fehérjét (pRb), amely az E2F-1 gyors eltlinésével parosul. Az
enzim szintén képes megvédeni a pRb-t a kaszpaz indukélta degradéciotdl transzamidacid
fliggd modon. Ezen eredmények alapjan a TG2 kdzremiikodhet a sejtciklus szabélyozdsdban
génexpresszids szinten. BV-2 mikroglia sejtvonalban a TG2 katalizélja az NF-kB inhibitor
magi transzlokdci6jdhoz vezet, ahol az képes gyulladdsos gének felreguldlasara, beleértve a
nitrogén-monoxid szintdzt és a TNFa-t. Az NFxB hasonl6 aktivacigjat figyelték meg
doxorubicin-rezisztens emldrdk sejtvonalban, ahol a TG2 szintén felelds ezen transzkripcids
faktor konstitutiv aktivacidjéért, ezaltal a tumorprogresszié fenntartasaért.

A TG2 transzkripcios faktoron torténd kozvetlen hatdsat figyelték meg az Spl
inaktivicié esetében. Hepatocitdk alkohol indukdlta apoptézisdban megemelkedik a TG2
aktivitdsa, amely az enzim magi akkumuldcidjdval parosul. A magi TG2 képes kozvetleniil
keresztkotni, ezaltal inaktivalni az Sp1 transzkripcids faktort. Ennek hatdsdra az Spl fiiggd c-
Met csokkent expresszidja kovetkezik be, amely a sejtek apoptdzisdhoz vezet.

A hisztonok szintén kivalé szubsztratok a TG2 keresztkotd aktivitdsa szdmdra. Ezéltal
a TG2 eszkoze lehet a hisztonok médositasdnak, igy feltételezhetéen az enzimnek szerepe van
a kromatin szerkezet és funkci6 szabdlyozdsaban.

Huntington kérban a TG2 gatolja a citokréom c és koaktivatoranak, a PGC-1a-nak az
expresszidjat a citokrom c¢ proximdlis promdteréhez, valamint a PGC-1a kodold régidjdhoz

torténd kotédéssel. A TG2 ezen szerepe Ca”*-fiiggd és peptid alapd specifikus irreverzibilis



keresztkot6 inhibitorral gatolhatd. Ez az eredmény bizonyitja, hogy a TG2 keresztkotd

/////

AKkut promielocitas leukémia (APL)

Az akut promielocitds leukémia — az akut mieloid leukémidnak (AML) altipusa — a 15-0s és a
17-es kromoszémdk hosszd karjai kozotti kromoszomalis transzlokédcidval jellemezhetd. A
transzlokacié eredményeképpen a promielocita leukémia protein (PML) és a retinsav receptor
alfa (RARa) fuzidjaval 1étrejon egy dominans negativ fuzids transzkript (PML/RARa vagy
RARw/PML).

A mieloid prekurzor sejtek neutrofil granulocita irdnyd differencidcidja sordn a
retinsav (az RARa természetes ligandja) az RARa aktiviciéja altal egy kivételesen nagy
génexpresszios viltozast indukdl. A komplex transzkripciés atrendezddés transzkripcids
faktorok, kromatin moédosité faktorok, sejtciklus reguldtorok, valamint az apoptézis
szabdlyozdinak; a stresszvdlasz, az anyagcsere €s a proteinszintézis fehérjéinek az indukcidjat
érinti. Ezek koziil a kiilonbozoképpen expresszalddd gének koziil szdmos, a granulocitdk
termindlis differencidcidjaban jatszhat szerepet, mig masok az érett granulocitak, biokémiai és
funkciondlis jellemzdiért felelOsek.

A PML/RARo muticidja esetén a retinsav fiziol6gids koncentricidban képtelen
kotddni az RARo-hoz és ezaltal kivéltani a sejtek termindlis differencidlodasat. A fizids
termék domindns negativként hat mind az RARa-ra, mind a PML-re nézve homodimert
formdlva, korepresszorokat kotve; és ezdltal gitolja a granulocita differencidlédédshoz
sziikséges célgének expresszidjat.

A retinsav (pl. all-trans retinsav, ATRA) azonban farmakoldgiai koncentraciéban
képes kotddni a PML/RARa-hoz és konformaciés valtozast kivaltani. A komplex elengedi a
korepresszorokat, aktivatorokat kot és visszadllitédik az RARa fiiggd gének természetes
reguldci6ja. A retinsav kotés hatdsdra tehat inicidlodik az APL sejtek termindlis
differencidloddsa, valamint a kovetkezményes apoptozisa. Az APL betegek retinsav
kezelésével 90-95% ardnyd gydgyulds érhetd el, amely mindeziddig a legsikeresebb példat
jelenti a differencidcid alapu terdpidra.

