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A szdveti transzglutaminaz kifejez6désének szabalyozasa egér apoptotikus timocitakban

1. BEVEZETES

Az apoptézis

Az apoptozis kifejezést Kerr, Wyllie és Currie vezette be, 1972-ben. Mikroszkopikus strukturalis val-
tozasokat azonositottak a sejtekben, mint a sejt zsugorodas, nuklearis fragmentacio, kromatin konden-
zacio és kromoszomalis DNS fragmentacio. Tovabba azt is megfigyelték, hogy az apoptotikus sejtek

plazmamembranja radikalisan kiilonbozik az €16 sejtekétol.
Az apoptézis mechanizmusa

Az apoptozis egy meglehetésen komplex folyamat. A legutobbi két évtized kutatasai két f6
apoptotikus Gtvonalat azonositott: az extrinzik — vagy halal receptor utvonalat —, és az intrinzik —
mitokondrialis —, utvonalat. Késébb kimutattak, hogy ez a két utvonal kommunikal egymassal. To-
vabba egy teljesen fliggetlen utvonalat is azonositottak, ami a T sejtek altal kozvetitett citotoxikus
folyamatokat inditja el perforin-, granzim fliiggd itvonalakon keresztiil. Ez a harom apoptotikus tvo-
nal végiil a végrehajto kaszpaz 3-at aktivalja, ami DNS fragmentaciohoz, citoszkeletalis és nuklearis

receptor ligandok expresszidjahoz és végiil a klasszikus fagocitozishoz vezet.
Apoptozis a timuszban

A timusz egy els6dleges limfoid szerv, mely tobb lebenybdl épiil fel. Az immunkompetens T
limfocitak kialakulasaért felelés CD4*CD8" sejtek dupla negativ csontveldi progenitorokbal alakul-
nak ki. A timuszban talalhaté molekulak miligje iranyitja ezt a folyamatot, amelyet kiilonb6z6 sejtek,
pl. dendritikus sejtek, makrofagok, endotelialis sejtek, fibroblasztok és timusz eredetii epithelialis sej-
tek szekretalnak. A CD*CD®" dupla pozitiv timocitidk 90%-a elhal a negativ és pozitiv szelekci6 so-

ran. Amennyiben ez a bonyolult folyamat zavart szenved, autoimmun betegség alakulhat ki.
Apoptotikus sejtek eltakaritisa

In vivo, az apoptotikus program fagocitozissal fejezédik be. A makrofagok kulcsfontossagu szereppel
birnak ebben a folyamatban. Az apoptdzis korai stadiumaban az apoptotikusan elkotelezett sejtek ,,ta-

14lj meg” szignalokat bocsatanak ki, ilyenek lehetnek a nukleotid trifoszfatok (ATP/UTP),
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lizofoszfatidil kolin, CX3CL1 kemokinek, amelyek elindithatjak a professzionalis fagocitak migraci-
ojat. Ezutan az un. ,,egyél meg” jeleket teszik elérhetévé a sejtfelsziniikén. Az egyik legfontosabb
egyél meg szignal a foszfatidil szerin (PS) mely fagocita receptorok altal felismerhet6 (Bail, Tim-4,
Stabili-2). Illetve mas hidképz6 molekuldk is részt vehetnek a folyamatban, pl. Milk Fat Globule-EGF
Factor 8 (MFG-EB). Végiil a fagocitalt sejtrészecskék a fagolizoszémalis Gitvonalon keresztiil emész-

tédnek meg.

A professzionalis fagocitak altali apoptotikus sejt eltakaritas evoliiciosan konzervalt folyamat, amely
megakadalyozza a citotoxikus immunogén sejtalkotok kiszabadulasat. A megfeleld eltakaritas hianya-
ban az elhal6 sejtek masodlagos nekrozison mennek keresztiil, ami gyulladashoz vezet és jelenlegi
tudasunk szerint akar autoimmunitashoz is. A legfontosabb kiilonbség az apoptotikus sejtet vagy bak-
tériumot felvevd fagocita valasz kozott, hogy az apoptotikus sejtfelvételt gyulladascsokkentd
citokinek szekrécidja koveti, pl. IL-10, TGFp, vérlemezke aktivalo faktor, prosztaglandin E2,
adenozin. Ezzel egy id6ben a proinflammatorikus citokinek produkcidja gatlodik, igy megakada-
lyozva a gyulladast és autoimmun valaszokat. Fontos megemliteni, hogy az apoptétikus sejtek eltaka-
ritasanak defektusai autoimmun betegségekhez vezetnek, pl. szisztémas lupus erythematosus (SLE),

reumatoid artritisz.
A makrofagok altal szekretilt molekuldk apoptézist valtanak ki a timuszban

Tobb csoport, beleértve a miénket is, igazolta, hogy a fagocitdzis soran kibocsatott molekulak gatoljak
a gyulladaskeltd citokinek termelését (TGFp, adenozin, retinoidok). Ezek az anyagok autokrin modon
a makrofagokon is hatnak, de a dupla pozitiv timocitak is kifejezik az ezeket felismerd receptorokat.
Ezek a mediatorok kritikus szerepet toltenek be a proapoptétikus timusz kornyezet kialakulasaban,

amely eltakaritja az autoreaktiv timocitakat.
TGFp

A transzformald novekedési faktor béta jelatvitel kritikus szerepet jatszik a sejtek novekedésében,
differencialodasaban és mas bioldgiai folyamatokban. A jelatviteli utvonal a szerin/treonin receptor
kinazok oligomerizalédasaval kezdddik, amely a citoplazmatikus SMAD jelatvivé faktorok
foszforilalodaséhoz vezet. Erdekes modon az apoptotikus sejtek felismerése TGFp szekrécidhoz vezet
a makrofagokbol. Ugyanakkor, a fagocitak TGM2-t is termelnek, ami aktivalja a TGFB-t. Az elhalo
timoctdkban a TGFp indukalja a TGM2 kifejez6dését és fokozza az apoptdzist, mig a makrofagok

fagocita kapacitasat megndveli és csokkenti a gyulladasos citokinek kibocsatasat.
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Adenozin

Az adenozin egy purin nukleozid, amely a sejtekbdl felszabadulva, vagy extracellularisan keletkezve
eljut a kdrnyezd sejtek receptoraihoz. Négy adenozin receptor 1étezik, amelyek mindegyike G fehérje-

kapcsolt receptor: Al, A2A, A2B, A3.

