Zarojelentés

A szOveti transglutamindaz szerepeinek tanulmanyoza gyulladasban és
differenciaciéban” cimi OTKA palyazat keretében 2011. februar és 2013ember kdzott
végzett kutatbmunka eredményibir

Célkitiizes

A szoveti transzglutamindz (TG2) indukélodik és egmivekedett citoszolikus &a
szint kovetkeztében aktivalodik apoptozis sordn Mgpszilon-(gamma-glutamil)-lizin
kotéseket hoz létre fehérjek kozott. Mivel az apaf@ soran nem oldhaté formaban
keresztkoti a citoszkeletalis, intermedier és nfegerieket megakadalyozza a sejttartalom
kijutasat, fontos szerepet jatszik a gyulladasdgafoatok kialakuladsanak megebsében.
Kutatocsoportunkban korabban kimutattuk, hogy TG2repet jatszik szamos sejttipus
elhalasaban: vorosvértestekben a kalpain proteéesiiotesével segiti celsejthalalt (1)
valamint, hogy az enzim indukalodik és aktivalodikalé timocitakban (2) de a pontos
szerepe a timocita elhalasban még nem ismert. &agkan meg kivantuk vizsgéalni a TG2
szerepét a T sejtek elhalasaban.

Ismert, hogy mig testidegen mikroorganizmusok fégaisa gyulladasi citokinek
termebdésével jar egyitt, az apoptotikus sejtek eltaksdit nem kiséri gyulladas. Az
apoptotikus sejtek gatoljak a bakteridlis eréddipopoliszachariddal (LPS) kivaltott
gyulladasi citokin termelést is. A gyulladas géadldan a foszfatidilszerin receptorok jatszanak
szerepet és az aktiv TGF termebdése is hozzajarulhat. TG2 hianyaban az apoptozist
gyulladasi sejtek megjelenése kisérivivo, valamint az egerekben autoimmun betegség
alakul ki (3). Kimutattuk azt is, hogy a TG2 hiabga a makrofagokban fokozodik az LPS-re
adott gyulladasi citokintermelés (4). A TG2 altarésztkotott fehérjék bomlasi végterméke,
az epszilon-(gamma-glutamil)-lizin izopeptid medthhtd a szervezetben és mennyisége
aranyos a szervezeten belll zajlé apoptozis mémgkégyanakkor eddig nem vizsgaltak az
esetleges gyulladascsokkéraktivitasat. Kisérleteinkben célulztik ki az izodipeptidnek a
makrofagok LPS-re adott gyulladasi valaszaban $&tyets szerepének a vizsgalatat.

Korabban a kutatécsoportunk volt azéelski kimutatta, hogy a TG2 szilkséges a
makrofagokban az apoptotikus sejtek hatékony felgbez (3, 5). Ennek hatterében az allhat,
hogy a TG2 részt vesz az aktiv TGF termelésben, amely megemeli a makrofadgok

fagocitotikus hatékonysagat. A TG2 emellett a miigok felszinén, az integrip3 receptor
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ko-receptoraként kéti az apoptotikus sejten fosdifarerinhez kéidé6 MFG-E8 hidkéepé
molekuléat is. Ezek alapjan meg kivantuk vizsgélmigyan befolydsolja a TG2 szint
megemelése a makrofagok apoptotikus sejt fél\k&pességét.

Az extracellularis matrixban [&VGTP kotott TG2-6l kimutattak, hogy integrifsl-en
keresztll @lsegiti a kondrocitak novekedését és kalcifikalodasaTP nélkal, mint
fehérjekeresztkétenzim szerepet jatszik az extracellularis matr@bdizalasaban, a kemény
szovetek kialakuldsdban és a mineralizaciéban. IMavefogban is szadmos fehégér
kimutattak, hogy a TG2 szubsztrdtia és a TG2 kithatd a fogképi szervben
megvizsgaltuk a TG2 szerepét az embrionalis fogdégben vad tipusu és TG2 knockout

egerekben.