Meg kell azonban jegyezni, hogy habar az ATRA kezelést a betegek tobbnyire jol
tolerdljak, az APL betegek 2,5-30%-dban egy, akdr haléllal végz6do mellékhatds, a retinsav-
vagy differencidcids-szindroma (RAS vagy DS) jelentkezik. A differencidcios szindrémara

jellemz6 a latsz6lag megmagyardzhatatlan 14z, silygyarapodds, 1€gzési nehézség, interstitidlis



beszlirddés a tiildoben, pleurdlis és pericardidlis izzadmany, epizodikus alacsony vérnyomads és
az akutan fellépd veseelégtelenség.

A differencidcids szindrémdban szisztémdas gyulladdsos vélasz figyelhet6 meg, ami a
differencidlodé6 APL sejtek massziv szoveti infiltrdcijat eredményezheti, ahol a tiid6 a
leginkabb érintett szerv. Valdsziniileg az alveoldris kemokin szekréci6 véltja ki az APL sejtek
kezdeti migracidjat a tiidobe. A ATRA képes jelentdsen megndvelni az alveoldris epitélsejtek
specifikus kemokinjeinek termelését (CCL2, -3, -22, -24, CXCLS). Mivel az ATRA kezelt
APL sejtek szintén termelik ezeket a kemokineket, a tiidobe vandorolt sejtek tovabb fokozzak
a gyulladdsos sejtek tiidobe torténd infiltracidjat. Ezdltal az alveoléris epitélsejtek és a
differencialodé6 APL sejtek kemokin termelése fontos szerepet jatszhat a differencidcios

szindroma kialakulasaban.



2. CELKITUZESEK

Vizsgalataink a TG2 génexpresszid reguldcidja szempontud szerepének felderitésére irdnyultak
a neutrofil granulocitdk differencidlédds folyamatdban. Ebbdl a célbdl egérbdl szarmazd
neutrofil granulocitdkat, valamint retinsavas kezeléssel neutrofil granulocita-szer(i sejtekké

differencidltatott humén promielocitds leukémia sejteket (NB4 sejtvonal) hasznaltunk.

Céljaink:

e A transzglutamindz 2 szerepének tisztazdsa a promielocitds leukémia sejtek neutrofil
granulocita irdnyu differencidléddsban.

e A TG2 gén csendesitése NB4 sejtvonalban RNS interferencia haszndlatdval (TG2-KD
NB4).

e A génexpressziés mintdzat Osszehasonlitisa normdl és TG2-KD NB4 sejtek
differencidloddsa sordn a DNS microarray alkalmazdsdval.

e Gének azonositasa, melyek kifejezédése fiigg a TG2-tol.

e A TG2 csokkent expresszidjanak kovetkeztében fellépod funkciondlis kovetkezmények
azonositdsa

¢ A hatdsmechanizmus felderitése, amivel a TG2 génkifejezddést képes befolyasolni.



3. ANYAGOK ES MODSZEREK

Sejttenyésztési eljarasok

Az NB4 sejteket RPMI 1640, a 293FT csomagolé sejtvonalat DMEM tépfolyadékban
tartottuk fenn. Mindkét tapfolyadék 10% FBS-t (foetal bovine serum), 2 mM glutamint, 100
U/mL penicillint és 100 pug/mL streptomycint tartalmazott. Az NB4 sejtek (1 x 10° sejt/mL)

//////

Western blot analizis

A sejtek mosdsa és lizalasa (250 mM sucrose, 1 mM DTT, 80 mM KCl, 15 mM NaCl, 5 mM
EDTA, 15 mM PIPES, pH 7.4, 1 mM PMSF , 0.1% NP-40, 4°C) utdn a citoplazmatikus és
magi frakcidkat centrifugilassal valasztottuk szét (1100g, 15 min, 4°C). A magi frakciot
(pellet) szintén lizaltuk (50 mM Tris-HCI, pH 7.5, 1 mM EDTA, 15 mM B-MEA, 0.1% Triton
X-100, 0.5 mM PMSF). A 2 mg/mL koncentréciéjdra bedllitott protein prepardtumot azonos
térfogata futtaté pufferrel elegyitettiink (0.125 M Tris-HCI, pH 6.8, 4% SDS, 20% glicerol,
10% merkaptoetanol, 0.02% bromofenolkék) majd elf6ztik (10 min 100°C). 25 pg-nyi
fehérjemintit 8%-os SDS—poliakrilamid gélen vélasztottunk szét, majd PVDF membrénra

blottoltuk. A TG2-t CUB7402 monoklonalis antitesttel detektaltuk.

A TG2 Kkeresztkoto aktivitasanak mérése

TG2 aktivitdsdnak meghatdrozdsa a kovetkezd Osszetételli reakcidelegyben tortént: 50 pL (2
mg/mL) sejt homogenizatum, 10 pL. N, N-dimetilkazein (40 mg/mL), 20 pL [1,4(n)-3H]
putreszcin (30 Ci[37 MBq]/mmol), 10 pL 250 mM Tris-HCI, pH 7.5, 150 mM B-MEA, 10 pL
CaCl, (50 mM). A reakciét a CaCl, hozzdadasaval inditottuk, a reakcidelegyet 5 percig
inkubdltuk 37°C-on. Ezutin 25 pl-nyi mintdt sziir6papirra cseppentettiink, hideg TCA
oldatban precipitaltuk majd etanolban mostuk. A sziir6papirok radioaktivitdsat szcintillacios

folyadékban B-counter-rel mértiik.

