v

View metadata, citation and similar papers at core.ac.uk brought to you byj: CORE

provided by Repository of the Academy's Library

A naponta nagy tdmegben apoptozissal elhalt sejtek eltavolitasa a szovetekbdl igen hatékony
molekularis mechanizmusok igénybevételével torténik. Az utdbbiak egy részének, elsésorban
a fehérjéket keresztkoto szoveti transzglutaminaz (TG2) ezen folyamatokban bet6ltott
szerepének tisztazéasa volt palyazatunk alapvet6 célkitiizése. A négy év alatt elért
eredményeink a kovetkezok:

1. Egér és egy human apopto-fagocita sejtkultira rendszerek beallitasara kerult sor. Az egér
rendszerben peritonedlis makrofagokat izolalunk, azok a tenyésztéedény felszinéhez
tapadnak, majd erre rétegezzilk az egér timuszbdl izolalt, majd kilonb6zé modon apoptozissal
elolt timocitékat. Egy Ora elteltével a nem fagocitalt sejteket lemossuk, majd fixalas utan
faziskontraszt mikroszkop segitségével szamoljuk hogy a makrofagok hany %-a vett fel
apoptotikus sejteket, illetve mennyi az atlagos bekebelezett sejtszam az egyes
makrofagokban. A felvétel igen hatékony, &ltalaban tébb mint 200 apoptotikus sejtet vesz fel
100 makrofag. A human rendszerben monocitakat izolalunk a vérado allomastol kapott
fehérvérsejt preparatumbdl, ezeket 5 napig tenyésztjik amig makrofagokka alakulnak, majd
erre rétegezzik az Ujabb fehérvérsejt preparatumbol nyert apoptézissal elhalt neutrofil
sejteket, melyek tisztitdsuk utan 24 dran at spontén haltak el a tenyésztéedényben. Fél 6ra
eltelte utan mossuk le a be nem kebelezett sejteket, majd fixalas utan mieloperoxidaz
reakcioval mutatjuk ki az elhalt és bekebelezett neutrofil granulocitakat szamolva hogy
mennyi ilyen sejt lett bekebelezve. Ebben a human rendszerben a bekebelezés hatékonysaga
viszonylag alacsony, hiszen &ltalaban a makrofagok 15-25%-a vesz fel elhalt granulocitakat.

A fagocitozis mérésere Uj tipusi FACS analizist dolgoztunk ki. Ennek 1ényege, hogy mind
az elhalé mind a fagocital6 sejteket fluoreszcens festékkel jelezziik (ezek nem befolyasoltak
sem a elhalast sem az elhalt sejtek felvetelét), majd a fagocitdzis utan mérni tudtuk a kettésen
fluoreszkalé makrofagokat. A mddszert hagyoméanyos (de sokkal munkaigényesebb és ezért
kivaltando) technikakkal validaltuk.

2. Az egér rendszer segitségevel tudtuk tisztazni, hogy az apopto-fagocita rendszer hatékony
muikddéséhez elengedhetetlen a fehérjéket keresztkoté szoveti transzglutaminaz (TG2)
aktivitasa, reszvétele a folyamatban. TG2 K.O. egerekben ugyanis mind a timuszban mind a
majban az apoptozis fokozasaval megfigyelhet6 az elhalt sejtek bekebelezésének
késleltetettsége (Szondy et al., PNAS. USA., 2003). A sejtkultara rendszerben is megfigyelhet6
volt a jelenség és itt tisztazni lehetett, hogy a jelenségeért részben a makrofagokban termel6dé
TGFbéta citokin aktivalddasanak az elmaradésa felel6s.

3. Megallapitottuk, hogy a fagocitdzis elésegitéséhez az aktiv TG2 jelenléte az apoptdtikus
sejtekben is fontos: az elhalo vordsvértesteket hasznalva modellként azonositottuk a TG2 altal
modositott szubsztratokat és azok kozott megtalaltuk a kalpaint is, amely TG2 hatasara
gyorsabban aktivalodik és segiti el6 az elhalds folyamatat (Sarang et al., kozlés alatt, 2007).
Rekonstrukcids kisérleteket is elkezdtiink és kozel allunk azok befejezéséhez: a TG2 hianyos
egerek makrofagjaiba virus vektorral visszajuttatjuk a TG2-t, pontosabban annak kilénb6z6
delécios muténsait (transzamidacios aktiv hely, GTP kdoté hely, fibronektin koété hely
mutansok) annak tisztazasara, hogy a multifunkcios TG2 mely aktivitasai vesznek részt a
fagocitdzis eldsegitésében (Toth et al., kozlésre eldkeészitve, 2007). Ez a kérdés azért is
elétérbe kerdlt, mert kiderult, hogy a TG2 a sejttipustol és a sejtelhalas formajatdl fliggoen
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lehet sejthalalt el6segito és azt gatld is (Fésis és Szondy, FEBS Letters, 2005); az utdbbi
magyarazza, hogy a TG2 hianyos egerek majsejtjei joval érzékenyebbek in vivo Fas-indukalta
elhalasra mint a normal maj és a nagyfoku elhalssal képtelen 1épést tartani a fagocitozis,
gyulladas alakul ki (Sarang et al., Hepatology, 2005). A TG2 ezen véd6 hatasat az enzim G
fehérje funkcidja magyarazza, amely részt vesz apoptdzissal szemben védé molekuldk
fokozott aktivitasa kivaltasaban.

