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Bevezetés
Akut promielocita leukémia (APL)

Az akut promielocita leukémia az akut mieloid leukémia (AML) altipusa, amelyet mint mieloid
rendellenességként irnak le. 1957-ben Hillestad és munkatéarsai szamoltak be rola elsOként,
hogy az APL egy progressziv, gyors és halalos hematologiai betegség. Az APL-es betegek
immunsejtjei a promielocita stadiumban ragadnak, a differencialodas gatolt [Bennet és mtsai,
1980]. Ezt az altipust morfologiai és citogenetikai tulajdonsagaik alapjan konnyl

megkiilonboztetni a tobbi leukémia tipustol [Bennet és mtsai, 1985; Kiihnl és mtsai, 2012].

A 15. kromoszéman keresztiili transzlokéacié eredményeként a PML-gén és a 17. kromoszéma
RARGo-génje fizionalodik, kiméra transzkriptum PML/RARa vagy RARa/PML keletkezik. igy
ezen gének fuzids fehérjéje blokkolja a sejtek differencialodasat és apoptozisat [Kakizuka és
mtsai, 1991; Julien és munkatarsai, 2011; Grignani és munkatarsai, 1993, 1996]. A jol ismert
terapidkban elsdsorban a fuzids transzkriptum lebontasara és represszor funkcidjanak

megsziintetésére koncentralnak.

Az APL-ben szenvedé betegeknek olyan tiinetei lehetnek: stlyos vérzés az egész testben,
trombocitopénia, masodlagos fibrinolizis, intravaszkularis koagulacié [Goldman és mitsai.,
1974; Mitrovic és mtsai, 2015]. Nagyon sok atipikusan festddésii promielocita jelenik meg a
véraramban, mellyel parhuzamosan sejtmagjuk szerkezete megvaltozik, a fibrinogén szint

alacsony marad [Bennet és mtsai, 1989; Daniel és mtsai, 2001; Kiihnl és mtsai, 2012].

A gyors immunvalaszt kivaltd APL sok évvel kordbban haldlos kimenetellinek bizonyult, nem
lehetett jo eredménnyel kezelni, de 1973-ban Bernard és munkatarsai bemutattak, hogy az APL
sejtek érzékenyek a daunorubicin kemoterapiara, amely késObb teljes remissziot eredményezett
[Bernard és mtsai., 1973]. 1985-ben az APL-ben szenvedd betegek megkaptak az els
indukcios, ATRA + ATO-kezelést, amelyet évekkel késébb négy szakaszra fejlesztettek ki:

1) pre-ATRA

2) ATRA

3) ATO [Niu és mtsai., 1999]

4) ATRA + ATO szinergetikus terapia [Abaza és mtsai, 2017]

Az indukcios terapiak kozott ugyanakkor jellemzo volt a napi két alkalom 45 mg/kg retinsav,
amelyet napi 60 mg/kg Daunorubicin kezelés kovetett, harom napig. Ezt 100 mg/kg CYT-

ARAB intravénas infizio kovetett hét napon keresztiil, amelyet 2 kor arzén kezelés zart [Sanz

¢s mtsai, 2009; Powel és munkatarsai, 2013].



All-transz-retinsav (ATRA)

Az all-transz-retinsav A-vitaminbol szarmazik kétlépéses oxidacion keresztiil [Duester és
mtsai, 2008]. A retinsav sziikséges az egészséges fejlodéshez. Ligandumként kotédik a RAR«
receptorhoz, amelyen keresztiil szabalyozhat6 szamos gén expresszidja. A DNS-ben az ATRA
kotédik a retinsav-receptorhoz (RARa), konformacios valtozast valt ki, mely a génexpersszios

valtozasokhoz vezet [Duester és mtsai, 2008].

Az APL-es betegek kezelésére szolgalo klinikai vizsgalatokban az all-transz-retinsav (ATRA)
kezelés a legfontosabb, amellyel 80-90% -os remisszi6 érhet6 el. Az ATRA 3-5 nap elteltével
neutrofil granulocitakka [Bennet és mtsai, 1976; 1980 Fenaux és munkatarsai, 2007; Ablain és
munkatarsai, 2011; Wiernik és mtsai, 2013]. Az ATRA-kezelés az APL-sejtek terminalis
differencidlodasaval a betegek jelentds szdzalékanal remisszidt €s gyors felépiilést eredményez,
azonban az esetek 5-25% -ban az ugynevezett differencialodasi szindroma (DS) alakulhat ki
[Frankel és mtsai , 1992, Flombaum CD ¢és mtsai, 1996]. Ez a jelenség megnovekedett
gyulladasos citokin/kemokin termeléshez vezet [Tallman és mtsai, 2000; Luesink és mtsai,
2009]. Az ATRA kezelés tobb ezer gén expresszidjat indukalhatja, amelyekben a szdveti
transzglutaminaz (TGM2) az egyik legjobban expresszalodé gén [Balajthy és mtsai, 2006;

Csomos és mtsai, 2010].
Arzén-trioxid (As203/ATO)

Az irodalomban szamos adat talalhatdé meg arrdl, hogy az arzén-trioxid (As203/ATO)
elsegitheti az APL-beteg remissziojat [Zhu és mtsai, 2002; Ghavamzadeh és mtsai, 2005]. Az
arzén hasznalata jelatviteli Gitvonalak indukcijat eredményezi, képes transzkripcios faktorokat
aktivalni, amelyek révén a NADPH-oxidaz rendszeren keresztiil fokozhato a reaktiv oxigén
formak (ROS) termelése, illetve a kaszpazok aktivalasa [Miller és mtsai, 2002; Kawate és mtsai,
2007].

Az alternativ kezelésként klinikai vizsgalatokban alkalmazott ATO-val a sejtek részleges
differencialodéasa indukalhat6, mikozben a ROS-termelés jelentdsen megnovekszik, apoptdzis
inicialodik [Chen és mtsai, 1997]. Sajnos a megndvekedett ROS-mennyiség a kdrnyezo szovet
roncsolodasahoz vezethet; rdadasul az arzén nem megfeleld adagoldsa erds citotoxikus hatést
¢s a beteg korai halalat eredményezheti [Boukhenouna és mtsai, 2018; Chen és munkatérsai,

2011].