Immunfestés

A sejtek fixdldsa [1. 4% paraformaldehid (4°C; 10 min), 2. 8% paraformaldehid (4°C; 50
min); 3. 4% paraformaldehid (4°C; 20 min), 4. 2% paraformaldehid (15 min), majd 5.
metanol (-20°C; 20 min)] utdn a sejteket 25 mM-os glicin-PBS-ben tartottuk (20 min), majd
0.1%-o0s Triton X-100 oldatban permeabilizaltuk. Mosés és blokkolds (5% BSA) utan anti-

TG2 egér monoklondlis antitesttel inkubdltuk 2 6rdn 4t, majd mostuk a sejteket. Mdsodik
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antitestként Alexa Fluor 633 goat anti-mouse IgG antitestet hasznaltunk (1 h). A

fluoreszcens mikroszkdpos felvételek Zeiss LSM 510 konfokalis mikroszkoppal késziiltek.

Az Ne-(y-glutamil)-lizin tartalom meghatarozasa

A citoplazmatikus és magi homogenizdtumok fehérjetartalmat precipitdltuk majd liofilizéaltuk.
Rehidraticid, enzimatikus emésztés és fenilizotiocianédtos kezelés utdn az Ne-(y-glutamil)-
lizin izopeptid szarmazékokat kationcseréld gyantdn és szilika HPLC oszlopon szeparéltuk,

végiil reverz-fazisi HPLC-vel hataroztuk meg.

A TG2 aktivitas in situ kimutatasa

A sejtekbdl 6 mM 5-(biotinamido)-pentilaminos (BNPH,;) kezelés (12 h) utan citoplazmatikus
€s magi frakcidkat szepardltunk. A BNPH, fehérjékbe torténo beépiilésének kimutatidsara 25
pg proteint 8% SDS—poliakrilamid gélen szepardltunk, majd PVDF membranra torténd

blottolés utdn tormaperoxiddz-konjugalt sztreptavidinnel detektaltuk a BNPH, jelenlétét.

A szuperoxid anion termelés meghatarozasa

10° sejthez 0.5 mM-os izoluminol vagy luminol tartalmi Krebs-Ringer oldatot adtunk (120
mM NaCl, 5 mM KCI, 1.7 mM KH;POj,, 8.3 mM Na,HPO,4, 10 mM gliik6z, 1 mM CaCl,,
and 1.5 mM MgCly; pH 7.3). 5 perc 37°C-on torténd inkubdcié utdn a sejtek szuperoxid
termelését PMA hozzdadasaval inditottuk (50 nM) és luminométerrel mértiikk a keletkezd

szuperoxid anion mennyiségével ardnyos kemilumineszcenciat.

TG2 csendesitett (knockdown) NB4 sejtvonal (TG2-KD NB4) létrehozasa
2 x 10" NB4 sejtet anti-TG2 shRNS kifejezé lentivirussal fertéztiink, majd puromicinnel (5
png/mL) szelektédltuk a stabilan transzdukalt sejteket. A virusfert6zés kontrolljaként non-target

shRNS kifejez6 vektort hasznaltunk.

Microarray analizis

0, 48 és 72 ords ATRA kezelt sejtekbdl teljes RNS-t izoldltunk. Kisérleteinket
triplikdtumokban végeztilk. A mintdk tovabbi feldolgozdsa, a microarray hibridizacio,
valamint a chip-ek (GeneChip Human Gene 1.0 ST Arrays, Affymetrix) beolvasdsa az EMBL
Microarray Core Facility-ben zajlott (Heidelberg, Németorszag). Az adatok kiértékelését

GeneSpring 10.1. szoftverrel végeztiik.
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Real-time QPCR

A sejtekbdl izolalt teljes RNS-t cDNS-re irtuk 4t random primerek felhaszndldsaval. A real-
time QPCR reakciét ABI Prism 7900 késziilékkel végeztiik TagMan prébdkat hasznélva. A
transzkripcids szinteket a cyclophilin D szintjére normalizaltuk és a génexpresszids szintek

meghatdrozdsdra a comparative cycle threshold (Cr) médszert alkalmaztuk.

Aramlisi citometria

A CDllc sejtfelszini expressziGjanak detektdldsahoz 8 x 10° sejtet inkubdltunk FITC-cel
jelzett anti-human CD11c egér antitesttel (2 h, 4°C, 1 % BSA-PBS). A sejteket mosds és 1%-
os paraformaldehidben torténd fixdlas utdn FACS Calibur késziiléken analizaltuk. A
fagocitozis képességének meghatarozasihoz 1 x 10° szdmu 3 napig differencidltatott NB4
sejtekkel fagocitaltattunk FITC-cel jelzett Listeria monocytogenes-t vagy Staphylococcus
aureus-t 1:50 sejt/bakterium ardnyban (2 h, 37°C). A sejtek mosdsa utin 1%-os
paraformaldehidben fixaltuk ket, majd FACS Calibur késziiléken mértiik a jelolddésiiket. A
sejtciklus analizis€hez a permedbilizalt, propidium-jodiddal jelolt és etanolban fixalt sejteket

analizaltuk FACS Calibur készuléken.

