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Samenvatting

De extracellulaire matrix (ECM) is opgebouwd uit veel verschillende componenten. De twee
hoofdklassen van extracellulaire matrix moleculen zijn proteoglycanen en vezelachtige
eiwitten: fibronectine, collagenen, elastine, en laminines. Deze ECM componenten spelen
een belangrijke rol in cel adhesie, migratie, proliferatie, overleving en weefselstabiliteit. In
een gezonde situatie is er een balans tussen de productie, afbraak en de stabilisatie van de
ECM. Tijdens ziekte raakt deze balans verstoord.

Transglutaminases zijn calcium afhankelijke enzymen die een belangrijke rol spelen in de
stabilisatie van de ECM. Transglutaminases kunnen meerdere reacties Kkatalyseren,
waaronder verschillende crosslinkings reacties tussen de componenten van de ECM. Daarbij
worden g(y-glutamyl) lysine isopeptide bindingen gevormd tussen peptide gebonden lysine
en peptide gebonden glutamine aminozuren. Deze crosslinks zijn resistent tegen
proteolytische degradatie. Transglutaminase-2 (TG2) onderscheidt zich van andere
transglutaminases doordat het naast zijn extracellulaire werking ook nog een functie heeft als
G-eiwit in transmembraan signalering en het ook GTP en ATP kan binden en hydrolyseren.
TG2 kan extracellulair verschillende ECM componenten irreversibel crosslinken en cel-matrix
interacties tot stand brengen.

Het aantal patiénten met chronische nierziekten neemt wereldwijd toe en in meerdere
onderzoeken naar verschillende nierziekten is aangetoond dat TG2 betrokken is bij fibrose
vorming. Fibrose vorming is de overmatige accumulatie en afzetting van ECM componenten
wat uiteindelijk leidt tot destructie van weefsels. TG2 wordt verhoogt tot expressie gebracht
door onder andere cel stress, echter de secretieroute waarmee TG2 tot expressie wordt
gebracht op het cel oppervlak is nog onbekend. TG2 heeft een hoge affiniteit voor
fibronectine, intergrine a5B1 en ook voor de HS ketens van heparan sulfaat proteoglycanen
(HSPG'’s). Onderling kunnen de verschillende onderdelen ook goed binden via zowel RGD-
afhankelijke als RGD-onafhankelijke interacties. De binding tussen TG2 en de HS ketens
van HSPG’s treedt mogelijk al intracellulair op. Vooral het HSPG syndecan-4 speelt een
belangrijke rol in de expressie en extracellulaire activiteit van TG2 op het cel opperviak.
Binding van TG2 aan het HS ketens van syndecan-4 beschermt TG2 tegen inactivatie door
proteolyse en hitte denaturatie. Hierdoor wordt TG2 stabieler en wordt de interactie met ECM
componenten bevordert. TG2 wordt als een interessant therapeutisch target gezien in de
bestrijding van nierfibrose.

Interventie op TG2, om de expressie en activiteit van TG2 te verminderen, in nierziekten kan
door TG2 inhibitie, via onder andere transglutaminase inhibitoren of genetische manipulatie.
Verder zouden er nog interventies kunnen optreden tussen de verschillende interacties van
de componenten van de ECM met TG2. Een ander mogelijk mechanisme van interventie ligt
wellicht op de binding tussen TG2 en de HS ketens van HSPG’s om externalisatie van TG2
te remmen. Interventie op TG2 is mogelijk breder toepasbaar, aangezien fibrose vorming niet
alleen in de nier voorkomt, maar ook in de longen, de lever, bij neurodegeneratieve ziekten,
coeliakie en kanker.



Inleiding

Wereldwijd is er een toename te zien in het aantal patiénten met chronische nierziekten
(Levey et al. 2007). Ongeacht de primaire oorzaak, eindigt de ziekte over het algemeen in de
vorming van nierfibrose. Nierfibrose wordt gedefinieerd als een overmatige accumulatie van
de afzetting van extracellulaire matrix (ECM) componenten, wat leidt tot complete destructie
van het nierweefsel en uiteindelijk tot nierfalen (Cohen et al. 2005).

Onder normale omstandigheden is de productie, afbraak en stabilisatie van de ECM in
balans. Tijdens ziekte wordt deze balans verstoort. Transglutaminases zijn calcium
afhankelijke enzymen die een belangrijke rol spelen in de stabilisatie van de ECM, door het
katalyseren van verschillende reacties waarbij €(y-glutamyl) lysine isopeptide bindingen
worden gevormd. Deze g(y-glutamyl) lysine isopeptide bindingen zijn resistent tegen
proteolytische degradatie. (El Nahas et al. 2003, Verderio et al. 2008, Collighan et al. 2008).
Vooral het enzym transglutaminase-2 (TG2) speelt een belangrijke rol in de vorming van
fibrose, doordat het interacties aan gaat en medieert tussen de verschillende matrix
componenten. Zo bindt het met hoge affiniteit aan fibronectine, integrine a5B1 en ook aan
heparan sulfaat (HS) ketens op proteoglycanen (PG’s) (Gaudry et al. 1999 a, b, Signorini et
al . 1988, Akimov et al. 2001). Vooral het heparan sulfaat proteoglycaan (HSPG) syndecan-4
speelt een belangrijke rol in de expressie en extracellulaire activiteit van TG2 op het cel
oppervlak (Woods et al. 2001, Scarpellini et al. 2009, Scarpellini ongepubliceerde data). De
interactie van de HS keten van syndecan-4 met TG2 beschermt TG2 activiteit tegen
thermische denaturatie en proteolytische degradatie. Het stabiliseert TG2 en bevordert de
binding van TG2 met ECM componenten en de vorming van fibrose (Gambetti et al. 2005).
Zou interventie op TG2 van therapeutisch belang zijn in de strijdt tegen nierfibrose?

In deze scriptie zal eerst een introductie worden gegeven op de fysiologie van de
extracellulaire matrix en de belangrijkste componenten daarvan. Vervolgens zal er ingegaan
worden op transglutaminases om daarna verder in te zoomen op transglutaminase 2 en de
rol daarvan in fibrose vorming in de nier. Daarna zal er worden gekeken naar de rol van
HSPG’s in de activatie van TG2. Ten slotte zal er worden afgesloten met huidige en
mogelijke interventie strategieén op TG2 en de therapeutische relevantie daarvan in
nierziekten.



Hoofdstuk 1: De fysiologie van de extracellulaire matrix

Om een beter begrip te krijgen van het onderwerp van deze scriptie is het van belang om
eerst een goed overzicht te krijgen van de algemene fysiologie van de extracellulaire matrix
(ECM). Eerst zullen de belangrijkste componenten van de ECM worden belicht en daarna zal
in gegaan worden op de aanmaak en afbraak en stabilisatie van de ECM.