Az ATO altal indukalt PML-RARa konformacios valtozas utdn proteaszomalis lebomlas
torténik. Ez a folyamat a sumo-ilalashoz kothetd, mely a magasabb kinaz-aktivitds utan

jelentkezik [Kogan és mtsai, 2000; Zhang és munkatarsai, 2010; Sumi és munkatarsai, 2010]
Differenciacios szindroma (DS)

A differencial6dasi szindroma vagy az igynevezett retinsav-szindroma az ATRA-kezelés gyors
¢s halalos kovetkezménye [Frankel és mtsai, 1992, Nim és mtsai, 2007]. Magat a szindromat
hirtelen laz, sulygyarapodas, pleura- és pericardium-Kkiiiriilések jellemzik az immunsejtek
tilzottan aktivalt és differencialodo neutrofilek bejutnak olyan lagy szévetekbe, mint példaul a
sziv, a tiid6, a vesék és a maj. A retinsav onmagaban indukalhatja a gyulladasos citokinek magas
termelését. Ez a citokinvihar stlyosbitja az esetet a betegek halalat okozva. A gyulladasos
citokinek és kemokinek képzddése mellett a CD45/CD11b ¢és CDI8 szintje szintén

megemelkedett [Luesink és mtsai, 2010; Detmers és munkatarsai, 1990].
ATRA + ATO

Az arzént manapsag széles korben hasznaljak a klinikai vizsgalatokban, mely célpontja a LIC-
sejtek. A leukémidt inicidlo sejtek a csontvel6bdl szdrmaznak, azonban az ATRA-kezeléssel
elérhetd remisszio mellett a korkép ujboli kialakulasa varhad, mivel a LIC-sejteket sajnos nem
eliminalddnak teljesen. A remisszio utan a betegség masodik vagy harmadik hullama alakulhat
ki igy. Az arzén jelenléte révén elkeriilhetd ez a jelenség, a LIC sejtek teljesen eliminalédnak

[dos Santos és mtsai, 2013; Hyun és munkatarsai, 2019].
Szoveti transzglutaminaz (TG2)

A TG2 egy multifunkcionalis enzim; kiilonféle extra- és intracellularis kompartmentekben
detektalhato. Intracellularisan kimutathato a citoszolban, a sejtmagban, a mitokondriumokban
és az endoplazmatikus retikulumban (ER). Miikodhet Ca?* -fiiggd keresztktd enzimként,
membran GTP-azként vagy akar szerin/treonin-kinazként is. Az extracelluldris matrixban
korabban beszamoltak arr6l, hogy a TG2 az integrinek ko-receptoraként is kimutathatd [Kuo és

mtsai, 2011; Gundemir és munkatarsai, 2011; Fesus és munkatarsai, 2002].

A TG2 pleiotrop hatasu a jelatviteli folyamatokban, aktivitasdhoz kalcium sziikséges. Az enzim
aktivitasat a guanin-nukleotidok €s mas redox-folyamatok is szabalyozzak. A kalcium vagy a

GDP/GTP kotése konformacios valtozast eredményez, amely szabalyozhatja az aktivitasat
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(nyitott és zart konformécio). Ha a TG2 GTP-kotott, a konformécios valtozas a jelatviteli

folyamatok szabalyozasa felé tolja ez a funkcionalitast.

A kalcium megkotése olyan nyilt konforméciot eredményez, amely altal a GDP/GTP a
keresztkotd funkciot kovetden nem képes az enzimhez kotddni. A TG2 katalitikus aktivitasahoz
magas kalcium-szint sziikséges. Normalis koriilmények kozott azonban a kalcium szintje

alacsony a sejten beliil, mig a GDP/GTP szint magasabb, igy a keresztkoto aktivitas gatolt.

Szamos 0j kutatas szamolt be arrdl, hogy az anti-TG2 antitestek jelenléte vagy az enzim
keresztk6té aktivitasa kimutathatd volt colidkia és Huntington betegségekben is. Coliakia
esetén a betegek bél-nyalkahartyaja TG2-pozitiv volt, mig a gliadin-glutamin-maradékok
keresztkotéssel erds immunogén valaszt eredményeztek, amely révén az erdsen aktivalt T-
limfocitak az enterocitak feliiletét és rétegét karositjak [Marzari és mtsai ., 2001; Martuciello

¢és munkatarsai, 2018; Hietikko és mtsai, 2018].

A szoveti transzglutaminaz expresszidja €s transzamidacios aktivitdsa gyakran Osszefiigg a
gyulladésos valaszokkal. A TGM2 gén expresszidjat az ugynevezett ,kanonikus és nem
kanonikus” NF-«B utvonal is szabalyozhatja. Az atvonal fontos az olyan gyulladast elésegitd
molekuldk eléallitasdhoz, mint példaul a TNF-a, IL-1B, a monocita kemoatraktiv protein 1

(MCP-1) és az IL-6 [Mangala és mtsai, 2005; Kumar és munkatarsai, 2013].
ROS termelés

A reaktiv oxigén formak (ROS) kémiailag reaktiv molekuldk, amelyek nitrogén vagy hidrogén
mellett oxigént iS tartalmaznak. A csoportokat két f6 csoportra osztjak: nitrogén- ¢és
hidrogéntartalmu csoportokra. A peroxidok, a szuperoxid, a hidroxilcsoport, a szinglett oxigén

¢s az alfa-oxigén a reakcioképes fajok legjellemzObb megjelenési formai.

A ROS képes a sejtmembran, a DNS és a fehérjék karositasara, citotoxikus hatassal bir, és
szamos extracellularis és intracellularis folyamat révén termelddhet. A termeléshez
elengedhetelen a mitokondriumok nagyobb aktivitasa. A ROS-t szamos immunsejt eléallithatja

a nicotinamid adenin-dinukleotid-foszfat-oxidaz rendszer (NADPH-oxidaz rendszer) utjan.

Az NB4 sejtekkel végzett kisérletek azt mutattak, hogy az ROS kivaltotta karosodas elkeriilhetd
az intracellularis reduktazokkal [Jing €s mtsai, 1999]. A reaktiv formak eltavolitasat a redukalt

glutation (GSH) ¢és a tioredoxin/tioredoxin-reduktaz (TrX/TrxR) rendszer hajtja végre [Lu és



mtsai, 2007]. Az ROS induktorok, példaul az ATO jelenlétében a semlegesité rendszerek
gatolva vannak, mig a ROS termelése novelhetd [Schroder K. 2019].

Gyulladasos citokinek/kemokinek termelése

A gyulladds az immunrendszer reakcioja korokozokra/patogénekre vagy mérgezd anyagokra
sugarzasra, c€lja a karos hatds eliminalasa és a szovetek regeneracios folyamatanak
meginditasa. Az immun interakciok kellden csokkentik a sériilést vagy a fertdzés veszélyét. Ez
a csokkentd hatas lehetové teszi a szovet homeosztazisanak helyreallitasat és az akut gyulladés
kialakitasat. Ez a biologiai valasz mar a sziiletés idején is megfeleléen miikodik. A szovetek
szintjén a gyulladast eritéma, duzzanat, ho, fijdalom és a szoveti funkcidok romlasa kiséri,
melyet a lokalis immun-, érrendszeri és gyulladasos sejtvalaszok kovetnek a fertézésre és

sériilésre [Ferrero-Miliani és mtsai, 2007; Granger és munkatarsai, 2010].

A szoveti makrofagok altal termelt proinflammatorikus citokinek és kemokinek inicialjak a
kiilonboz6 immunsejtek bevandorlasat a vérbdl. A transzmigracié megkezdéséhez a vérben
levo sejteknek érzékelniiik kell, ahol sziikségesek. Az érzékelést a kapillaris endotélsejtek
felilletén talalhato P- ¢és E-szelektinek kozvetitik, amelyeket az IL-1p vagy TNF-a
gyulladdscsokkentd citokinek kozvetitnek.



