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2 Roviditések jegyzéke

Abr
Ack
ARF6
Arp2/3
Ber
BORG
CIP-4
COP
CR

CVv
DAG kinaz
DH
Dial, Dia2
DOCK2
EE

EGF
Erk

FcR
fMLP
GAP
GBD
G-CSF
GEF
GPCR
GPI
Grb2
GRLF1
GST
Hck
ICAM1

active BCR-related

aktivalt Cdc42-asszocialt kinaz
ADP-ribozilacids faktor 6

actin related protein 2/ actin related protein 3
breakpoint cluster region

Binder of Rho GTPases

cdc42-interacting protein 4

coat protein

komplement receptor

Klatrin-burkos vezikula

Diacilglicerin kinaz

Dbl homol6g domén

diaphanous homolog 1

Dedicator of cytokinesis 2

korai endoszéma

epidermalis novekedési faktor
extracellularis szignal altal regulalt kinaz
Fc receptor
N-formil-metionin-leucin-fenilalanin
GTPaz aktivald protein

GTP-koté6 domén

granulocita kolonia-stimulalo faktor
guanin-nukleotid kicserél6 faktor

G fehérje kapcsolt receptor
glikozil-foszfatidil-inozitol

novekedési faktor-receptorhoz kotott protein 2
glukokortikoid receptor DNS-k&t6 faktor 1
glutation-S-transzferaz

Hemopoetikus-sejt kinaz

intracellularis adhézids molekula-1
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IFNy interferon gamma

19G immunglobulin G

IL interleukin

IRAK4 interleukin-1 receptor-asszocialt kinaz 4

ITAM immunoreceptor tirozin alapt aktivacidos motivum
ITIM immunoreceptor tirozin alapt inhibitoros motivum
JNK c-Jun N-terminalis kindz

kDa kilodalton

LAD Leukocita adhéziés defektus

LDL low-density lipoprotein

LE késéi endoszoma

LFA1 limfocita funkcio-asszocialt antigén 1

LIM Linl1, Isl-1 és Mec-3 proteinekre jellemz6 domén
LIMK LIM domén kinaz

Lyn Yamaguchi szarkoma-virus kinaz

Lyso lizoszéma

MAPK mitogén-aktivalt protein kinaz

MBS miozin-koto alegység

mDial mouse diaphanous homolog 1

MEK mitogén-aktivalt protein kindz/ERK kinaz

MEKK MEK kinaz

MLCK miozin konnyii lanc kinaz

MLC-P miozin konnyti lanc foszfataz

MLK2 mitogén-aktivalt protein kindz kinaz kindz 10
MLK3 mitogén-aktivalt protein kinaz kinaz kindz 11
MRCK myotonic dystrophy kinase-related Cdc42-binding kinase
MSES55 55 kDa csontveldi stroma/endotélsejt protein
MyD88 Myeloid differentiation primary response gene
NEMO NF-kappa-B essential modulator

NFxB nuclear factor kappa b

PAK1 p21-aktivalt kindz 1

PAMP patogén-asszocialt molekuldris mintazat
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PBMC
PDGF
PH
PI13-K
Pl1-4-P5K
PIP3
PKN
PLCPB2
PLD
PM
PMN
POR-1
POSH
PRK1,2
PRR
Raf
RE
RER
ROCK
ROK
SCR
SH2
SOS
Src
Syk
TAB
TAK1
TCL
TGN
TLR
TNFa
TRAF6
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periférids vér mononuklearis sejtek
vérlemezke eredetli ndvekedési faktor
pleckstrin homoldég domén
foszfatidil-inozitol-3 kinaz
foszfatidil-inozitol-4-foszfat 5-kinaz
foszfatidilinozitol (3,4,5)-triszfoszfat
interferon-indukalt, dupla szali RNS-aktivalta protein kinaz
foszfolipaz C 2

foszfolipaz D

plazmamembran

polimorfonukledris sejt

partner of RAC1

plenty of SH3 domains

protein kinase C-related kinase 1,2
mintazatfelismerd receptor

rapidly accelerated fibrosarcoma
reciklizal6 endoszoéma

durva endoplazmas retikulum
Rho-associated coiled-coil-containing protein kinase
RhoA-binding kinase

short consensus repeat

Src Homology 2

Son of Sevenless
Madérszarkoma-virus-kinaz

Lép tirozin-kinaz

TAK1-kot6 protein

Transforming growth factor-p-activated kinase 1
teljes sejt lizatum

transz Golgi haldzat

Toll-szerii receptor (Toll-like receptor)
tumornekrdzis faktor alfa

TNF receptor associated factor 6
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Ub
VCAM1
VLA4
WASP
WAVE
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ubikvitin

vaszkularis sejtadhézios molekula 1

Very Late Antigen-4

Wiskott—Aldrich syndrome protein
WASP csaldd Verprolin-homolog protein
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3 Bevezetés

Immunrendszeriink két f6, egymasra ¢épilld egysége a veleszilletett, vagy
természetes, illetve szerzett, mas néven adaptiv immunrendszer. E kettd 0sszehangolt
mikodése sziikséges az immunhomeosztazis, illetve a genetikai 4llandosag
megdrzéséhez [1]. Egy 1998-ban késziilt tanulméany 4-6x10*°-ra becsiili a Foldon €16
prokariotak szamat. Ezen szervezetek adjak az €l6lényekben taldlhatd szén €s nitrogén
tetemes részét [2]. Ha ehhez hozzavessziikk a virusokat, eukariota egysejtiieket és
gombaékat, lathatjuk, hogy szervezetink nap, mint nap igen nagyszamu
mikroorganizmussal taldlkozhat, melyek egy része patogén. A korokozok boron,
nyalkahartyan vald atjutdsa utan a természetes immunrendszer fog elsdként — a fertdzést
kovetden 0-4 oran beliil — aktivalddni és idedlis esetben rovid idén beliil eliminalja a
fert6z6 agenst. Ha a folyamat sikertelen, a fertézés helyén gyulladas alakul ki, amely
eldsegiti tovabbi immunsejtek toborzéasat és aktivalodasat. Mintegy 96 ordval a fertdzés
utan aktivalodik az adaptiv immunrendszer is, mely biztositja a fajlagos immunvélaszt
és a késdbbi immunoldgiai memoriat [3]. Mikodését tekintve az adaptiv
immunrendszer a természetes immunitasra épiil, aktivalodasaban kiemelt szerepiik van
az antigénprezentald sejteknek csakugy, mint a természetes immunrendszer altal termelt
citokineknek. A természetes immunitas kiemelt jelentéségét jol demonstralja az 1. abra,
amely a korokozok mennyiségi valtozasat mutatja a gyulladdssal jaro fert6zés
idotartama soran. Egészséges emberben, illetve egérben a korokozok szaporodésa egy
1d6 utdn megéll, majd szamuk csokkenni kezd, végill a megfeleléen miikodd
immunrendszer eliminalja a patogént. Adaptiv immunrendszer hianyaban a folyamat
elsé fele megtartott, a korokozok eltavolitadsa azonban sikertelen, szamuk — csakugy,
mint a fertézés idotartama — fokozatosan novekszik. Természetes immunrendszer
hianyaban drasztikus valtozasok figyelheték meg: a korokozok szdma a fertdzést
kovetden rovid idon beliil nagymértékben emelkedik, eliminacidjuk sikertelen (1. &bra)
[3].

A természetes immunitds sejtes elemei iranyitott mozgassal taldlnak ra a
patogénekre, majd specifikus receptoraikkal megkotve bekebelezik, végiil enzimeik,
illetve reaktiv oxigén szarmazékok segitésével elpusztitjdk a korokozokat. Mindezen

folymatok nélkiilozhetetlen szabalyozé elemei a monomer GTPazok, mas néven kis G-
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fehérjék, melyek molekularis kapcsolokként vesznek részt az immunvalasz jelatviteli
utvonalainak térbeni €s idébeni finomhangolasaban.

A kovetkezo fejezetekben a velesziiletett immunrendszer fagocita sejtjeit, a
neutrofil granulocitakat, illetve ezen sejtek mukodését, a patogének eltavolitasanak
mechanizmusait, valamint a kis G-fehérjéknek e folyamatokban betoltott szerepét

fogom targyalni.

természetes immunrendszer
hianyaban

adaptiv immunrendszer
hianyaban

kérokozok mennyisége

egészséges egér \
és ember R

fert6zés idétartama

1. abra: A fert6zés idobeli lefolyasa egészséges és immundefficiens egerekben és
emberekben. A sarga gorbe mutatja a korokozok mennyiségi valtozasat funkcionalisan ép
immunrendszer esetén. Zold gorbe: a korokozok szambeli novekedése ép természetes
immunitas mellett, adaptiv immunrendszer hianyaban. Piros gorbe: a funkcionalisan ép
adaptiv immunrendszer nem képes eliminalni a korokozokat a természetes immunrendszer
hidnyaban ([3] alapjan, a szerz6 altal modositva).

3.1 Atermészetes immunrendszer fagocita sejtjei - a neutrofil
granulocitak

A természetes immunitds — csakugy, mint az adaptiv immunrendszer — celluldris
¢s humoralis komponensekbdl all. Cellularis komponensei a makrofagok, dendritikus
sejtek, granulocitdk (neutrofil, eozinofil, bazofil), hizosejtek valamint az NK sejtek. A
neutrofil granulocitdkat és a makrofagokat Metschnikoff irta le el6szor, 1891-ben
megjelent kozleményében [4]. Ezen sejteket elsddleges funkciojuk alapjan hivatasos
fagocitaknak is nevezik [1]. Vizsgalataink foként a neutrofil granulocitakra épiiltek, igy

a tovabbiakban ezeket a sejteket fogom részletesebben jellemezni.

9
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makrofagok /dendritikus sejtek

granulopoézis

A\ 4

| keringé neutrofilek |

\

| szovetek kozé kivandorolt neutrofilek |

\

elpusztult neutrofilek makrofagok / dendritikus
sejtek altali fagocitozisa

2. abra: A neutrofilek  proliferaciéjaban,

......

differenciaciojaban  szerepet jatszo

citokinek. A részleteket lasd a szévegben. ([8] alapjan,

a szerz0 altal modositva).

A neutrofil granulocitdk
nevilket a citoplazmajukban talalhato
nagyszamu granulumrol, illetve
szabalytalan alakt, tobb lebenybdl allo
sejtmagjukrol kaptak. Normal
koriilmények kozott, felndtt emberben
naponta  1-2x10™ db  neutrofil
keletkezik a csontvel6i Ossejtekbol [5].
Altaldnosan elfogadott nézet, hogy a
periféridra keriilé neutrofilek igen
rovid ideig élnek (néhany o6ra — 1-2
nap). Ezzel szemben Pillay és
munkatarsai  2010-ben  megjelent
koézleményiikben a neutrofilek
¢lettartamat atlagosan 5,4 napra teszik

[6]. A neutrofil eléalakok

--------

fontos szerepet jatszik a G-CSF,
szerepe azonban nem kizarolagos: G-
CSF hianyos egerekben — noha a
faktor hidnya kronikus neutropéniat
okoz — mintegy 25%-ban megmarad a
granulocitopoézis €s keletkeznek érett

neutrofilek [7]. A G-CSF mellett a

neutrofilek szdmanak masik fontos szabalyozdja a szoveti kornyezetben elpusztult (és

makrofagok altal fagocitalt) neutrofilek aranya [5]. Az apoptotikus neutrofileket

bekebelezd makrofagok kevesebb IL-23-at termelnek. A csokkent IL.-23 hatdsara T-

sejtekben ugyancsak csokken az IL-17 expresszid. Ezen citokin hianyaban kevesebb G-

CSF termel6dik mely neutropéniat eredményez (2. abra) [8].

A szervezetben megjelend patogének, bakteridlis endotoxinok, gyulladasi

citokinek (IL-1B, TNFa, IFNy), illetve mas egyéb faktorok (pl. trombin) hatasara az

érfal endotél sejtek aktivalodnak, amely folyamat lehetévé teszi a neutrofilek fert6zés
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helyére valo toborzasat [9]. A neutrofilek endotélhez valo kapcsolodasanak (letapadas)
els6 komponensei a szelektinek (E-, P-, és L-szelektinek) (3. abra).

Mindharom tipustt szelektin kis affinitdssal kotodik szializalt, illetve fukozilalt
oligoszacharidokhoz [10]. E reverzibilis, leukocita - endotél kapcsolat révén gordiilnek
tovabb a neutrofilek az endotél mentén. A gordiilés soran a gyulladdsos endotél
teriiletén felszabaduld, a neutrofilek kdrnyezetébe juté kemokinek hatasara a neutrofilek
aktivalodnak ¢és integrineken keresztiil kitapadnak az érfalra (fokozott adhézid). Ezt
kovetéen a neutrofil atkaszik az érfalon, mely torténhet paracellularisan, vagy
transzcellularisan (3. abra). A transzcellularis migracio soran létrejon egy tigynevezett
vezikulo-vakuolaris organellum, melyen mintegy alagiaton keresztiil képes atjutni a
neutrofil [11]. A szovetek k6zé kilép6 neutrofil mozgasat a szoveti kornyezetbe keriild
(illetve lokalisan termel6dd) kemotaktikus hatdst anyagok (példaul fMLP, C3a, C5a,
IL-8) iranyitjak (3. abra). Ezen ligandokat hét transzmembran szakaszt tartalmazo
(Ggynevezett 7TM) receptorok ismerik fel, a kivaltott jelatvitel jelen dolgozatban

fontosnak iélt 1épéseit a 3.4.2.5.1 fejezetben és a 14. abran mutatom be.