Componenten van de ECM

De extracellulaire matrix is een complex netwerk van polysacchariden (zoals
glycosaminoglycanen (GAG’s)) en eiwitten (zoals collageen) uitgescheiden door cellen. De
ECM speelt een belangrijke rol in cel gedrag, overleving, communicatie, migratie, proliferatie,
vorm en functie. Er zijn twee hoofdklassen van extracellulaire macromoleculen in de matrix,
namelijk 1) de glycosaminoglycanen (GAG’s), lineaire polysaccharide ketens, die
grotendeels covalent gebonden zijn aan eiwitten in de vorm van proteoglycanen en 2)
vezelachtige eiwitten zoals collageen, elastine, fibronectine en laminine die zowel structurele
als adhesieve functies hebben. (Alberts 4% editie)

Glycosaminoglycanen (GAG’s) zijn lange lineaire polysacchariden opgebouwd uit
repeterende disacchariden. De disacchariden bevatten altijd één amino suiker. GAG’s
binden covalent aan een kern eiwit van proteoglycanen. GAG’s zijn zeer negatief geladen
doordat er sulfaat en carboxylgroepen gebonden zijn aan de suikers. Door de zeer negatieve
lading ontstaat er een osmotische activiteit. Hierdoor trekken de GAG’s veel water de matrix
in. Er ontstaat turgor, waardoor de matrix samendrukkende krachten beter kan weerstaan.
Weefsel zoals kraakbeen in het knie gewricht kan zeer veel krachten aan. Er zijn vier
hoofdgroepen van GAG’s, namelijk hyaluronan, chondroitin sulfaat en dermantan sulfaat,
heparan sulfaat en keratan sulfaat (Yoon et al. 2005). (Alberts 4% editie, Goodman SR 2%
editie).

Hyaluronzuur is de meest eenvoudige en grootste GAG. Hyaluronzuur is een polymeer van
van glucuronzuur en N-acetyl glycosamine disacchariden. In tegenstelling tot de andere
GAG'’s, bevat hyaluronzuur geen gesulfateerde suikergroepen en zijn alle disaccharide units
identiek. Hyaluronzuur bestaat uit meer dan 25.000 ongesulfateerde disaccharide eenheden
en is dus een zeer grootte GAG. Verder is hyaluronzuur niet covalent gebonden aan een
kern eiwit en wordt het niet in het Golgi gesynthetiseerd, maar aan de binnenzijde van het
plasma membraan (Toole BP 2000). Hyaluron wordt in grootte hoeveelheden aangemaakt
tijdens wond genezing en is een belangrijk bestandsdeel onder andere in gewrichten waar
het dient als een glijmiddel. (Comper WD?, Yoon et al. 2005).

Proteoglycanen (PG) zijn opgebouwd uit GAG ketens die covalent gebonden zijn aan een
serine residu van het kern eiwit. De bindingsregio of link tetrasaccharide die bindt aan het
serine residu, bestaat uit xylose-galactose-galactose-glucuronzuur en is hetzelfde voor de
verschillende GAG’s en dient als primer voor polysacchariden om aan te binden (Zie fig 1)(
Comper WD?, Alberts 49 editie). Doordat verschillende GAG’s kunnen binden aan diverse
kerneiwitten worden er veel verschillende PG’s gevormd. Zo kan er een onderverdeling
worden gemaakt in de zogenoemde heparan sulfaat proteoglycanen en de chondoitin sulfaat
proteoglycanen, ookwel bekend als de HSPG’s en de CSPG’s. HSPG’s worden voornamelijk
op het cel opperviak en in de matrix gevonden (Dreyfuss et al. 2009). Onder de HSPG'’s
vallen onder andere de syndecanen, betaglycan, perlecan, collageen XV en XVIII en agrine
(Dreyfuss et al. 2009). Onder de CSPG’s vallen decorin, biglycan, versican, bamacan en
lumican (lozzo et al. 1998; Yoon et al. 2005).
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Fig 1: Bron: Alberts 4° editie. De bindingsstructuur tussen een GAG met het kern eiwit in een proteoglycaan
molecuul. De link tetrasaccharide bindt met het serine residu van het kern eiwit gevolgd door binding van de
GAG.

De functie van proteoglycanen is divers. Zo vormen proteoglycanen een gel-achtige structuur
die de vezelachtige eiwitten omgeven om samendrukkende krachten te weerstaan (Alberts
4% editie). PG’s functioneren als weefsel organisatoren in staat om cel groei en maturatie
van gespecialiseerde weefsels te moduleren. Ook moduleren ze groeifactor activiteit, spelen
ze een rol als cofactor (lozzo et al. 1998) en reguleren ze collageen fibrillogenesis (Yoon et
al. 2005).

De meest veelvoorkomende eiwitten in de ECM zijn de collagenen. Deze dienen ter
versterking van de matrix en zijn een hoofdcomponent van bindweefsel. Collageen eiwitten
zijn rijk aan proline en glycine en de moleculen zijn opgebouwd uit een triplehelix van drie
collageen polypeptide ketens, ook wel bekend als a-ketens. leder a-keten bevat een GLY-X-
Y- regio, waardoor ieder derde aminozuur een glycine is en daardoor is de dichte binding
van de drie a-ketens zo goed mogelijk . De meest voorkomende collageen soorten zijn type
1,2,3,5 en 6. Dit worden ook wel de fibril vormende collagenen genoemd. Collageen type 1 is
het meest veel voorkomende eiwit en komt voor in de huid, pezen en in bot. Collageen type
2 komt voor in kraakbeen en type 4 komt veel voor in de basale lamina. (Prockop et al 1995;
Goodman SR 2% editie, Comper WD")

De biosynthese van collagenen gaat als volgt. Individuele collageen polypeptiden worden
gesynthetiseerd door membraan gebonden ribosomen en deze worden in het
endoplasmatisch reticulum (ER) geinjecteerd als grote precursors, pro-a-ketens genoemd.
Deze pro-a-ketens hebben propeptiden gebonden aan hun C- en N-terminus. In het lumen
van het ER worden prolines en lysines gehydroxyleerd tot hydroxyproline en hydroxylysine.
Sommige hydroxylysines worden geglycosyleerd. ledere pro-a-keten vormt vervolgens
samen met twee andere pro-a-ketens een triple-standed helix molecuul beter bekend als
procollagen. Na secretie uit het ER, worden de propeptiden van het procollagen gesplits door
speciale proteolytische enzymen. Dit zet de procollagen moleculen om in collageen
moleculen. Deze voegen zich in de extracellulaire ruimte samen tot collageen fibrillen.
(Alberts 4% editie)

Fibronectines (Fn) zijn grote glycoproteinen die een belangrijke rol spelen in cellulaire
interacties met de ECM, maar ook in cel adhesie, migratie, groei en differentiatie. De
molecuul structuur van fibronectine is complex en bevat meerdere specifieke
bindingsplaatsen. Het Fn molecuul is asymmetrisch en wordt opgebouwd uit twee even grote
of verschillende subunits die bij elkaar gehouden worden door disulfide bindingen bij de C-
termini. leder monomeer is opgebouwd uit drie verschillende modules en het type Il
fibronectine repeat komt het meest voor en bindt met de integrines. leder type bestaat weer
uit verschillende de delen. Een deel van de type Il repeats bevat een RGD sequentie (Arg-
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Gly-Asp) die een centraal element is van de bindingsplaats. Deze RGD sequentie wordt
herkent door integrines en andere matrix receptoren om Fn te binden (Woods et al. 1993)
Naast een bindingsplaats voor integrines bevat Fn ook bindingsplaats voor heparine,
gelatine, collagenen, proteoglycanen, factor Xllla transglutaminases en fibrine. Via integrine
binding kan Fn ook een interactie aangaan met het intracellulaire cytoskelet en kan het met
andere Fn’s aggregaten vormen. Er zijn tenminste twee typen fibronectines, plasma
fibronectine en cellulair fibronectine. Plasma Fn is betrokken bij bloedstolling en cellulair Fn
is meer betrokken bij de interacties met de ECM in de vorm van fibrilair ECM. Fibroblasten
en endotheel cellen produceren het meeste Fn. (Hynes et al. 1982; Alberts 4% editie)