Hasonloan mas Gs fehérje-kapcesolt receptorhoz, az A2 A receptorok adenilat ciklaz medialt Gtvonala-
kon keresztiil kommunikalnak a downstream jelatviteli egységekkel. Az enzim aktivacié masodlagos
hirvivé molekula cAMP novekedéshez vezet, amely a protein kindz A enzimet aktivalja. A PKA ez-
utan a CREB-et foszforilalja, ami ennek kovetkeztében a cAMP valaszado elemekhez kotédik a ge-
nomban és gének expresszidjat valtoztatja meg. Az A2AR aktivacid képes a MAPK jelatviteli utvo-
nalon keresztiil is kommunikalni a sejtmaggal, ezaltal egy alternativat szolgaltatva. Az A2AR maga-
san expresszalodik azokon az immunsejteken, amelyek az immunvalasz szabalyozasaban vesznek
részt, pl. makrofagok, dendritikus sejtek, hivo sejtek, neutrofilek, endothelialis sejtek, ami el6re vetiti

a széleskorli immunregulatorikus funkciojat.

Retinoidok

Az ATRA (all-transz retinsav) és 9-cis retinsav fiziologias ligandjai a retinsav —, és retinoid X recep-
toroknak (RXR). Ezek a transzkripcids faktorok a magreceptorok szupercsaladjaba tartoznak és ligand
fiiggd direkt modon DNS-hez kotédd transzkripeids regulatorokként valtak ismertté. Az RXR egy
altalanos heterodimerizalo partnere tobb magreceptornak, pl. retinsav receptornak (RAR). Az RXR
heterodimerizacios kapacitasa sziikséges a partnerek megfelel6 kotéséhez és a génexpresszio szaba-
lyozasahoz. Az RXR heterodimerek aktivalhatok az egyik (nem permissziv: RXR-RAR), vagy mind-
két oldalrol (permissziv RXR-liver X receptor).

Transzglutaminaz 2 (TGM2) egy multifunkcionalis enzim, élet és halal eldontéje

A TGM2 egy egyedi és széles korben expresszalodo tagja a transzglutaminaz enzim csaladnak, emiatt
szoveti transzglutaminaz néven is ismert. Az elsddleges enzimatikus aktivitasan tal (a polipeptid lan-
cok Ca2+ fliggd transzamidalasa), G-fehérje, protein diszulfid izomeraz, protein kindz és DNS
nukleaz funkcioval is rendelkezik. A TGM2 szamos bioldgiai folyamatban vesz részt, tobbek kozott
az apoptozisban is szerepet jatszik. A f6 apoptdtikus funkcidja a keresztkotd aktivitasan keresztiil

valosul meg. Az enzim aktivalodasa erdsen keresztkotott protein polimerek megjelenéséhez vezet az
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apoptotikus sejtkompartmentekben. Ezek a fehérje aggregatumok fontos szerepet jatszanak a karos

intracellularis komponensek visszatartasaban.

Erdekes modon a TGM2 nem csak segiteni tudja az apoptézis folyamatat, hanem gétolni is. A timocita

apoptozis soran inkabb pro-apoptotikus aktivitassal rendelkezik.

A makrofagok altal termelt molekuldk szabélyozzik a TGM2 expressziéjat az elhalé

timocitakban

A TGM2-1r4l régbta tudjuk, hogy szerepet jatszik az in vivo timocita apoptozisban. Amig a TGM2
er6sen indukalodik az in vivo program soran, ugyanannak a stimulusnak a jelenlétében in vitro nem
tapasztaltunk indukciot, amely arra utal, hogy az in vivo szoveti kornyezetben 1év6 mas szignaloknak
kell indukalnia a TGM2 kifejez6dését. Késébb laborunk megmutatta, hogy az apoptotikus timocitakat
fagocitaldo makrofagok altal termelt molekulak — retinoidok, TGFp, adenozin —indukaljak a TGM2

kifejezodését.
A Tgm?2 promoéter centrikus térképezése

A Tgm?2 féként transzkripcionalis szinten szabalyozodik, illetve bemutattak, hogy a human Tgm?2
promoter szamos jelatviteli molekulara valaszol. A retinoidok az egyik legjobban ismert aktivatorai a
human Tgm?2 promoternek. A retinoid valaszado elemeket -1,7 kb-re azonositottak a transzkripcios
starthelyhez (TSS) viszonyitva. A promoter tartalmaz még TGFf valaszadd elemet, amely -0,9 kb-re

helyezkedik el a gén TSS-éhez viszonyitva.
Az intergenikus enhanszer elemek helyének és jellemzdinek térképezése

A tobbsejtli szervezetekben a cisz-regulator elemek szétszortan helyezkedek el a genomban, sokszor
egészen tavol a célgénjeiktdl.

Az enhanszerek kritikus regulatorai a génexpresszionak, amelyek mutacidja orokletes betegségeket
okozhat. Ezek a DNS szekvenciak képesek transzkripcids faktorokat és preiniciacios komplex tagokat
rekrutalni és kapcsolatba 1épni a célgénjeikkel az tin. kromatin hurokképzési mechanizmusokon ke-
resztiil. Az enhanszereken kotédo transzkripcios faktor komplexek képesek ATP fiiggé kromatin
remodellalo komplexeket rekrutalni, ezaltal Gjrairni a kromatin szerkezetet és facilitalni a transzkrip-
cids iniciaciot és elongaciot. ChIP-seq kisérletek segitségével tobb enhanszer markert azonositottak
napjainkban, amelyek segitségével a genom szintli enhanszer térképezés megvalosulhatott. Bizonyos

hiszton acetiltranszferazok (CBP/P300) és hiszton modositasok (H3K27ac, H3K4mel, H3K4me?2)

5
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kotési profilja alapjan azonosithatok a sejtspecifikus enhanszer elemek. Tovabba, a nemrégen azono-
sitott enhanszer eredetil transzkriptek (eRNS) egy tjabb, és talan a legjobb aktiv enhanszer markerként
hiresiiltek el. Ezeknek a markereknek a kombinacidja egy egyedi lehetdséget biztosit arra, hogy egy

bizonyos sejttipusban feltarjuk egy gén lehetséges aktiv enhanszer készletét.