Célkitiizések

Az NB4-es sejtek all transz retinsav (ATRA) kezelés hatdsdra neutrofil granulocitakka
differencidlodnak, mely folyamat sordn az egyik legnagyobb mértékben expresszalodo gén a
kettes tipusu transzglutamindz (TG2). Kordbban munkacsoportunk kimutatta, hogy az enzim
hidnydban az NB4-es sejtek csokkent fagocitozis, adhézids, migracidés €és ROS-termeld

képességet mutatnak

Elsddleges célom a TG2 funkciondlis vizsgalata volt. Az analizishez TALEN technologiaval
egy transzglutamindz mentes TG2-KO sejtvonalat hoztunk 1étre vad tipusu sejtekbdl. Mind a
vad tipust mind pedig a TG2-KD and TG2-KO sejtvonalakkaln munkam soran megvizsgaltuk,
hogy az ATRA kezelés hatdsara indukaloédé TG2 enzim milyen formdban jarul hozzad a

differenciacios szindréma (DS) kialakitasahoz.

A biokémiai funkcidk értelmezéséhez elsddleges célom volt a kordbban a laboratériumunkban
vizsgalt gyulladasos citokin/kemokin és ROS-képzd aktivitdsanak meghatarozasa is annak
érdekében, hogy a TG2 mennyisége, illetve jelenléte befolyasolja-e a DS mellékhatasok
sulyossagat. A gyulladas kialakulasanak okat a szekretalt fehérjék, illetve a gyulladdsos gén-

expresszios szinten is célom volt megvizsgalni.

Munkdm masodik részében az ATRA indukalt differenciacids eredmények alapjan egy arzén-
trioxiddal illetve egy TG2 inhibitorral valo kombinalt kezelés hatasainak vizsgalatat tliztem ki
célul. Ennek érdekében a NB4-WT, TG2-C, TG2-KD es TG2-KO sejtek gyulladasos

citokin/kemokin illetve ROS-termel6 képességét vizsgaltam meg.



Anyagok és modszerek

Sejttenyésztés

Az APL sejtvonalakat (DSMZ GmbH) RPMI 1640 HEPES-tartalmu tapfolyadékban (Thermo
Fisher; Life Technologies) tenyésztettiik, 10% (v/v) magzati szarvasmarha-szérummal (FBS)
(Gibco, Paisley, Skdcia), 2 mM L-glutamin és 1% (v/v) 100 U/ml penicillin-streptomycin és
1% (v/v) 100 mM natrium-piruvat oldattal (Sigma-Aldrich, Inc) kiegészitve. A sejteket 37 ° C-

on, 5% CO jelenlétében, normal sejttenyésztési koriilmények kozott tartottuk fenn.

NB4 sejtvonalak generalasa a vizsgalathoz

1) NB4 WT (az APL sejtvonal vad tipusa, vasarolt a DSMZ GmbH-t6l, Németorszag)
2) NB4 TG2-C (nem TG2-shRNS kontroll) [Csomo6s és mtsai, 2010]

3) NB4 TG2-KD (anti-TG2 shRNS) [Csomos és mtsai, 2010]

4) NB4 TG2-ha (vad tipusut NB4 TALEN alapt elnémitasa, heterozigota TG2-KO)

5) NB4 TG2-KO (vad tipusu NB4 TALEN alapt elnémitasa)

A Talen Library Resource (Szouli Nemzeti Egyetem) megtervezte a szoveti transzglutaminaz
gén (TGM2) plazmidjait. A transzfekcid hatékonysaganak igazolasara zold fluoreszcens
fehérjét (GFP) tartalmazo plazmidot és vords fluoreszcens proteint (RFP) tartalmazo
helyettesité riporter plazmidot (pRG2S fluoreszcencia helyettesité riporter PRG2S-CS)
hasznaltunk a LAMOBICS (GeneCopoeia, Labomics) cégt6l (Nivelles, Belgium).

NB4 sejtek transzfekcidja

Az NB4 WT sejteket az Amaxa® Cell Line Nucleofector® V Kit segitségével transzfektaltuk
a gyartd utasitasai szerint. A transzfekcios folyamat soran a plazmid DNS aranya 1:1:1 volt. A
plazmid DNS maximalis mennyisége nem haladta meg a cs6ben 1év6 2 ug-t. A transzfekcio

hatékonysagat a GFP/RFP pozitivitas alapjan értékeltiik a transzfektalt NB4 sejtekben.

Aramlisos citometria és GFP pozitiv sejtvalogatas

A sejteket elemeztiik és szétvalogattuk BD FACSAria ™ [II aramlési citométer segitségével
(BD Biosciences, San Jose, CA). Az apoptotikus sejteket eléremeneti szorassal (FSC) és
oldals6 szorassal (SSC) kiilonitettiik el. A megfeleld valogatashoz a 488 nm és az 561 nm
lézereket alkalmaztuk, fokozott zold fluoreszcens protein (EGFP) és a monomer-red-
fluoreszcens protein (mRFP) gerjesztésére. Az EGFP/mRFP jeleket 530/30 nm és 582/15 nm
savszlirokkel detektaltuk. A sikeresen transzfektalt NB4 WT sejteket az EGFP és mRFP
pozitivitas alapjan valasztottuk ki, majd kortilbeliil 10-12 000 EGFP/mRFP ketts pozitiv sejtet

1) tenyészto csObe 0Sztottuk szét a tovabbi sejttenyésztés céljabol.



Az NB4 sejtvonalak kezelése

A korabban létrehozott (NB4 WT, NB4 TG2-C, NB4 TG2-KD) sikeresen csendesitett NB4
TG2-KO sejtvonal felhasznéaldsaval a retinsavval torténd differencialtatast 11 napig végeztiik.
Kombinalt terapiaként az ATRA-t és az ATO-t két koncentracioban, 0.5 és 2.0 uM-ban
alkalmaztuk 3 ¢és 5 napig. A TG2 szerepének in vitro hasonlosaganak kiértékelésére egy
irreverzibilis TG2 inhibitort, NC9-et alkalmaztunk 30 uM koncentracioban, ATRA-val vagy
ATO-val egyiitt 3 és 5 napig. Az NC9 vegyiilet Jeffrey Keillor W. baratunk ajandéka volt.