A sejt adhézié és migracié meghatarozasa

A sejtadhézié meghatdrozdsahoz 48 és 72 6rds ATRA kezelt sejteket BSA-val bevont feliiletli
tenyésztéedénybe helyeztiink, majd a nem letapadd sejtek eltdvolitdsa utdn metanol:ecetsav
4:1 ardnyu keverékével fixdltuk a letapadt sejteket, festettiik hematoxilinnel, végiil szamoltuk
Oket. A migraciés assay-t BD Matrigel Invasion Chamber haszndlataval végeztiik 200 nM
fMLP-t, vagy 10 ng/mL IL-8-at hasznilva kemoattraktinsként. 2.5 x 10* szdmi sejtet
hagytunk vandorolni 14 6ran keresztiil. A differencidlodé NB4 sejtekrdl szarmazé feliiliszo
periférids fehérvérsejtekre kifejtett kemotaktikus kapacitdsit 6.5 mm atmér6jii 5 pm

porusméretli polikarbonat lemez hasznélataval hataroztuk meg.

CC kemokin ELISA
A differencial6dé sejtek feliiliszojabol a CCL2 és CCL24 szintjének mérésére Quantikine
human ELISA kitet, mig a CCL3 és CCL22 meghatarozasiara RayBio human ELISA kitet

hasznaltunk.
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4. EREDMENYEK ES MEGBESZELESUK

.....

ez s

Kimutattuk, hogy 24 6rdval az ATRA kezelést kovetdéen a TG2 megjelenik és a differencidcid
3. napjdn maximadlis szintet ér el a citoplazmaban. A TG2-t az ATRA kezelt NB4 sejtek mag
frakcidjdban is detektéltuk, habar az enzim magi felhalmozddésa csak a mésodik naptdl volt
megfigyelhetd és a negyedik napon érte el a maximumot. A TG2 keresztkotd aktivitdsa
szintén kimutathat6 volt mindkét frakcioban a [3H]putreszcin kazeinbe torténd beépiiléssel
torténd meghatarozassal. A citoplazma eredetli lizitumban a TG2 keresztkotd aktivitdsa
folyamatosan emelkedett az enzim fehérje szintjével Osszhangban. A magi TG2 aktivitdsa
szintén mérhetd volt, habar mértéke elmaradt a citoplazmatikus formatol. A TG2 sejtmagi
jelenlétét konfokélis mikroszképpal €s immunfestéssel erdsitettik meg. Kimutattuk, hogy a
differencidcié 6. napjdn a TG2 szorosan kolokalizdloédik a differencidlédé NB4 sejtek
kromatinjaval. A peptidkotott Ne-(y-glutamil)-lizin keresztkotések novekvé mennyisége a
differencidlodo sejtek citoplazmatikus és a magi frakcidjdban megerdsiti a katalitikusan aktiv
TG2 felhalmoz6dasat a citoplazméban és a sejtmagban. Annak érdekében, hogy kideritsiik,
hogy vajon az ATRA indukélta TG2 aktiv-e primer aminokon az NB4 sejtben, in sifu 5-
(biotinamido)-pentilamin (BNPH;) beépiilési esszét alkalmaztunk. A differencidcié 4. napjin
nagyszamu fehérje médosult a BNPH; beépiilése dltal a citoszolban €s a sejtmagban egyarant.
Ezek az eredmények egyértelmiien arra utalnak, hogy a TG2 jelen van és keresztkotd

aktivitassal rendelkezik a differencialodé NB4 sejtek citoplazmdjaban és sejtmagjaban.

keresztkoto aktivitasanak gatlasa kovetkeztében
Annak kideritése érdekében, hogy van-e jelentosége a TG2 keresztkotd aktivitisdnak a
neutrofil differencidcioban, egy nem specifikus TG2 inhibitor, a monodanzil-kadaverin
(MDC) kezelést alkalmaztuk a differenciéci6 teljes id6tartama alatt. Az MDC kezelés 4. és 5.
napjan jelent0s csokkenést tapasztaltunk a TG2 aktivitisdban, valamint a keresztkotések
mennyiségében a citoplazmdban és a sejtmagban egyarant, mig a TG2 expresszids szintje nem
véltozott.