A legujabb szekvenal6 technologidkat felhasznalva, az ENCODE konzorcium tobb szaz genom szintii
adat szettet publikalt, 30 cikk formajaban, 2012-ben. A konzorcium célja a human és egér cisz-regu-
lator elem halozatanak azonositasa volt. A hatalmas mennyiségii teljes genom szintii adat 6riasi lehe-

téségeket biztosit arra, hogy azonositsuk a vizsgalt gének lehetséges enhanszer készletét.
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2. CELKITUZESEK

Munkacsoportunk korabban mar kimutatta, hogy a TGM2 in vivo indukalddik, de in vitro nem, mely
arra utal, hogy a szoveti kdrnyezetben jelenlévé mas szignalok is hozzajarulnak a TGM2 indukcidja-
hoz. Eddigi eredményeink azt mutatjak, hogy az apoptotikus sejteket fagocitalo makrofagok altal ter-
melt retinoidok és a TGF-p részt vesznek ebben a folyamatban. Mivel az adenozint ugyancsak terme-
lik a makrofagok, ugy dontottiink, hogy
. vizsgalni fogjuk az adenozin lehetséges szerepét a TGM2 kifejez6désében, apoptotikus
timocitakban.

e meghatdrozzuk a elhalo timocitak eltakaritdsa soran keletezé adenozin eredetét

A TGM2 fehérje in vivo megjelenése az elhalé timocitakban ugy tlinik transzkripcids szinten szaba-
lyozodik. Az irodalomban mar korabban ismert volt, hogy a TGM2 promotere tartalmaz TGFp és
retinoid valaszado elemet. Az eddigi tanulmanyok viszont csak a gén promoterére korlatozodtak.
Ezért ugy dontottiink,
. azonositjuk a szoveti traszglutaminaz Cisz-regulator elemeit a timocita apoptozis soran
. és karakterizaljuk oket,
o eRNS produkci6é mérésével,
o transzkripcios faktorok kotését (RXR, RAR, CREB, SMAD4),
o  koaktivatorok (P300, CBP) és H3K27ac hiszton marker feldastlasat vizs-

galva.
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3. ANYAGOK ES MODSZEREK

Kisérleti allatok

Kisérleteink soran 4 hetes és vad tipustt C57BL/6 egereket hasznaltunk. Néhany kisérletben A2A re-
ceptor hidnyos egeret hasznaltunk. Minden kisérlet a Debreceni Egyetem Munkahelyi Allatkisérleti
Bizottsaga (DEMAB) engedélyével tortént.

in vivo timocita apoptdzis kivaltasa

4 hetes egereket intraperitonealisan oltottunk 0,3 mg DEX-al - DMSO/fiziologias sdoldatban beoldva
-, igy indukalva az apoptotikus timocitak keletkezését a timuszban. A kontroll egerek a kezelt egerek-
kel megegyez6 dozisban kaptak DMSO/fiziologias sooldat keveréket. Az oltas utan timuszt eltavoli-
tottuk az egerekbdl a kisérletekben megjelolt kezelési idoket kovetden. A timusz eltavolitasat kove-
téen mértiik a kontroll és a kezelt egerekben a timusz stlyat, ebbdl kovetkeztetve az elhalt sejtek

mennyiségére a kezelt egerekben a kontroll egerekben mért timusz sulyhoz képest.
Timocita kultura

Az izol4lt timocitakat (1x107/ml) 10 %-os aktiv szén kezelt FBS -t tartalmazé RPMI 1640 médiumban
kezeltiik, a médiumot kiegészitve 2 mM glutaminnal, 1 mM Na-piruvattal, 100 U/ml penicillinnel és
100 mg/ml sztreptomicinnel, majd 37°C-on 5%-os CO?2 tartalom mellett inkubaltuk. A kisérletben a
timocitakat 5 uM NECA (5'-N-ethylcarboxamidoadenozin)-val, az adenozin egy nem metabolizalodo
analdgjaval, 1 uM CGS21680, A2AR agonistaval (Tocris Bioscience, Eching, Germany), 1 uM
forszkolinnal, az adenilat ciklaz aktivatoraval, 100 pM Rp-CAMP-S frietilaminnal, az endogén cAMP
kompetitiv analogjaval, vagy 100 uM db-CAMP, egy sejt permeabilis cAMP analoggal, 1 uM AMS580,
RAR agonistaval, 100 nM LG268, RXR agonistaval kezeltiik onmagaban, vagy kombinacidban 5
ng/ml rekombinans human TGF-B1-el (AbD Serotec, Kidlington, UK) illetve 0.3 uM 9-cis retinsavval
(9cRA) (Tocris Bioscience, Eching, Germany) a bemutatott idépontokban.

Makrofagok izolalasa és tenyésztése

A makrofagokat steril fiziologias sooldattal torténd hasiiregi mosassal nyertiik, majd 2 napon keresztiil
RPMI médiumban (10% FBS, 100 U/ml penicillin/streptomycin, 2 mM L-glutamin, 1 mM Na-piruvat,
50 uM 2-merkaptoetanol) termosztatban (37°C, 5% CO2) te-nyésztettiik. 3-4 oras inkubalast kovetden

az uszo sejteket lemostuk, majd a médiumot naponta cseréltiik.
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Citokintermelés meghatirozasa

Vad tipust makrofagokat apoptotikus sejtekkel inkubaltunk 1 éran at, ecto-5’-nucleotidase inhibitor
methylene adenosine-5’-diphosphate (50 uM) és NECA (5 uM) jelenlétében vagy hidnyaban. Az
apoptotikus sejteket 1 ora fagocitdzis utan lemostuk, a makrofagokat pedig tovabbi 5 6ran keresztiil
inkubaltuk friss médiumban a vegyiiletek visszapotlasa mellett. Az inkubacios id6 letelte utan a sejt-
feliiluszokat Osszegylijtottiik, majd egér citokin array (Proteome Profiler Mouse Cytokine Array Kit,
R&D Systems) vagy ELISA kitek (Quantikine ELISA Kitek, R&D Systems) felhasznéalasaval anali-

zaltuk a gyart6 altal mellékelt protokollok szerint.
RT-QPCR

A kontroll és kezelt timuszokbol, valamint az in vitro kezelt timocitakbol az RNS-t TRI reagens se-
gitségével izolaltuk, a gyarto altal megadott protokollt hasznalva. Az izolalas befejezését kovetden az
RNS-t 20ul Rnaz-mentes vizben oldottuk fel. Az RNS mintak koncentraciojat €s tisztasagat Nanodrop
Spektrofotométer (Thermo) segitségével mértiik. eRNS mérés esetén DNaz emésztést alkalmaztunk
(1 6ran at 37 °C-on, majd 10 perc 75°C-on inaktivaltuk az enzimet). Minden mintat azonos koncent-
Capacity cDNA Reverz Transcription Kit” (ABI) felhasznalasaval, a gyart6 altal megadott protokoll
alapjan végeztiik az RNS cDNS-¢ valo atirasat.