Eredmények

1. TG2 szerepe a T sejtek elhalasaban.

El6zetesen masok és mi is kimutattuk, hogy a TG2 nergjeés aktivaldédik szamos
apoptozissal elhalé sejttipusban tobbek kozott dithban is. Kisérleteinket Jurkat T
sejtvonalban veégeztik. Az talaltuk, hogy a vad qipywtTG2) vagy keresztk@tfunkcio
hianyos TG2-t (TG2X) overexpresszalva a sejtekberad tipusu TG2-t tartalmazé sejtek
nagyobb szézalékban haltak el apoptézissal. wtTGG2Z@E2X overexpresszid soran mindkét

enzim transzlokalédott a mitokondriumba de a mitakidlis C&* koncentracio jobban
megrétt a wtTG2 esetében. Keresztikdktivitds csak a wiTG2 esetében volt detektallaato

mitokondriumban. Thapsigargin kezelést kéest, amely gatolja a @4 visszavételt az

endoplazmas retilulumba (ER), azt talaltuk, hogynaokondrialis CA" koncentracié a
wtTG2-t tartalmaz6 sejtekberd meg a legnagyobb mértékben, amelynek hatterélssih és
ryanodine érzékeny receptorokon tottéokozott C&" leadas all az ER-bdl. Kétdimenzios

gélelektroforézissel és tomegspektrometriaval aziwottuk a RAP1GDS1 guanozin csérél

faktort mint TG2 szubsztrat, amely a RAP1 és RA&I®fjeken keresztll szabalyozza az ER
Ca™" homeosztazisat. A TG2 altali keresztkotést westelottal is megeéisitettik. A
RAP1GDS1 csendesitése shRNS technikaval gatoltdl @2vexpresszalo sejtekben mind a
thapsigargin indukalt &4 kiaramlast az ER-bol mind pedig a mitokondridlis’C
emelkedést. Eredményeink szerint a TG2 a RAP1GD#&Erfe keresztkotésén keresztil

elésegiti a Ca2+ kidramlast az ER-bdl, a kiaraml8'@amitokondriumba keriilve érzekenyiti
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az a pro-apoptotikus szignalokra ezzebsebitve a sejtek elhalasat. Eredményeinket
»rransglutaminase 2 Contributes to Apoptosis Inaunctin Jurkat T Cells by Modulating
Ca(2+) Homeostasis via Cross-Linking RAP1GDSL1., migh a PLOS One folydiratban
jelentettik meg (6).

2. A TG2 és fagocitozis kapcsolatanak vizsgalata.

Korabban leirtuk, hogy a TG2 hianya a fagocitézasardhoz vezet makrofagokban.
Nem ismert viszont, hogy a TG2 szint emelése milpatassal van a fagocitozisra. A
makrofagokat interferon-gammaval (1N klasszikusan aktivalt, interleukin 4 (IL-4)
kezeléssel alternativan aktivalt makrofagga leloddrzalni. Az interferon gammarol leirtak,
hogy huméan monocitakban megemeli a TG2 szintjét. IIA4 szerepe kérdéses a TG2
szabalyozasaban: egyes irodalmi adatok szerint melgd G2 szintjét, mas adatok szerint
nem. A transz-retinsavrol (ATRA) ismert, hogy megeld a TG2 mennyiségét a
makrofagokban, igy azt kontroll kezeléskéent hasmkalAzt talaltuk, hogy azn vitro IL-4
nem befolyasolja a sejtek TG2 szintjét, ugyanakkol-Ny és ATRA kezelés megemelte azt.
Egér makrofagokban azonban csak az ATRA kezel@sreneyezett fagocitdzis ndvekedést.
Ugyanakkor ez flggetlennekinik a TG2-6l, mivel ez a hatdsa megtalalhaté volt TG2
hianyos makrofagokban is. Kisérleteidklarra kdvetkeztiink, hogy mig a TG2 teljes hianya
negativan befolyasolja a fagocitozist (korabbi achd), addig a mar meglévTG2 szint
emelése IFMval nem jar tovabbi fagocitdzis emelkedéssel. AZRA kezelés a
feltételezheten ebsegiti a csontvél progenitorok differencialédasat, viszont eddigme
mutattak ki, hogy élseqiti az apoptotikus sejtek fagocitozisat, ezédnkitativ PCR-ral
meghataroztuk szamos fagocitézisban szerepet jatszékula expresszidjat kontroll és
ATRA kezelt makrofagokban. Eredményeink az mutatjpigy ATRA kezelés hataséara
szamos integrin receptor expresszioja csokkent,anfagzfatidilszerin receptor Mertk, Tim4
Stabilin2, Clgb opszonin, ABCAl transzporter, valanma CD14 receptor expresszioja
megrott. Az ATRA fagocitozis emél hatasa jelen volt CD14 knockout makrofagokban is,
ami arra utal, hogy az egyes gének kiesése nentysfdja jelenbsen a retinsav indukalt,
0sszetett génexpresszids valtozast és a hatékofggbditotikus fenotipust. Mivel az ATRA
RAR receptor agonista de kis mértékben atalakUX¥R agonista 9 cisz-retinsavva is ezeért