A mieloid sejtek differencidlédasanak egyik legfontosabb markere az NBT (nitroblue
tetraz6lium) redukdl6 képesség, amely a sejtek szuperoxid (Oy) termelésével fligg Ossze. Az

ATRA-val nem kezelt proliferdlé6 NB4 sejtek nem képesek redukdlni az NBT-t, de 24 éraval
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az ATRA kezelés utin a sejtekben formazdn csapadék jelenik meg NBT hozzaadasat
kovetden; jelezvén, hogy a sejtek differencidléddsa megindult. Amennyiben a sejtek ATRA
differencidloddsa MDC jelenlétében zajlott, az NBT redukdld kapacitds csokkent mértékii volt
a differencidlddas teljes ideje alatt. A MDC kezelt sejtek szuperoxid termelése szintén jelentOs
csokkenést mutatott a kontroll sejtekhez viszonyitva. Ezek az eredmények arra utalnak, hogy
a TG2 keresztkotd aktivitisa szerepet jatszik ezen leukémia sejtek ATRA indukélta
differencidlodédsdban.

Az érett neutrofil granulocitdk egyik legfontosabb jellemzdje a patogének fagocitozisa,
valamint azok lizoszémakban torténd eldlésének képessége, mely folyamatban elsdsorban az
altaluk termelt, oxigén alapu szabadgyokok vesznek részt. A sejtekben a szuperoxid anion
termelését a NADPH-oxidaz rendszer végzi. Szamos esetben leirtdk, hogy a neutrofilok

h B
PIOX nevil

csokkent mértékii szuperoxid termelésének oka a NADPH oxidaz rendszer gp9l
alegységének a csokken expresszidja. Ebbdl kiindulva megvizsgéltuk, hogy az MDC kezelt
differencidléd6 NB4 sejtek csokkent szuperoxid termelésének hatterében vajon a gp91° hox
alegység alacsonyabb expresszidja all-e. Northern blot analizissel és real-time QPCR
mérésekkel azt az eredményt kaptuk, hogy a TG2 keresztktd aktivitasanak a gatldsa a p9 17"

mRNS-ének alacsonyabb kifejez6déséhez vezet.

4.3. A TG2-/- egerekbél szarmazé neutrofil granulocitikban a NADPH-oxidaz gp91°"*™
alegysége alacsonyabb szinten expresszalodik

Annak érdekében, hogy megerdsitsiik a TG2 szabdlyozé szerepét a NADPH-oxiddz gp91°P"™
alegységének kifejez6désében, TG2+/+ ¢és TG2-/- egerekbdl szdrmazé neutrofil
granulocitidkat hasonlitottunk Ossze. A neutrofil granulocitdkat az egerek peritoneumdabdl
izolaltuk élesztokivonattal torténd beoltdst kovetéen. A TG2-/- egerekbdl szarmazd
granulocitidk mintegy tizszeres csokkenést mutattak az NBT-redukdlé képességiikben,
valamint szintén egy nagysdgrenddel kisebb mennyiségli szuperoxidot termeltek a forbol-
mirisztil-acetat stimulaciot kovetden, hasonléan a TG2 inhibitor kezelt differencialtatott NB4
sejtekhez. Real-time QPCR mérések alapjan azt taldltuk, hogy az egér neutrofilok esetében is
a TG2-/- sejtek csokkent szuperoxid termelésének hatterében a gp91P"™ alacsonyabb

expressziGja 4ll. Western blot analizissel sikeriilt megerdsiteniink, hogy a gp91°"* csokkent

mRNS szintje a TG2-/- sejtek esetében valéban alacsonyabb fehérje szintet eredményez.
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4.4. A TG2 shRNS indukalt csendesitése az NB4 sejtek differencialodasanak csokkenését
okozza

Annak érdekében, hogy tisztdzzuk a TG2 szerepét a neutrofil granulocita differencidlédédsban,
NB4 sejteket anti-TG2 shRNS expresszdlé lentivirus vektorral stabilan fertdztiink (TG2-KD
NB4). A virusfertdzés aspecifikus hatdsainak nyomon kovetésére egy olyan, random shRNS-t
expresszalo virus vektorral is fertdztiink NB4 sejteket, amely egyetlen humin génre sem
specifikus (virus kontroll NB4). Meg kell jegyezni, hogy az RNS interferencia alapd
géncsendesités sosem vezet az adott gén transzkripcidjanak 100%-os megsziinéséhez, de jol
megvalasztott siRNS szekvencidval kelld mértékii csokkenés érhetd el az adott gén mRNS- és
ezaltal fehérjeszintjében. Esetiinkben a TG2 gén csendesitésének hatdsfokat a TG2 mRNS
szintének mérésével (real-time QPCR), a fehérje mennyiségének Western blottal torténd
detektalasaval, valamint az enzim keresztkotd aktivitisdnak meghatdrozasdval ellendriztiik.
Mindharom modszerrel azt az eredményt kaptuk, hogy a TG2-KD NB4 sejtekben a TG2
csendesitésének mértéke olyan szintet ért el, hogy a modell alkalmas a TG2 funkcidvesztés
kovetkezményeinek vizsgalatara.

A vad tipusd és virus kontroll NB4 sejtek NBT redukélé képessége azonos mddon
emelkedett a sejtek ATRA indukdlta differencidcidja sordn és 72-96 O6randl érte el a
maximadlis, 100%-os szintet. A differencidlodé TG2-KD NB4 szintén képesek voltak az NBT
redukéldsra, de az NBT pozitiv sejtek szdma esetiikben jelentésen elmaradt a kontroll vagy
virus kontroll sejtekéhez képest a differenciacié teljes folyamata alatt és 96 6randl sem érte el
a 100%-os szintet.