Minden reakcio Spl cDNS mintat tartalmazott. A mintak TG2 ¢és ciklofillin mRNS tartalmat 3 techni-
kai parhozamos alkalmazasaval hatiroztuk meg a mérés soran. Az eredmények kiértékelését ABI

PRISM SDS2.1 szoftver hasznalataval, 6sszehasonlito CT modszerrel végeztiik.
Primer tervezés

A transzkripcios faktor kotShelyhez viszonyitva a kodold és a nem-kodolé szalrol enhanszer RNS-ek
keleteznek, amelyekre specifikus primer parok tervezhetok és QPCR reakcidk segitségével meghata-
rozhat6 a keletkezett eRNS mennyisége, és ezen keresztiil egy adott enhanszer aktivitasa. Primer3
software segitségével eRNS specifikus primereket terveztiink alapértelmezett kondiciokat alkal-

mazva, kivéve a kovetkezoket: amplikon hosszasag: 90-150bp; Tm: 59-60°
Western blot

Az izolalt timuszokokat homogenizaltuk jéghideg 0,5%-0s Triton X-et tartalmazo lizis pufferben. Az

adtunk hozza és a mintakat 100°C-on 10 percig forraltuk. A fehérjék elvalasztasat 10%-0s SDS-
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poliakrilamid géllel végeztiik a TG2 esetében, detektalasuk pedig PVDF membranon tortént anti-TG2

és anti-B-actin antitestek felhasznalasaval.
ATP meghatarozasa

4 hetes vad tipusti vagy pannexin-1 hidnyos egerekbdl izolalt timocitékat 24 6ran 4t inkubaltuk (107
cells/ml) szérum mentes RPMI 1640 médiumban. A sejtek feliiliiszojat ezutan begylijtottiik, az ATP
meghatarozasa ATPlite Luminescence ATP Detection Assay System (PerkinElmer) kit segitségével

tortént, a gyarto altal megadott protokoll szerint.

Kromatin immunprecipitacié

A sejteket el6szor keresztkotottik Di(N-succinimidyl) glutarattal (ProteoChem, USA), 30 percig
inkubaltuk, majd keresztko6tottiik formaldehiddel, 10 percig. A reakceiot glicin hozzaadasaval allitottuk
le. A kromatint Diagenode Bioruptor segitségével szonikaltuk, 200-1000 bp fragmenteket generalva.
Az immunprecipitaciot a kovetkezd antitestekkel végeztiik: 1gG (Millipore, 12-370), RXR (sc-774),
P300 (sc-585), CBP (sc-369X), CREB1 (ab31387), SMAD4 (sc-7154X), H3K27ac (ab4729) Merck
(Budapest, Hungary), Santa Cruz Biotechnology (Dallas, USA) vagy Abcam (Cambridge, UK) cé-
gekt6l. A kromatin-antitest komplexeket Protein-A-val fedett paramagneses gyongyok (Life
technologies, USA) segitségével precipitaltuk. 6 mosasi 1épést kovetden a komplexeket elualtuk majd
a keresztkotést felbontottuk. A DNS fragmenteket oszlopon tisztitottuk (Qiagen, MinElute),
higitottuk, majd qPCR analizisnek vetettiik ala.

Kromoszéma konformacios vizsgalat (3C)

A timocitak izolalasa utan 2% formaldehiddel végeztiik a keresztkotést 10 percig. A reakcid glicin
hozzaadasaval lett leallitva, majd sejtmagot izolaltunk. A kromatint HindlIII restrikcids enzimmel vag-
tuk, és 37 °C-on egy ¢éjszakan at inkubaltuk. A kovetkez6 nap a kromatin ligalasat T4 DNS ligaz (50U)
jelenlétében végeztitk 16 °C-on, 16 6ran at. A ligalt DNS fragmenteket fenol:kloroform extrakcioval
izolaltuk. A PCR reakciét kb 100 ng templattal végeztiik.

Statisztikai analizis

A bemutatott eredmények legalabb harom fiiggetlen kisérlet adatait mutatjak be, melyeknél a

szignifikanciat kétszéli, nem egyenld varianciaju Student-féle t-probaval adtuk meg (p<0.05).
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4, EREDMENYEK

AZ ADENOZIN A2A RECEPTOR AKTIVACIOJA HOZZAJARUL A TG2 KIFEJEZODESE-
HEZ A TIMOCITA APOPTOZIS SORAN IN VITRO

Laborunkban elézdleg kimutattuk, hogy a makrofag eredetii TGF- és retinoidok részt vesznek a TG2
kifejezddésében az elhald timocitakban, ezért ugy dontottiink, tesztelni fogjuk vajon az adenozin —
amely ugyancsak termelodik az apoptotikus sejtek fagocitdzisa soran — szerepét a Tgm?2 indukcioban
a timocitakban. Mivel az adenozin gyorsan metabolizalodik a timocitak adenozin deaminaz enzime
altal, egy nem metabolizalodo analogjat, a NECA-t hasznaltuk, melyrdl ismert, hogy hatassal van az
adenozin receptorok mindegyik altipusara. A Tgm2 mRNS mérése soran a timocitikat NECA-val
kezeltilk 6 oran at, mivel korabbi adatok arra utalnak, hogy ebben az idépontban tet6zik a Tgm2
expresszioja a timocitakban. A NECA-val val6 kezelés a vad tipust timocitakban kétszeres noveke-
dést okozott a Tgm?2 indukcioban, amely arra utalt, hogy az adenozinnak szerepe lehet a gén szaba-

lyozasaban.

A timocitdk expresszaljak az adenozin receptorok A2A és A3 tipusat. Hogy eldontsiik, melyik
adenozin receptor felelds az adenozin medialt Tgm?2 expresszidban, A2A és A3 receptor hianyos ege-
rekbdl izolalt timocitakat is NECA-kezeltiink. Amig a NECA az A2AR hianyos timocitak Tgm2
expresziojat szignifikansan csokkentette, nem volt hatassal az A3R hidnyos timocitak Tgm?2
expressziojara. Adataink tehat arra utalnak, hogy az adenozin az A2 A receptoron keresztiil fejti

ki hatasat a Tgm?2 gén expresszidjara.

A kovetkezd 1épésben a szelektiv A2AR aktivacio hatasat vizsgaltuk a Tgm?2 kifejez6désben. A
CGS21680, specifikus agonistat onmagaban vagy TGF-B-val és retinoidokkal egyiitt alkalmaztuk.
Laborunkban Garabuczi Eva korabban mar megmutatta, hogy a Tgm2 mRNS expressziojara a 9-Cis

retinsav (9cRA) volt a legerésebben hato retinoid, ezért a tovabbiakban ezt hasznaltuk.

Eredményeink azt mutatjak, ahogy a TGFp, 9cRA vagy CGS21680 dnmagukban mind ndvelik a
Tgm?2 szintjét a timocitakban in vitro, ezek koziil pedig a 9cRA volt a leghatékonyabb induktor.