Laminines zijn glycoproteines die een belangrijke rol spelen in opbouw van de basaal
membraan. Laminines worden opgebouwd uit een combinatie van a-,- en y- ketens en
staan bekend om hun kruisvormig uiterlijk. Er zijn veel verschillende isovormen van de
ketens en dus veel verschillende soorten laminines. Net als bij collageen kunnen deze
ketens goed met elkaar aggregeren en ook met andere cellulaire receptoren zoals integrines
(a-keten) en andere extracellulaire liganden (B- en y-keten), zoals collagenen. Naast dat
laminines een rol spelen in de ultrastructuur van het basaal membranen, kunnen laminines
een interactie aan gaan met cellen om zo proliferatie, differentiatie, adhesie en migratie te
beinvioeden. (Tzu et al. 2008)

Matrix receptoren

De ECM gaat interacties aan met het cel opperviak door aan specifieke matrix receptoren te
binden. Een voorbeeld hiervan zijn de integrines, syndecanen en dystroglycanen. Integrines
zijn matrix receptoren die zorgen voor de adhesie van de ECM aan het cytoskelet van de cel.
Integrines zijn heteromere transmembraan eiwitten opgebouwd uit twee transmembraan
eiwitten, namelijk een a- en een B-subunit. Er zijn veel verschillende soorten a- en f3-
subunits. Naast dat integrines extracellulaire matrix eiwitten binden, activeren ze o0k
intracellulaire signaal pathways voor cel-matrix interactie. Integrines kunnen extracellulaire
eiwitten, zoals fibronectine goed binden. Fn bindt aan de a5B1 intergrine receptor. (Gullberg
et al. 1995, Alberts 4% editie)

Syndecanen zijn plasma membraan proteoglycanen waarvan het extracellulaire deel bestaat
uit een kern eiwit met daaraan gebonden chondoitin sulfaat en heparan sulfaat GAG’s en het
intracellulaire deel kan binden met het actine cytoskelet. Ook kunnen syndecanen als co-
receptor voor groei factoren functioneren en kunnen ze de activiteit van integrines in cel
adhesie moduleren (Woods et al. 1986, Gullberg et al. 1995). Dystroglycanen spelen een
belangrijke rol als matrix receptor in spierweefsel (Gullberg et al.1995).

Aanmaak en afbraak van de ECM

De aanmaak en afbraak van de ECM is in gezonde toestand in balans. Bij ziekte raakt en/of
de aanmaak, en/of de afbraak en/of de stabilisatie van de ECM uit balans. De ECM wordt
aangemaakt en ook weer afgebroken door veel verschillende cellen. Welke cellen de ECM
aanmaken is verschillend per type weefsel. De meest bekende producenten van ECM
moleculen zijn de fibroblasten (bindweefsel), osteoblasten (bot) en endotheel en epitheel
cellen. (Alberts 4% editie)

Proteases uitgescheiden door locale cellen, breken de verschillende matrix componenten
weer af. Matrix metalloproteases (MMP’s) zijn afhankelijk van zink voor hun activiteit en zijn
onderverdeeld in verschillende groepen. MMP’s zorgen samen met andere proteases voor
de afbraak van matrix eiwitten zoals collagenen, laminine, gelatine en fibronectine. Echter is
er nu ook bekend dat MMP’s ook non-ECM eiwitten, zoals integrines en groei factoren en
hun receptoren degraderen (Sommerville et al. 2003). Gecontroleerde degradatie van matrix
componenten helpt cellen te migreren. De degradatie van matrix componenten wordt goed
gecontroleerd onder andere door protease remmers, zogenoemde T/IMP’s (tissue inhibitors
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of MMP’s) en serpines (serine protease inhibitor). TIMP’s binden aan het actieve centrum
van de MMP’s om zo de werking te blokkeren (Stetler-Stevenson 2008). (Catania et al. 2007,
Tveita et al. 2008, Hayden et al. 2005, Alberts 4% editie)

Stabilisatie van ECM

Met stabilisatie van de ECM wordt het crosslinken van de verschillende ECM componenten
bedoeld. Dit wordt door verschillende enzymen gedaan. Zo zet lysyl oxidase, lysine en
hydroxylysine residuen om in aldehyde derivaten die complexe crosslinking series vormen (
Prockop et al. 1995). Verder zorgen AGE’s (Advanced Glycosylation End Products) er voor
dat er een non-enzymatische reactie optreedt waarbij glucose een interactie aan gaat met
eiwitten, vetten en aminozuren. AGE’s werken direct op het induceren van crosslinking van
eiwitten zoals collagenen en kunnen een interactie aan gaan met bepaalde receptoren, zoals
de receptor voor AGE (RAGE) om intracellulaire signalering te induceren dat leidt to
verhoogde oxidatieve stress en de productie van pro-inflammatoire en prosclerotische
cytokines (Goh et al. 2008).

De meest bekende crosslinkers van de ECM zijn de transglutaminases (Tgases).
Transglutaminases zijn calcium afhankelijke enzymen die in staat zijn om polypeptide ketens
te crosslinken door de vorming van covalente g(y-glutamyl) lysine isopeptide bindingen
tussen peptide gebonden lysine en glutamine aminozuren. Deze binding is resistent voor
proteolytische degradatie, chemische, enzymatische en mechanische verstoring. Ze zorgen
ook voor mechanische stabiliteit in weefsels (El Nahas et al. 2003, Verderio et al. 2008,
Collighan et al. 2008). Aangezien transglutaminases een groot deel van het onderwerp zijn
van deze scriptie zal er in het volgende hoofdstuk verder worden ingegaan op de functie van
de verschillende transglutaminases.



Hoofdstuk 2: Transglutaminases

De term transglutaminases (Tgases) werd voor het eerst geintroduceerd door Clark et al. in
1959. Transglutaminases spelen een belangrijke rol in het crosslinken van ECM
componenten, maar ze staan ook bekend om hun biologische lijm functie in de commerciéle-
, medische- en voedingssector (Kuraishi et al. 1997, Jurgensen et al. 1997). Tot nu toe zijn
er in zoogdieren acht soorten transglutaminases ontdekt (Grenard et al. 2001). In dit
hoofdstuk zal eerst ingegaan worden op het werkingsmechanisme van crosslinking om
vervolgens een overzicht te geven van de verschillende transglutaminases.

Werkingsmechanisme van crosslinking

Enzymen die de acyl-transfer reactie katalyseren waarin de y-carboxamide groepen van
peptide gebonden glutamine residuen als acyl-donoren dienen, worden transglutaminases
genoemd (Folk 1980). Tgases zijn afhankelijk van Ca** voor hun transamidatie activiteit. Als
ze geactiveerd raken dan functioneren ze als katalysator van meerdere reacties wat
uiteindelijk leidt tot post-translationele modificatie van eiwitten door een acyl-transfer reactie,
waarbij het peptide gebonden glutamine als acyl-donor functioneert en de peptide gebonden
lysine als acyl-acceptor. Hierdoor worden protease resistente g(y-glutamyl) lysine isopeptide
bindingen gevormd tussen peptide gebonden lysine en peptide gebonden glutamine
aminozuren. (Griffin et al. 2002)

Tgases katalyseren meerdere reacties. Ze kunnen door middel van amine incorporatie (Clark
et al. 1959) en acylatie verschillende crosslinks vormen. Verder kunnen ze ook nog
hydrolytische reacties katalyseren, waarbij onder andere glutaminezuur gevormd wordt,
maar geen directe crosslinks worden gevormd. In figuur 2 zijn de verschillende crosslinkings
reacties weergegeven, de hydrolyse reacties zijn achterwege gelaten. (Lorand 1996, Griffin
et al. 2002, Lorand 2007)