A mintak elokészitése Western blothoz

Osszesen 1-2x10° sejtet gytjtottiink dssze és 12 000 fordulat/perc sebességgel 4 °C-on 15
percig centrifugaltuk, majd a pelletet elohtitott 1x foszfatpufferolt sooldattal (PBS) mostuk. A
pelleteket lizispufferrel (50 mM Tris, 1| mM EDTA, MEA, 0,5% Triton X 100, 1 mM PMSF)
lizaltuk, amely protedz inhibitor koktélt (Sigma-Aldrich) tartalmazott 1: 100 higitasi aranyban.
A lizatumokat 5-7 alkalommal homogenizaltuk ultrahanggal 40% -os ciklus intenzitasa mellett
(Branson Sonifer® 450). Szonikalas utan a mintakat 12 000 fordulat/perc sebességgel 4 °C-on
15 percig centrifugaltuk. A kapott feliiliszot Osszegytijtottiik fehérjekoncentracid mérésre
Bradford assay-vel (BIO-RAD). Az 0sszegylijtott tiszta feliiluszo fehérjekoncentraciot 96
lyukt lemezeken (Wallac 1420 VICTOR2 ™ Multilabel counter) mértiik Bradford-teszttel
(BIO-RAD) 595 nm hullamhosszon. Mindegyik mintat haromszor mértiik le, BSA standard
kalibralassal (torzskoncentracié 0,5 mg/ml). A mintdkat 2 mg/ml koncentracidig higitottuk, €s
azonos térfogatu SDS denaturacios pufferrel elegyitettiik (0,125 M Tris-HCI, pH 6,8, 4% SDS,
20% glicerin, 10% MEA és 0,02% bromfenol-kék) majd100 © C-on inkubaltuk 10 percig.
Citoszolikus és nuklearis frakciok elallitasa

Az Osszegyljtott sejtpelleteket szuszpendaltuk elohiitdtt Nukledris izolacios pufferben (Nuclei
Isolation Kit - Sigma-Aldrich NUC101-1KT), kiegészitve proteaz inhibitor koktéllal (Sigma-
Aldrich), PMSF-vel (Sigma-Aldrich) 100: higitasi arany és foszfataz inhibitor koktéllal (Sigma-
Aldrich) 1:50 higitadsi aranyban. Az tjraszuszpendalds utin a lizalt mintdkat 5 percig
centrifugaltuk 500 rcf-en, 4 °C-on, majd a feliiltszot félretettiik mint citoszolikus frakcio. A
maradék pelleteket még kétszer mostuk el6hiitott, nukledris izolacids pufferrel, kiegészitve
inhibitorokkal. A feliilusz6 eltavolitasa utan a pelletet lizispufferben (50 mM Tris, 1 mM
EDTA, MEA, 0,5% Triton X 100, 1 mM PMSF) lizaltuk, 7-10 alkalommal
szonikaltuk/homogenizéltuk. A nuklearis és a citoszolikus frakciokat 12 000 fordulat/perc
sebességgel 4 © C-on 20-25 percig centrifugaltuk. A kapott tiszta feliiliszokat dsszegyiijtottiik

a fehérjekoncentracié méréséhez, melyet nuklearis frakcioknak tekintettiink.



Western blot

Osszesen 20-25 ug teljes fehérje/nuklearis/citoszolikus frakciot SDS-elektroforézissel futtatunk
meg 10-15% SDS-poliakrilamid gélen, majd polivinilidén difluorid (PVDF) membranra
(Millipore) transzferaltuk félszaraz/nedves blot modszerrel. 5% tejpor/1x Tris-pufferolt
sooldattal végzett blotolast és Tween 20 (TTBS) blokkolasi eljarast végeztink 1 oran at
szobahdmérsékleten (vagy egy éjszakan at 4 °C-on). Kiilonb6zé primer antitesteket
hasznaltunk, 0.5% tejporban 1x TTBS-sel higitva, 1: 5 000—1: 10 000 higitasi arany mellett, és
egy éjszakan at inkubaltuk 4 ° C-on. A membranokat haromszor mostuk 1x TTBS-sel 15 percig
szobahdémérsékleten, majd torma-peroxiddzzal jelolt (HRP), affinitas-tisztitasu kecske anti-egér
IgG szekunder antitesttel (Advansta) inkubaltuk 1: 10.000 higitasi ardny mellett 1 6ran at
szobahdmérsékleten. A fehérje savokat ECL kemilumineszcencian alapulé modszerrel
(Advansta) tettiikk lathatova. A blot képeket ProteinSimple Alphalmager® HP késziilékkel
készitettiik/rogzitettiik.

Citospin lemezek készitése

A targylemezek (70% alkohol vagy metanol) el6tisztitasa utan 10 pl homogén mintat és 90 pl
1x foszfattal pufferolt séoldatot (PBS) adtunk a Cytospin ™ cs6h6z (Shandon CYTOSPIN 11,
6511 Bunker Lake Blvd. Ramsey, MN 55303, USA), majd 800 fordulat/perc sebességgel 3
percig centrifugaltuk. A lemezeket szobahdmérsékleten metanollal rogzitettiik és elokészitettilk
a tovabbi festéshez Giemsa-May-Griinwald festékekkel. May — Griinwald és Giemsa (Molar
Chemicals) festékeket desztillalt vizzel higitottuk 1:10 ardnyban. A kordbban rogzitett
metanolos mintakat 10 percig festettiilk may — griinwald-oldattal, majd higitott Giemsa-oldattal
5-30 percig. A targylemezeket desztillalt vizzel mostuk, és szobahdmérsékleten 10 percig
szaritottuk. A fénymikroszkopos képeket és a dokumentaciot FLoid® Cell Imaging Station
miszer (Life Technologies) segitségével készitetiik el.

Nitroblue-tetrazolium (NBT) teszt

Az NB4 sejtvonalak differencidlodésat nitroblue-tetrazolium (NBT) redukcids teszttel (Sigma
Aldrich), a gyartd utasitasai kovetésével értékeltiik. Az 6sszes dokumentacido FLoid® Cell

Imaging Station miiszer (Life Technologies) segitségével késziilt.

Felszini markerek detektalasa aramlasi citometriaval

4x10° sejtet 6 lyuku tenyésztd edényben ATRA-val; ATRA + ATO, ATRA +NC9 és ATRA +
ATO + NC9 kombinaciokban kezeltiik. A sejtek kezelése 11 napig tartott. A kezelés végn
elohiitott 1x PBS-sel mostuk a sejteket, majd 3000 fordulat/perc sebességgel 3 percig
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centrifugaltuk. A pelleteket mostuk, és 1% PBS-t tartalmazo 2% szarvasmarha-szérum-
albuminnal (BSA) inkubaltuk 15 percig, majd centrifugaltuk, mostuk és sotétben 2 6ran at
inkubaltuk a CD11¢/CD11b jeloléssel ellatott fitoerytrinnel (PE) és fluoreszcein-izotiocianattal
(FITC) jelolt Selectin-L human antitesttel 1:25 higitasi aranyban (R&D Systems). A sejtek
geometriai atlagos fluoreszcenciajat hasznaltuk a CDI11¢/CDI11b/Selectin-L  felszini
expressziojanak kiszamitdsahoz az egyes kezelések és a mintdk izotipus-kontroll értékei
alapjan. A kiértékeléshez WINMDI 2.9 szoftvert hasznaltunk.