Az A2AR aktivacidja nem novelte a TGF-f -, de szignifikansan emelte a 9cRA - indukalt
Tgm?2 expressziot. Ahogy Garabuczi Eva korabban kimutatta, a TGF-B novelte a 9cRA-indukalt

Tgm?2 expressziot. Mindazonaltal a legszignifikdnsabb (20 x) indukciot akkor tapasztaltuk, amikor a
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hérom vegyiiletet egyiitt alkalmaztuk. Osszességében ezek az adatok arra utalnak, hogy a retinoidok,
az adenozin és a TGF-P — melyek mindegyike termelddik a fagocitalé makrofagok altal — egyiitt szig-

nifikansan névelik a Tgm? kifejez6dését elhalo timocitakban.

AZ ADENOZIN A2A RECEPTOR AZ ADENILAT CIKLAZ UTVONALON KERESZTUL
SZABALYOZZA A TGM2 GEN KIFEJEZODESET A TIMOCITAKBAN

Irodalombol ismert, hogy az A2A receptor az adenilat ciklaz és foszfolipaz C utvonalhoz is kapcsolt
mas sejtekben. Laborunk korabbi eredményei alapjan egér timocitakban viszont csak az adenilat
ciklaz utvonalat aktivaljak. Hogy teszteljiik, vajon az adenilat ciklaz Gitvonal hozzajarul-e a Tgm?2 gén
kifejez6déséhez, a cAMP secifikus membran permeabilis kompetitor analogjat (Rp-CAMP trietilamin)
alkalmaztuk. Rp-cAMP trietilamin jelenlétében, az A2A receptort aktivalo CGS21680 sem 6nmaga-

ban, sem kombinacioban nem volt képes emelni a Tgm2 mRNS szintjét.

Kovetkezo 1épésben arra voltunk kivancsiak, hogy az adenilat ciklaz utvonal 6nmagaban szerepet jat-
szik-e a Tgm?2 kifejezédésében a timocitakban. Eredményeink azt mutatjék, hogy az adenilat ciklaz
aktivalo forskolin, illetve a dibutiril-cAMP (dbcAMP), egy membran permeabilis cAMP anal6g mind
6nmagéban, mind kombinacioban 9cRA-val vagy 9cRA-val és TGF-B-val, a Tgm2 mRNS szintjének
ndvekedését eredményezte. Osszességében tehat a cAMP szintet noveld vegyiiletek hozzajarulnak a

Tgm?2 gén kifejezédéséhez, az adenilat ciklaz titvonalon keresztiil.

AZ ADENOZIN A2AR AKTIVACIO IN VIVO IS HOZZAJARUL A TGM2 GEN
EXPRESSZIOJAHOZ AZ ELHALO TIMOCITAKBAN

Kivancsiak voltunk tovabba, hogy az adenozin a timociték in vivo apopto-fagocitozisa soran is szere-

pet jatszik-e a szoveti transzglutaminaz felregulalasaban.

Azt talaltuk, hogy a dexametazonnal — amely egy hatékony apoptdzis induktora a timocitanak —
intraperitonealisan oltott A2AR hidnyos egerek timuszdban szignifikansan csokkent a
transzglutaminaz 2 kifejez6dése a vad tipushoz képest, mind mRNS, mind fehérje szinten, mely nem
a timikus apoptozis indukciojanak zavarahoz kothet6, mivel nem talaltunk kiilonbséget a két egértorzs
timuszanak stulyvesztésében. Ez parhuzamban van el6z6 eredményeinkkel, mely szerint az A2AR hi-
anyos timocitak hasonl6 apoptotikus érzékenységet mutatnak dexametazonra, mint a vad tipusu ege-

rek timocitdi. Ezek az adatok tehat azt mutatjak, hogy az A2A receptoron kesztiil zajlo jelatvitel a
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harmadik Gtvonal, mely hozzajarul a szoveti transzglutaminaz felregulalasahoz a timocita apoptozis

soran in vivo.

AZ ADENOZIN EXTRACELLULARISAN KEPZODIK AZ APOPTOTIKUS SEJTEK
FAGOCITOZISA SORAN

Laborunk korabbi eredményei azt mutattak, hogy sem a makrofagok, sem az apoptotikus timocitak
6nmagukban nem termelnek adenozint detektalhatdo mennyiségben. A termelédése akkor volt csak
mérhetd, ha a sejteket egyiitt inkubaltuk. fgy az adenozin képzSdhetett a fagocitalt apoptétikus sejt
eredetil nukleotidok degradacioja soran intracellularisan, vagy extracellularisan, a makrofagok vagy
az apoptotikus sejtek altal kibocsatott adenin nukleotidok lebomlasa soran. Az extracellularis
adenozin képzddés sebesség meghatarozd 1épése szabéalyozodhat az ekto-nukleozid trifoszfat
difoszfohidroldzok altal — mint a CD39, mely az ATP-t illetve ADP-t defoszforilalja AMP-vé Ca?" és
Mg?* - fiiggé modon —, illetve szabalyozodhat az ekto-nukleotid pirofoszfataz- foszfodieszteraz (NPP)
csalad altal, pl. NPP1 és 3, melyek szintén a sejtfelszinen lokalizalodnak, kozvetleniil AMP-vé alakit-
jak az ATP-t. Az AMP ezutan gyorsan degradalodik adenozinna a szolubilis vagy membran kotott
ekto-5'-nukleotidazok altal (pl. CD73). Korabbi eredményeink azt is megmutattak, hogy az
apoptotikus sejtek fagocitalasa megakadalyozza a gyulladaskelt6 citokinek termelédését, ilyen a KC
és a MIP-2 (makrofag gyulladasos protein-2). Ezért Gigy dontéttiink, megvizsgaljuk a fagocitald
makrofagok citokin profiljat CD73 inhibitor (MADP - o,B, methylene-adenosine 5 diphosphate) je-
lenlétében. A fagocitdzis 6nmagaban nem valtoztatta meg a peritonealis makrofagok citokin mintaza-
tat, de a CD73 aktivitas gatlasa szignifikansan emelte a KC és MIP-2 produkciot. A fagocitdzis soran
termel6dott citokinek mennyisége viszont nem nétt akkor, ha MADP mellett NECA (nem
metabolizal6do adenozin analdg) is jelen volt a rendszerben, mely arra utal, hogy a MADP hozzaadasa
valoban befolyasolja az extracellularis adenozin produkcidt. Adataink tehat arra utalnak, hogy az

adenozin extracellularisan képzodik az apoptotikus sejtek eltakaritasa soran.