1) Crosslinking

o 0
Y 3 Y Il €
— CH,CH,CNH, + H,NCH,CH,CH,CH, — CH,CH,CNCH,CH,CH,CH, + NH,
H

2) Amine Incorporation

Y y
— CH,CH,CNH, *+ H,NR —— CH,CH,CNHR + NH,

3) Acylation

A \

! | € , T:
R’CH,CH,CNH, + H,NCH,CH,CH,CH, — R’ CH,CH,CNCH,CH,CH,CH, + NH;
H

Figuur 2: Bron: Lorand 2007. Tgase gekatalyseerde reacties. Glutamine residuen zijn weergegeven als
rechthoek, lysine residuen zijn weergegeven als ovaal. Reactie 1 is de crosslink reactie, waarbij een g(y-glutamyl)
lysine isopeptide binding gevormd wordt tussen peptide gebonden lysine en peptide gebonden glutamine. Reactie
2 is de amine incorporatie reactie, hierbij wordt een amine groep aan een glutamine residu gebonden, onder
afsplitsing van ammonia. Reactie 3 is de acylatie reactie, waarbij een acylgroep gebonden wordt aan een lysine
residu, ook onder afsplitsing van ammonia.
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Overzicht van de verschillende transglutaminases
Er zijn in zoogdieren 8 verschillende transglutaminases gevonden (Gernard et al. 2001). In
tabel 1 is een overzicht te zien van de acht verschillende Tgases en hun functie, moleculaire
massa, gen en gen locus en synoniemen. Uit deze tabel is goed af te leiden dat Tgases niet
alleen in de matrix voorkomen, maar ook in plasma (Factor XIIIA) en in veel verschillende
soorten weefsels. Gezien de focus van deze scriptie zal er in het volgende hoofdstuk worden
ingegaan op de functie, chemische structuur en rol in fibrose vorming van transglutaminase 2

(TG2).

Tabel 1: Bron: Griffin et al. 2002. De acht verschillende Tgases met synoniemen, moleculaire massa, gen en gen

locus en functie.

Residues (molecular

|dentified forms of Tgase Synonyms mass in kDa) Gene Gene map locus Prevalent function
Factor XIII A Catalytic A subunit of Factor 732 (83) F13A1 6p24-25 Blood clotting and wound healing
AN found associated with B
subunit in plasma as A2B2
heterotetramer. Fibrin stabilizing
factor
Type 1 Tgase Keratinocyte Tgase 814 (90) TGM1 14911.2 Cell envelope formation in the
differentiation of keratinocytes
Type 2 Tgase Tissue Tgase 686 (80) TGM2 201112 Cell death and cell differentiation,
matrix stabilization, adhesion protein
Type 3 Tgase Epidermal Tgase 692 (77) TGM3 20q11-12 Cell envelope formation during
terminal differentiation of keratinocytes
Type 4 Tgase Prostate Tgase 683 (77) TGM4 3021-22 Reproductive function involving semen
coagulation particularly in rodents
Type 5 Tgase Toase X 719(81) TGM5 15015.2 Epidermal differantiation
Type 6 Tgase Togase Y TGME 2011 15 Mot characterized
Type 7 Tgase Tgase Z 710 (80) TGM7 15g15.2 Mot characterized
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Hoofdstuk 3: De rol van TG2 in fibrose vorming

In dit hoofdstuk zullen de verschillende intra- en extracellulaire functies van TG2 worden
behandeld, de biochemische structuur en werking van de verschillende onderdelen. Ten
slotte zal er in worden gegaan op de rol van TG2 in fibrose vorming.

TG2 functies

TG2 komt zowel intracellulair als extracellulair voor. TG2 onderscheidt zich van de andere
transglutaminases, doordat het ook een functie heeft als een G-eiwit in transmembraan
signalering en betrokken is bij cel adhesie, naast dat het verschillende crosslinkings reacties
katalyseert (Nakaoka et al. 1994). Daarnaast kan TG2 ook GTP en ATP binden en
hydrolyseren (Lee et al. 1993). Verder heeft TG2 intracellulair ook nog eiwit disulfide
isomerase activiteit (Hasegawa et al. 2003) en kan het als eiwit kinase functioneren (Mishra
et al. 2004). Verder kan GTP gebonden TG2 intracellulaire signaal transductie pathways en
transmembraan signalering activeren door middel van de activatie van fosfolipase C (PKC)
(Murthy et al 1999). Extracellulair TG2 kan op het cel oppervlak cel-matrix interacties
bevorderen door onder andere interacties aan te gaan met fibronectine en integrine a5p1
(Gaudry et al. 1999 a, b, Akimov et al. 2001). In deze scriptie zal de nadruk liggen op de
extracellulaire functies van TG2 en zal er niet verder worden ingegaan op de intracellulaire
functies van TG2. Figuur 3 visualiseert de verschillende intra- en extracellulaire functies van
TG2.
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Biochemische opbouw, functie en werking
TG2 heeft twee conformaties en is opgebouwd uit vier specifieke domeinen: een N-terminal
B-sandwich, een katalytische kern en twee C-terminal B-barrel domeinen (zie figuur 4). De N-
terminal B-sandwich bevat fibronectine en integrine bindingsites (Gaudry et al. 1999a). De
katalytische kern bevat een katalytische drie-
eenheid (Cys, His en Asp) voor de acyl-transfer
reactie en het bevat geconserveerd tryptofaan
wat essentieel is voor de katalytische activiteit
van de transglutaminase (Murthy et al. 2002).
Van de twee C-terminal B-barrel domeinen
bevat de tweede een fosfolipase C
bindingssequentie (Hwang et al. 1995) en
beiden zijn belangrijk bij het reguleren van de
transamidatie activiteit en GTPase (en ATPase)
activiteit (Lai et al. 1996). Als TG2 in zijn
GDP/GTP gebonden vorm aanwezig is dan is
TG2 inactief en kan het niet functioneren als
transglutaminase. Dit wordt veroorzaakt
doordat de toegang tot de transamidatie actieve
site geblokkeerd wordt door twee loops en de
actieve cysteine site wordt gebonden aan een
tyrosine residu door middel van een
waterstofburg (Liu S et al. 2002). Binding van
Ca** zorgt voor een conformatie verandering,
waardoor TG2 weer enzymatisch actief wordt
(Folk et al. 1967, Achyuthan et al. 1987).

Figuur 4: Bron: Griffin et al. 2002. Schematische structuur TG2. een N-terminal B-sandwich (roze),katalytische
kern (oranje), C-terminal B-barrel domeinen (groen en blauw).