< szelektinek

< kemoattraktinsok cos——)>

< integrinek ——]

usz6 neutrofil

aktivalodas
letapadis gordiilés fokozott adhézié
N\ migracio az edotéliumon
keresztiil
— — —

o endotdl

&

/ szovet

kemotaktikus vandorlas, effektor funkciok
(fagocitozis, degranulacid, szuperoxid termelés)

érpdlya

3. abra: A neutrofil granulocitak érpalyabol valo kilépésének folyamata ([11] alapjan).

11
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3.2 A Kkorokozok elpusztitasanak fobb mechanizmusai

3.2.1 Afagocitozis

A fagocitozis vazlatos folyamatiat a 4. abra szemlélteti. Elsé 1épésként a
bekebelezésre keriild részecske kotddik a neutrofilek felszinén talalhatoé fagocitotikus
receptorokhoz. A patogénekre jellemzé sejtfelszini molekularis mintazatot (Pathogen
Associated Molecular Pattern — PAMP) a mintazatfelismeré receptorok (Pattern
Recognition Receptor - PRR) ismerik fel. Az opszonizalt (komplement
komponensekkel, illetve ellenanyaggal fedett) részecskéket a komplement receptorok
(CR) és az Fc-receptorok (FcR) kotik meg. A részecske kotodésének hatasara aktin
fiiggetlen allabképzodés indul, melynek eredményeként kialakul a fagocitotikus serleg.
A tovabbi jelatviteli 1épések az aktin-citoszkeleton gyors atrendezddéséhez, ezaltal
aktin-fiiggd allab-kitiiremkedéshez vezetnek. Ezt kovetéen zardédik a formalodod
fagoszoma, amely folyamat a PI3-kindz miikodéséhez (PI3-K) kothetd. A lefiiz6dd

fagoszdma Osszeolvad a lizoszémaval, 1étrehozva igy a fagolizoszomat (4. abra).

fagocitalandé részecske aktin-fiiggetlen aktin-fiiggé P13-K-fiiggd
megkdtése allabképzédés allabképzédés fagoszéma zarodas

patogén

PRR/CR/FcR

lizoszéma \L
/ fagoszoma

fagolizoszoma

a bomlastermékek /

exocitézisa

4. abra: A fagocitozis fobb lépései. A fagocita mintazatfelismerd (PRR), komplement (CR),
illetve Fc receptoraival (FcR) megkoti a patogént, majd aktin-fiiggetlen, illetve ezt kdvetd
aktin-fiiggd allabképzOdéssel bekebelezi azt. A fagoszoma zarodik, melyhez a PI3-K
miikddése sziikséges. A fagoszoma 6sszeolvad a lizoszomaval, a kialakult fagolizoszéméaban
a bekebelezett részecske lebomlik, végiil a bomlastermékek exocitozissal kitiriilnek a sejtbol
([1, 12] alapjan).

12
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A lizoszémaban (illetve a neutrofil granulumokban) taldlhaté lebontd enzimek és
antimikrobidlis anyagok végiil lebontjak a patogént (4. abra) [1, 12]. A kovetkezd
fejezetben a fagocitozisban érintett receptorokat és fobb jelatviteli utvonalakat mutatom

be.

3.2.1.1 A mintdzatfelismeré receptorok szerepe a fagocitézisban

A természetes immunrendszer sejtjei nem képesek olyan specifikus
antigénfelismerésre, mint az adaptiv immunrendszer. Ennek ellenére kiilonbséget
tudnak tenni a sajat és nem sajat struktirdk koézott, melyben meghatdrozd szerepet
toltenek be a mintazatfelismerd receptorok (PRR). Ezen receptorok nem egy konkrét
struktarat ismernek fel, hanem meghatdrozott molekularis mintazatokat (PAMP),
melyek hasonldak a kiilonb6zd patogénekben. Alapja a mikrobak sejtmembranjanak a
gerincesekétdl eltéré cukor-, lipid- és szialsav tartalma. A PRR-ek elhelyezkedésiik
szerint lehetnek szolubilisek, plazmamembranhoz kotottek, citoplazmatikusak, illetve
lehetnek vezikulumok membranjaban 1évé receptorok. Ebben a fejezetben csak a
plazmamembranban taldlhatdé PRR-ek bemutatdsdra szoritkozom, mivel a patogének
bekebelezésének folyamataban a tobbi PRR tipus Iényegesen kisebb jelentdséggel bir.
Fontos azonban megemliteni, hogy a szolubilis PRR-ek ugyan nem vesznek részt
kozvetleniil a patogének felvételében, de mint opszoninek, nagyban eldsegitik a
fagocitozist. Ilyen opszonin hatast szolubilis PRR-ek példaul a C-tipusu lektinek
csaladdjaba tartoz6 pentraxinok (C-reaktiv protein, szérum amiloid P), vagy egyéb C-
tipust lektinek (kollektinek, fikolinok), melyek mikrobialis poliszacharidokat képesek
megkotni [13]. A plazmamembranban talalhato PRR-ek legismertebb képviseldi a Toll-
like receptorok (TLR). Leucinban gazdag extracelluldris résziikkel szamos bakteridlis
terméket, lipopoliszacharidokat, bakterialis lipoproteineket, lipoteicholsavat, nem
metilalt CpG-DNS-t, éleszt6 sejtfalkomponenseket képesek felismerni [14]. Ligandot
kotve a receptor homodimerizalodik. Ez alol kivételt képez a TLR2, mely a TLR1-gyel,
vagy a TLR6-tal képez heterodimert. Jelenleg a Toll-like receptoroknak emberben 10
tipusat kiilonboztetik meg [14]. Ligandumaikat tekintve jellemzéen a TLR1 és a TLR6
diacil- és triacil-lipopeptideket, a TLR2 f6leg Gram-pozitiv-, mig a TLR4 féként Gram-
negativ baktériumok sejtfalat ismeri fel, a TLRS ligandja pedig a flagellin.

13



DOI: 10.14753/SE.2013.1847

A TLR3 a viralis kettés szali RNS-t, a TLR7 és TLR8 az egyszalu RNS-t, a TLR9 a
metilalatlan CpG-DNS-t képes megkotni, azonban ez utobbi négy receptor nem a
plazmamembranban, hanem a fagoszoma, illetve fagolizoszoma membranjaban
talalhato. A TLR szignalizdciora az 5. abra szolgdl egy jellegzetes példaval. A
ligandkdtés jellemzden NF-kB utvonalat aktival, amely citokinek, kemokinek, illetve

antiviralis fehérjék képzodését indukalja [1].

) ) proteaszoman

kB ___CC L > 1xB
. degradacio
(NF-kB)
|
sejtmag
aktiv NF-xB l
target DNS

5. abra: A Toll-like receptorokbol indulé jelatvitel f6bb lépései. Roviditések: MyD88,
Myeloid differentiation primary response gene (88); IRAK4, interleukin-1 receptor-
associated kinase 4; TRAF6, TNF receptor associated factor 6; TAK1, Transforming
growth factor-B-activated kinase 1; TAB, TAK1-binding protein; NEMO, NF-kappa-B
essential modulator; P, foszforilacio; Ub, ubikvitin [15, 16].

A bakterialis- és gomba-eredetii sejtfalkomponensek hatdsara példaul IL-2, TNFa és IL-
8 citokinek képzddnek [17]. A TLR-ek tehat kozvetleniil nem inditanak el fagocitozist,
de a sejtaktivacioban, a fagoszomaérésben ¢és az antigén-specifikus immunvalasz

beinditasaban fontos szereppel birnak [1].

14



DOI: 10.14753/SE.2013.1847

A mintazatfelismerd receptorok masik nagy csoportjat a scavenger receptorok
alkotjak. Lehetnek trimer szerkezetiiek, illetve egy, vagy két transzmembran szakaszt
hordoz6 molekuldk. Ligandumaik anionos peptidek ¢s modosult lipidek. Emellett egyes
tipusaik képesek megkotni a bakterialis lipopoliszacharidokat, viralis dsRNS-t, illetve
az oxidalt ,low-density” lipoproteineket (LDL) [1]. A scavenger receptorok igy a
patogének elimindlasa mellett fontos szerepet toltenek be az apoptotikus sejtek/testek
eltavolitasaban is.

A  membrankotott C-tipust  lektinreceptorok a scavenger receptorokhoz
hasonlo6an szintén kozvetleniil vesznek részt a fagocitozisban. K6zos jellemzojiik, hogy
szénhidratfelismeré doméneket tartalmaznak. Ide sorolhaté példaul a makrofagok
mann6zkotd receptora, amely hatékonyan vesz részt manndztartalmu molekuldk
endocitozisaban [1]. Ugyancsak ide sorolhatdé — bar nem klasszikus C-tipusu
lektinreceptor — egy nemrég felfedezett PRR, a Dectin-1, amely gomba-eredetii f-
glukéant ismer fel. A gombasejtek altal keresztkotott Dectin-1 citokintermelddést (pl.

TNFa) indukal, ezaltal a sejtaktivacioban jatszik fontos szerepet [1, 18].

3.2.1.2 A komplement receptoron keresztiili fagocitozis

A komplementrendszer aktivadlodasa sordn szamos olyan hasitdsi termék
keletkezik, melyek a patogéneket opszonizalva eldsegitik azok bekebelezését. Ezen
hasitasi termékeket a CR1-4 komplement receptorok ismerik fel. A CR1 harminc, a
CR2 tizenot SCR (short consensus repeat) doménbdl all. A CR3 (mas néven
integrinoMp2, vagy CDI11b+CD18, vagy MAC-1) és a CR4 (integrinaXp2, vagy
CD11¢c+CD18) heterodimer molekulak [1, 19]. A neutrofileken ezek koziil a CR1, CR3
¢s CR4 receptorokat taldljuk, részben a plazmamembranban, részben a szekretoros
vezikulakban (3.2.2. fejezet), a CR2 B-sejtek, illetve aktivalt T-limfocitak felszinén
fejez6dik ki. A CR1 legfontosabb ligandja a C3b, de koti a C4b-, iC3b- és a Clqg-
molekulakat is. Ezen receptornak a fagocitozisban betoltott szerepén til kiemelt szerepe
van az immunkomplexek eliminéacidjaban is. Az integrinek csaladjaba tartoz6 CR3

egyrészt a C3b-, iC3b-, C3d-fragmentekkel jeldlt partikulumok fagocitozisat indukalja,

crer
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fejezet). A CR4 receptor szerkezetében ¢és funkcidjaban nagyon hasonlit a CR3
molekulahoz [1, 20].

A komplement-medialt fagocitozis f6bb jelatviteli 1épéseit a 6. abra szemlélteti.
A folyamatban kozponti szerepet jatszik a RhoA kis G-fehérje, mely GTP-t kotve
aktivalja a ROCK (Rho-associated, coiled-coil containing protein kinase) kinazt. Az
aktivalodott ROCK gétolja a miozin konnyl lanc foszfatdzt (MLC-P), amely igy nem
tudja defoszforildlni a miozin konnyti lancot (MLC). A foszforilalt allapotban 1évo
MLC végeredményben kontrakcidhoz vezet. A ROCK ezzel parhuzamosan foszforilalja
a LIM kinazt (LIMK), amely foszforilalja, és ezaltal gatolja a cofilin molekulat. Az
emlitett folyamatok aktin-atrendezédéshez, stresszrostok ¢és fokalis adhézidok
kialakuldsédhoz, illetve végeredményben az opszonizélt partikulum bekebelezéséhez
vezetnek. Egyes munkacsoportok az mDial (mouse diaphanous homolog 1), illetve az
Arp2/3 (Actin-related protein, lasd késobb) szerepét is leirtak a folyamatban (6. abra)
[21, 22].

plazmamembrin opszonizalt
partikulum

CR3

aktin polimerizacid, stresszrost képzés, fokalis adhézidk,
FAGOCITOZIS

6. abra: A komplement receptoron Keresztiili fagocitézis vazlatos jelatviteli utvonalai.
([21, 22] alapjan).
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3.2.1.3 Az Fc receptoron keresztiili fagocitozis

A komplement fragmensek mellett az opszoninek masik f6 csoportjat az
ellenanyagok képezik. Specifikus receptoraik az immunglobulin-szupercsaladba tartozo,
az ellenanyagok konstans (Fc) részét felismerd Fc-receptorok. Az Fc-receptorok az
immunglobulinoknak megfelel6 izotipusmegoszlast mutatnak, jelen fejezetben azonban
csak az 1gG-t felismerd Fcy-receptorokat (FcyR) fogom targyalni. Az FeyR-oknak is
tobb tipusat szokas megkiilonboztetni, koziiliikk neutrofileken az FcyRI, FcyRlIla,
FcyRIIb valamint az FcyRIIIb fejezddik ki. Az FcyRI nagy affinitast receptor, egy o-
lancbol és a hozza kapcsolodod y-lanc-dimerbdl all. A y-lancok hordozzak a jelatvitel
szempontjabol fontos ITAM (immunoreceptor tirozin alapt aktivaciés motivum)
motivumokat (7. abra). Az FcyRIla nem tartalmaz y-lancot, az ITAM motivumot az a-
lanc citoplazmatikus doménje hordozza. A szerkezeti felépitésben hasonldé FcyRIIb
receptor szintén nem tartalmaz y-lancot, ugyanakkor o-lancdnak intracellularis
doménjében gatld ITIM (immunoreceptor tirozin alapi inhibitoros motivum)
szekvencia talalhato (7. abra). Az FcyRIIIb kis affinitast receptor, nem tartalmaz ITAM
vagy ITIM szekvenciakat, az extracellularis rész egy glikozil-foszfatidil-inozitol (GPI)
horgonnyal rogziil a plazmamembranban (7. abra) [23, 24]. Az FcyRI és FcyRlla
receptorok elinditjadk, az FcyRIIb pedig gatolja a fagocitézist. Az FcyRIIIb
megndvekedett citoszolikus Ca®* koncentraciot (Ca2+ jelet) és aktin polimerizaciot

indukal, a fagocitdzisban betdltott szerepe azonban még nem ismert [12].