A szuperoxid aniontermelés meghatarozasa luminollal amplifikalt
kemilumineszcenciaval

A differencialt NB4 sejtvonalak altal indukalt reaktiv O2~ termelést kemilumineszcencia
vizsgalat segitségével mértiik L-012 festékkel (Sigma Aldrich). A reakcio térfogata 100 pl,
amely 1 x 10° sejtet és 5.0 pl L-012-t (100 pM) tartalmazott. Ezutdn 2 ul PMA-t (100 nM)
adtunk, majd az elegyet tovabbi 5 percig inkubaltuk, ezutan kemilumineszcencia-mérést
végeztiink 10 masodperces idok6zonként Synergy Multi-Mode mikrolemez-olvasoval (BioTek
Instruments, Inc). A reakcid altal generdlt ROS (fény) képzddését relativ luminométer
egységekben (RLU) regisztraltuk, és az egyes mintdk fehérjekoncentracio-szintjével
korrigéltuk.

Az NF-kB indukalta luciferaz aktivitas mérést

A transzkripcidra vizsgalatara transzkripcios faktor-érzékeny lentivirus riporter rendszert
(CLS-013-L8 -QIAGEN) tranziens és allando transzfektalasi modszerekben is alkalmaztuk. A
1épésékez a gyartd cég protokollja alapjan hajtottuk végre. A luciferaz aktivitas mérését Bright-
GloTM Luciferase Assay rendszer (Promega) alkalmazasaval végeztiik el. Az eredményeket
Graphpad Prism 8.00 szoftver segitségével validaltuk, a normalizalasi modszerek
alkalmazasaval, a sejtszam és a fehérjekoncentracio alapjan.

Gén expresszios elemzés valos idejii kvantitativ PCR-rel (Q-PCR)

A valos idejli kvantitativ PCR-mérésekhez az 6sszes RNS-t a TRIzol® reagens (Invitrogen)
segitségével izolaltuk, a cég utasitisai szerint. A teljes RNS-t NanoDrop 2000
spektrofotométerrel (Thermo Fisher, Waltham, MA USA 02451) szdmszertisitettiik. Mindegyik
mintat 200 ng/ul-ig higitottuk a reverz transzkriptaz PCR-hoz (RT-PCR). Az RT-PCR-t
nagykapacitasi cDNS reverz transzkripcios kittel (Thermo Fisher) végeztiik 10 uL minta + 10
pl RT-reakcio elegyében. A valos idejii Q-PCR reakcidhoz a kovetkezd TagMan probakat
(ABI, Applied Biosystems, Waltham, MA USA 02451) hasznaltuk: TGM2, NCF2, GPPhox91,
IL-18, MCP-1, TNF-a és GAPDH. Az elemzést az ABI Prism 7900 (ABI, Applied Biosystems)
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alkalmazaséval végeztilk. A relativ. mRNS expresszios szinteket AACt modszerrel
normalizaltuk a GAPDH szintjére.

Enzim-kapcsolt immunabszorbens vizsgalat (ELISA)

A szekretalt gyulladasos citokinek és kemokinek meghatarozasat ELISA-val (deluxe ELISA,
Biolegend) mértiikk. Mindegyik kezelés utan a sejtek feliiluszojat dsszegytjtottiik, tizszeres
higitast végeztiink és 96 lyukt lemezeken analizéltuk MCP-1-re, IL-1B-ra és TNF-a-ra. Az
ATRA ¢és az ATRA + NC9 kezelt és az NB4 sejteket feliiluszoit 11 napig gytijtottik és a
Raybiotech Inc. cég segitségével human citokin kvantitativ méréssel analizaltuk. Az elemzést
kovetden a vallalattol kapott adatok a cég protokollja alapjan normalizélva lettek.

Statisztikai analizis

A statisztikai elemzést a GraphPad Prism 8.00 verzidval végeztiik, hallgatoi T-teszttel és
kétiranya ANOV A-val (Bonferroni posthoc teszt; * P <0,05, ** P <0,01 és *** P <0,001 ****
P <0,0001).
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Eredmények

A TG2 noveli az éro NB4 sejtvonalak fagocitotikus és antimikrobialis erejét

Az NB4 sejtvonalakat differencialtuk ATRA jelenlétében vagy TG2 inhibitorral kombinalva.
Az eredmények azt mutatjak, hogy a differencidlodasi folyamat végbement, azonban TG2
hianyaban vagy egy irreverzibilis TG2 inhibitor jelenlétében lassabban valosul meg. Az NB4
sejtvonalakban meghataroztuk a TGM2 mRNS és a fehérje expresszidjat; mig az NB4 TG2-KO
sejtvonal nem expresszalta a TG2-t, a vad tipusu és az NB4 TG2-C (viruskontroll) sejtvonalak
nagymértékben expresszaltadk azt. 30 uM NC9 hatdsara a TG2 mRNS expresszidja nem
mutatott szignifikans kiilonbséget az ATRA kezelésekhez viszonyitva.

Az ATRA indukalja az L-szelektin és a leukocita B2 integrin receptorok (CD11b, CD11c¢)
expressziojat magas affinitasa allapotukkal az NB4 sejtvonalak sejtfelszinén

Eredményeink azt mutattak, hogy mig az L-szelektin, CD11b és CDllc expresszidja
szignifikansan novekedett a 0. naptol a harmadik napig, majd a 11. napig szinte valtozatlan
maradt a sejtfelszini pozitivitas szempontjabol, addig a sejtek atlagos fluoreszcencia-intenzitasa
jelentdsen megndtt a kezelések soran. Sem a TG2 csdkkent mennyisége, sem annak hianya nem
valtoztatta meg az L-szelektin, CD11b és CD11c sejtfelszini expresszidjat az ATRA-indukalt
differenciacioban. A teljesen aktiv indukalt expressziés mintazat vizsgalatdhoz PMA-t
hasznéltunk 20 percig, hogy megvizsgaljuk, lehet-e tovabb novelni a feliileti expressziot. A
mérések azt mutattdk, hogy a PMA nem volt képes tovabb emelni a CD11b és CDllc
sejtfelszini expresszidjat az alap expressziotol. Ezek az eredmények azt mutattak, hogy a
retinsavkezelés nemcsak fokozta a CD11b és CD1l1c expresszigjat a sejt feliiletén, hanem
kivaltotta nagy affinitasi allapotukat, melyeket CBRM1/5 és CDIllc (3.9. Klon tipust)
antitestettekl lehetett detektalni.