Extracellulaire functie van TG2 A
Extracellulair TG2 kan matrix moleculen zoals Fn,
collageen, laminine en PG’s irreversibel
crosslinken (Aeschlimann et al. 2000). TG2 kan { o . B
binden aan Fn via de N-terminus van Fn, of via
het gelatine-bindende domein van Fn, omdat deze ‘ Lﬂ_ A ‘

een bindingssite voor TG2 bevat (Radek et al. —_—— ] .
1993, LeMosy et al. 1992, Akimov et al. 2001). De kD 110kD  fibronectin
binding van Fn is belangrijk voor de extracellulaire
lokalisatie en stabilisatie van TG2 (Gaudry et al.
1999). Fn bindt aan matrix receptoren op het cel
oppervlak vooral via a5B1 integrines en via
integrines van de B1 en B3 subfamilies, door
middel van de RGD-bindingssite (Gullberg et al.
1995, Woods et al. 1993, Akimov et al. 2000). De g

interactie tussen integrines en fibronectines wordt 42kD 110kD fibronectin
gestuurd door TG2, waardoor TG2 als een
integrine geassocieerde coreceptor op treedt om
cel adhesie en afplatting te stimuleren (Akimov et
al. 2000). Deze interactie is onafhankelijke van
TG2 crosslinking (Akimov et al. 2001). TG2 kan
samen met Fn en integrine een drievoudig
complex vormen, waardoor cel adhesie en
migratie wordt gestimuleerd. (Zie figuur 5)
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Figuur 5. Bron: Akimov et al. 2000. De rol van TG2 in celadhesie. De samenwerking tussen integrines en TG2
stimuleert cel adhesie en cel afplatting, dankzij de vorming van een drievoudig adhesie complex met Fn. (A)
Integrine gemedieerde adhesie aan Fn in afwezigheid van TG2. (B) TG2 versterkt adhesie doordat het als een
brug fungeert tussen integrine en Fn. (C) TG2 versterkt adhesie door het sturen van de vorming van een
drievoudig complex, waar alle drie de eiwitten met elkaar interacties aangaan.

Verder speelt TG2 een rol in de activatie van Transforming Growth Factor-B1 (TGF-B1).
TGF-B1 wordt door verschillende cellen uitgescheiden als een onderdeel van een groot
latent complex. Dit latente complex is opgebouwd uit drie delen: TGF-B1, het TGF-f1
propeptide en het latente TGF-B1 bindingseiwit (LTPB-1). TG2 draagt bij aan de activatie van
TGF-B1, doordat het de binding van het LTBP-1 aan de ECM bevorderd. Deze binding is een
vereiste stap voor de vrijgave van TGF-B1. (Nunes et al. 1997)

Akimov et al. 2001 toonde aan dat TGF-B de expressie van TG2 op het cel oppervliak
verhoogt. De manier waarop dit gebeurt is nog onbekend. Verder verhoogt TGF- de binding
van Fn aan het cel oppervlak via f1-integrines (Shweke et al. 2008, Akimov et al. 2001). Ook
gaat TGF-B ECM degradatie tegen doordat het de transcriptie van TIMP’s activeert (Eddy et
al. 2000). TGF-B wordt gezien als een belangrijke factor in de activatie en vorming van
nierfibrose (Border et al. 1997).

TG2 in fibrose vorming

TG2 speelt een belangrijke rol tijdens normale en abnormale wondgenezing (Verderio et al.
2005). Tijdens normale wondgenezing zorgt TG2 voor stabilisatie van de ECM door de
vorming van crosslinks, hierdoor wordt ook de afzetting van collagenen verhoogt, waardoor
de ECM resistenter wordt voor proteolytisch afbraak door MMP’s (Fisher et al. 2005). Verder
heeft TG2 invloed op de adhesie en migratie van onder andere fibroblast cellen (Verderio et
al. 2005). Ongecontroleerde crosslinking als gevolg van herhaaldelijke celschade, cellulaire
stress en weefsel herstel, zorgt voor een verhoogde expressie van TG2 op het cel oppervlak
(Johnson et al. 1999, Lorand et al. 2003). Dit leidt uiteindelijk tot pathologieén als fibrose
vorming in de verschillende organen, zoals leverfibrose (Grenard et al. 2001), longfibrose
(Richards et al. 1991), maar ook nierfibrose. Met betrekking tot het onderwerp van deze
scriptie zal er in het volgende hoofdstuk verder worden ingegaan op de verschillende
onderzoeken naar nierfibrose en de rol van TG2 hierin.
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Hoofdstuk 4: De rol van TG2 in nierfibrose

Wereldwijd is er een toename in het aantal patiénten met chronische nierziekten (Levey et al.
2007). In veel van deze chronische nierziekten ontstaat er uiteindelijk nierfibrose,
onafhankelik van de oorzaak van de onderliggende nierziekte. Nierfiborose wordt
gedefinieerd als een overmatige accumulatie van de afzetting van ECM componenten, wat
leidt tot complete destructie van het nierweefsel en uiteindelijk tot nierfalen (Cohen et al.
2005).

In verschillende onderzoeken, op zowel dierlijk als humaan nierweefsel, is een correlatie
gevonden tussen TG2 en fibrose vorming in nierziekten. Zo zijn er in humane nier biopten
aanwijzingen gevonden voor de correlatie tussen TG2 en het functie verlies van de nier in
IgA nefropathie (Ikee et al. 2007). El Nahas et al. 2003 toont aan dat er een duidelijke link is
tussen veranderingen in TG2 expressie en diabetische nefropathie en bevestigt dat er een
correlatie is tussen de progressie van nierfibrose en TG2. Verder toont Johnson et al. 2003
en 2004 aan dat TG2 een rol speelt in de pathogenese van fibrose in patiénten met
chronische nierziekten en samen met e-(y-glutamyl)lysine isopeptide bindingen een goede
indicator kan zijn voor de ontwikkeling van zowel chronische nierziekten en chronic allograft
nephropathy (CAN).

In dierlijk nierweefsel heeft Skill et al. 2004 aangetoond dat verhoogde glucose concentraties
de productie van TG2 stimuleren in proximale tubulus epitheel cellen, wat gepaard gaat met
een verhoogde expressie en afzetting van ECM moleculen, zoals Fn en collagenen Il en IV,
en een verhoging in het aantal e-(y-glutamyl)lysine bindingen. De verhoogde glucose
concentraties zorgden ook voor een verhoging van de afzetting van ECM moleculen, maar
bij TG inhibitie bij hoge glucose concentraties werd aangetoond dat de hoeveelheid ECM
moleculen daalde. Hieruit valt af te leiden dat in dit onderzoek de verhoogde expressie van
ECM moleculen gemedieerd werd door TG2 en niet specifiek door de glucose concentraties.

Shweke et al. 2008 toonde aan dat TG2 bij draagt aan interstitiele nierfibrose door
accumulatie van fibrilair collageen door activiatie van TGF-B1 en cel infiltratie. TG2 knock-out
muizen waren beschermd voor de ontwikkeling van interstitiele fibrose, wat geassocieerd
werd met een verminderde activatie van TGF-B1 en verminderde interstitiele ontstekingen.
Verder toonde Johnson et al. 2007 aan dat transglutaminase inhibitie, toegepast vanaf het
begin van de ziekte, effectief is bij het voorkomen van verbindweefseling en bij het behoud
van de nierfunctie door de directe interferentie in de vorming van crosslinks.

Uit zowel de dierlijke als humane onderzoeken blijkt dat TG2 een zeer geschikt therapeutisch
target is ter preventie van nierfibrose. Echter nu is er gevonden dat heparansulfaat
proteoglycanen (HSPG’s) ook een belangrijke rol spelen in de activatie, expressie en de
werking van TG2 op het cel oppervlak (Scarpellini et al. 2009, Scarpellini ongepubliceerde
data). Hier zal verder op worden ingegaan in het volgende hoofdstuk.
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Hoofdstuk 5: De rol van HSPG’s in de activatie van TG2

Voordat er ingegaan zal worden op de rol van HSPG’s in de activatie van TG2, zal er eerst
worden toegelicht hoe de synthese van heparan sulfaat GAG’s plaats vindt. Dan zal er
ingegaan worden op de rol van HSPG’s in fibrose vorming om vervolgens af te sluiten met
de rol van HSPG'’s in de expressie van TG2 op het cel opperviak.