FcyRI FcyRlIla FcyRIIb FcyRIIb

7. abra: A neutrofileken talidlhaté Fcy receptorok vazlatos szerkezete. ITAM:
immunoreceptor tirozin alapu aktivaciéos motivum; ITIM: immunoreceptor tirozin alapu
inhibitoros motivum ([1] alapjan).
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A neutrofilek FcyR-medidlt fagocitézisdban elsésorban az FcyRlla jatszik
kiemelt szerepet. A folyamat jelatviteli 1épéseit a 8. dbra szemlélteti. Kezdeti 1épéseként
az antigén - ellenanyag komplex keresztkoti az Fc receptorokat, ezaltal lehetévé valik az
ITAM motivumok Src-tipusu tirozin-kinazok (Src, Hck, Lyn) altali foszforilacioja. A
foszforilalodott ITAM-hoz két SH2 doménjén keresztil a Syk tirozin-kindz
kapcsolodik, mely ezt kovetéen foszforilalja és ezaltal aktivalja a Vavl guanin-
nukleotid kicserél6 faktort (GEF), mely a Rac kis G-fehérjét aktiv, GTP-ko6tott allapotba
juttatja (lasd 3.4.3.1 fejezet) [23-25]. Jelenleg gy tudjuk, hogy a Vav csak a Rac-ot
aktivalja, ¢és csak az FcR-medialt jelatvitelben vesz részt, a komplement-medialt
fagocitézis utvonaldban nem. Ugyanakkor leirtdk, hogy a Rac mellett a Cdc42 kis G-

fehérje is részt vesz a tovabbi folyamatok szabalyozasaban [24, 26].

opszonizalt
partikulum

FeyRlla

@
T

YN

Cdc42 Rac

plazmamembran

FAGOCITOZIS

8. abra: Az FcyRIla receptorbél indulo, fagocitozis fébb jelatviteli lépései.
(http://www.genome.jp/kegg/pathway/hsa/hsa04666.html alapjan).
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GTP-kotésiiket kovetden a Rac és a Cdc42 aktivaljak a WASP (Wiskott—Aldrich
Syndrome Protein) fehérjét, amely kapcsolodik a mar felépiilt aktinszal végén talalhatod
Arp2/3-hoz, elinditva ezzel egy elagazodo aktinszal novekedését, mely az eredeti
szalhoz képest 70 fokos szoget zar be [27-29].A Rac ezen kiviil aktivalja az WAVE
(WASP family Verprolin-homologous protein) és ARF6 (ADP-ribosylation factor 6)
fehérjéket, melyek szintén részt vesznek az aktin-atrendezdés szabalyozasaban. A Rac
masik fontos effektor fehérjéje a PAK1 (p21-activated kinase 1), mely a LIM kindzon és
a cofilin-en keresztiil fejti ki hatasat az aktin-felépiilés soran. Emellett a PAKI
foszforilalja és ezaltal aktivalja a miozin konnyiilanc kinazt (MLCK). Az MLCK a
miozin kdnnyti lancot foszforilalja, igy lehet6vé téve a miozin — aktin kapcsolodast (8.
abra) [30, 31]. A kialakul6é fagoszoma folott végiil zarodik a sejtmembran amely PI3-
kinaz-fiiggd folyamat [12]. Kiilonbség a komplement-medidlt fagocitdzishoz képest,
hogy a CR-on keresztiili fagocitozis soran a partikulum mintegy ,,bestillyed” a neutrofil
membranjaba (6. abra), addig az Fc receptoron keresztiili fagocitdzis soran allabszerti
kitiiremkedések veszik koriil a bekebelezendd részecskét (8. abra). Jelenleg ugy tudjuk,
hogy mig a Cdc42-nek az allab-képz6désben van kiemelt szerepe, addig a Rac a
bekebelezendé partikulum korbezarasanak folyamatait iranyitja [30]. Fontos
megjegyezni, hogy a fagocitdzis jelatviteli utvonalai az itt bemutatottnal lényegesen
Osszetettebbek, itt csupan az értekezés szempontjabol lényeges tUtvonalak, illetve

jelatviteli komponensek keriiltek bemutatasra.

3.2.2 Degranulacié

A bekebelezett és fagoszomaba keriilt, vagy az extracellularis térben 1évo
korokozok elpusztitasanak két fontos mechanizmusa a degranulacié és a szuperoxid
termelés. A degranulacio soran a neutrofilek granulumai a sejtmembrannal, vagy a
fagoszoma membranjaval fuzionalva tartalmukat az extracellularis térbe, vagy a
fagoszoma matrixaba iiritik. Felszabadulasuk Ca®*-fiiggd folyamat. A neutrofilek
granulumait tartalmuk szerint négy csoportba oszthatjuk: primer, vagy azurofil
granulumok, szekunder, vagy specifikus granulumok, tercier, vagy zselatindz

granulumok, és szekretoros vezikulak [1]. Elsoként a szekretoros vezikulak iiriilnek,
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majd a tercier granulumok. Ezeket koveti a szekunder, majd végiil a primer granulumok
tartalmanak kitiritése [31]. A granulumok baktericid és proteolitikus anyagokat
tartalmaznak (pl. defenzinek, katepszin-G, laktoferrin, lizozim, alkalikus foszfataz), de
ezek mellett nagy mennyiségben raktarozodnak benniik a sejtekre jellemzd receptorok,

membranfehérjék is (pl. CR3, flavocitokrém bssg) [1].

3.2.3 Szuperoxid termelés

A neutrofilek szuperoxid termeléséért a fagocita NADPH-oxidaz (Phox)
enzimrendszer felelés. Komponensei a plazmamembranban, illetve a szekretoros
vezikulak membranjaban talalhaté glikoprotein 91phox (gp91°"™) és a p22°"* (a phox a
fagocita oxidazra utal) heterodimer — melyet szoktak még flavocitokrom bssg-nak is
nevezni —, valamint a citoszolban talalhato p40™"™ p47°"* &s a p67™"* . A neutrofil
aktivalodasat kdvetben a p47""* foszforilalodik, ezaltal lehetdvé valik a p47°"™, p67P"™
és p40P"™ membranhoz torténd transzlokacidja (9. 4bra) [32, 33]. Az oxidaz
miikddéséhez ezen kiviil sziikséges még a Rac kis G-fehérjének a komplexbe kotddése
is (lasd 3.4.2.5.1. fejezet). Az Osszeépiilt oxidaz végiil képes lesz elektronokat
transzportalni a NADPH-r6l a molekularis oxigénre, szuperoxid anionna redukalva azt
(9. abra). A keletkezett szuperoxid anionokat a nitrogén-monoxid (NO) peroxinitritté
(N2O,), a szuperoxid-dizmutaz hidrogén-peroxidda (H,O) alakitja. Az els6dleges
granulumokban talalhaté mieloperoxiddz enzim a hidrogén-peroxidot tovabb alakitja
hipoklorossavva, mely a késdbbiekben kloraminokka és hidroxilgyokokké alakul. Az
igy létrejott reaktiv oxigéngyokok (ROS) jelentés karositd hatassal birnak a
baktériumokkal szemben [34-36].
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9. abra: A fagocita NADPH oxidaz dsszeszerelodése ([37] alapjan).

3.3 A neutrofilek miikodésének zavarai

Az antibakteridlis védelemben a neutrofilek vandorldsa, fagocitdzisa,
degranulacidja és szuperoxid termelése egyarant fontos. Barmelyik hianya sulyos,
visszatérd, kronikussa valo fertézések kialakulasdhoz vezet. A leukocita adhézids
defektus (LAD) esetében a neutrofilek érbol valo kilépése és a fert6zés helyére torténd
vandorlédsa karosodik. A betegség I-es tipusaban a 2 integrinek hianya figyelhetd meg.
Ennek kovetkeztében a neutrofil ugyan tovabb tud gordiilni az endotél mentén, de
képtelen a fokozott adhéziora €és az érbdl valo kilépésre. A LAD Il-es tipusaban a
fukozilalt szelektin-ligandok kifejezodésének teljes hidnya figyelheté meg [38], IlI.

tipusanak hatterében egy, az integrin-aktivacid szabalyozéasaban érintett gén defektusa
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all [39]. A TLR jelatvitelben érintett IRAK-4 (5. abra) hianya sulyos, visszatérd
Streptococcus pneumoniae és Staphylococcus aureus fertézésekkel jar [40]. A Chediak-
Higashi szindroma kialakulasa a granulumok intracellularis transzportjanak zavarara,
illetve a fagoszoma-lizoszoma Osszeolvadas elégtelenségére vezethetd vissza, mely a
visszatérd bakterialis fertdzések mellett megndvekedett vérzési iddvel, illetve periférias
neuropatiaval jar [41]. Egy masik korképet, a specifikus granulum deficienciat a
kemotaxis, a receptor kihelyez6dés és a baktériumolés elégtelensége jellemzi.
Kialakuldsa a szekunder és tercier granulumokban tarolt enzimek hianyara vezethetok
vissza [42]. A fagocita oxidaz szerepének fontossagat hangsulyozza komponenseinek
velesziiletett genetikai rendellenessége, a kronikus granulomatozus betegség, mely

stlyos, visszatér6, kronikussa valo bakterialis és gombas fertézésekkel jar [43].

3.4 A guanin-nukleotid kot6 fehérjék jellemzése

A guanin-nukleotid ko6t6 fehérjék két nagy csoportjat a heterotrimer G-fehérjék,
valamint a monomer, mas néven kis G-fehérjék alkotjak. A heterotrimer G-fehérjék
harom kiilonb6zd alegységbdl allnak (a, B €s y), melyek koziil az a alegység felelds a
GTP/GDP kotésért [44]. A human genom a 17 o alegység mellett 5  és 14 y alegység-
gént tartalmaz [44]. A heterotrimer G-fehérjék a plazmamembran kozelében, G-fehérje
kapcsolt receptorokhoz (GPCR) asszocidltan talalhatok. A receptor ligandkotésének
kovetkeztében a G-fehérje a-alegységéhez kotédé GDP GTP-re cserélddik. Az igy
aktivalodott G-fehérjérdl ledisszocial az a-alegység, és 6 maga, valamint a By komplex
is tovabbi jelatviteli Gtvonalak szabalyozasaban vesznek részt [44]. Az a-alegység a
GTP-t elhidrolizdlva 1jra inaktiv &llapotba keriil, és a harom alegység
Osszekapcsolodasaval ismét 1étrejon a kezdeti heterotrimer komplex [45].

A monomer, mas néven kis G-fehérjék egyetlen, 20-25 kDa tomegli polipeptid
lancbdl allnak. A heterotrimer G-fehérjéktdl eltérd szerkezetiik és poszttranszlacids
modositasaik  (C-terminalisan farnezil-, geranil-geranil csoportok, N-terminalisan
mirisztoilalodas) valtozatos sejten beliili lokalizaciot (plazmamembran, endoplazmas
retikulum, Golgi-halozat, szekretoros vezikula, endocitotikus vezikula, magmembran,
citoplazma, citoszkeleton), ezaltal szamos sejtfunkcio szabalyozasat teszik lehetové [46-

52]. Aktivacidjukat a heterotrimer G-fehérjékkel ellentétben nem kozvetleniil a receptor
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ligand-kotése, hanem specialis aktivald fehérjék, a guanin-nukleotid kicserélé faktorok
(GEF-¢ek) végzik, melyek eldsegitik a GDP disszocialodasat, ezaltal a GTP megkotését
(mivel a GTP/GDP arany a citoplazmaban az elébbi javara van eltolodva). A kis G-
fehérjék endogén GTP hidrolizisének sebessége mintegy 2-3 nagysagrenddel elmarad a
heterotrimer G-fehérjék a alegységének hidrolizis-sebessége mogott [53]. Ezt a lassu
GTP bontast egy masik szabalyozé fehérje csoport, a GTPaz aktivalo fehérjék (GAP-
ok) képesek igen jelentdsen fokozni, inaktivalva ezaltal a kis G-fehérjéket. A GEF-
ekkel ellentétes hatastak a guanin-nukleotid disszociacid inhibitorok (GDI-k). Gatoljak
allapotban tartjak a kis G-fehérjéket [44]. A heterotrimer és monomer G-fehérjék

miikodését és szabalyozasat a 10. dbra foglalja 6ssze.