A CDllc valamint a CD11b integrinek, mint differencidlédasi markereknek az
expresszios szintje jelentésen elmaradt a TG2-KD NB4 sejtekben real-time QPCR mérések
alapjan. Aramldsi citometrids moédszerrel vizsgidlva a CDIllc és CDI11b sejtfelszini
kifejezodését, megerdsitettiik, hogy a TG2 csendesitésének kovetkeztében jelentdsen csokken
ezen integrinek szintje. A differencidlédasi markerek csokkent megjelenése tehat egységesen

arra utal, hogy a TG2 jelentOs szerepet jatszik a promielocitdk neutrofil granulocita iranyud

//////

4.5. A TG2 hatasa az NB4 sejtek neutrofil granulocita iranya differencialéodasat Kiséré
génexpresszios valtozasokra

A TG2 NB4 differenciaciéra kifejtett hatdsanak vizsgdlata céljabdl Osszehasonlitottuk a
normdl (vad-tipusti/kontroll) NB4 sejtek ATRA dltal kivéltott expresszids véltozasait a TG2-

KD NB4 sejtekével a differenciacié 0, 2. és 3. napjan. A kontroll sejtek esetében a masodik
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napon 340 gént, a harmadik napon 599 gént azonositottunk, amelyek szignifikansan (p<0,05)
minimum kétszeres expresszids novekedést mutatott a differencidcié sordn a kezeletlen (0
nap) sejtekhez képest. Ezek koziil 307 reguldlédott fel mindkét nap. A masodik napon 1281
gén, mig a harmadik napon 1586 gén expresszidja mutatott minimum 2-szeres csokkenést és
1059 szamu gén expresszidja csokkent mindkét nap. Figyelemre méltd, hogy a TG2-KD
sejtek esetében csak 254, ill. 344 gén regulédlédott fel a masodik, ill. harmadik nap, és ezek
koziil 208 fedett 4t. A lereguldlod6 géneket tekintve 1011 és 1360 expresszidja csokkent
minimum 2-szeresen a masodik, ill. harmadik nap és ezek koziil 808 volt jellemzé mindkét
napra. Ezek az eredmények azt mutatjdk, hogy a TG2 jelentés szdmu gén reguldcidjat
befolyéasolja az NB4 sejtek ATRA indukalta differenciacidja soran.
function”, a “cell cycle regulation”, a “nucleotide metabolism” és a “protein metabolism”
elnevezEsli gén ontoldgiai kategoridkban és azok alcsoportjaiban ddsultak fel szignifikdnsan.
Ez a tény Osszhangban 4ll azokkal a bioldgiai jelenségekkel, amelyek az ATRA kezelésre
kovetkeznek be az NB4 sejtekben. A sejtproliferacié csokkenésével, ill. megsziinésével
parhuzamosan ugyanis csokken a sejtciklust szabédlyozdsdban, valamint a sejtek osztéddsdhoz
sziikséges nukleotid anyagcserében szerepet jatsz6 gének dominancidja; ezzel egy idOben
pedig indukdldédnak, ill. felreguldlédnak olyan gének, amelyek az érett neutrofilok
immunfunkciéjdban jatszanak szerepet.

A TG2-KD sejtek esetében azonban a fent emlitett kategdridkba jelentosen kisebb
szamd gén esett, a feldisulds kevésbé, vagy egydltalin nem volt szignifikdns. A TG2
csendesitése tehat egyarant hatdssal van a sejtproliferacidéval kapcsolatos gének, valamint az

immunfunkciéban szerepet jatszo gének ATRA dltal vezérelt transzkripcids véltozdsaira.

4.6. A TG2 elosegiti az ATRA altal kivaltott transzkripcios valtozasokat
A TG2 313 gén kifejezodését befolyasolja az NB4 sejtek differenciacidja soran. Ezek koziil
197 expresszidjat az ATRA reguldlja, a TG2 génexpressziét moduldlé hatdsa tehat
tilnyomorészt a retinoid-fiiggd géneken érvényesiil. A TG2 hatdsit tovabb vizsgdlva
megallapitottuk, hogy azok a gének, amelyek az ATRA kezelést kovetden leregulalédnak, a
TG2 hidnydban magasabb expressziés szinten maradnak és elsOsorban a sejtciklus
szabdlyozdsaban, valamint a sejtosztédds magas nukleotid igényének biztositdsaban jatszanak
szerepet.

Az ATRA 4ltal indukdlédé gének pedig a TG2 hidnydnak kovetkeztében

alacsonyabban fejezddnek ki és ezek azok a gének, amelyek az érett neutrofil granulocitdk
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immunolégiai sajatsagaiért felelések. Ezen eredmények alapjan tehat arra a kovetkeztetésre
jutottunk, hogy a TG2 az ATRA-val szinergista médon egyiittmiikddve szerepet jatszik a
mieloid sejtek osztéddsianak csokkentésében és ledlldsdban, a sejtproliferacioval kapcsolatos
gének expresszidjanak csokkentésével. Ugyanakkor hozz4jarul a promielocita sejtek
funkcidképes neutrofil granulocitdvd torténd éréséhez az immunfunkcidban szerepet jatszo

gének felreguldcigjaval.