De synthese van heparan sulfaten

HSPG'’s zijn opgebouwd uit een kerneiwit met één of meerdere heparan sulfaat (HS) GAG’s
er aan gebonden. GAG’s zijn lineaire polysaccharide ketens opgebouwd uit alternerende N-
geacetyleerde of N-gesulfateerde glucosamine eenheden en urinezuur (glucuronzuur (GIcA)
of iduronzuur (IdoA)). In het geval van HS ketens bestaan de glucosamine eenheden uit N-
acetylglucosamine (GIcNAc) of N-sulfoglucosamine (GIcNS). Het kern eiwit van HSPG wordt
gexylosyleerd op het serine residu. De linktetrasaccharide dient als primer waar de HS
ketens aan het kern eiwit gekoppeld worden door enzymen in het Golgi. Tijdens de koppeling
ondergaan de ketens verschillende reacties zoals N-deacetylatie en N-sulfatering van
GIcNAc, epimerizatie van GICA naar IdoA en ten slotte O-sulfatering wat leidt tot een patroon
van gemodificeerde en ongemodificeerde suikers. Er is veel heterogeniteit in keten lengte,
mate van sulfatering en epimerisatie in de gemodificeerde segmenten. Buiten de cel vindt
verdere bewerking plaats door middel van plasma membraan gebonden endosulfatases, die
specifieke sulfaatgroepen verwijderen van de HS ketens. Hierdoor ontstaat een patroon van
negatief geladen sulfaat- en carboxylgroepen wat bindingsites creéert voor verschillende
eiwit liganden, groeifactoren, receptoren en protease remmers en vele andere eiwitten. In
figuur 6 wordt gevisualiseerd waar de verschillende modificaties plaats kunnen vinden.
(Bishop et al. 2007)
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Figuur 6: Bron: Bishop et al. 2007. De vorming van heparan sulfaat en de vorming van bindingssites voor
liganden. NS en NDST1-4 tonen aan waar N-deacetylatie en N-sulfatatie optreedt van GIcNAc. HSGLC toont aan
waar C5 epimerisatie van GIcA naar IdoA plaats vindt. 2S en HS2ST tonen aan waar O-sulfatering op C2 van
urinezuur plaats vindt. 6S en HS6ST1-3 tonen aan waar O-sulfatering op C6 plaats vindt van glucosamine
residuen. Ten slotte tonen 3S en HSDST1-6 aan waar O-sulfatering optreedt op plaats C3 van glucosamine
residuen.

De rol van HSPG's in fibrose vorming

TG2 bindt aan Fn via of de gelatine-bindingssite van Fn of via de N-terminus van Fn

(Radek et al. 1993, LeMosy et al. 1992, Akimov et al. 2001). Dit leidt tot de vorming van een
TG2-Fn complex. Uit onderzoek van Verderio et al. 2003 en Telci et al. 2008 blijkt dat dit
TG2-Fn complex onafhankelijk van de RGD sequentie kan binden aan de cel. Deze cel
adhesie is onafhankelijk van integrine, maar afhankelijk van HSPG’s, zoals syndecan-4.
Zowel TG2 als Fn kunnen een binding aangaan met de HS ketens van syndecan-4. Fn bevat
namelijk een Hepll domein op de C-terminus waaraan HS kan binden (Kim et al. 2001).
Hierdoor kan Fn zowel interacties aangaan met integrines, als met HS ketens. Deze
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interacties zijn essentieel voor optimale cel adhesie, migratie en overleving van de cel
(Jeong et al. 2001, Woods et al. 2001). Ook TG2 heeft een zeer hoge affiniteit voor HS
ketens en heparine (een zeer gesulfateerde versie van de HS keten) (Signorini et al . 1988).
TG2 bevat namelijk een specifieke bindingssite waaraan heparine kan binden, in welk
domein van TG2 deze bindingssite zich bevindt is nog onbekend. Doordat de HS ketens een
zeer negatieve lading hebben, kunnen ze goed binden aan basische aminozuren (Cardin et
al.1989). Door de hoge affiniteit van TG2 voor HS en Fn ontstaat ook hier een drievoudig
complex van TG2, HS en Fn, wat leidt tot betere cel adhesie (Scarpellini et al. 2009).

Het TG2-Fn complex kan RGD-onafhankelijke cel adhesie induceren door de verhoogde
HSPG gemedieerde adhesie, aangezien zowel TG2 als Fn goed kunnen binden met de HS
ketens van de HSPG’s (Verderio et al. 2003). De binding van TG2-Fn complex aan de HS
ketens van syndecan-4 induceren veel intracellulaire signaaltransductie pathways (Telci et
al. 2008), maar daar zal niet verder op worden ingegaan. Het verschil tussen de RGD-
onafhankelike en de RGD afhankelijke cel adhesie is dat bij de RGD-afhankelijke cel
adhesie de vorming van actine stress vezels geinitieerd wordt door de directe interactie van
Fn met integrines. Bij de RGD-onafhankelijke cel adhesie gaat de interactie niet direct via de
binding van Fn met integrines, maar via de activatie van integrines door de binding van Fn
gebonden TG2 met syndecan-4. Verder bindt syndecan-4 direct aan Fn en werkt het samen
met integrine a5B1 tot de vorming van focale adhesies (binding tussen actine cytoskelet met
ECM) (Telci et al. 2008). (Zie figuur 7).

%54 @ B, Integrins

Figuur 7: Bron Verderio et al. 2008. Interacties tussen TG2 en HSPG, syndecan-4 (S4) in het extracellulaire
milieu. (1) De lange HS ketens met hoge affiniteit voor TG2 wekken de suggestie dat HSPG'’s kunnen binden met
vrij TG2, of ze kunnen de export van TG2 door de cel zelf stimuleren. (2) HSPG’s zouden TG2 op nabij gelegen
cellen kunnen binden of zelfs kunnen opnemen. (3) TG2 gebonden op het cel oppervlak kan ECM stabiliseren
door intramoleculaire crosslinking, of door ECM afzetting. (4) TG2 op het cel opperviak kan zowel een interactie
aangaan met integrines als met HSPG’s, zoals S4, en kan de cel verspreiding, signalering en adhesie
beinvioeden.
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Syndecan-4 heeft overeenkomstige eigenschappen met TG2 in wondgenezing en fibrose
(Verderio 2008). Net als TG2 komt syndecan-4 ook verhoogt tot expressie op plekken waar
weefsel schade geeft opgetreden (Woods et al. 2001). Gambetti et al. 2005 toonde in vitro
aan dat de interactie van TG2 met heparine TG2 beschermt tegen inactivatie door
verwarming en proteolyse. Ook aggregatie van TG2 enzymen wordt door de binding met
heparine belemmerd. De interactie van TG2 met heparine verhoogt de stabiliteit van het
enzym. De verhoogde stabiliteit zal waarschijnlijk de crosslinking met Fn en andere ECM
eiwitten en PG’s bevorderen (Gambetti et al. 2005). Kortom de binding van TG2 met
HSPG’s, zoals syndecan-4, zal de stabilisatie van de ECM bevorderen en TG2 zal minder
gevoelig zijn voor proteolytische en chemische degradatie.