Az apoptotikus sejtek ATP-t bocsatanak ki, mely fontos szerepet jatszik abban, hogy a makrofagok
megtalaljak az apoptotikus sejteket. A csatornat, mely kaszpaz fiiggd modon nyilik az apoptodzis soran,
pannexin csatornaként azonositottak. Az irodalombdl tudjuk, hogy a pannexin-1 csatornakon keresz-
til kibocsatott adenin nukleotidok atalakulhatnak adenozinna, mely aztan triggereli az A2AR
szignalingot a makrofagokban. A timocitak expresszaljak és aktivaljak a pannexin-1 csatornakat az

apoptozis soran, ezért annak eldontésére, hogy vajon az apoptotikus sejtek altal termelt adenin
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nukleotidok 6nmagukban is meghatarozzak-e az adenozin termelddést — amely aztan gatolja a gyul-
ladasos citokinek produkciojat, vagy sziikség van a makrofagok hozzajarulasara —, meghataroztuk a
vad tipusii vagy pannexin-1 hidnyos apoptotikus timocitakat fagocitald makrofagok gyulladasos
citokin termelését. Azt talaltuk, hogy a pannexin-1 csatorna hidnya nincs hatdssal magara az
apoptozisra, tovabba a pannexin-1 hianyos apoptotikus timocitaknak kitett makrofagok hasonld
citokin profillal valaszolnak a vad tipust timocitaknak kitett makrofagokéhoz, amely arra utal, hogy
a pannexin-1 csatorna hidnyaban is képz8dik adenozin, mely aztan gatolni tudja a makrofagok gyul-
ladasos citokin termelddését. Ezért azt is megnéztiik, a pannexin-1 hidnyos timocitak kibocsatanak-e
ATP-t, és azt talaltuk, hogy habar kevesebb, de a pannexin-1 hianyos sejtekbdl is szabadul fel ATP.
Ez adodhat mas csatornak, pl. konnexinek jelenlétébdl, vagy mert a timocitak szignifikans része ma-
sodlagos nekrozison ment keresztiil. Igy végiilis nem tudtuk eldénteni, hogy az adenozin csak a
timocitak altal kibocsatott nukleotidokbol keletkezik, vagy hozzajarulnak-e a termelddéshez a

makrofagok is, melyek ugyancsak képesek ATP-t kibocsatani bizonyos stimulusra.

A DNASE-SEQ ES CHIP-SEQ KOMBINACIOJA LEHETOVE TESZI A TGM2 LEHETSE-
GES ENHANSZER KESZLETENEK AZONOSITASAT

nek az esetében, amelyeket a fentiekben meghataroztunk. Ismert, hogy a Tgm2 prométer tobbek ko-
z6tt TGF-P és retinoid valaszadd elemet tartalmaz, de eddig nem vizsgaltak a gént koriilvevo régiot.
enhanszer régiokat egér timocitakban. Ehhez els6é 1épésben publikusan elérheté DNaz és ChIP egér
timusz adatokat tanulmanyoztunk.

Nemrégiben leirtak, hogy a CTCF orientacidja meghatarozza a kromatin hurkot illetve elkiiloniti egy-
mastol a funcionalisan kiilonb6zé genomi régiokat. A CTCF motivum tandem orientacidja lehetévé
teszi az enhanszereknek hogy megtalaljak a targetjeiket, igy részt vesz a génregulacioban, mig a kon-

vergens motivum a magasabb rendli kromatin struktura kialakitasaban jatszik szerepet. A Tgm2 157

gén transzkripcios start helyén (TSS), mely a géntdl 5° iranyban 1évo hataron fellelhetd CTCF moti-
vummal van parban.
Ezek az adatok arra utalnak, hogy a Tgm2 gén regulécioja ebben a genomi régidban torténik meg.

DNaz-szek adatok alajan szamos hiperszenzitiv helyet talaltunk a Tgm?2 gén kornyezetében, a tandem
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Mivel a DNaz-szek és ChIP-szek (H3K4me3, H3K4mel and H3K27ac) adatok alkalmasak a lehetsé-
ges enhanszerek azonositasara, felhasznaltuk hat (+30kb, TSS, -7.9kb, -13kb, -20kb, -28kb)
hiperszenzitiv hely tanulmanyozasara a gén kornyezetében, melyek a H3K4me3 és H3K4mel nagy-
foku feldusulasat mutattak. H3K4me3 az aktivan atir6d6 fehérje kodold gének promoterében megta-
lalhatd hiszton modositas, de sokszor enhanszereken is detektalhatd, amely az erds
enhanszer/promoter interakcionak tudhat6 be. H3K4mel megjeloli a regulator elemeket a genomban,
legyenek azok aktivak, vagy inaktivak. A hat elem koziil csak kettd (-13kb and -20kb) mutatott fel-
dusulast H3K27ac-ra, mely a funkcionalisan aktiv enhanszereket jeloli. igy az ENCODE adatokat
hasznalva azonositani tudtunk ot regulator elemet, melyeket a tovabbiakban részletes analizis ala ve-

tettiink.

A TGM2 LEHETSEGES ENHANSZEREINEK ACETILACIOS SZINTJE A TELJES
TIMUSZBOL ILLETVE IN VITRO TIMOCITAKBOL HASONLO MINTAZATOT MUTAT

A timusz kiilonb6z6 tipusu sejtekbdl épiil fel. Habar a timocitak a timusz sejtjeinek jelentés hanyadat
adjak, marofagok, dendritius sejtek és epitelialis sejtek ugyancsak jelen vannak. Igy a szignalok nem-
csak egy sejttipusbol szarmaznak. Ezért timocitakat izolaltunk a timuszbdl és az altalunk mért adato-
kat Osszevetettilk a publikusan elérhet6 adatokkal. ChIP-qPCR méréseink a Tgm?2 enhanszerein ha-
sonlé mintazatot mutatnak az ENCODE teljes timusz adatokkal, az in vitro timocitakban két (-13kb
and -20kb) enhanszer volt erésen H3K27 acetilalt. Ezzel parhuzamban azt talaltuk, hogy ezeken a
helyeken dasult fel a két jol ismert hiszton acetiltranszferaz P300 és CBP (CREB binding protein) is.
Mivel pozitiv korrelaciot latunk a timusz eredetii genom szint(i adatok illetve az altalunk mért in vitro
timocita adatok k6zott, elmondhatjuk, hogy méréseink dsszeegyeztethetdek a publikusan elérhet6 ada-

tokkal, ezzel bizonyitva rendszeriink alkalmazhatosagat, megbizhatosagat.