A retinsav altal indukalt TG2 elésegiti az NB4 sejtvonalak oxidativ fellobbanasat
Megallapitottuk, hogy a retinsav altal indukalt differencialédas noveli az NCF2/ P91PHOX
mRNS expressziojat NB4 sejtekben a TG2 jelenlétében. A TG2-KD ¢s a TG2-KO sejtek
kevésbé expresszaltak ezeket a géneket. A TG2 gatlasaval az mRNS expresszio szignifikansan
alacsonyabb szinten maradt, ami jol tiikrozi a TG2 hozzajarulasat a NADPH-oxidaz rendszer
miikodéséhez. A PMA-indukalt teljes ROS-termelést a relativ fényegységben (RLU) mertiik,
normalizalva a sejtek 100 pg-os fehérjetartalmara. Az NB4 WT és TG2-C sejtek szignifikansan
nagyobb mennyiségii ROS-t termeltek, mint a TG2-KD vagy a TG2-KO sejtek, mig a TG2

gatlasa hasonlo hatast eredményezett.
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A TG2 tipikus gyulladasos citokineket és kemokin expressziot indukal NF-kB és
transzKkripcios aktivacio révén

Az NB4 sejtekben a TNFa, IL-1B és MCP-1 mRNS ¢és fehérje expresszios mintazatat tekintve
nagyon hasonl6 eredményeket mutattak a szoveti transzglutaminaz expressziod szempontjabol.
Mig a magas TG2 expresszido megndvekedett mRNS és citokinek/kemokin fehérje expresszid
kisérte, alacsony (NB4 TG2-KD) vagy a TG2 expresszi6 hianya az NB4 TG2-KO sejtvonalban
szignifikansan alacsony szinten maradt mind az ELISA, mind a Q-PCR esetében. A gyulladasos
biomarkereket az ATRA differencialt NB4 WT, TG2-KD, TG2-KO és NB4 WT ATRA + NC9
kezelt sejtek feliiliszdjabol human citokin kvantitativ tobbjeloléses ELISA segitségével
azonositottuk. A 200 fehérje koziil 50 volt kimutathato az NB4-es sejtek feliiluszojaban. Az 50
kimutathat6 fehérjébol 44 expresszalodott TG2-fiiggd modon, amelyekbdl 18-at azonositottunk
NF-xB transzkripcios faktor célgénekkel, melyek megtalalhatok voltak az USA Boston NF-kB
célgén-adatbazisaban (Boston University Biology; 2018). Megallapitottuk tovabba, hogy a TG2
eltérd expresszios szintjel a sejtvonalakban a kezelések soran az NF-kB promoter altal vezérelt
luciferaz riporter aranyos aktivitasaval jar, és a jol ismert exogén induktor, TNF-a nem volt
képes tovabb emelni azt. Ezen tilmenden, a TG2 gatlasaval, az aktivitds szignifikdnsan

csOkkenthetd volt azokban a sejtvonalakban, amelyekben a TG2 expresszalddott.

Y&V 4

jelentésen csokkent a TG2 inhibitor NC9

Az 1 uM ATRA + 30 uM NC9 kezelt NB4 sejtek kevesebb mennyiségii TG2-et expresszaltak,
mint azok a sejtek, amelyeket csak ATRA kezelést kaptak. Az NC9 a TGM2 mRNS
expresszojat azonban nem valtoztatta meg. Az ATRA differencialt sejtekben nemcsak az total,
hanem a citoszodlikus és nuklearis frakciok is nagymértékben tartalmaztak TG2-t. Ugyanakkor
az ATRA + NC9 kezelés szignifikdnsan megnovelte citoszolikus TG2 és csokkentette nuklearis
TG2 expressziot, a csak ATRA-val kezelt sejtekhez képest. Ezen tulmenden a teljes p65/Rel A
¢s a nuklearis mennyisége IS csokkent a TG2 inhibitor jelenlétében. A foszfo (Ser536) -
p65/RelA expresszidja, amely a dimer p65/RelA komponensének ,.transzkripcidsan aktiv”
formdja, nagyon hasonl6d volt ahhoz, amit megfigyeltiink a TG2 fehérje esetében a total,
citoszolikus és sejtmagi frakciokban. TG2 inhibitor jelenlétében a TG2 fehérje expressziojanak
csokkenését tapasztaltuk, melyet MGI132-es proteoszoma gatloval vizsgaltunk meg.

Amennyiben gatoljuk a fehérje lebontast, igy a TG2 szintje nem valtozik.
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Az ATO morfologiai és sejtszam-valtozasokat indukal az ATRA + ATO kezelés soran
differencialt NB4 sejtekben, dozisfiiggé modon

Eredményeink azt mutatjak, hogy 6t napos differencialodas utdn az ATO i1dd- és dozisfiiggd
citotoxikus hatast valt ki, sériilt és késoi apoptotikus-nekrotikus NB4 sejteket eredményezve. A
magasabb ATO-koncentraciok erésen tarsultak az apoptotikus és nekrotikus sejtek szamanak
novekedésével. Magasabb apoptotikus arany volt kimutathato az ATRA + ATO 2.0 uM
kombinalt kezelésnél, mint az ATRA + ATO 0.5 uM, mig az differencidlt sejtek szama
alacsonyabb volt az NB4 WT és NB4 TG2-C sejtvonalakban. Osszességében a Giemsa-May-
Griinwald festés alapjan magasabb foku apoptdzist vagy nekrozist figyeltiink meg a TG2-KD
vagy a TG2-KO sejtekben.

Az ATRA és az ATO 6nmagaban indukalja a ROS termelését és az NCF2 és GPphox91
MRNS expressziojat differencialt NB4 sejtvonalakban, amelyeket az ATO dézisfiiggé
modon valtoztat meg

Mindkét gént, az NCF-2/P67PHOX és a GP91PHOX mRNS expresszids szinteket 1 uM
ATRA, 0.5 uM és 2.0 uM arzén utan, és kombinalva, ATRA + ATO kezeléssel 6t napig mértiik.
Megfigyeltiik a TG2-fliggd mRNS-expressziot az ATRA kezelés utan, mig az ATO-kezelések
szinte hasonlokat eredményeztek az NB4 vad tipusu sejtekben a retinsavhoz viszonyitva. Az
irodalmi adatok alapjan, amire szamithattunk, hogy az ATRA vagy az ATO 6nmagéban is
fokozhatja a ROS termelddését, a NADPH-oxid4z rendszer fokozasaval megerdsitettiik ezt a
jelenséget, de kombinacidoban (ATRA + ATO, 0.5 és 2.0 uM) a gén expresszidja az értékek
alacsonyak voltak, csak a kezeléseknél. Az NCF2 és a GP91PHOX mRNS expresszios értékeit
szinkronizaltuk a ROS termelddésével, kiillonosen az ATRA + ATO 2.0 uM kezelés utan. Az
NB4 sejtvonalakban azt talaltuk, hogy ahol a TG2-t az ATRA kezelés indukalta, az NCF-
2/P67PHOX ¢és a GP91PHOX mRNS szignifikansan alacsonyabb expresszios szintjét mértiik
az NC9 jelenlétében, 0sszehasonlitva az ATRA kontrollokkal. Az ATRA + ATO + NC9 kezelt
sejtekben az NC9 szignifikansan csokkentette a ROS termelddését 5 nap utain ATO

koncentraciotol fiiggd modon.
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A TG2 jelenléte szabdlyozza a TNF-a, IL-1-p és MCP-1 gének expresszidjat és fehérje
szekréciojat differencialt NB4 sejtekben

Az ATO 6nmagaban nem indukal gyulladasos citokineket ¢s kemokineket. Az MCP-1, IL-1p
¢s TNF-a koriilbeliil 50%-kal alacsonyabb volt a kombindlt ATRA + ATO 2.0 uM-0s
kezelésnél, mint dnmagaban a retinsav esetében, de ezeket az értékeket tovabb csdkkentek
TG2-mennyiségétdl fiiggd modon. Ot nap elteltével azt tapasztaltuk, hogy az NB4 vad tipust
sejtek esetében az ATRA + ATO 2.0 uM kezelés soran az MCP-1, IL-1 és TNF-a termelés
nagyobb mértékben csokent csokkent (5x, 10x és 20x alacsonyabb értékekkel). 6sszehasonlitva
a kontrollokkal) az NC9 kezelés soran, kiilondsen a TNF-a esetében, 6sszehasonlitva az ATRA
kezelés eredményeivel.