.Ga me-
) &= szabalyozé
ligand fehérjék
kotodése a GEF
GPCR-hez
GAPL)
Ga me _— me

10. abra: A G-fehérjék GTPaz ciklusa. A heterotrimer G-fehérjék o alegységének (Ga)
GTPaz aktivitasa 2-3 nagysagrenddel nagyobb, mint a monomer G-fehérjéké (mGf), melyet
a nyilak eltéré vastagsaga szimbolizal. GAP: GTPaz aktivalo protein; GEF: guanin-
nukleotid kicserélé faktor; GDI: guanin-nukleotid disszociaci6 inhibitor [15].

3.4.1 AKis G-fehérjék szerkezete és miikodése

A kis G-fehérjék egyetlen polipeptid lancanak GTP kotésért felels szakasza a G-
doménnek nevezett régid, mely masodlagos szerkezetét tekintve hat B-lemezbdl és 6t a-
hélixbol all (11. abra). A G-doménen beliill 6t, evoluciésan konzervalt motivum
talalhato (G1-G5) [54]. A G1 régi6 — melyet foszfatkoté huroknak, vagy P-huroknak is
neveznek — GXXXXGKS/T motivuman keresztiill a GTP B és y poziciokban 1évé
foszfatcsoportjainoz  kapcsolodik. A G3  motivumban (DXXGQ/H/T) talalhato
aszparaginsav a guanin-nukleotid bazisaval, a G5 motivumban (S/CAK/L/T) talalhato

alanin pedig a guanin oxigén atomjaval létesit hidrogénkdtést. A G4 motivum szintén a
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guanin-nukleotid bazisaval alakit ki kapcsolatot. igy végeredményben sztérikus okokbol
nem lehetséges az adenin-nukleotidok bekotddése, igy valik a kotdzseb gunain-
nukleotid specifikussa. (11. abra) [55, 56]. A G2 és G3 motivumokat switch I és switch
II régidknak is nevezik, melyeknek kiemelt jelent6ségiik van a GTP-, illetve GDP-kotott

allapot kozotti konformacidvaltozas kialakitasaban (11. abra).

P-hurok

11. abra: A kis G-fehérjék szerkezete ([56], a szerz6 altal modositva).

Ezen régiok szerkezetét legeldszor a Ras fehérjében tartdk fel, ahol a switch I a
32. és 38., a switch Il az 59. és 67. aminosavak kozotti szakaszt jeloli [57]. GTP-kotott
és switch Il régiokban talalhatdo aminosavak -NH- csoportjaival. A switch I régi6 egyik
kiemelt jelent6ségli aminosava a G3 motivumban (DXXGQ/H/T) talalhatd treonin (a
Ras esetében ez a 35. pozicidban talalhat), a masik a switch II régidban talalhato glicin
(a Ras esetében a 60. helyen talalhat6), amely oldallancaval a nukleotidot stabilizald
Mg?*-ion megkétésében is szerepet jatszik (11. 4bra).
A GTP terminalis foszfatcsoportjanak hidrolizise rugodszerli mechanizmusra
emlékeztetd konformaciovaltozast idéz eld: a korabban ,,zart” allapotban 1évo switch 1.

¢és II. régiok relaxalnak. A ,,zart” allapot teszi lehetévé, hogy a GTP-t kotott kis G-
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fehérjék mas effektor fehérjékhez kapcsolodjanak, mig a GTP-hidrolizis utani ,,nyitott”,
inaktiv konformacié ezt gatolja.

A kis G-fehérjék szerkezetének targyalasa soran emlitést kell tenniink
poszttranszlaciés modositasaikrol is, melynek soran a fehérjének foként C-terminalis
része apolaros oldallancokkal béviil. A kiilonbozd kis G-fehérje csaladokra mas-mas
poszttranszlacios modositds jellemzd. A Ras csalad esetében farnezildlds és
palmitoilalas torténik, melyet a farnezil transzferaz enzim végez. A Rho csaladra a
geranil-geranilacio jellemzO, melyért a geranil-geranil transzferaz I enzim felel6s. A
Rab csalad esetében ugyanezen modositast a geranil-geranil transzferaz 11 végzi. Az Arf
csalddra az N-termindlisan torténé mirisztoilalas jellemzé. Ezen modositasok
meghatarozzak a kis G-fehérjék lokalizacidjat, alapvetd fontossagliak membranhoz
torténd kotddésiikben, szabalyozod fehérjékkel vald egyiittmiikodésiikben, ezaltal

biologiai funkcidikban. [58, 59].

3.4.2 AKis G-fehérjék csaladjai

A legkordbban megismert Ras kis G-fehérjérdl elnevezett szupercsalad tobb
mint szaz tagot szamlal, melyeket szerkezetiik, sejten beliili lokalizaciojuk és az altaluk
szabalyozott funkciok szerint 6t csalddba sorolhatunk: a Ras, Rho (szok4s még Rac/Rho
csaladnak is nevezni), Rab, Arf és Ran alcsaladokba [60]. Emellett vannak ujabban
megismert kis G-fehérjék, melyek a fent nevezett kritériumok alapjan nem sorolhatok
be az emlitett csoportokba, igy ezek kiilon csaladokat képeznek, mint példaul Rap,

Rheb, Rad, Miro [61].

3.4.2.1 A Ras csalad

Az els6é két human Ras gént a Harvey szarkoma virus (H-Ras) és a Kirsten
szarkoma virus (K-Ras) onkogénjeinek cellularis homologjaiként Edward M. Scolnick
és munkatarsai azonositottak 1982-ben [62]. Az emlitett két virust az 1960-70-es
években Jennifer Harvey és Werner Kirsten fedezték fel patkanyban [63, 64], innen ered

a Ras — Rat sarcoma virus elnevezés. A harmadik Ras gént neuroblasztoma sejtekbdl
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azonositottak [65]. Mara a Ras csalad tovabbi tagokkal béviilt, mint példaul az M-Ras,
R-Ras, Ral-A, Ral-B, vagy a Rap gének [66].

A Ras fehérjék a génexpresszid, sejtproliferacio és differencidcid szabalyozoi, de
szerepet jatszanak a human onkogenezisben, valamint apoptozist gatlo jelpalyakban is.
Aktivalédasukban szamos novekedési faktor, hormon, illetve citokin érintett. Talan a
legk6zismertebb — és a legkorabban feltart — jelatviteli utvonal a Ras-MAP-kinaz
kaszkad (12. dbra). Ennek soran a szignalizacid kezdeti 1épéseként novekedési faktorok
(EGF, PDGF) aktivaljak a tirozin-kindz aktivitast receptorokat. A ligandkotés hatasara
a receptor dimerizalddik és auto-, illetve keresztfoszforilalodik. A foszforilalt tirozin
oldallancok lehetové teszik adaptor fehérjék kotddését, esetiinkben példaul a Grb2-ét. A
receptorhoz kapcsolodd Grb2 toborozza a RasGEF SOS-t, amely eldsegiti a Ras-hoz
[67]. Az aktiv, GTP-t kotott Ras a Raf szerin/treonin-kinazhoz kot6dik, majd a Raf egy
foszforilacids kaszkadot indit el (MAP-kinaz kaszkad), melynek végeredményeként az
aktivalt ERK a sejtmagba jut, ahol foszforilalja az Ets csaladba tartozo transzkripcios
faktorokat, melyek aktivaljak a megfeleld promotereket, megvaltoztatva ezzel egyes

gének atirasat (12. abra) [60, 68].

EGF

EGFR A—)

Grb2
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X
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f
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\ proliferacié

anti-apoptdézis
12. abra: A Ras - MAP-kinaz utvonal. A részleteket lasd a szovegben[69].
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Ugyanakkor az EGF receptor jelatvitelében ismertté valt egy visszacsatolasi hurok is,
melynek soran az aktivalt ERK foszforildlja a SOS-t, amely igy levalik a Grb2-rdl,
megallitva ezzel a szignalizaciot (12. abra) [69]. A fentiek mellett a Ras-nak szamos
mas effektor partnere is ismert. Egyik ilyen a P13-kindz, mely az Akt-on keresztiil fejti
ki sejt-tulélést eldsegitd hatasat [70], de ugyancsak a Ras targetje a PLCe [71], a
RASSF1A [72, 73] és a Tiaml1, mely utobbi kapcsolatot képez a Ras és Rho csalad kis
G-fehérjéi kozott [44, 74]. A Ras csalad néhany tagjarol bebizonyitottak, hogy habar
szerkezetiikben nagyon hasonloak az onkogén Ras-hoz, mégis inkabb tumorszupresszor

hatasuak (ilyen példaul a D-Ras, Rerg, Noey?2) [60, 75].

3.4.2.2 A Rab csalad

A Ras szupercsalad legnépesebb alcsaladja a Rab (Ras-like proteins in brain)
csalad, melybe tobb mint 60 ismert fehérje sorolhatd [76]. Szerepiiket a sejten beliili
vezikulamozgasok: endo-, exo-, illetve transzcitozis, az endoplazmas retikulum és a
Golgi kozotti transzportfolyamatok szabalyozasaban irtak le [77-79]. A Rab fehérjék jol
meghatarozott intracellularis kompartmentekhez képesek lokalizalodni, ahol
nagyméretli molekulakomplexek részeként latjak el szabdlyozod funkcidjukat.
Lokalizacidjukban elengedhetetlen szerepe van a geranil-geranil transzferdz II altal
végzett prenilaciojuknak. A csaladd egyes tagjai ,,kompartment-specifikusak”, példaul a
Rabl és a Rab2 az endoplazmas retikulum és a Golgi membranjan helyezkednek el, és a
fehérjeszintézis és —szekrécido folyamatat szabalyozzak (13. abra). A Rab4 a korai
endoszoma, illetve a reciklizaldo endoszoma és a plazmamembran kozotti transzportot
szabalyozza, a Rab5 pedig a plazmamembranban és a korai endoszémak membranjaban

talalhato és foleg a klatrin-medialt endocitozist szabalyozza (13. abra) [80-84].
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13. abra: A Kiilonb6z6é Rab kis G-fehérjék sejten beliili lokalizacioja. A nyilak a
kompartmentek kozotti transzportot jelolik. CV: Kklatrin-burkos vezikula; EE: korai
endoszoma; LE: késdéi endoszéma; Lyso: lizoszoma; RE: reciklizalé endoszoma; PM:
plazmamembran; TGN: transz Golgi hal6zat; RER: durva endoplazmas retikulum [84].

3.4.2.3 Az Arfcsalad

A Rab csaladhoz hasonléan az Arf (ADP-ribosylation factor) csalad tagjai is a
vezikularis transzportfolyamatok szabalyozasaban érintettek [85]. Jellemz4jiik, hogy a
GDP-, illetve GTP-kotott allapot kozotti konformaciovaltozas nem csak az switch I és
switch II régiot érinti, hanem a fehérje N-terminalis részét is, amely igy lehetdvé teszi,
hogy az N-terminalisan talalhaté mirisztil csoport membranokhoz tudjon kapcsolodni
[86]. Mig a Rab fehérjék a membranforgalom egy-egy specifikus 1épését szabalyozzak,
addig az Arf proteinek szélesebb korii regulacioban érintettek. Az Arfl példaul a COP
(coat protein) fehérje burktl vezikulumok (a Golgi fel6l az endoplazmas retikum felé
iranyul6 transzport), illetve egyes klatrin/adaptin burkos vezikulumok (endoszomalis
utvonal, transz-Golgi-halozatrol lefiiz6dé vezikulumok) kialakulasanak folyamataban
vesz részt. GTP-kotott forméaban képes a vezikulumokat boritd coatomer fehérjékhez
kapcsolc’)dni, majd a GTP hidrolizise biztositja a komplexbdl torténd kivalasat és a
polimerizacion keresztiili szabalyozasat végzi. A filamentaris aktin atrendezddésének
szabalyozasaval részt vesz az FcyR-medidlt fagocitozis soran kialakuld fagocitotikus

serleg kialakitasaban (8. abra) [87].
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3.4.2.4 A Ran csalad

A Ran (Ras-like nuclear protein) a sejtekben legnagyobb mennyiségben
eléforduld kis G-fehérje és a rola elnevezett csalad eddig egyetlen ismert tagja [60].
GTP-kotott allapotban a sejtmagban talalhatd, melynek oka, hogy szabalyozo fehérjéi
koziil az RCC1 RanGEF (a GTP-kotott allapotot segiti eld) a kromatinhoz kotve, mig a
RanGAP (a GTP hidrolizist gyorsitja) a citoplazmaban helyezkedik el [44]. A Ran
feladata a sejtmag ¢és a citoplazma kozotti fehérjetranszport szabalyozasa [88],
ugyanakkor részt vesz a sejtosztodasi folyamatok, a mitotikus ors6 kialakulasanak,
Egy 2003-ban megjelent kozlemény szerint a Ran a DNS replikacio szabdlyozasaban is

érintett [91].