AZ ENHANSZER RNS MERESEK MEGMUTATJAK A TGM2 GEN FUNKCIONALIS
ENHANSZEREIT

Hogy azonositsuk vajon a feltételezett enhanszerek vélaszolnak-e Tgm2 éltalam tanulmanyozott in-
duktoraira, elhataroztuk, hogy lemérjik a keletkezd enhanszer RNS-eket (eRNS), amelyek az
enhanszerekrél keletkeznek, kiilonbozd kezelések hatdsara. Ezért az in vitro timocitikat 9cRA-val,
TGF-B-val illetve docAMP-vel kezeltiik 1 6ran at. Erdekes modon mindegyik regulator elem valaszolt
a 9cRA kezelésre, de csak kettd (-13kb and -20kb) szabalyozodik TGF-f vagy dbcAMP éltal.
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Ismereteink a jelatviteli Gtvonalakrol lehet6vé teszik, hogy vizsgaljuk a szignal specifikus
transzkripcids faktorok kotését ezeken az elemeken. Ezért ChIP-qPCR méréseket végeztiink a CREB,
SMAD4, RAR ¢és RXR kotését vizsgalva, a fent emlitett aktivatorok jelenlétében. A dbcAMP kezelés
hatékonyan rekrutalta a CREB-et az altalunk vizsgalt enhanszerekhez, de legmagasabb jeleket a -13
kb és -20 kb enhanszerek esetén tapasztaltuk. Tovabba szintén tapasztaltunk CREB feldusulast 9cRA
és TGF-f kezelés esetén is, de a kotés ugyancsak a -13 kb és -20 kb esetén volt a legerGsebb. A
SMAD4 ko6todését vizsgalva azt talaltuk, hogy TGF-P jelenlétében a rekrutalodas dinamikaja hasonld
mintazatot kovet, a -7.9 b és -28 kb enhanszerek kivételével, melyek egyaltalan nem mutattak felda-
sulast. RAR illetve RXR esetén, 9cRA jelenlétében nem tapasztaltunk erds feldusulast, de mindenhol
megfigyelhetd volt a kotésiik. Az eRNS méréssel parhuzamban ezek az adatok azt mutatjak, hogy a
RAR és RXR fehérjék jelentds része mar kotve van a regulator elemekhez, kiils6leg adott agonista
hianyaban is, ahogy masok ezt el6z6leg meg is mutattak.

Adataink tehat azt mutatjak, hogy az altalunk fejlesztett stratégia hatékonynak bizonyult a
szignal szelektiv enhanszerek azonositasaban. A kiilonb6z6 enhanszerekrdl szintetizalddé eRNS-ek
mérésével, kombinalva a transzkripcids faktor kotési adatokkal, azonositani tudtuk a Tgm?2 6t szignal

szelektiv enhanszerét egér timocitakban.

A TGF-p ALTAL INDUKALT JELTVITELI UTVONALAK SZELETiVEN HOZZAJARUL-
NAK A RETINOID SZIGNALINGHOZ A TGM2 GENHEZ KAPCSOLHATO ENHANSZER
ELEMEKEN

mRNS szinten mar megmutattuk, hogy az adenilat ciklaz és a TGF-f medialt jelatviteli utvonalak
szinergizalnak a retinoid szignaliggal a Tgm2-n, mely a gén fokozott kifejez6déséhez vezetett. Ezért
ugy dontottiink tesztelni fogjuk, vajon a TGF-p szignaling aktivacioja hozzajarul-e a retinoid medialt
jelatviteli utvonalhoz a Tgm?2 regulacié kontextusaban. Annak érdekében, hogy azonositsuk, mely
enhanszer elemeken torténik meg a két utvonal kollaboracidja, meghataroztuk a képz6dd eRNS szint-
jét kiilonbozo szignal kombinaciokban. Szignifikansan novekedett eRNS expressziot detektaltunk a -
7.9 kb, -13 kb, -20 kb enhanszerek esetében, ha a TGF- és 9cRA egyiitt volt jelen, ami arra utal, hogy

a TGF-B és retinoid utvonalak kollaboracioja ezeken az elemeken valosul meg.

Hogy részletesebben vizsgalhassuk ezt az egylittmiikodést, kromatin immunprecipitaciot
végeztiink, melyet PCR mérés kovetett. Amig az RXR kotés esetén csak kis novekedés lathato 9cRA
jelenlétében, szignifikans novekedés volt megfigyelhet6 a -7.9 kb, -13 kb és -20 kb enhanszereken,
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ha TGF- is jelen volt a rendszerben. Erdekes modon a két szignal egyiittes addsa a SMAD4 rekruté-
lodasat is erdsitette. Mi tobb, a P300 és CBP koaktivatorok ugyancsak jobban kotddtek TGF-B/9cRA

jelenlétében.

Adataink azt sugalljak, hogy a két szignal egyiittes alkalmazasa esetén a -7.9 kb, -13 kb és
-20 kb enhanszereken megné ezeknek a transzkripcios faktoroknak a hozzaférhetdsége, amely egy

novekedett koaktivator k6téshez vezet, igy teszi hatékonyabba a transzkripciot.

RAR/RXR HETERODIMEREK LEPNEK INTERAKCIOBA A TGF-p SZIGNALINGGAL A
-13 KB KS -20 KB ENHANSZEREKEN

Ismerve a tényt, hogy a 9cRA aktivalni képes szamos RXR heterodimert, tobbek kozott a
RAR/RXR-t, szelektiv szintetikus agonistat hasznaltunk a RARa —ra (AMS580) és RXR-re (LG268),
hogy azonositsuk a TGF-B és retinoid szignaling kozotti egyiittmiikodés célpontjait az integrator
enhanszereken (-13kb and -20kb). Azt talaltuk, hogy mind a RARa, mind az RXR agonista 6nmaga-
ban is szignifikinsan képes emelni az enhanszer transzkriptek szintjét ezeken az enhanszereken. Er-
dekes modon, mikor az agonistak mellé TGF-B-t adtunk, fokozott eRNS produkciot kaptunk mindkét
agonista esetén. A TGF-f szignaling tehat képes erdsiteni a RAR/RXR heterodimer transzkripcionalis
aktivitasat, amely parhuzamban van azzal, amit a RAR és RXR kotése esetén tapasztaltunk az

integraton enhanszerek esetében.

Annak kideritésére hogy esetleg mas RXR heterodimer is kolcsonhatasba 1ép e a TGF-$
szignalinggal, pan-RAR antagonistat (AGN194310) alkalmaztunk. Azt tapasztaltuk, hogy az
AGN194310 képes volt redukalni az LG268/TGF-p és AM580/TGF-f altal indukalt eRNS szintet a
TGF-B/AGN194310 altal indukalt eRNS expresszio szintjére, ami arra utal, hogy leginkabb
RAR/RXR heterodimerek 1épnek interakcioba a TGF-} szignalinggal.