Diszkusszié

Az all-transz-retinsav (ATRA) terapia az egyik leggyakrabban alkalmazott szer az akut
promielocita leukemia (APL) kezelésére. Az ATRA indukalja a leukémia sejtek terminalis
differencidlodasat neutrofil granulocitakkd, mig az arzén-trioxidot (ATO) a kézelmultban egy
alternativ, hatékony gyogyszerként alkalmaztdk az APL kezelésére. Az ATO kombinalva
ATRA-val szinergetikus hatast fejt ki, amely dozisfiiggé modon eldsegiti az APL-es betegek
talélését. Az ATO transzkripcios faktorokon keresztiil képes aktivaljak a cellularis jelatviteli
utvonalakat, amelyek reaktiv oxigén forméak (ROS) képzddését eredményezik a NADPH-
oxidaz rendszeren keresztiil. Ezek az eredmények magyarazzak az arzén trioxid azon
képességét, hogy részleges differencialodast €s apoptozist indukaljon, tovabba remissziot a

PML-RARa degradacidjanak meginditasaval APL-es betegekben [de Thé és mtsai, 2017].

Az ATRA-indukalta sejt differencialodas NB4/APL rendszerben jol modellezhets. A
differencialodasi folyamat tobb gén modulalasat foglalja magaban, mely funkcionalis neutrofil
granulocitakat eredményez a folyamat végeztével. Az NB4 sejtek ATRA altal indukalt érésében
az egyik legszabalyozottabb gén a szdveti transzglutaminaz (TG2). A TG2 expressziojanak
NB4 sejtekben (NB4 TG2-KD) torténd csendesitése hatassal volt a reaktiv oxigén formak
(ROS) termelésére; a citokin/kemokin mRNS és fehérje expresszioira, az érett neutrofil

~~~~~~~~

Csomos és mtsai, 2010].

A differencidlodasi szindromat hirtelen megjelend 14z jellemzi; pleuralis és pericardialis
folyadék; hipotenzid, érrendszeri kapillaris szivargas, 1égzési zavar és a vér alvadasi hidnya
miatt stlyos vérzés [Larson és mtsai, 2003; Chen és munkatarsai, 2011]. Ezt szamos

gyulladésos citokin / kemokin, példaul a tumor nekrézis faktor-a (TNF-a), az interleukin-1f3
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(IL-1B) és a kemokinek, példaul a monocita kemoattraktans protein-1 (MCP-1/CCL2)
felszabadulasa valtja ki [Luesink és mtsai, 2009].

Az elmult évtized irodalmabol tudjuk, hogy két lehetséges molekuldris mechanizmus felelds a

sulyos mellékhatasokért:

1) az akut promicloid sejtek differencialodasi folyamata és

2) ezen differencialodo sejtek infiltracioja a lagy szovetekbe.

Ezeknek a biokémiai folyamatoknak a sejtadhézios molekulakra, példaul szelektinekre,
integrinekre ¢és oldhatd medidtorokra (gyulladascsokkentd citokinek/kemokinek) van
sziikkségiik, amelyek kivaltjdk a receptorok aktivalasat, és a nyugvo immunsejtek
adhézidés/migracidés aktivalasat. Az ATRA-indukalt differencidloddas a gyulladasos
citokinek/kemokinek és adhézids molekulak fokozott expresszidjaval jar [Balajthy és mitsai,

2006; Luesink és munkatarsai, 2009; Csomos és mtsai, 2010].

A pro- ¢és gyulladésos citokinek/kemokinek termelése szerepet jatszik a differencialt APL-
az APL-sejtek altal kozvetitett szervkarosodas szempontjabol, ezt a folyamatot tobbszor
megfigyelték a differencialddasi szindromaban [Harada és mtsai ., 1994; Luesink és mtsali,
2009]. A 16 citokinek és kemokinek, példaul a TNF-a, IL-1B és MCP-1/CCL2 transzkripcioja
az NF-kB utvonalon torténik. Eredményeink azt mutatjdk, hogy az ATRA altal indukalt
differencialodas a gyulladasos citokinek/kemokinek magas expressziojaval jar az mRNS és az
NB4 sejtekben szekretalt fehérjék szintjén, ami Onmagiban az ATO-kezeléssel nem
kimutathat6. Az NF-kB dimer magba torténd transzlokacidja kiilonféle gyulladasos gének
1B, IL-8, IL-9 és MCP-1. A TNF-a-t korabban 0,8—1,2 ng/L koncentracioban detektaltak APL
/DS betegekben, ami kapilldris szivargast, valamint a tiido, a sziv és a vesemiikodés zavarat
okozta [Tang és mtsai, 2017]. A differencialodo APL/NB4 sejtek stimulaljak extravazacidjukat
¢s kiilonféle szervekbe torténd migracidjukat gyulladasos citokinek, kemokinek ¢és

interleukinek (TNF-a, MCP-1, IL-1p) eldallitasaval autokrin modon.
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Az ATRA 4altal indukalt potencialis gyulladasos vagy gyulladésos citokinek / kemokinek teljes
skalajanak vizsgalata céljabol egy Human 200 citokin-kvantitativ analizist (Raybiotech)
hasznaltunk, mely segitségével 11 napos retinsav-indukalta differencialodas altal kivalasztott
molekuldk azonositasa ¢€s kiilonféle csoportokba vald besorolésat tette lehetové:

1) TG2-fiiggd

2) TG2 és NF-«kB fliggd

3) TG2-t61 fiiggetlen, de NF-kB-fliggd

4) TG2-figgd, de NF-kB-fiiggetlen

A jol ismert NF-xB utvonalon termel6dé citokineket és a kemokineket elemeztiik a human
citokin ,,array” eredményekkel 6sszhangban. Az 6sszes 480 molekula koziil 50 olyan fehérjét
talaltunk, amelyek kimutathatok voltak a differencialt NB4 sejtek feliiluszojaban. Az 50
kimutathat6 fehérjébol 44 expresszalodott TG2-fiiggd modon, amelyekbdl 18-at azonositottunk
NF-«B transzkripcids faktor célgénekként.

A vad tipusu sejtekben, ahol a TG2 fehérje mennyisége magas szinten expresszalddik, az NF-
kB dimer fehérje expresszidja, valamint a foszforilalt és transzkripcios aktiv p65 expresszid
egyiitt magas volt. A TG2 gatlasa hatdsara a p50 és a foszfor-p65/RelA (Ser536) szignifikdnsan
alacsony szintjével, ami arra utalhat, hogy a TG2 expresszioja az NB4 sejtek gyulladasos

crer

parhuzamba.

A citokinek és a kemokinek megnovekedett szekrécidja mellett a differencialdé APL sejtek
nagymértékben képesek reaktiv oxigén formak (ROS) eldallitasara, ami karositja a kornyezd