De rol van HSPG’s in de expressie van TG2

In hoofdstuk 3 werd aangeduid dat TG2 een belangrijke rol speelt bij de vorming van fibrose
en dat de expressie van TG2 op het cel opperviak wordt verhoogt tijdens herhaaldelijke
celschade en cel stress (Johnson et al. 1999, Lorand et al. 2003) . Echter het mechanisme
van externalisatie van TG2 naar het cel oppervlak en richting de ECM is nog grotendeels
onbekend (Collighan et al. 2008). De externalisatie van TG2 gaat niet via een klassieke
route, want TG2 bevat geen signaalpeptide waardoor er geen glycosylatie kan optreden in
het Golgi of endoplasmatisch reticulum (ER) (Lorand et al. 2003). Wel is bekend dat het
mechanisme dat betrokken is bij de externalisatie afhankelijk is van de actieve conformatie
van TG2 (Balklava et al. 2002) en dat de Fn-bindingssite in de N-terminal 3-sandwich intact
moet zijn (Gaudry et al. 1999a). Eenmaal op het cel opperviak, blijft TG2 sterk verbonden
met het cel oppervlak en de ECM (Verderio et al. 2008, Akimov et al. 2000)

Het onderzoek van Scarpellini et al. 2009 ondersteunt de hypothese dat HSPG’s een rol
spelen in het transport van TG2 naar het cel oppervlak en daarmee ook de biologische
activiteit van TG2 kunnen beinvioeden. Scarpellini et al. 2009 toonde aan dat de binding van
TG2 aan de HS ketens van syndecan-4 op het cel opperviak plaats vindt los van Fn. Door
fibroblasten van hun syndecan-4 te ontdoen, toonde Scarpellini et al. 2009 aan dat deze
fibroblasten niet in staat waren om TG2 te externaliseren, wat leidde tot opeenhoping van
TG2 in het cytosol. Dit duidt aan dat er wellicht al in het Golgi een binding plaats vindt van
TG2 met de HS keten en dat deze gekoppeld tot expressie worden gebracht. Verder toont
Scarpellini (ongepubliceerde data) aan dat syndecan-4 nodig is voor de extracellulaire
activiteit van TG2. HSPG’s spelen dus een mogelijke rol in de expressie en activatie van
TG2 op het cel oppervlak. Doordat HSPG’s een mogelijke rol spelen in de expressie van
TG2, kunnen ze dus de biologische activiteit en de dus ook de mate van Ca** afhankelijke
crosslinking beinvioeden. MacArthur et al. 2007 stelt zelfs dat HSPG’s zowel de secretie als
de internalisatie van TG2 kunnen beinvioeden, omdat ze zowel een rol in secretie als
endocytose hebben. Begrip van TG2 expressie en transport naar het cel oppervlak is van
belang om de cellulaire secretie en extracellulaire werking te kunnen beperken Dbij
bijvoorbeeld fibrose vorming. In het volgende hoofdstuk zal er worden ingegaan op de
mogelijke therapeutische interventies om fibrose vorming te verminderen.
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Hoofdstuk 6: Interventie strategieén op TG2 in nierziekten

Er zijn al veel onderzoeken uitgevoerd die TG2 als therapeutisch target zien in de
behandeling tegen nierfibrose. Voorbeelden hiervan zijn Johnson et al. 1999, Fesus et al.
2002, Johnson et al. 2003, El Nahas et al. 2003, Johnson et al. 2004 en Fisher et al. 2009. In
dit hoofdstuk zal eerst ingegaan worden op de recentelijk gebruikte interventie methoden.
Daarna zal er in worden gegaan op mogelijke andere interventie methoden op TG2.

Huidige onderzochte interventie methoden

Tot nu toe zijn er verschillende onderzoeken geweest die gebruik hebben gemaakt van het
remmen van de TG2 activiteit en expressie om fibrose vorming te verminderen. Dit kan
onder andere door middel van irreversibele site specifieke transglutaminase (TG) inhibitoren
of door het genetisch uitschakelen van TG2.

Skill et al. 2004, Johnson et al. 2007 en Huang et al. 2009 hebben gekeken naar het effect
van irreversibele TG inhibitoren (NTU281 en NTU283) in diabetische nefropathie en in
chronische nierziekten. Skill et al. 2004 gebruikte een celkweek model, Johnson et al. 2007
en Huang et al. 2009 gebruikten een diermodel. In het onderzoek van Johnson et al. 2007
werd gebruik gemaakt van een canule waaraan een minipomp was bevestigt. Daardoor werd
een continue hoeveelheid van de TG inhibitoren aan het nier parenchym toegediend. In het
onderzoek van Skill et al. 2004 werden verschillende concentraties van de TG inhibitoren
aan de gekweekte proximale tubulaire epitheel cellen toegevoegd. Uit deze onderzoeken
kwam naar voren dat irreversibele TG inhibitie het crosslinken van de ECM verstoort en dat
de activatie van TG2 afneemt. TGF-1 activiteit en expressie werd niet beinvloed, dus de
werking van TG inhibitie is onafhankelijk van TGF-B1. De TG inhibitie leidde tot verminderde
ontwikkeling van glomerulosclerose en tubulo interstitiéle fibrose en zou therapeutisch
toegepast kunnen worden in de behandeling van nierfibrose.

Shweke et al. 2008 onderzocht het effect van TG2 inhibitie door middel van TG2 knock-out
muizen. Uit dit onderzoek kwam naar voren dat genetische inhibitie van TG2 beschermde
tegen de ontwikkeling van interstitiéle fibrose in obstructieve nierziekten. Verder werd
collageen | sterk verminderd en TGF-f1 ook. Dit zijn belangrijke componenten in fibrose
vorming. Doelgericht de activatie en expressie van TG2 aanpakken kan nieuwe en
belangrijke behandelingen geven voor de strijdt tegen nierfibrose.

Een andere manier van TG2 inhibitie is het gebruik van een cysteamine. Dit werd gebruikt
door Yang et al. 2008. Cysteamine reduceerde de expressie van TG2 en TGF-B1. Echter wat
nog interessanter is aan dit onderzoek is dat Yang et al. 2008 heeft aangetoond dat
uteroglobine een beschermende rol heeft in experimentele glumerulonephritis door de
modulatie van de expressie van zowel TG2 als TGF-B1. De glomerulaire schade werd
vermindert en de nierfunctie werd beter behouden. Uterglobine zou gebruikt kunnen worden
als interventie op TG2 in nierziekten om fibrose te verminderen.

Mogelijke interventie methoden

TG2 kan verschillende interacties aangaan met meerdere componenten van de ECM. Het
kan zelfs drievoudige complexen vormen (Akimov et al. 2000, Scarpellini et al. 2009). Door
meerdere interacties te verstoren zouden de bindingen van de verschillende ECM
componenten met elkaar verzwakt kunnen worden, waardoor gevormde crosslinks ook beter
toegankelijk zijn voor proteolytische, chemische en mechanische degradatie. Daarvoor
zouden meerdere specifieke peptiden, oligosacchariden en antilichamen gebruikt kunnen
worden. Zo zijn er al RGD-specifieke peptiden die de RGD-sequentie van integrines
blokkeren waardoor integrine niet meer kan binden met Fn (Verderio et al. 2003). Het Hepll
domein van Fn zou gemodificeerd of bezet kunnen worden, waardoor Fn niet meer kan
binden met de HS ketens van HSPG’s. Verder zouden de gelatine-bindingssite en de N-
terminus van Fn bezet of verstoord kunnen worden, waardoor de binding van TG2 aan Fn
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verstoord zou worden. Een andere optie is dat TGF-B wordt gedeactiveerd, waardoor onder
andere de expressie van TG2 op het cel oppervlak wordt verminderd.