4.7. A TG2-KD NB4 sejtek hosszabb ideig megérzik proliferacios képességiiket ATRA
kezelést kovetéen

A génexpresszios eredmények alapjan feltételeztiik, hogy a differencialod6 TG2-KD NB4
sejtek magasabb proliferacids képességgel rendelkeznek. Méréseink alapjan bebizonyosodott,
hogy az ATRA kezelés masodik napjan a TG2-KD NB4 sejtkultirdaban kozel 30%-kal tobb
sejt talalhat6 a kontrollhoz viszonyitva, annak ellenére, hogy az ATRA kezelést azonos szamu
sejttel végeztik. Differencidlodé NB4 sejteket propidium-jodiddal jeldlve dramldsos
citometrids méréssel megdllapitottuk, hogy a TG2-KD NB4 sejtkultirdban jelentOsen
nagyobb ardnyban fordulnak el a sejtek az S-fazisban, utalva arra, hogy ezek a sejtek

nagyobb mértékben osztdédnak.

4.8. A TG2-KD NB4 sejtek immunologiai sajatsagai kisebb mértékben fejlodnek Ki az
ATRA indukalta differenciacié soran

Az usz6 promielocita NB4 sejtek az ATRA kezelést kovetden részben képessé vdlnak szilard
feliilethez torténd letapadasra, ugyanakkor az érett neutrofilokra jellemz6é moédon képesek
lesznek a kemotaktikus anyagok (pl.: IL-8, fMLP) altal kivaltott vindorlasra. A TG2-KD NB4
sejtek esetében a ,.cell adhesion” és a ,,cell motility” kategéridba tartoz6é gének csokken
kifejezodését figyeltiik meg. Ezzel 6sszhangban kisérleteink alapjan bebizonyosodott, hogy a
TG2 csendesitett differencidlodé NB4 sejtek letapaddsa és migracids képessége jelentOsen
elmarad a kontroll sejtekéhez képest.

A differencidlédot TG2-KD NB4 sejtek baktérium (FITC-cel jelzett Listeria
monocytogenes €s Staphylococcus aureus) fagocitald képessége jelentdsen elmarad a kontroll
NB4 sejtekéhez képest; annak megfeleléen, hogy a TG2 csendesitett sejtekben az ATRA
kezelést kovetden kisebb mértékben indukdlddik tobb fagocitdézisban szerepet jatszé gén (pl.:
CD14, CD36, MERTK). A bekebelezett baktériumok lizoszoméban torténd elpusztitasara
termelt szuperoxid gyok mennyisége szintén kevesebb a TG2-KD sejtekben, dsszhangban a

szuperoxid termelést végz0 tobb gén csokkent expresszidjival (pl.: gp91ph°", NCF2).
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4.9. A differenciaciéos szindroma létrejottében szerepet jatszé6 kemokinek termelédése
csokkent mértékii a TG2-KD NB4 sejtekben az ATRA kezelést kovetéen
A microarray adatok szerint a TG2-KD NB4 sejtek CCL2, -3, -22 és -24 kemokin termelése
alacsonyabb mértékii a kontroll sejtekéhez képest a differencidcidé mdsodik és harmadik
napjan. A differencidcids szindroma kialakuldsdban kulcsfontossdgi kemokinek alacsonyabb
expresszios szintjét real-time QPCR mérésekkel is megerdsitettiik. A kemokineknek a sejtek
feliiliszojaban torténd fehérjeszintjének ELISA modszerrel torténd meghatarozasa igazolta,
hogy a TG2-KD sejtek jelentdsen alacsonyabb mennyiségben termelik ezeket a citokineket.
Annak kideritése érdekében, hogy vajon a csokkent kemokin termelésnek van-e
funkciondlis kovetkezménye, a differencialédé kontroll, virus kontroll és TG2-KD NB4
sejtekrol szarmazé feliiliszot kemoattraktansként haszndlva megvizsgéltuk, hogy milyen
mértékben fokozzdk periférids vérbol szarmazé fehérvérsejtek migraciés képességét.
Eredményeink azt mutatjdk, hogy a TG2 csendesitésének kovetkeztében olyan mértékben
marad el a sejtek kemokin termelése a differenciacié sordn, hogy ezen sejtekrdl szarmazd
feliilliszé szignifikdnsan kisebb mértékben valtja ki a fehérvérsejtek vandorldsit a
kontrollokrél szirmazdokhoz képest. Ezek alapjin tehat azt feltételezziik, hogy a TG2 az akut
promielocitds leukémia betegek ATRA alapi kezelése sordn a fent emlitett kemokinek
termelddésének génexpresszids szintli fokozdsdval hozzdjarul a differencidcidés szindroma

kialakulasahoz.
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5. OSSZEFOGLALAS