4. A TG2 transzamidaciot létrehozd aktivitasa Ca-fliggd, a Ca egyben gatolja az enzim G
fehérje funkciojat. Szisztematikus mutagenezis vizsgélatokba kezdtink a TG2 Ca-koto
helyeinek azonositasara. Eddig 5 Ca-koté helyet talaltunk, elvégeztiik ezek kilon-kulon
delécidja kdvetkezményeinek tisztadzasat beleértve a transzamidacios és GTPaz aktivitasra
kifejtett hatast (Kiraly et al., kozlés alatt, 2007). A transzglutamindz coelidkias betegekben
autoantigénként viselkedik, az antitestek novelik az enzim aktivitasat fokozva a betegség
elérehaladasat (Kiraly et al., Autoimmunity, 2006).

5. NB4 promyelocitas leukémia sejteket hasznalva eredményeink szerint reténsav hatasara
bekovetkez6 human neutrofil granulocitava érésiik soran (amelynek egyik eredménye hogy
amennyiben nincs szlkség rajuk spontan apoptozissal elhalnak) indukalddik a TG2,
bevandorol a sejtmagba ahol fehérjéket modositva gének kifejez6dését szabalyozza (t6bbek
kozott a neutrofil sejtek oxidativ 616 kapacitasanak kialakitasdban résztvevé fehérjék
génjeiét). TG2 hianyaban vagy gatlasa esetén a neutrofil sejtek baktériumolé képessége és
vandorlasi aktivitasa jelentésen csokken (Balajthy et al., Blood, 2006) Az elmult év soran
biotinalt pentilamint alkalmazva az intakt sejtekben létrejott TG2 mddositasokat kerestiik
affinitas kromatogréafiaval izolalva a médositott fehérjeket. Ketdimenzids gélelektroforézissel
elvalasztva a modositott fehérjéket azokat emésztése utan MALDI/MS analizisnek vetettiik
ala: a TG2 modositott fehérjek kozott transzkripcios faktorokat, kromatin szerkezetet
modosito fehérjéket, hosokk fehérjéket talaltunk. A kisérletek kovetkezé szakaszaban célunk
annak bizonyitasa volt, hogy a TG2 altal létrehozott modositasok hatasara valtozik a
génexpresszio, illetve hogy mely gének kifejez6dését mddosithatja a TG2 hatas. Sikerilt az
NB4 sejtekb6l olyan sejtvonal generdldsa, amelyben ,silencing” RNS segitségével a TG”
knock down allapotban van, igen alacsony a kifejez6dése differencialédas soran;
0sszehasonlito, a teljes emberi génallomanyt lefedé DNS chip technikaval bizonyitottuk, hogy
igen nagy szdmu gén kifejez6dése né vagy csokken a TG2 hidnyaban (Csomés et al., kdzlésre
elokészitve, 2007).

6. Az apopto-fagocita rendszer vizsgalatanak klasszikus modellje a Caenorhabditis elegans
fonélferegben zajlé programozott  sejtelhalds és eltakaritds tanulméanyozésa. Emlds
transzglutamindz homolog nem talalhaté a C. elegans genomban figyelmink a fehérje
diszulfid izomeraz (PDI) felé fordult; ennek az enzimnek mar mutattak ki transzglutaminaz
aktivitasat mas speciesekben. Megallapitottuk, hogy a C. elegans PDI is rendelkezik
transzglutaminaz aktivitassal, meghataroztuk hogy ezért a PDI tioredoxin doménja a felel6s,
mutagenezissel tisztaztuk hogy az TG aktivitast megvalositd Katalitikus triadban mely
aminosavak vesznek részt (Blasko et al., BBRC, 2003). A C. elegansban szisztematikus
analizissel keressiik az endogén transzglutamindz szubsztratokat. A TG fehérjék megfelel
kérnyezetben 1évé glutaminjai és lizinjei kozott hoz létre keresztkotést. Uj tipusu Kis
molekulasulyu jel6lt szubsztratokkal a korabban méar megtalalt glutamin szubsztratok (enolaz,
mitokondridlis ATPaz), mellett lizin donor szubsztratokat is azonositottunk (glutamat
dehidrogenaz, PDI) a C. elegansban ( Madi et al., BBRC, 2004).