szoveteket. Az ATRA altal indukalt differenciacioval osszefiiggé ROS-termelés a NADPH-
oxidaz rendszer két elemének, az NCF-2/P67PHOX és a GP91PHOX emelkedett expresszidja
mellett megnovekedett ROS-termelést és ennek kovetkeztében sulyosabb szervkarosodas
lehetségét eredményezi. Az arzénterapia esetében az ugynevezett ,,oxidativ stressz” a kezelés

egyik f6 kovetkezménye, amelyet a reaktiv oxigén formék indukalhatnak.

Az ATO onmagaban kivalthatja az NCF2/P67PHOX és GP91PHOX mRNS expresszios
szintjének novekedését, valamint a ROS termelését, hasonloan az ATRA-hoz differencidlt NB4
sejtvonalakban. Az ATO 6nmagaban képes meginditani a sejtek apoptozist, hatalmas ROS-
termeléssel, mig a gyulladasos citokintermelés sokkal kevesebb, mint az ATRA-kezelés

esetében. Ezenkivill az ATO jelenléte nem indukalta a TG2-t. Az ROS képzddése és a
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mitokondrialis membranpotencial valtozdsa mellett az NB4 sejtekben az arzén morfologiai
valtozasokat is eredményez [Zhang és mtsai, 2010]. Az apoptotikus sejtek szama az ATO-
kezelésto] fiiggden koncentraciotol és id6tdl fiigg. Eredményeink alapjan az ATO-koncentracio
citotoxikus még a kezelés korai szakaszaban is, amikor meghaladja a 0.5 uM-t. Mivel az arzén
gyorsabban képes eliminalni a PML-komponenst, a kombinalt terapiak az elmult évtizedben
egyre nagyobb érdeklddést mutattak. Az ATO-kezelés masik olyan jotékony hatisa, amely

kombindcioban elpusztitja a leukémiat inicialé sejteket (LIC), elkeriilve a betegség masodik /

crer

Amikor a sejteket ATRA + ATO-val kezeltiik, az NB4 WT és TG2-C sejtek nagyobb talélési
aranyt mutattak, mint a csak ATO-val kezelt sejtek. Megallapitottuk tovabba, hogy az ATRA
indukalta TG2 védéfehérjeként mutatkozik meg az ATO altal kivaltott sejthalal ellen a
differencidlodaskor. Az NB4 TG2-KD ¢és TG2-KO sejtekben az ATRA + ATO kezeléseknél
magasabb sejthalal aranyt detektaltunk, az egyre névekvé szamu apoptotikus és nekrotikus
sejtek formajaban. Aramlasi citometridval megvizsgaltuk az Annexin-V és a Propidium jodid
szazalékos aranyat az ATRA + ATO kezelés soran, és azt talaltuk, hogy TG2 nélkiil az
Annexin-V pozitiv sejtek szama és ezen keresztiil az apoptozis szignifikansan magasabb volt a
vad tipusu sejtekhez képest. Ezen adatok alapjan arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy a
csokkentett TG2 mennyiség fokozta az NB4 sejtek érzékenységét a kombindlt ATRA + ATO

kezeléssel szemben, szignifikansan magasabb apoptotikus és nekrotikus aranyokkal.

Az ATRA és az ATO 6nmagaban is szignifikdnsan ndvelheti a szuperoxid termelddését. A ROS
termelésének kétszeres csOkkenése volt kimutathatd az ATRA + ATO-ra adott valaszban,
Osszehasonlitva az egyszeri ATRA vagy ATO kezelésekkel. Mig az atipikusan expresszalt TG2
a differencialt NB4 sejtekben javithatja a NADPH-oxidaz rendszer miikodését, magas ROS
termelést eredményezve, addig a TG2 hiany a TG2-KD vagy a TG2-KO sejtekben
szignifikansan alacsony ROS termeléssel jar, ami tovabb tovabb csokkenthetd az ATRA + ATO
kezelésekkel.

A gyulladast eldsegitdé és gyulladasos fehérjetermelés szignifikdnsan alacsonyabb volt a
csokkent (TG2-KD), vagy még kevésbé a TG2 (TG2-KO) hidnydban. Ezek az eredmények
alatdmasztjak azt a hipotézist, miszerint az ATRA indukalta a TG2 expressziot, hogy pozitiv
modon befolyésolja az NF-kB utvonal aktivitasat. A TG2 atipikusan magas expresszidja mellett
az NF-xB ut szignifikansan nagyobb aktivitast mutatott a luciferaz riporter génben mért ATRA

kezelés soran, mig a TG2 hianya vagy csokkent expresszid alacsonyabb luciferdz riporter gén
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aktivitast eredményezett. Az NC9 jelenlétében, amely a szdveti transzglutaminaz
visszafordithatatlan transzamidaz helyspecifikus inhibitora, a TG2 konformacids egyenstlya a
zart GTP-koto forma helyett a nyitott konformacié felé tolodik el, amelyet egy dezorganizalt
GTP-kot6 hely jellemez [Eckert és mtsai , 2015]. Eredményeink szerint az NC9 altal indukalt
konformacios valtozasok a szdveti transzglutaminaz fehérjében szignifikdnsan csokkentik az

NF-kB jelatviteli utvonalat.

Az ATRA + NC9 kezelés hatasara az 0sszes TG2 fehérje mennyisége csokken, és a TG2
nukledris transzlokacidja csokken, novelve a citoszolikus TG2-t. A redukalt nuklearis TG2
Osszefliggésbe hozhato a csokkent p50, p65/RelA és foszfo-p65/RelA fehérjék teljes szintjével
az NB4 WT sejtek magjaban, mig a p65, a foszfo-p65 transzkripciosan aktiv formajanak szintje
(Ser 536) szignifikdnsan megndtt a citoszolban. Ezek az eredmények arra utalnak, hogy a TG2
egy GTP-hez kotott, ,,zart” konformacioban atjuthat a magba, és kovetkezésképpen segiti a p65
transzlokaciojat is. Amikor az NC9 modositja a TG2 szerkezetét, mind a TG2, mind a p65/RelA
felhalmozodik a citoszolban, igy az NF-xB 1t alacsony transzkripcidés aktivitasat

eredményezve.

Ezek a kisérletek azt mutatjak, hogy a TG2 kulcsfontossagu eleme a gyulladas kialakulasaban

crer

a retinsav-terapia ezen sulyos mellékhatasainak kialakulasat. A TG2-fliggé folyamatok célzott
elnyomadsa enyhitheti a retinoid kezelés altalanos és potencialisan halélos toxicitasat APL/DS-

ben szenvedd betegek esetében, ami a jovObeni potencidlis terapids stratégia lehet.
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