3.4.2.5 A Rho csalad

A Rho (Ras homologous protein) csalad legelsd tagjat, a RhoA-t 1985-ben irtak
le [92]. Mara a csalad mintegy 20 taggal béviilt, melyeket nyolc alcsaladra osztanak
[93]. Legismertebb koziilik a RhoA mellett a Racl és a Cdc42 (GTPaz aktivald
fehérjéiket épp ezért szokas Rac/RhoGAP-oknak is nevezni — lasd 3.4.3.3. fejezet).
Erdekesség, hogy mig az emlitett tagok ubikviter expressziot mutatnak, addig a Rac2,
melyet a Racl-el egyiitt, 1989-ben irtak le [94], csak hematopoetikus sejtekben
fejezddik ki [95]. A csaladdal kapcsolatos legelsd funkcionalis vizsgalatokat olyan
fibroblasztokon végezték, melyekbe konstitutivan aktiv Rho-t, Rac-ot, vagy Cdc42-t
injektaltak. Megfigyelték, hogy mig a konstitutivan aktiv Rho stresszrostok
megjelenését indukalja, a konstitutivan aktiv Rac lamellipodiumok (szokds még
membranfodrozodasnak — ruffling-nak is nevezni) képzodéséhez vezet, addig a
konstitutivan aktiv Cdc42 injektalasat kovetden vekony, tiiske-szerli filopodiumok
jelennek meg a sejtek felszinén. Ugyanezen fenotipusokat eld lehet idézni, ha a sejteket
novekedési faktorokkal, példaul EGF-fel (lamellipodium képzddés), lizofoszfatidsavval
(stresszrost) vagy TNFa-val (filopodium képzddés) kezelik [96-100]. A fentiek mellett
(és altal) a Rho csalad kis G-fehérjéi szamos sejtmiikodést szabalyoznak, gy, mint a
sejtpolaritas, mozgas, adhézio, endo- €s exocitozis, de érintettek az embrionalis fejlodeés,
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crer

harom f6 csaladtag Rho, Rac és Cdc42 valtozatos funkciojat jol szemlélteti egy 2000-

ben megjelent dsszefoglald kézlemény, melyben mintegy 30 fehérjét neveznek meg az

emlitett kis G-fehérjék lehetséges effektor partnereiként (1. tablazat) [105].

1. tablazat: A Rho, Rac és a Cdc42 lehetséges effektor fehérjéi. *: az effektor fehérjék kis G-fehérjék
altali aktivacigja GTP-fiiggd, de a kapcsolodas a kis G-fehérjével GTP-fiiggetlen. +: funkciondlis
kapcsolat van a kis G-fehérjével, de direkt interakcio nincs. PKN: protein kindz N; PLC: foszfolipaz C;
PLD: foszfolipaz D; IP3: inozitol triszfoszfat. ([105] alapjan, a szerz6 altal modositva).

a szabalyozott

kis G-fehérje

cffektor fehérje  tipusa funkeio/jelatviteli at _specificitdisa hivatkozisok
ROKa, ROK} Ser/Thr kinaz aktin/miozin szab. Rho [106-108]
PKN/PRK1, PRK2  Ser/Thr kinaz ismeretlen Rho [109, 110]
citron kinaz Ser/Thr kinaz sejtosztodas Rho [111, 112]
p70S6 kinaz Ser/Thr kinaz transzlacio szab. Rac, Cdc42? [113]
MLK2, 3 Ser/Thr kinaz JNK utvonal Rac, Cdc42 [114-116]
MEKK1, 4 Ser/Thr kinaz JNK ttvonal Rac, Cdc42 [117]
PAK1Z, 2,3 Ser/Thr kinaz JNK utv./aktin atrend.  Rac, Cdc42 [118]
PAK4 Ser/Thr kinaz aktin atrendez6dés Cdc42 [119]
MRCKa, MRCKf Ser/Thr kinaz aktin atrendez6dés Cdc42 [120]
Ackl, 2 Tyr kinaz ismeretlen Cdc42 [121, 122]
MBS foszfataz MLC-P inaktivalas Rho [107]
alegység
P1-4-P5K lipid kindz PIP, szint szab.faktin gy v o [123-125]
atrendez6dés
PI3K lipid kinaz PIP; szint szab. Rac, Cdc42 [126-128]
DAG kinaz lipid kinaz foszfatidsav szint szab. Rho”, Rac [125, 129]
PLD lipaz foszfatidsav szint szab. Rho, Rac, Cdc42  [130-133]
PLCp2 lipaz DAG/IP; szint szab. Rac, Cdc42 [134]
Rhophilin allvanyfehérje ismeretlen Rho [135]
Rhotekin allvanyfehérje ismeretlen Rho [136]
Kinectin allvanyfehérje kinezin kotés Rho [137]
Dial, Dia2 allvanyfehérje aktin atrendez6dés Rho [106, 138]
WASP, N-WASP allvanyfehérje aktin atrendezodés Cdc42 [139-141]
WAVE/Scar allvanyfehérje aktin atrendez6dés Rac” [139, 142, 143]
POSH allvanyfehérje ismeretlen Rac [114]
POR-1 allvanyfehérje aktin atrendezédés Rac [144]
p140Sra-1 allvanyfehérje aktin atrendezddés Rac [145]
67" allvanyfehérje NADPH oxidaz Rac [146-148]
MSE55, BORGs allvanyfehérje ismeretlen Cdc42 [149, 150]
IQGAP1,2 allvanyfehérje 7;;'2;3?5;:5;;1';0'( Rac, Cdc42 [140, 151-153]
CIP-4 allvanyfehérje ismeretlen Cdc42 [154]
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3.4.2.5.1 A Rac szerepe a természetes immunitas szabalyozasaban

A természetes immunvalasz minden fobb 1épésében (3.2. fejezet) sziikséges a
megfeleld térbeni/idébeni finomszabalyozas, melyben mas kis G-fehérjék mellett a Rho
csalad tagjai is érintettek (lasd még 1. tablazat). Mivel jelen dolgozat egy, a Rac-ot
szabalyoz6 GTPaz aktivalo fehérjérdl szol, igy ebben a fejezetben csupan a Rac
természetes immunitasban betdltott szerepét tekintem at.

Servant és munkatarsai egy 2000-ben megjelent kozleményben leirtdk, hogy a
kemotaxis soran kozponti jelentdésége van a sejtek membranjaban kialakult PIP3
gradiensnek. A PIP; felhalmozdodik a sejtek kemoattraktans felé nézd ugynevezett
vezetd végén, [155], igy mintegy iranytiiként miikddve hatdrozza meg a mozgas iranyat.
Keletkezését a PI13-Ky katalizalja. Ezek mellett a neutrofilek ,,iranytlijének” megfeleld
mitkodéséhez a Racl-re is sziikség van [155-157]. A mozgas soran a sejt vezet vége
elére nyualik, mikozben ezzel ellentétes polusa megrovidil — ez pedig az aktin
citoszkeleton folyamatos atépiilését igényld folyamat, melynek szabalyozasa szintén a
Rho csaladhoz kothetd [158-160]. A kemotaxis vazlatos szignalizacidjat a 14. abra

szemlélteti.

kemotaktikus inger
(C3a, C5a)

I

&TGB—>Ga

@i\
\ \

GEF (Vav)

Rac )| €«— | Cdc42
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sapkafehérje eltiavolitasa
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N\ /

aktin dsszeszerel6dés
14. abra: A neutrofil kemotaxis vazlatos jelatviteli itvonala ([158] alapjan).
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A Racl, Rac2 és a Cdc42 a kemotaxis jelatvitele mellett érintettek az Fcy
receptor medialt fagocitozis jelatvitelében is (8. abra) [161-163]. Hoppe és munkatarsa
kimutattak, hogy a harom kis G-fehérje eltérd aktivacidos mintazatot mutat a formalodo,
majd zarodo, végil lefiz6dd fagoszéma koril. Az aktiv (GTP-kotott) Cdc42 a
formalodo, a bekebelezendd partikulumot koriiloleld allabak csucsainal figyelheté meg,
a leftiiz6d6 fagoszoma koriil nincs jelen. Aktiv Racl-et a formdlodd, majd zarodo
fagoszéma koriil talaltak, mig a GTP-kotott Rac2-t a kialakuld fagoszoma
sejtmembrantol disztalisan elhelyezkedd részén figyelték meg. A filamentaris aktin a
Cdc42-vel mutat hasonld elhelyezkedést. A zarddas utan lefiizodott fagoszoma kortil
nem tudtak aktiv Cdc42-t, vagy Rac-ot kimutatni (15. abra) [164]. A pontos jelatviteli
utvonalak, illetve a fagoszoma koriil a Cdc42, Racl ¢és Rac2 aktivalédasahoz,
inaktivalodasdhoz vezetd folyamatok még csak kevéssé ismertek. Annyi azonban
ismert, hogy az Fcy receptorok -ellenanyaggal opszonizalt partikulumok altali
keresztkdtése Src és Syk tirozin-kinazok aktivalodasahoz vezet [165]. Ezt kovetden a
Syk foszforilalja a PI3-K-t, amely PIP; felhalmozodasat eredményezi a fagocitozis
soran érintett sejtmembranszakaszon [166, 167], masrészt a Syk a Vav kicseréld faktort
is foszforilalja, amely igy aktivalja a Rac-ot [26]. A GTP-t kotott Cde42 és Rac ezutan
tovabbi effektor fehérjéket aktival. A Cdc42 példaul a kemotaxisndl mar emlitett
WASP-pal miikodik egyiitt [168], a Rac pedig tobbek kozott a PAK 1-et aktivalja, amely
szintén a formalodoé fagoszéma koriil talalhaté és a makropinocitozis regulatora (lasd

még a 8. abrat) [169, 170].

actin
O

Cdc42
@)
@ Rac1

Rac2
O

15. abra: Az aktin (sarga), valamint az aktiv (GTP-kotott) Cdcd2 (piros), Racl (kék)
és Rac2 (zold) elhelyezkedése a formalodé fagoszoma koriil [164].
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A Rac az eddig leirtak mellett szerves részét képezi a fagocita oxidaz
enzimkomplexnek (3.2.3. fejezet), melyben a p67°"* alegységgel kapcsolodik.
Sejtmentes kisérleti rendszerekben mind a Racl, mind a Rac2 képes szabalyozni a
fagocita oxidazt [146, 171]. Ugyanakkor sok kutatd feltételezi, hogy human
neutrofilekben a Rac2 a dominans fagocita oxidaz-szabalyozo, mivel ezen sejtekben a
teljes Rac-készletnek tobb, mint 96%-at a Rac2 teszi ki [172]. Mai ismereteink szerint a
kisérlete is alatamaszt: a switch 1 région beliili pontmutaciok csokentették a Rac
oxidazra gyakorolt hatasat [173, 174]. Azt is sikerilt feltarni, hogy a Rac a p67""™
ugynevezett tetratricopeptide repeat (TPR, lasd még [175]) motivumahoz kapcsolodik
[176, 177]. A Rac a p67™"™ mellett feltehetéen kapesolddik a flavocitokrom bssg-hoz is
[172, 178]. A kapcsolatban valoszintileg a Rac 120-137. aminosavakig terjed6 helikalis,
ugynevezett inzert régidja érintet, mely csak a Rho csaladban eléforduld szakasz, és

jellemzden fehérje-fehérje interakciokban vesz részt [147].

3.4.3 A Rho csalad szabalyozo fehérjéi

3.4.3.1 A guanin-nukleotid kicserél6 faktorok (RhoGEF-ek)

Ahogy a 3.4. fejezetben bemutattam, a kis G-fehérjék a GTP lasst hidrolizisét
kovetden inaktiv, GDP-kotott allapotba keriilnek, melyb6l a guanin-nukleotid kicseréld
faktorok (guanine-nucleotide exchange factor, GEF) hatasara mozdulnak ki [179]. A
GEF-ek kis G-fehérje csalad-specifikusak. Jelen dolgozatban csak a RhoGEF-eket
mutatom be.

A RhoGEF-eknek tobb csaladjat kiilonboztetik meg. Legnépesebb koziilik a
DH-PH (Dbl homoldg — Pleckstrin homoldég) doménparost tartalmazé kicseréld
faktoroké. A csalad névadgjat, a Dbl-t egy diffuz B-sejtes limfémaban azonositottak,
innen ered az elnevezés. Miikodésiik alapja (ahogy a tobbi kis G-fehérjét szabalyozo
GEF esetében is), hogy képesek a kis G-fehérjék switch régidihoz és a P-hurokhoz
kotddni, konformacio-valtozast eldidézve ezaltal a nukleotid-kotd zsebben [180-184]. A
GEF kotodését kovetéen a GDP termindlis foszfat csoportja keriil ki elséként a

kotézsebbdl, majd ezt koveti a guanin-nukleotid béazisa. A GTP bekotddése ezt
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kovetden forditott 1épésben torténik: els6ként a guanin-nukleotid bazis foglalja el helyét
a kotézsebben, majd ezt koveti a foszfat csoportok bekotddése €s stabilizalodasa [185].
A GEF-ek nem befolyasoljak a kis G-fehérjék GDP/GTP iranti affinitasat, az
aktivalodas (GTP-kotés) annak koszonhetd, hogy a citoplazmaban mintegy tizszer tobb

GTP taldlhatd, mint GDP [185].

3.4.3.2 A guanin-nukleotid disszocidcié inhibitorok (RhoGDI-k)

A RhoGDI-k szerkezetét tekintve két fontos domén emelend6 ki: a C-terminalis
domén, amely a geranil-geranil oldallancot kotd zsebet tartalmazza és segitségével
képes a RhoGDI ,kihtzni” a membranbdl a kis G-fehérjét; masik az N-termindlisan
talalhato szabalyozo ,kar”, amely a GTPaz switch I és switch II régioihoz kotddve
gatolja a nukleotid hidrolizist és kicserélodést [47, 186, 187].