Door de N-terminal B-sandwich van TG2 te bezetten zou TG2 niet meer kunnen binden aan
fibronectine en integrine. De katalytische kern bevat een katalytische drie-eenheid (Cys, His
en Asp) voor de acyl-transfer reactie en het bevat geconserveerd tryptofaan wat essentieel is
voor de katalytische activiteit van de transglutaminase (Murthy et al. 2002). Door deze
katalytische site te bezetten zou de katalytische activiteit van TG2 geremd worden en dan
kunnen er dus geen crosslinkings reacties meer worden gekatalyseerd. Ook door de binding
van Ca®" aan de GDP gebonden vorm van TG2 te belemmeren zou TG2 in een inactieve
conformatie blijven en zou het geen crosslinkings reactie meer katalyseren en cel-matrix
interacties ondergaan.

Scarpellini et al. 2009 duidt de mogelijkheid aan dat de binding van TG2 aan de HS keten
van syndecan-4 intracellulair optreedt en dat TG2 als complex samen met de HS keten naar
het cel oppervlak worden getransporteerd. Een eventuele interventie zou kunnen zijn dat een
molecuul de binding tussen de HS keten en de TG2 belemmerd via competitie. Een andere
manier is dat de specifieke bindingssite voor heparine van TG2 genetisch gemodificeerd
wordt, waardoor deze bindingssite verandert en TG2 niet meer kan binden aan de HS keten.
Verder zou de synthese van de HS ketens geblokkeerd kunnen worden of een enzym wat
betrokken is bij de synthese van de HS ketens. Bijvoorbeeld de enzymen die betrokken zijn
bij de sulfatering van HS ketens. Hierdoor zou TG2 ook niet meer goed kunnen binden aan
de HS ketens. Extracellulair zou de bindingsite van TG2 voor de HS keten door middel van
een peptide, een antilichaam of een heparine oligosaccharide bezet kunnen worden,
waardoor daar ook geen binding meer mogelijk zou zijn tussen TG2 en de HS ketens. Een
heparine oligosaccharide zou ook kunnen binden aan het Hepll domein van Fn, waardoor
ook deze interactie verstoord zou worden. Hierdoor zou TG2-Fn complex binding aan de cel
ook verminderd worden.

Schuksz et al. 2008 toont aan dat surfen (een moleculair antagonist van heparine) bindt aan
heparine, heparines met een klein molecuul gewicht en aan HS ketens en andere GAG’s. De
binding van surfen zou de activiteit van TG2 kunnen remmen, omdat het HS-keten
afhankelijke activatie blokkeert. Verder blokkeert het ook de sulfatering en degradatie van
GAG ketens in vitro en beinvioed het cellulaire responses die afhankelijk zijn van HS ketens,
zoals de binding en activatie van groei factoren en cel adhesie. Het onderzoek van Schuksz
et al. 2008 toont aan dat een klein molecuul zoals surfen, direct belangrijke biologische
processen verstoord, waarbij HS ketens betrokken zijn. Surfen zou eventueel als interventie
middel toegepast kunnen worden in nierfibrose. Echter daar moet nog verder onderzoek
naar worden gedaan. Er zou ook meer onderzoek gedaan moeten worden naar het
ontwerpen van selectieve middelen specifiek gericht op interacties tussen HS ketens met
TG2.

Kortom er zijn veel eventuele mogelijkheden als interventie op TG2 activatie en expressie. Er
is nog veel verder onderzoek nodig naar de functie, activiteit, interacties met ECM
componenten en expressie van TG2 in fibrose vorming, voordat er echt aan mogelijke
therapeutische middelen gewerkt kan worden. Echter interventie op TG2 is zeker van
therapeutische relevantie, want de betrokkenheid ervan bij fibrose vorming is inmiddels wel
duidelijk aangetoond in de verschillende onderzoeken.
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Conclusie en Discussie

In deze scriptie is er gekeken naar het effect van TG2 op fibrose vorming in nierziekten en
wat eventuele interventie mogelijkheden zijn op TG2 om nierfibrose tegen te gaan. Uit
verschillende onderzoeken is naar voren gekomen dat TG2 wel degelijk een rol speelt in
fibrose vorming in verschillende nierziekten. Echter verder onderzoek is altijd van belang om
een beter begrip te krijgen van de specifieke werking en interacties die TG2 aangaat en
medieert tussen de verschillende ECM componenten. Dit is nodig om een stap dichter bij de
interventie mogelijkheden te komen en de therapeutische toepassing daarvan in de praktijk.

Er moet nog veel onderzoek gedaan worden naar mogelijke interventies op TG2 in fibrose
vorming. Zo zouden er meer specifieke TG2 inhibitoren ontwikkeld kunnen worden die
specifiek gericht zijn op TG2 in de zieke nier. Er moet dus verder onderzoek gedaan naar
worden naar manieren van targeting. TG2 heeft namelijk ook een gezonde biologische
functie in het herstellen van weefsel schade. Als deze functie totaal in het gehele lichaam
uitgeschakeld of geremd zou worden, dan zou dat veel problemen opleveren. Cellen zijn
immers afhankelijk van cel contacten, cel adhesie en migratie voor overleving en daar speelt
TG2 ook een grote rol in.

Een manier van targeting is het gebruik van conditionele knock-out muizen. Hierbij zou je
bijvoorbeeld de HS keten synthese in tubulaire epitheel cellen kunnen blokkeren, waardoor
er gericht op de nier en op nierfibrose interventie plaats vindt. Verder zou er ook gebruik
gemaakt kunnen worden van renale adenovirus targeting. Door middel van dit virus kunnen
er specifiek gericht op nier fibroblast cellen, peptides, heparine oliosaccharides of surfen,
naar de fibroblast cellen in de nier getransporteerd worden, waar deze peptides en
oligosacchariden TG2 kunnen binden en bijvoorbeeld de interactie tussen TG2 en de HS
ketens kunnen verstoren. Surfen zou de synthese van de HS ketens kunnen belemmeren,
en dus ook de externalisatie en activiteit van TG2. Een dergelijk model, waarbij gebruik
gemaakt word van het adenovirus om doelgericht te werk te gaan, is al eerder gebruikt door
Sandovici et al. in 2006.

Naast dat TG2 zelf als therapeutisch target gebruikt kan worden, worden Tgases zelf zowel
therapeutisch, als diagnostisch als industrieel toegepast (Griffin et al. 2002). Verder
onderzoek naar TG2 kan dus ook leiden tot verdere ontwikkeling en het gebruik van Tgases
in de verschillende therapeutische en industriéle toepassingen.

TG2 speelt niet alleen een rol in nierfibrose, maar ook in andere fibrotische ziekten, zoals
lever- en longfibrose. Verder speelt TG2 ook een rol in coeliakie (Molberg et al. 2000),
neurodegeneratieve ziekten (Hoffner et al. 2005) en verschillende soorten kanker (Mangala
et al. 2005). Manieren van interventie op TG2 zijn dus niet alleen van belang in ziekten als
nierfibrose. Er zouden bijvoorbeeld ook therapeutische toepassingen kunnen zijn in
brandwonden, waarbij zeer veel verbindweefseling optreedt van de huid of andere
huidziekten met excessieve verbindweefseling. Kortom interventie op TG2 is zeker van
therapeutisch belang. Niet alleen voor nierfibrose, maar ook voor vele andere ziekten waarbij
TG2 betrokken is.
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