megvizsgaltuk AM580 szintetikus RARagonista, LG268 szintetikus RXR agonista és 9
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cisz-retinsav hatasat is a fagocitozisra és adaniftett gének expressziojara. Eredményeink
szerint minden agonista emelte a fagocitdzis kafsicies a fagocita gének expresszidjat.
Tovabbiakban megvizsgaltuk, hogy a makrofagokbgiikza endogén retinsav termelés.
Korabbi eredményeink alapjan tudtuk, hogy a makjokatartalmaznak retinsav terriel
enzimeket (RALDH 1 és 2). Azt talaltuk, hogy az iemek indukalhatéak LXR receptor
stimulalassal. Irodalombol ismert, hogy apoptotikag fagocitozis soran az elhalt sejtek lipid
tartalma a bejut a makrofagokba és aktivalja az LdXReptorokat, amely megemeli a
makrofagok fagocita képességét, de a mechaniznudiy sem irtdk le. Feltételezésink
szerint makrofagokban endogén uton tetidélretinsavak fontos szerepet jatszanak ebben a
folyamatban, ezért célufiztik ki az LXR jelatviteli Utvonal vizsgélatat. 8petikus LXR
agonista GW3965 kezelést kofeh megemelkedett apopto-fagocitozist tapasztaleger
hasuregi makrofagokban, RAW264 sejtvonalban ésteslén eredett makrofagokban is.
Génexpresszios vizsgalatokkal kimutattuk, hogy Lxtitnulalast kovéten megndvekedett
RARa és LXRx receptor, a foszfatidil-szerin receptor Mertk, HAMs Stabilin2, a CD14
receptor, TG2 integrin ko-receptor, C1gb opszoABCAIL transzporter valamint SREBP-1c
transzkripciés faktor és az altala szabalyozott RAL és 2 gének expresszidja. Retinsav
szintézis gatlasaval csokkent az LXR induk@lt fagats ndvekedés és elmaradt a TIM4,
Stabilin2, CD14, TG2 és C1qgb gének indukcioja atedva, hogy LXR szignalutban jeléist
szerepet jatszik a retinsav szignalut valamint amlitett gének retinsav fuggk.
Eredményeink endogén retinsav terbaésre utalnak makrofagokban ezért RARE lacZ
transzgén egereket, amelyekben retinsav valaszietd €zabalyozas alatt megtalalhaté a
bakteridlis galaktozidaz enzim génje, oltottunk i@ LXR agonistaval. Ezt kovéen
hasuregi makrofagokat izolaltunk és bennik megnédet RALDH1 és galaktozidaz
expressziot detektaltunk, amely retinsav jelenlbtgbnyitja. HPLC és tomegspektrometrias
technikaval szamos, eddig ismeretlen retinoid saaékot mutattunk ki LXR agonista kezelt
csontvebi eredett makrofagokban. A termé&dlé retinsavakat fiziologias korilmeények kozott,
apoptotizald timuszban is kimutattuk. Az egyik metdot dihidroretinsav-szarmazékként
sikerilt azonositani. A dihidroretinsavak termefédéel$ Iépését a retinol szaturdz (RetSat)
enzim végzi. Kimutattunk, hogin vivo, elhalé timuszban é# vitro LXR agonista kezelt
makrofagokban az enzim szintje megndvekszik. Azirergzerepének tanulmanyozasahoz
beszereztik a RetSat knock out egértorzset. AzlGeltimusz karakterizdlasa soran nem
tapasztaltunk kilonbséget a vad és a knock ous Kiyzott a timusz tomegében, CD4+/CD8+
sejtek ardnyaiban illetve a sejtek annexin-V peitésban, amely arra utal, hogy az apopto6zis
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programot és elhalt sejtek felvételét nem befolijasaz enzim hianya a timuszbdn.vitro,
makrofagokban csokkent mérteRIM4 indukciét tapasztaltunk knock out makrofagakb
LXR stimulélast koveten, amelybBl arra kovetkeztetiink, hogy a dihidroretinsavakreget
jatszhatnak a gén szabalyozdsaban. A makrofagak w@tmelt retinsavnak a timuszban
betoltott szerepél egy cikket kozdoltink az Immunobiology folydiratbgMacrophages
engulfing apoptotic thymocytes produce retinoids piwmote selection, differentiation,
removal and replacement of double positive thymexyt(7) cimmel. Az LXR és retinsav
jelatviteli utak kapcsolatat az alabbi abraban dtigk 6ssze, amely az elkészult kéziratban
(Macrophages Engulfing Apoptotic Cells Produce Ntassical Retinoids to Enhance Their