A RhoGDlI-knek jelenleg minddssze harom képvisel6jét ismerjik [188].
Koziilik a RhoGDII (mas néven RhoGDIa) a szervezetben mindeniitt kifejezddik, és
szamos Rho GTPazzal miikodik egyiitt, beleértve a csalad fo tagjait, a RhoA-t, Cdc42-t,
Racl-et és Rac2-t is [189, 190]. A RhoGDI2 (mas néven RhoGDIp, Ly-GDI, vagy D4-
GDI) féként hematopoetikus sejtekben fejezddik ki és kisebb affinitassal kotddik a Rho
GTPazokhoz, mint a RhoGDI1 [191-193]. A csalad harmadik tagja, a RhoGDI3
(RhoGDIy) sziikebb korben expresszalodik, mint a RhoGDI1: kifejezddik példaul az
agyban és a hasnyalmirigyben. A RhoGDI3 a RhoB-vel és a RhoG-vel miikodik egyiitt,
utobbit képes a Golgi-hoz iranyitani [194-196].

3.4.3.3 A GTPaz aktivalé fehérjék (Rac/RhoGAP-ok)

A humin genomban mintegy 150 olyan gént taldlunk, amelyek lehetséges
GTPaz aktivalo fehérjéket kodolnak. Koziilik koriilbeliil 70 olyan gént ismeriink,
melyek a Rho csaladot képesek szabalyozni, azaz RhoGAP-okként miikodhetnek (a
valodi GTPaz aktivalo hatasuk sok esetben még nem bizonyitott) [44, 197, 198].
Osszevetve a RhoGAP-ok szamat a Rho csalad kis G-fehérjéivel lathatjuk, hogy
koriilbeliil haromszor t6bb RhoGAP van, mint a csaladba tartozo kis G-fehérje [199].
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Ez szamos, a mai napig aktudlis kérdést vet fel, mint példdul hogy mennyire
atfedd/specifikus a RhoGAP-ok funkcidja, azaz képesek-e egymast helyettesiteni egy-
egy jelatviteli utvonalban. A kérdés jelenleg is megvalaszolasra var. A RhoGAP-ok
valtozatos doménszerkezete, eddig feltart mikodésiik, jelatviteli utvonalakban elfoglalt
helyiik azt valoszinisiti (és ezen dolgozatban bemutatott eredmények is erre utalnak),
hogy szabalyozo6 feladataikat specifikus molekularis kdrnyezetben — jol meghatarozott
molekulakomplexek részeként — végzik. Az azonban bizonyos, hogy mindegyik
RhoGAP rendelkezik egy koriilbeliil 200 aminosav hosszsagu katalitikus (igynevezett
RhoGAP) doménnel, amely GTPaz aktivalo hatasukért felelés [200]. Ez az a-hélixekbdl
felépiil6 domén tartalmaz egy evolucidsan konzervalt arginint, melynek fontossagat jol
mutatja, hogy mutacidja akdr négy nagysdgrenddel is csOkkentheti az adott fehérje
GTPaz aktivalo hatasat [201]. A GAP domén képes interakcioba 1épni a kis G-fehérje
switch I és switch II régioival, valamint a P-hurokkal is. A GTP hidrolizis folyamatanak
atmeneti fazisaban a GAP molekula mintegy 20°-kal elfordul a kis G-fehérjéhez képest,
ezaltal a két fehérje kozelebb keriil egymashoz. Ez az elfordulés teszi lehetdvé, hogy a
GAP domén konzervalt argininje (mikodéséb6l adoddan szokas arginin-ujjnak is
nevezni) kelléen kozel keriiljon a gunain-nukleotid y-foszfatjahoz és azt stabilizalja.
Ezen kiviil az elfordulas azt is biztositja, hogy az arginin kapcsolatba keriiljon a kis G-
fehérje szintén elvolicidsan konzervalt egyik glutaminjaval (amely példaul a Rho esetén
a 63. pozicidban talalhato), amely csak igy képes hidrogén-hidat képezni a hidrolizisben
részt vevd vizmolekulaval. Igy tehat a kis G-fehérje és a GAP kozosen alakitjk ki a
katalitikus helyet (16. abra) [201-203].

A GAP-ok szerepét és jelentdségét jol demonstralja, hogy a sejtben 1évo Rho kis
G-fehérjék mintegy 95%-a inaktiv (GDP-kotott) dllapotban van, és ez az arany a sejtet

ért generalizalt stimulus hatasara sem csokken 90% ala [202].
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16. abra: A Rho/RhoGAP Kkapcsolat sematikus abraja. A felsé panel a GTP hidrolizis
atmeneti allapotat mutatja be, kiemelve a folyamatban kritikus szerepet betdlté arginint és
glutamint. Az alsé panel a tényleges kristalyszerkezeti modellt mutatja be. Piros szin jeloli

a RhoGAP-ot, kék a Rho-t, sarga a guanin-nukleotidot [185].

munkatarsai

3.4.4 A Rac/RhoGAP-ok szerepe a fagocita funkciok regulaciéjaban

A kovetkezd fejezetben néhany olyan Rac/RhoGAP-ot mutatok be, melyekrol
igazoltak, hogy részt vesznek a természetes immunvalasz szabalyozasaban. Geiszt és
harom GAP-ot azonositottak human neutrofilekben:
p190RhoGAP-ot (mas néven p190-A, ARHGAP35, vagy GRLF1) és a pPSORhoGAP-ot
(Cdc42GAP, vagy ARHGAP1) [204]. Kés6bb mas munkacsoportok a Ber mellett, a
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vele 68%-0s aminosav-azonossagot mutatd Abr szerepét is leirtak fagocitakban [205-
207]. Rajtuk kiviil ezidaig még két GAP meriilt f6l mint a fagocita funkciok
szabalyozodja: a Costa és munkatarsai altal leirt ArhGAP15 [208, 209], valamint a jelen
dolgozat témajat képez6 ARHGAP25. A fejezetben ismertetésre keriil6 GAP-ok

sematikus doménszerkezetét a 17. abra mutatja.

BCR RhoGEF = PH | @ RhoGAP 1271
ABR —{ RhoGEF —{ PH | @D, RhoGAP JE7V)
pL90-A P RhoGAP 1513
PS0RhoGAP ={ Sec14 =_ P i - 439
ArhGAP15 { PH |} RhoGAP 475
ARHGAP25 { PH T, 638

17. abra: A fejezetben bemutatott Rac/RhoGAP-ok sematikus doménszerkezete. Roviditések:
PH, pleckstrin homoloég domén; CC, coiled coil; C2, kalcium-fiiggd lipid k6td6 domén; P, prolin-
gazdag domén; S/T kindz, szerin/treonin kindz domén; Secl4, Sec14-szeri domén; FF, két konzervalt
fenilalanint tartalmazé domén; PBR, polibazikus régio; ([199] alapjan).

3.4.4.1 Az Abr/Bcr szerepe fagocitakban

A bcr (breakpoint of cluster region) gént kronikus mieloid leukémia kapcsan
azonositottak: egy transzlokaciot kovetden (Philadelphia kromoszoma) a 22-es
kromoszoman kodolt bcr a 9-es kromoszéman kodolt abl tirozin-kinaz génnel egy
kiméra-proteint hoz 1étre [210, 211]. Mind a Bcr-r6l, mind az Abr-rél (active Ber
related) kimutattak, hogy in vitro koriilmények kozott képes a Rac, a Rho és a Cdc42
GTPaz aktivitasat fokozni [59, 212, 213], ugyanakkor sejtes kisérleti rendszerekben

tulexpresszalva csak a Rac-ot képesek szabalyozni [206]. Kett6s génhianyos (abr X ber)

s

crer

coli lipopoliszacharidra az abr illetve ber génhianyos egerek fokozottan reagaltak, mely
jelentds testtomeg-vesztéssel jart. A kettds knock-out egerek nem is nyerték vissza
normalis tomegiiket, két nappal a kezelés utan elpusztultak [207]. A kett6s génhianyos
egerek fagocita sejtjeit vizsgalva fokozott szuperoxid termelést, valamint neutrofilek

esetében a primer granulumok fokozott szekréciojat irtak le [205, 207].
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3.4.4.2 Ap190RhoGAP

Az elnevezés valojaban két kiilon gén altal kodolt, 50%-os homologiat mutatd
fehérjét, a p190A-t és B-t takarja [214]. Jelen dolgozatban csak a pl190A bemutatasara
szoritkozom. A pl190A egy ubikviter fehérje, szerkezetére N-termindlisan egy még
ismeretlen funkcidju GTP-k6té domén (GTP-binding domain — GBD), egy kozépso,
difenilalanin motivumokat (FF motivum) és SH3 domént koté szakaszokat tartalmazo
régid, valamint C-termindlisan egy polibazikus régio és egy GAP domén jellemz6 (17.
abra) [214, 215]. A p190 a Rac-kal és a Rho-val egyarant képes egyiittmikodni [214,
216]. Megfigyelték azonban, hogy a fehérje membran-foszfolipidekhez torténd kotédése
illetve foszforilacioja befolyasolja a p190 kis G-fehérje specificitasat [217, 218]. Tobb
munkacsoport is leirta, hogy fibroblasztokban részt vesz az integrin-jelatvitelben,
melynek soran Src-tipust kinazok tirozinon foszforilaljak [219-222], valamint szerepet
jatszik az axon-novekedésben [223, 224]. Heyworth és munkatarsai azt tapasztaltak,
hogy in vitro koriilmények k6zott képes szabalyozni a fagocita NADPH oxidazt [225].
Mas munkacsoportok megfigyelték, hogy stimuladlt human neutrofilekben a p190 a
citoszolbol a plazmamembranhoz transzlokalodik, valamint hogy részt vesz a RhoA p2-
integrin jelatviteli wGtvonalon keresztilli szabalyozasaban [226, 227]. Erdekes
megfigyelés, hogy human neutrofilekkel, illetve in vitro koriilményekkel szemben a
pl90 génhianyos csontveldvel transzplantdlt egerek neutrofiljei nem mutattak
szignifikans eltérést a kontroll egerek sejtjeihez képest (a p190A hidnya embrionalis
letalitashoz vezet, ezért volt szilikség a csontveld transzplantaciora). Tovabba nem volt
megfigyelhetd eltérés a kivaltott reumatoid artritisz lefolyasaban sem [228]. A p190-nek
human és egér neutrofilekben fellelt eltérd szerepét tekintve felmertil, hogy szabalyoz6
szerepe esetleg sejt-, vagy fajspecifikus (ez a kérdés pedig a tobbi neutrofilekben
kifejez6d6 GAP esetében is felvetddhet).

3.4.4.3 Az ARHGAP15

Az ARHGAP15-6t Seoh és munkatarsai irtdk le 2003-ban megjelent
kozleményiikben [229]. A fehérjén beliil N-terminalisan talalhaté egy PH domén és C-
terminalisan egy GAP domén (17. abra), amely specifikus a Racl-re [229].
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Filogenetikailag és szerkezetét tekintve rokonsdgot mutat az ARHGAP9-cel és az
ARHGAP12-vel: jellemzdjiik, hogy szekvencidjukban a GAP doménen kiviil talalhato
egy k6z6s motivum, mely szintén részt vesz a Racl-el torténd interakcioban [229, 230].
Késébb Costa és munkatarsai talaltak egy, a kemotaxis jelatvitelében érintett és PI3-Ky
altal szabalyozott RacGAP-ot, amelyet ARHGAP15-ként azonositottak [208].
Ugyanezen munkacsoport ArhGAP15 génhidnyos egereket vizsgalva azt tapasztalta,
hogy a knock-out egerek neutrofiljei fokozott migracios készséget, fokozott szuperoxid
termelést, fokozott fagocitozist és novekedett baktériumolési képességet mutattak. Ezzel
Osszhangban a génhianyos egerek ellenallobbak voltak a polimikrobidlis abdominalis

szepszissel szemben, a kontroll egerekhez képest [209].

3.4.4.4 Ap50RhoGAP

A p50RhoGAP (ARHGAP1L, Cdc42GAP) 439 aminosav hosszusagu ubikviter
fehérje, amely egy N-termindlis Sec14 doménbdl, egy kozbiilsé prolin-gazdag régiobol,
valamint egy C-terminalisan elhelyezked6 GAP doménbdl all (17. abra). Az izolalt
GAP domén in vitro koriilmények kozott képes a Rac, a Rho és a Cdc42 GTP-
hidrolizisét egyarant fokozni [231, 232]. Laborunk korabbi munkatarsanak, Patryk
Moskwa-nak sikertilt feltarni a pS0 intramolekularis szabalyozé mechanizmusat. Ennek
alapjan az N-termindlis Sec14 domén rahajlik a GAP doménre, gatolva ezaltal a GAP-
aktivitast. Ezt a zart konformdciét a Rac geranilgeranil oldallanca képes kinyitni,
megszilintetve igy az autoinhibiciot [50]. PSORhoGAP génhianyos egereket vizsgalva
jelentds fenotipusbeli valtozast figyeltek meg: a knock-out egerek nagyfokt perinatalis
letalitdst mutattak, a megsziiletett egerek testmérete, szerveinek mérete lényegesen
kisebb volt, mint a vad tipust egereké. Ugy talaltak, hogy a p50 hatasat ezen esetekben
elsdsorban a Cdc42-n keresztiil fejtette ki. A fentiek mellett megfigyeltek vérképzési
rendellenességeket is, melynek hatterében a knock-out egerekben tapasztalt,
megnovekedett JNK (c-Jun N-terminalis Kinaz) aktivitasbol eredé fokozott apoptozis
allt [233, 234]. A génhianyos egerek neutrofiljeit vizsgalva fokozott migracios
készséget tapasztaltak, azonban a sejtek nem voltak képesek iranyitott (gradiens
iranyaba torténd) mozgasra [235]. Laborunk masik munkatarsa, Sirokmany Géabor

megfigyelései szerint a p5S0 az endoszoémalis membranokon komplexet képez a Rabl1
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kis G-fehérjével, ezaltal kapcsolatot teremthet a Rab- és RhoGTPazok kozott. A Rabl1-
re nem fejt ki GTPaz aktivalo hatast, ugyanakkor a kapcsolat soran elengedhetetlen a
Sec14 domén megléte [236].