A RETINOID SZIGNALINGOT AZ ADENILAT CIKLAZ UTVONAL IS KEPES EROSI-
TENI A TGM2 ENHANSZER ELEMEIN

El6z6ekben megmutattuk, hogy az adenilat ciklaz Gtvonal hozzajarul a transzglutaminaz 2 kifejezo-
déséhez mRNS és fehérje szinten, in vivo és in vitro timocitakban. Tovabba in vitro azt is megmutat-
tuk, hogy a dbcAMP hozzaadasa fokozza a 9cRA Tgm?2 expressziora kifejtett hatasat. Most arra vol-

tunk kivancsiak, a két utvonal szinergizal-e a Tgm?2 enhanszer elemein. DbcAMP és 9cRA egyiittes
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alkalmazasa esetén eRNS szinten ndvekedést tapasztaltunk a -13 kb enhanszeren, de szignifikans n6-
vekedést csak a -20 kb enhanszer esetében, mely arra utal, hogy az adenilat ciklaz és a retinoid itvonal
ezeken az enhanszereken miikodik egyiitt. Vizsgalva az RXR, CREB, P300 és CBP kotését azt talal-
tuk, hogy az adenilat ciklaz utvonal szignifikdnsan nem segiti ezeknek a faktoroknak a rekrutaloédast
a Tgm2 enhanszereihez.

Tehat, mig a TGF-B/retinoid szignaling esetében fokozott enhanszer hozzaférhetdséget tapasztaltunk
az RXR, CREB, P300 és CBP kotése esetében, nem volt emelkedés ezen faktorok kotésében az

adenilat ciklaz/retinoid szignaling esetén.

A KROMOSZOMA KONFORMACIO VIZSGALATA (3C) FELFEDI AZ INTERACIOT A -
20 KB ENHANSZER ES A TGM2 GEN KOZOTT

Annak érdekében, hogy bizonyitsuk az azonositott enhanszerek és a Tgm2 gén kozotti interakeiot,
kromoszoma konformacio vizsgalatot végeztiink. Kivalasztottuk a gén +11 kb és a +30 kb (3°UTR)
régidit, amelyek DNaz hiperszenzitivek voltak, és egy kontroll régiot a gén TSS-ét6l +13 kb-ra, amely
egy gyengén hozzaférhet6 régio. A modszer limitacidja, hogy a Hindlll hasitd helyek ezeknek a he-
lyeknek a vizsgalatat teszi lehet6vé a -20 kb enhanszerrel. A modszer viszont alkalmasnak bizonyult
arra, hogy megmutassuk az interakciot ezek kozott a régiok kozott. Ahogy vartuk, a -20 kb enhanszer
interakcioba 1ép a +11 kb és +30 kb DNaz hiperszenzitiv helyekkel, de nincs kapcsolatban a +13 kb
kontroll régioval. Ezek az interakciok viszont nem mutattak indukalhatosagot az alkalmazott kezelé-

sek esetén, amely arra utal, hogy ezek stabil, allando hurkok az enhanszer és a gén kozott.
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5. OSSZEFOGLALAS

Az apoptdzis egy fiziologias folyamat, kritikus a feleslegessé valt, vagy veszélyt jelent6 sejtek elimi-
nalasaban. Nap mint nap tobb milliard sejt hal el apoptozissal és takaritodik el a professzionalis fago-
citak altal, anélkiil, hogy gyulladas alakulna ki. A sejthalal program egyik fontos résztvevdje a
transzglutamindz 2 (TGM2), amely egy multifunkcionalis enzim, kritikus szerepet jatszik az
apoptotikus sejtek megfeleld felismerésében, eltakaritasaban, tovabba megakadalyozza a gyulladas-
kelt6 sejttartalom kijutasat. Az enzim kifejetédése er6sen megnovekszik a T-sejtek apoptdzisa soran
a timuszban. Az egér timusz apoptotikusan meglehetdsen aktiv, mivel a sejtek tobb mint 90%-a elhal
érésiik és differencialodasuk soran. Emiatt az egér timusz eredetli apoptotikus timocitak kivald mo-
dellrendszert nyujtanak a TGM2 enzim szabalyozasanak tanulmanyozasahoz olyan molekulak rész-

vételével, amelyek jelen vannak a timikus kérnyezetben in vivo.

A disszertacio elsé részében azt vizsgaltam, hogy a timuszban jelen 1év6, makrofagok altal szekretalt
molekulak, mint példaul a TGFp, adenozin és retinoidok hogyan jarulnak hozza a TGM2 kifejezédé-
séhez génexpresszios szinten. Azt talaltuk, hogy az adenozin egyiittmiikddik a TGFp ¢és a retinsav
altal aktivalt jelatviteli utakkal, ezaltal szignifikansan noveli a Tgm2 gén kifejezddését az elhald
timocitakban in vitro. Tovabba, az adenozin az adenozin A2A recetor — adenilat ciklaz Gtvonalon
keresztiil fejti ki hatasat, hozzajarul a TGM2 gén és fehérje szintli kifejez6déséhez in vivo. Azt is
megmutattuk, hogy az adenozin exrtacellularisan keletkezik az apoptotikus timocitak eltakaritasa so-
ran, részben adenin nukleotidokbdl, amelyek a pannexin-1 csatornakon keresztiil jutnak ki, mely egy

Ujfajta egylittmiikodésre vilagit ra a makrofagok és az apoptotikus sejtek kozott.

A munkam masodik részében bemutattam, hogy a timuszban jelenlévé mediatorok hogyan regulaljak
a Tgm?2 gén kifejez6dését kiilonboz6 intergenikus regulator elemeken. Az intergenikus szabalyozo
elemek szerepe eddig tisztzatlan volt a Tgm?2 esetében a timocitakban. Hogy tallépjiink a technikai
korlatokon, az ENCODE konzorcium altal generalt teljes genom szinti ChIP-seq és DNase-seq ada-
tokat hasznaltunk, melyek kombinalasaval feltartuk a gén lehetséges regulator elemeit illetve
enhanszer-specifikus RNS transzkriptek (eRNS) mérésével azonositottuk azokat, amelyek funkciona-
lisan fontosak lehetnek a gén regulacidja szempontjabol. Munkank egy wjfajta stratégiat nyujt arra,
hogyan azonositsuk és karakterizaljuk egy gén szignal specifikus, funkcionalis enhanszer készletét,

teljes genom szintii adatokat hasznalva és eRNS moleulak produkcidjat mérve.
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