Phagocytic Capacity, bekildve a Journal of Immugwlboz) is megtalalhato:

retinoids

LXR RXR
Mertk ABCA1
LXJRE SREBP-1c —» RALDH1,2
RARa LXRa
l retinoids,
RAR RXR
TG2 CD14
RAIRE C1gb Tim4
Stabilin2

!

Increased apoptotic
cell phagocytosis

3. N-y-(gamma-glutamil)-lizin izodipeptid lehetsége bioldgiai hatasdnak vizsgalata

Az apoptotikus sejtekben a TG2 fehérje keresztkélias |étrehozott N-y-(gamma-glutamil)-
lizin izodipeptid ellenall a makrofagok fagolizosadlis enzimjeinek proteolitikus
emesztésének. Koradbban az intézetinkben kimutatiélgy kisérleti allatok vérében
apoptézis indukciot kovéen illetve agy-gerincvél folyadékban neurodegenerativ
betegségek esetében megndvekszik az izodipeptidnyisége. Kisérleteink soran azt
vizsgaltuk, hogy a molekula rendelkezik-e biolddiatassal és visszahathat-esakibocsato

makrofagokra. Scratch migraciés assay-ben nem eltdrés a kontroll és kezelt primer



makrofagok migraciojaban valamint a molekula nenfolyésolta makrofagok apoptotikus
sejtfelvételét. Ugyanakkor mind RAW264.2 sejtvorabmind pedig primer hasiregi
makrofagokban a molekula szignifikAnsan csokkemtedt bakteridlis lipopoliszacharid
indukalt TNFe, interleukin-6 (IL-6), Makrofag Inflammatory Prate2 (MIP-2) és
indukalhaté nitrogén oxid szintaz (INOS) gének espridjat a vizsgalt 1-5M-os
tartoméanyban. Szintén nem talaltunk kil6Az ezt kévesérletek sordn viszont a molekula
nem mutatott elté hatast, mint a normal glutamil-lizil peptidkotéstrtalmazoé, kontroll
dipeptid. Uj batch rendelést kodven Gjabb kisérleteket végeztink. Kvantitativ PCR-ra
meghatatrozva UOjra tapasztaltuk a gyulladascsokkeatast (kisebb mértékKTNF-a, IL-6,
INOS és MIP-2 expressziot LPS kezelés utan) eziothatjs génexpresszids vizsgalatot
végeztink RNS szekvenalas technikaval csoéitveredett makrofagokban. 91 olyan gént
talaltunk, amely LPS hatasara legalabb 1,5-szdrikedést mutat a kontrollhoz viszonyitva
és izodipeptid hatasara legalabb 1,5-sz6rés csékkenutat az LPS kezelt mintdhoz képest.
Ezek kozoétt megtalalhatd volt a PCR-ral mar kimattaTfNF-a és MIP-2 (CXCL-2). A
szabalyozott gének kozott megtalalhatd a gyullaaldstzerepet jatsz6 CCL17, CXCL1 és
osteopontin  kemokinek, interferon gamma receptor GM-CSF (granulocita/makrofag
koloniastimulalé faktor) és myc transzkripciés fakt Ugyanakkor nem szerepelt a
szabdlyozott gének kozott az IL-6 é€s iINOS génje.aflatok elemzése folyamatban van.
Tovabbiakban tervezzik a talalt géneket kvantit®@GR-ral validalni és egerekbem, vivo