3.4.4.5 ARHGAP25

Katoh és munkatarsa egy in silico munka keretében az ARHGAP géncsalad egy
Uj tagjaként azonositotta az ARHGAP25-6t. A gén a 2. (human) kromoszéma p13-as
aminosavak kozotti szakaszat lehetséges Rac/RhoGAP doménként azonositottak [237].
A mintegy 30 tagot szdmlalo géncsalad masik két tagja, az ARHGAP22 és ARHGAP24
nagyfoka homologiat mutatnak az ARHGAP25-tel. Az ARHGAP24 — mely FilGAP
néven is fellelhetd az irodalomban — a Cdc42-t és Rac-ot képes szabalyozni és a
fibroblasztok citoszkeletalis valtozasait (sejtmegnyulas és Osszehuzodas) regulalja
[238]. Az ARHGAP25 a GAP doménen kiviil tartalmaz még N-terminalisan egy PH
domént, valamint C-termindlisan egy szuperhelikalis, ugynevezett coiled coil szakaszt
[237]. A fehérje doménszerkezetét a 15. abra mutatja.

Munkank kezdetén intézetink munkatarsa, Dr. Geiszt Mikloés hivta fel
figyelmiinket arra, hogy az Expressed Sequence Tag (EST) adatbazis szerint az
ARHGAP25 kiemelkedd expressziot mutat a nyirokszovetekben és a vérben (18. abra
A). Az EST adatbazis eredményeit Dr. Geiszt Miklos és Dr. Sirokmany Gabor
kollégaim az altaluk készitett Northern blot kisérlettel erdsitették meg, melynek sorén a
teljes ARHGAP25 szekvenciat hasznaltak probaként. Ahogy a 18. abra B része is
mutatja, egyetlen, 1,8 kb-nak megfeleld magassagban detektaltak jelet, amely arra utal,
hogy az ARHGAP25-nek valoszintileg nincs splice variansa. A legnagyobb expresszios
szint a 1épben és a periférias fehérvérsejtekben volt megfigyelhetd, a tobbi szovetben
lényegesen alacsonyabb expressziot talaltak (18. abra B). Ezt kovetden Sirokmany
Gabor kollégam rekombindns Uton eldallitotta az ARHGAP2S izolalt doménjeit, illetve
a PH domén ellen poliklondlis ellenanyagot készitett. Ekkor kapcsolodtam be a
kutatasba: a teljes hossztsagu fehérjét, valamint a coiled coil szakasz elleni poliklonalis

ellenanyagot kozosen készitettiik. Az ellenanyag tisztitdsat, valamint a Célkitlizések
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fejezetben megfogalmazott és az Eredmények fejezetben bemutatott tovabbi kisérleteket

a késébbiekben egyediil, illetve TDK-s hallgatéim segitségével végeztem.

A

adipose tissue 0 0/13793 mouth 29 - 2/68513
adrenal gland 0 0/33600 muscle 43 - 51113683
ascites 0 0/40132 nerve 0 0716586
bladder 0 0/29779 avary 47 L 5/104967
blood 375 - 481127672 pancreas 4 11217550
bone 0 0/71988 parathyroid 0 0/20534
bone marrow 0 0748057 pharynx 179 - 8744634
brain 11 117920560 pituitary gland 0 0/17233
cervix 0 0747464 placenta 20 67290302
cochlea 0 0/16542 prostate 15 37194375
colon 115 - 23/198415 salivary gland 0 0/20234
connective tissue 13 2/146122 skin 5 1/186189
cranial nerve 0 0718930 small intestine 22 1744205
embryonic tissue 5 17199259 spleen 324 - 17 /52422
esophagus 0 0719065 stamach 9 17100957
eye 4 1/205975 testis 8 3/347008
heart 0 0/88178 thymus 167 - 13/77520
kidney 14 31210747 thyraid 0 0/54024
larynx 34 - 1129363 tonsil 0 0717066
liver 14 31207815 trachea 41 - 2/48483
lung 17 61344147 umbilical cord 0 0/13435
lymph 90 - 4144393 uterus 12 3 /235993
lymph node 127 - 121/94405 vascular 0 0/50350
mammary gland 41 - 71167345 whole body 0 0/44949

whele brain 0 07136243
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18. abra: Az ARHGAP25 mRNS szoveti megoszlasa az Expressed Sequence Tag (EST)
adatbazis (A), valamint munkacsoportunk Northern blot Kkisérlete alapjan (B). EST adatok
forrasa: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/UniGene/ESTProfileViewer.cgi?uglist=Hs.531807 (2012. 11. 09-
ei adatok). A Northern blot kisérletet Dr. Geiszt Miklos és Dr. Sirokmany Gabor kollégaim
végezték.
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4 Célkitiizések

A Rho csaladba tartozo kis G-fehérjéket mintegy 70 lehetséges GAP
szabalyozza. Arrdl azonban, hogy ezek a GAP-ok milyen kis G-fehérje specificitast,
milyen szoveti megoszlast mutatnak, valamint milyen szerepet téltenek be a kiilonféle
jelatviteli utakban, jelenleg nagyon keveset tudunk. A GAP-ok szdveti expresszios
mintazatanak feltdrasa fontos tampont lehet a késobbi kutatdsokban, segitségével
céliranyosan lehet vizsgalni a szovet-, vagy sejtspecifikus GAP-okat, ahogyan azt jelen
munkank soran mi tettiik: online adatbazisok, valamint munkatarsaim korabbi Northern
blot kisérlete arra utalt, hogy az eddig ismeretlen ARHGAP25 els6sorban
fehérvérsejtekben van jelen. A génr6l — munkankat megel6zéen — minddssze egy in
silico alapu publikacio volt elérhet6, azonban teljesen ismeretlen volt, hogy van-e
fiziologias funkcioja az ARHGAP25-nek fehérvérsejtekben, f6ként a laborunk altal

régebb oOta vizsgalt human neutrofil granulocitakban.
Munkam soran a kovetkez6 célkitlizéseket tettem:
1. Microarray adatbazisokban vizsgalni az ARHGAP2S5, illetve mas Rac/RhoGAP-

ok szdveti expresszids mintazatat.

2. Bakterialis expresszios rendszerben kifejezni a teljes hosszusagi ARHGAP25

fehérjét, valamint kiilonféle fragmenseit.
3. Meghatarozni az ARHGAP25 kis G-fehérje specificitasat.

4. Megvizsgalni az ARHGAP25 fagocitakban betoltott lehetséges szerepét —
esetleges részvételét az aktin citoszkeleton atrendezddés, szuperoxid-termelés,

valamint a fagocitozis szabalyozéasaban.

5. Ez utobbit tekintve célom volt tovabba egy olyan vizsgalati modszer beéllitasa,
mellyel nagy hatékonysaggal, nagy elemszdmmal lehet vizsgalni a

fagocitdzisban bekdvetkezd valtozasokat.
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5 Moddszerek

5.1 Microarray adatbazisok vizsgalata

Az MRNS microarray adatok kiértékelése soran a PubMed GEO DataSets

adatbazisbol (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gds) elérhetd, Affymetrix Human Genome

U133A array-el késziilt kisérleteket hasznaltuk fel. Az elemzett kisérletek a kdvetkezok
voltak: GDS1209  (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/GDSbrowser?acc=GDS1209)
[239, 240], GSE3982 (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSE3982)

[241]. A kiértékelésre keriilt kisérleteket és minta-azonositokat a 2. tablazat tartalmazza.
Az expresszios szinteket a GAPDH értékére normalizaltuk. Az expresszids mintdzatok
abrazolasanal kéktdl pirosig terjedd szinskalat alkalmaztunk, ahol a kék szin jeloli az
alacsony, piros a magas expressziot. A skala kezdd érteke 0, végpontja 2,2488. Az

adatok tablazatos abrazolasat Microsoft™ Office Excel®™ 2007 SP2 szoftverrel végeztiik.

2. tablazat: A kiértékelésre Keriilt microarray kisérletek és minta-azonositok.

Kisérlet GDS1209 GSE3982
GSM52556 (agy) GSM90843 (neutrofil granulocita 1)
GSM52557 (kotbszovet) GSM90844 (neutrofil granulocita 2)
GSM52569 (vazizom) GSM90838 (makrofag)
GSM52570 (1ép) GSM90845 (B-sejt)
GSM52557 (gyomor) GSM90851 (NK sejt)

GSM52568 (tiid6)
GSM52558 (vastagbél)
GSM52559 (hasnyalmirigy)
GSM52560 (prosztata)
GSM52561 (bor)
GSM52562 (vékonybél)
GSM52563 (mellékvese)
GSM52566 (vese)
GSM52567 (méj)

minta
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5.2 Sejtek, sejtvonalak

A humén polimorfonukledris sejteket (PMN), valamint a monocitak ¢és
Egyetem etikai engedélyében meghatarozott eljaras szerint — nyert periférias vérbol,
Ficoll gradiens centrifugalassal izolaltuk [36]. A human mandulabdl nyert T- és B-
sejteket  Kremlitzka Marianntél és  Balogh  Andreatél (Eo6tvos — Lorand
Tudomanyegyetem, Budapest) kaptuk. A T- és B-sejtek izolalasa sordn a mandulabol,
melyet a Szt. Imre korhazbol kaptak, mechanikai roncsolassal sejtszuszpenziot
készitettek. A mononukledaris sejteket Ficoll gradiens centrifugalassal valasztottak el. A
T-sejtek a birka vorosvérsejtekkel rozettat képeznek, igy ficoll gradiens centrifugalassal
elvalaszthatok a B-sejtekt6l. A szepardlt sejtek tisztasagat aramlédsi citometridval
ellendrizték, T-sejtek esetén a CD3, B-sejtek esetén a CDI19 sejtfelszini marker
jelolésével. Az igy nyert sejtpopuléciok atlagosan 70-95%-os tisztasaguak voltak.

A PBMC-bdl, milanyag felszinre torténd kitapasztdssal nyert monocitakat
RPMI-1640 médiumban tenyésztettiikk, melyet 10% magzati borjiisavoval (FBS), 50
E/ml penicillinnel, és 50 pg/ml streptomycinnel egészitettiink ki. A sejteket 50 ng/ml
makrofag kolonia-stimulald faktorral (M-CSF, Peprotech) hét napig differencialtattuk
makrofag irdnyba. A differencidcid sikerességét a CDI11b illetve CD18 expresszio
aramlasi citometrias vizsgalataval ellendriztiik. Ehhez fikoeritrinnel jelzett anti-CD11b
ellenanyagot (DAKO) ¢és FITC-cel jelzett anti-CD18 ennenanyagot (DAKO)
hasznaltunk. A PLB-985 myelomonoblast sejtvonalat RPMI-1640, 10% FBS-t, 50 E/ml
penicillint és 50 pg/ml streptomycint tartalmazé médiumban novesztettilk. A sejteket
hét napig tartdo 0,5% dimetilformamid (DMFA) kezeléssel differencialtattuk neutrofil
iranyba. A differenciacio sikerességét a CD11b sejtfelszini marker expressziojanak
valtozasaval ellendriztik, melyhez fikoeritrinnel jelzett anti-CD11b ellenanyagot
(DAKO) hasznaltunk [242]. A COSphoxFcyR sejteket Dr. Mary Dinauer-t6l
(Indianapolis, IN) kaptuk. Ezek olyan COS7 sejtek, amelyek stabilan kifejezik az
FcyRIla receptort €s a fagocita oxiddz komponenseit, igy fagocitdzisra és szuperoxid

termelésre is képesek. A p40P"™

oxiddz komponens ezekben a sejtekben sarga
fluoreszcens proteinnnel (YFP) kapcsolt (a mikroszkopos felvételeken zold szinnel
lathaté). A COS7 és COSphoxFcyR sejteket 37°C-os termosztatban, 5% CO;
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koncentracié mellett, GlutaMAX I Dulbecco’s modified Eagle’s médiumban (DMEM,
Invitrogen) novesztettiik, melyet 10% (w/v) FBS-sel, 50 E/ml penicillinnel, és 50 pg/ml
streptomycinnel egészitettiink ki. A COSphoxFcyR sejtvonal esetében a médiumhoz 0,2
mg/ml hygromycint, 0,8 mg/ml neomycint, és 1 pg/ml puromycint is adtunk [243].