7. Uj, nagy ateresztoképességii transzglutaminaz maédszert dolgoztunk ki, hogy kiilénb6z6
betegcsoportok esetében (ahol felvetédhet az apopto-fagocita rendszer defektusa a kialakuld
korkép pathomechanizmusaban) vérbél izolalt mintakban tudjuk mérni az enzim aktivitasat.
Az (] assay lényege, hogy tricialt putreszcint épitiink szcincillacios vékony réteggel is bevont
ELISA lemezre amelyhez TG2 specifikus glutamin szubsztrat peptid van kitapadva; amikor a
TG2 bekoti a jelzett putreszcint detektalhatdo és mérhetd fényjelet kapunk (Madi et al.,
Analytical Biochemistry, 2005).

8. Feltételeztuk, hogy human neurodegenerativ korképekben jelentés sejtelhaléds zajlik TG2
részvetellel. Mivel a kdzponti idegrendszerben a neuronok elhaldsa nem természetes, az
eltakaritisuk nem hatékony. Igy fennmaradhatnak akar félig elhalt sejtek is, amelyekben
transzglutaminadz keresztkotott fehérje polimerek talalhatok. Human agymintakbol sikerlt
ezeket izoldlnunk és nem csak azt tudtuk meghatérozni, hogy mely fehérjék lettek
keresztkotve (ubiquitin, parkin, alpha-synuclein, HSP27), hanem hogy a szekvencigjukban
melyik specifikus GIn vagy és Liz vesz részt a kotésekben. Ezek az eredmények azt mutatjak,
hogy a neurodegeneraciés folyamatok lényeges eleme a TG2-medialt kovalens feherje
polimerizacio (Nemes et al., FASEB J., 2004). A neurodegenerativ korképekben zajlé6 TG2-
figgo sejtelhalést elésegité folyamatok kozil azt is tanulmanyoztuk hogy a poliglutamin
darabot koros méretben tartalmazd huntingtin fehérje talzott sejtbeli kifejeztetésének mi a
kovetkezmenye. Az eredmények azt mutatjak, hogy a huntingtin glutaminjai deamidalodnak
és a fehérje nem-kovalens kolcsonhatasba Iép a laminnal és ennek kovetkeztében magi
inkluzios testként jelenik meg. A citoplazmatikus huntingtin zarvanyok ezzel szemben
kovalensen ubikvitinnel és HSP27 fehérjével keresztkotottek. A TG2 tehat kilonb6zo
mechanizmussal segiti el6 magi, illetve citoplazmatikus inkl(zios testek kialakulasat és ezzel
a neurodegeneracios folyamatokat (Nemes et al., kdzlésre elokészitve, 2007).

9. Az apopto-fagocita rendszer transzkripcids szabalyozasa részleteinek megismerésére
Tagman Low Density Array-t (TLDA) terveztink és keszittettink, amely egyszerre 94
apoptotikus sejtek eltavolitasaban résztvevo génnek nézi adott RNS mintabdl a kifejez6dését
pontosan meghatarozva az adott gének RNS-ének koncntracidjat. A vizsgalt gének
kivalasztasat szisztematikus munka elézte meg figyelemmel ezen géntermékek gyulladasban
jatszott szerepének vizsgalatara is (Majai et al., Immunology Letters, 2005). A TLDA-t tébb
apopto-fagocita kisérleti rendszerben hasznositottuk. Ezek kozil kiemelkedik az a kisérlet
sorozat, amelynek soran autoféagiaval elhald sejtek fagocitozisat tanulmanyoztuk. Az emberi
emlé epithelidlis sejtek (MCF-7) éheztetés és tamoxifen hatasara hatasara jelentés mértéki
autofagiat es kovetkezményes sejtelhalast mutatnak. Amikor ugyanezek a sejtek nem adheziv
szubsztratra keruilnek anoikisz-szel halnak el, amely felgyorsitja az autofagiat mind tamoxifen
jelenlétében mind anélkil. Jelentés Uj megfigyelésiink, hogy mind a de novo mind az
anoikisz eredetti autofagias sejteket fagocitalni tudjak mind a human makrofagok mind a nem
elhalo MCF-7 sejtek (Petrovski et al., Cell Death and Differ. 2007, kozlésre elfogadva).
Ugyanakkor csak az el6bbiek fagocitozisat lehet gatolni az autofagia blokkolasaval. A
kilénbség megnyilvanul génkifejezédési mintazatokban is. Mig az autofagiaval elhalo sejtek
fagocit6zisa soran a makrofagokban a pentraxin, az adenozin 2 receptor, az oxidalt LDL, az
aszialoglukoprotein receptor és a trombospondin indukalodik, addig az anoikisz-szel elhald
sejtek bekebelezésekor a Clq receptor, az MFGE8 molekula, a rac-1 és a DNaz |. Ez azt
jelenti, hogy az apopto-fagocita szinapszisban a bekebelezett elhalo sejttél figgéen mas és
més fagocitozis mechanizmusok indukalodhatnak, vagyis Uj lehetéségek nyilhatnak tobbek
kozott a gyulladasos folyamatok (amely vegiil a granulocitdk fagocitozisaval ,tisztul fel”)
terapias befolyasolasara .