kordlmeények kdzott is megvizsgalni a molekula hatas

4. Szoveti transzglutaminaz szerepe a fogak kialakisdban

Irodalmi adatokbdl ismert, hogy a szoOveti transtaghinaz (TG2) szerepet jatszik a
kondrocitak kalcfikalodasaban és az enzim keresitkditivitAsa hozzajarul a kigzovet
mineraliziciéjdhoz. Ugyanakkor TG2 hianyos egerakbem volt megfigyelhét eltérés a
vazrendszer fejldésében, amit a hasonld fehérje kerestlditivitassal Xlll-as faktor
kompenzatorikus tultermé&désével magyaraztak. Mivel patkany fogk&pzszervében
kimutattak az enzim jelenlétét és kereszikéktivitasat valamint szamos fogban jelenélév
apatit kristalyok létrejottében szerepet jatszéefgol (dentin matrix protein 1, dentin-
foszfoprotein, csont-szialoprotein) kimutattak, Wogszubsztratia a TG2-nek, jelen
kisérleteinkben vad tipusu és TG2 hianyos egerdékadgenalasaval vizsgaltuk a TG2

fogfejlodésben betdltbtt szerepét.



Kisérleteink soran mikro-CT felvételeket készitektivad tipusu és TG2 KO fditt egerek
koponyajardl és allkapcséardl, amely azon kivil, ynadgc2 KO egerek met$foga kis
mértékben hosszabb és a zomanc réteg kis mértédsemgabb, mint a WT torzs esetében,
nem mutatott eltérést a két torzs k6zott. Megmeéatiiklsdé metsifogak kalcium tartalmat, de
itt sem talaltunk kulonbséget. Kulonbzmbrionalis feppdési szakaszokban k&wegerek
gyokérnyulvanyait 6sszehasonlitva nem talaltuniérét a BrdU inkorporaciéval mért
sejtproliferaciojaban és TUNEL assay-jel vizsgglbptozisban. A fogkeménységét mikro-
indentaciés technikaval vizsgalva viszont azt talgl hogy a TG2 hianyaban fogzomanc
keménysége szignifikansan nagyobb, mint a vad tésetében. Ezt kouien pasztazéd
elektronmikroszképpal vizsgaltuk a dentin és a zwenéltrastrukturajat és kisebb eltérést
taldltunk a zomancprizmak szerkezetében. Az emaéli®nfejlédés 18. napjaban lév
fogkezdeményeket preparaltunk WT embridbdl és azsk@rvkultiraban fenntartva, alizarin
red festéssel vizsgalva a zomanc matrixallomanyeraiizaciot fokozott kalcium lerakodast
figyeltink meg Z-DON transzglutaminaz jelenlétébAnkapott eredmények alapjan ,LOSS
OF TRANSGLUTAMINASE 2 (TG2) ALTERS ENAMEL FORMATIONIN MICE”
elkészillt egy kézirat, amit a European Journal oél Csciences folyoiratban kivanunk
publikalni. Mivel a Xlll-as faktor és aTG2 hasorkéresztkdd funkcioval rendelkezik, ezért
beszereztiink kollaboracios partneredhiEXIll KO egeérbsl szarmazo fogakat. Ezelba
mintakbo6l még folyamatban van a keménységmérésinigreyeinket eddig egy konferencian
mutattuk be ,Loss of Transglutaminase-2 resultsa@celerated enamel mineralization in

mouse” cimmel (International Association for DerRalsearch, 2011).
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