A mieloid eredeti neutrofil granulocitdk differencidléddsa a csontveldben indul, majd az
innen kijuté eldalakok a keringésben vélnak érett funkcioképes sejtekké. A transglutamindz 2
(TG2) egy tiol és Ca2+—fiigg6 acil-transzferdz, amely peptidkotésben 1évé glutamin v-
karboxamin csoportja és kiilonbdzd elsddleges aminok, valamint fehérjék lizin oldalldncdnak
g-amino csoportja kozotti kovalens izopeptid kotés kialakuldsat katalizdlja. Az enzim az
immunrendszer legtobb sejtjében kifejezddik és bebizonyosodott rdla, hogy szdmos bioldgiai
folyamatban aktiv szerepet jatszik (pl. fagocitédzis, a sejtek letapaddsa és vandorldsa, latens
TGEF-B aktivacié stb). Annak ellenére, hogy a neutrofilokrél ismert, hogy a differencidlédasuk
soran az enzim indukalddik és az érett sejtekben nagy mennyiségii aktiv enzim mutathatd ki, a
TG2 ezekben a sejtekben, ill. a hozzdjuk kotheté immunoldgiai folyamatokban betoltott
szerepe egyeldre tisztazatlan.

Korébbi vizsgilataink alapjdn bebizonyosodott, hogy a promielocita sejtek neutrofil
granulocita irdnyu differencidcidja sordn a TG2 alapvetd szerepet jatszik az érett sejtek
immunoldgiai tulajdondgainak kifejlédésében. Eredményeink azt mutatjdk, hogy a TG2
transzlokal6dik a sejtmagba és ott keresztkotd aktivitdsatdl fiiggd mdédon részt vesz a sejtek
éréséhez vezetd génreguldcids folyamatok szervezésében. Jelen értekezés célja a TG2-tdl
fliggd regulacidés események felderitése, valamint az enzim ezen folyamatokban betoltott
szerepének tisztdzasa volt.

A TG2 szerepének vizsgalatira rendelkezésiinkre 4ll a TG2 knockout egértdrzs,
valamint az NB4 promielocita sejtvonal, melybdl all-transz retinsav (ATRA) kezeléssel egy, a
természetes neutrofil granulocita allapothoz kézeli alak differencidltathatd. A TG2 kozvetlen
RARa célgénként a retinsavas kezelés hatdsira nagymértékben indukalodik a differencidcié
folyamata sordn. Lentivirus alapi shRNS vektor felhaszndlasaval az eredeti NB4 sejtvonalbdl
létrehoztunk egy stabil TG2 knock-down sejtvonalat, mely az ATRA kezelés utin is csak
mintegy 15%-ban képes a TG2 enzimet expresszalni.

Megfigyeléseink arra utalnak, hogy amennyiben a sejtek differencidciéja TG2
hidanydban (KO egér vagy knock-down NB4 sejtvonal) mellett zajlik, a sejtproliferacidval
kapcsolatos szamos gén, valamint a neutrofil immunfunkcidban szerepet jatszo tobb gén
expresszidja eltérést mutat. Annak kideritése érdekében, hogy a TG2 mely gének
expresszidjat befolydsolja a neutrofil granulocitdk differencidléddsa sordn, teljes
génexpresszids  vizsgdlatot végeztink DNS microarray technika alkalmazasdval.

Osszehasonlitva a TG2-KD NB4 sejtek differencidléddsdra jellemzd génexpresszids
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mintazatot a normal NB4 sejtekével tobb mint 300 olyan gént azonositottunk, melyek
kifejezddése fiigg a TG2-t6l. Eredményeink azt mutatjak, hogy a TG2 szinergista mdédon részt
vesz az ATRA dltal indukalt génexpresszids atrendezddésben, hiszen a hidnydban elmarad
szdmos sejtproliferdciéval kapcsolatos gén represszidja, valamint az immunfunkcidval
kapcsolatos gének kelld mértékii indukcidja. A TG2 hidnydnak kovetkeztében fellépd
génexpresszios eltérések fenotipus szinten is megnyilvanulnak, mivel a TG2-KD sejtek
magasabb proliferdciés képességgel, ugyanakkor csokkent mértékli immunoldgiai
tulajdonsagokkal (pl. baktérium fagocitézis, migracid, szuperoxidgyok termelés stb)
jellemezhetdek.

A csokkent mértékli immunolégiai sajatsagok kifejlodésével fiigg 0ssze, hogy a TG2
hidnyos sejtek kisebb mértékben képesek a differencidciés szindréoma Iétrejottében
kulcsszerepet jatszé CC kemokinek termelésére. Mivel a differencidciés szindréma az akut
promielocitds leukémia ATRA alapti terapidjanak legmeghatarozobb, akar haldlos kimenetell
mellékhatdsa, a TG2 szintjének, vagy aktivitisdnak befolydsoldsa a terdpia sordn potencidlis

beavatkozasi lehetdséget vet fel.
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