Az ARHGAP25-csendesitett PLB-985 sejtek transzfektdlasa soran siSTRIKE
U6 hairpin cloning system (Promega) rendszert hasznaltunk. Az ARHGAP25 mRNS-en
talalhatd célszekvencia a ,,start” kodontdl szamitva a 244. nukleotidtd]l kezdddott. A
hatékony shRNS oligét, valamint ennek minimalis moédositasat tartalmazd kontroll
shRNS oligot (3. tablazat) a Sigma-Aldrich cégtdl rendeltiik. A transzfekciot Amaxa
Nucleofector Kit-tel és a hozza tartozd késziilékkel (Lonza) végeztik. A kezelést
kovetéen a sejteket 96 lyukl sejttenyésztd lemezen klonoztuk, majd 10 pg/ml
puromicinnel szelektaltuk. A folyamat végeredményeként stabil, ARHGAP2S5-
csendesitett PLB-985 klonokat kaptunk. A primer human makrofagokat ARHGAP2S5-
spcifikus, illetve kontroll siRNS-sel transzfektaltuk (3. tablazat). Ebben az esetben az
Amaxa Human Macrophage Nucleofector Kit-et hasznaltuk. A COS7 és COSphoxFcyR
sejtek tranziens transzfekciojahoz Fugene HD (Roche Applied Science) reagenst
hasznaltunk a gyart6 utasitasai szerint. Ezen sejtekbe cidn fluoreszcens proteinnnel
(CFP) jelzett vad tipusu, illetve mutans ARHGAP25-6t, valamint CFP-p5S0RhoGAP-ot

kodolo konstruktokat, illetve inzertet nem tartalmazo ,,iires” CFP vektort juttattunk.

5.3 Plazmidok, fehérjék

A glutation-S-transzferazzal (GST) kapcsolt Racl-et, RhoA-t és Cdc42-t kodolod
plazmidokat Dr. Alan Hall-t6l (London, Egyesiilt Kiralysag) kaptuk. A GST-vel
kapcsolt ARHGAP25-6t, valamint ki{ilonb6zé darabjait human fehérvérsejtekbol
készitett cDNS-bOl klonoztuk PCR reakcid segitségével. A felsokszorozott DNS
darabokat ezutan pGEX4T-1 vektorba illesztettiik. A transzfekciok soran alkalmazott
ARHGAP25 konstruktokat pCFP-C1 vektorba illesztettiik. A pSORhoGAP esetében
pCFP-N1 vektort alkalmaztunk. Az ARHGAP25 Kkatalitikus doménjében talalhatod
konzervalt arginint, amely a GAP-aktivitasért felelds, a Scheffzek és munkatérsai altal

leirtak alapjan hataroztuk meg [244]. Ezt kovetéen a beazonositott, 192. arginint
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helyspecifikus mutagenezissel (QuickChange site-directed mutagenesis kit, Stratagene)
alaninra cseréltiik, a gyartd utasitdsai szerint. A konstruktok eldallitasa soran

alkalmazott primereket a 3. tiblazat tartalmazza.

3. tablazat: A rekombinans/fluoreszcens fehérjék eléallitasa soran alkalmazott primer parok.

konstruktok primer parok
forward 5'-3'  CGGGATCCGTGATGACTGGCGAGCAGATGGCTG
reverse 5-3' CCGCTCGAGCGAGCCTCGGTCTTGGGTCC
forward 5'-3'  CGGGATCCCCCATGTCCCTCGGTCAGTCGGCC
reverse 5-3' GGAATTCGCCAAACAC TCCACAGGGTGTGC
forward 5'-3' CGCGGATCCGCTGGCACACCCTGTGGAGTG
reverse 5-3' GGAATTCTGACAGGGGTATATCCTTGGAC
forward 5'-3'  CGGGATCCGTGATGACTGGCGAGCAGATGGCTG
reverse 5-3' GGAATTCTGACAGGGGTATATCCTTGGAC
forward 5'-3'  CGGGATCCAACTCTGAAACTGGGCCTGG
reverse 5-3' CCGCTCGAGCCTTAAGCCTCGGTCTTGGGTTC
forward 5-3'  GAAGAGGGCATCTTCGCTCTTCCTGGGCAGGAC
reverse 5-3' GTCCTGCCCAGGAAGAGCGAAGATGCCCTCTTC
forward 5-3'  AACTCGAGACATGTCCCTCGGTCAGTC
reverse 5-3' TTGGATCCTAAGCCTCGGTCTTGGGTTC
ARHGAP25 ACCGGGAAGTTTGTCTTTGAAATTCAAGAG

ShRNS/siRNS 53 ATTTCAAAGACAAACTTCCCTTTTTC

ACCGGGAAGTTTGTCTTGTAAATTCAAGAG
ATTTACAAGACAAACTTCCCTTTTTC

forward 5'-3'  CCGCTCGAGGCCATGGATCCGCTCTCAGAGCTGCAGG
reverse 5-3' GGAATTCGGAGCCCGCTGGGGTCCGGGCTTG

GST-ARHGAP25f.I.

GST-PH domén

GST-GAP domén

GST-PH+GAP domén

GST-coiled coil domén

ARHGAP25R192A

CFP-ARHGAP25

control shRNS/siRNS 5-3'

p50RhoGAP-CFP

5.4 ARHGAP25-specifikus ellenanyag el6allitasa, tisztitasa

A poliklonalis ARHGAP25-specifikus ellenanyag eldallitdsa soran nyulakat
immunizaltunk a GST-ARHGAP25 (509-619 as) (megfelel a GST-coiled coil
szakasznak) rekombindns fehérjefragmenssel. Az ellenanyag nyul szérumbol torténd
tisztitasahoz affinitas-tisztitott, glutation agaréz gyongyhoz (Sigma-Aldrich) kapcsolt
GST-t és GST-coiled coil fehérjét allitottunk eld (a glutation gyongy eldkészitése: a
glutation gyongyot 50-szeres térfogatnyi NETN pufferben [0,5% NP-40, 20 mM Tris,
pH 8,0, 100 mM NaCl, 1 mM EDTA] szuszpendaljuk, majd 1 percig 2000 rpm-mel
centrifugaljuk. Ezt kovetden egy éjszakan at 4 °C-on forgatjuk 10-gyongy-térfogatnyi
NETN pufferben, majd ismételt centrifugalds utan 1 ml NETN pufferben taroljuk). A
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GST- és GST-coiled coil gyongyoket egyszer mostuk 10 ml NETN pufferben, majd
kétszer 0,1 M borat pufferben (pH 8,0). Ezutan egyszer mostuk 0,1 M-o0s pH 9,0-s, majd
még egyszer 0,2 M-0s, pH 9,0-s borat pufferben. A GST- és GST-coiled coil
keresztkotését dimetilpimelinidat oldattal végeztiik. Ennek soran a gyongyoket 1 oran at
4°C-on inkubaltuk forgé keverében 40 mM dimetilpimelinidat oldatban (a reagenst 0,2
M pH 9,0-s borat pufferben oldottuk). A gyongyoket kétszer mostuk 0,1 M borat
pufferben (pH 8,0), majd 40 mM etanolamin-ban (0,1 M, pH 8,0 borat pufferben oldva)
inkubaltuk 45 percig 4 °C-on, forgd keverdben. Ezt kovetden a gyongyoket haromszor
mostuk hideg PBS-ben, egyszer 0,2 M glicin-HCI (pH 2,5) oldattal, egyszer mostuk 1
M K;HPO,-tal, majd kétszer ismét PBS-sel. A mosasi 1épések utan a GST-gyongyoket
egylitt inkubaltuk 8 ml higitott nyul szérummal (a higitas sordan 4 ml szérumhoz 4 ml
PBS-t adtunk, amely tartalmazott 0,2% Tween20-at). Az inkubalast forgé keverdben 4
°C-on, egy ¢éjszakan at végeztiik. Miutan eltavolitottuk a szérumbdl a GST-t felismerd
ellenanyagok jelentds részét, a GST-gyongyrol visszanyert feliiluszot tovabb forgattuk a
GST-coiled coil gyongyokkel, 2 6ran 4at, 4 °C-on. Ezt kovetéen az ellenanyagokat
megkotdtt GST-coiled coil gyongybdl iivegesObe toltve oszlopot készitettiink, amit
haromszor mostunk 10-10 ml, 0,2% Tween20-at tartalmazé PBS-sel (csupan a
gravitacios er6t kihasznalva), majd ujabb kétszeri mosas kovetkezett PBS-sel. A
kotodott ellenanyagokat 0,2 M-os glicin-HCI (pH 2,5) oldattal elualtuk 1,5 ml-es
mikrocentrifuga csovekbe (10 frakciot szedtiink, frakcionként 750 ul-t), melyekbe
elézdleg 250 pl, 1 M-os K;HPO, oldatot tettiink. Ezt kdvetden Bradford médszerével
[245] meghataroztuk a frakciok fehérjemennyiségét, majd a legmagasabb
fehérjetartalmat mutatd frakciokat egybe gylijtottiik. Az ellenanyagot tartalmazo oldatot
egy €jszakan at 4 °C-on dializaltuk 1000 ml PBS/glicerol oldatban (PBS:glicerol arany
1:1).

5.5 Western blot

Mintanként 10’ sejtet 100 ul lizis pufferben (30 mM Na-Hepes [N-2-
hidroxietilpiperazin-N-2-etanszulfonsav], 100 mM NaCl, 2% Triton-X-100, 20 mM
NaF, 1 mM Na-EGTA, 1 mM Na-EDTA, 100 mM benzamidin, 0,02% diizopropil-
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fluorofoszfat (DFP), 1 % aprotinin, 1% proteaz inhibitor koktél (Sigma-Aldrich), 1%
foszfataz inhibitor koktél (Sigma-Aldrich), 1% fenil-metil-szulfonilfluorid (PMSF), pH
7,5) tartunk fel 5 percig jégben inkubalva. A Triton-inszolubilis frakciot centrifugalassal
eltavolitottuk (14000 rpm, 12 perc, 4 °C), majd a feliiluszot 2x-es Laemmli-puffer (126
mM Tris-HCI, 20 % glicerol, 4 % natrium-dodecil-szulfat (SDS), 0,02 % bromfenolkék,
pH 6,8) hozzaadasaval 8 percig 100 °C-on forraltuk. A fehérjék szétvalasztasat 10%-0s
SDS-poliakrilamid gélben végeztilkk. A szétvalasztott fehérjéket nitrocelluloz
membranra blottoltuk, majd ezt kdvetden a membranokat 5% zsirszegény tejport €és
0,1% Tween 20-at tartalmazd6 PBS oldattal blokkoltuk 1 o6ran at. A blokkolt
membranokat anti-ARHGAP25 poliklondlis ellenanyaggal (1:2000 higitasban), anti-
p50RhoGAP poliklonalis antitesttel [236] (1:1000 higitasban), anti-GST ellenanyaggal
(Invitrogen) (1:1000 higitasban), illetve anti-B-aktin monoklonalis ellenanyaggal
(Sigma-Aldrich) (1:10000 higitasban) inkubaltuk. Masodik ellenanyagként szamarban
termeltetett, tormaperoxidazzal konjugalt anti-nyul-, vagy birkdban termeltetett, anti-
egér IgG-t (GE Healthcare) hasznaltunk, 5000-szeres higitasban. Az elsé és masodik
ellenanyagokkal torténd inkubaldsok utdn a membranokat 5-szor mostuk 0.1% Tween
20-al  kiegészitett PBS-ben. A  kotodott ellenanyagokat ECL  (enhanced
chemiluminescence) szubsztrattal tettiikk lathatova: az enzimreakcid sordn keletkezett

kemilumineszcens jelet FUJI Super RX filmeken rogzitettiik.

5.6 A GTPaz aktivitas mérése sejtmentes rendszerben

A rekombinans fehérjék GTPaz aktivitasat a Self és munkatarsai altal leirt
Hhitrocellulose filter-binding assay” modszerrel mértiik [53]. A rekombinans Racl,
RhoA illetve Cdc4?2 radioaktiv GTP-vel torténd toltése soran 1-4 pg E. coli-bol nyert
tisztitott fehérjét 5 percig inkubaltuk szobahdmérsékleten radioaktiv [y-32P]GTP-VeI
HCI, pH 7.5, 20 mM NaCl, 0,1 mM ditiotreitol (DTT), 5 mM EDTA ¢és 100 nM [y-
2PIGTP (5 pCi)). Ezt kévetéen 20 mM MgCly-t adtunk az oldathoz, hogy a tovabbi
nukleotid cserét gatoljuk, illetve az oldatot jégen tartottuk, hogy csokkentsiik a
nukleotid-hidrolizist. A GTP4z reakci6 soran 3 pl [y-2P]GTP-vel t5ltott kis G fehérjét
adtunk 27 pl 20 °C-os pufferhez (16 mM Tris-HCI, pH 7,5, 0,1 mM DTT, 1 mg/ml
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marha szérum albumin (BSA), 1 mM nem jelolt GTP), amely mar tartalmazta az
ARHGAP25-6t, vagy annak kiilonb6z6 doménjeit. Ezen keverékbdl 5 pul-nyi
mennyiségeket vettiink adott id6k6zonként, amiket 0,45 pm porusméretii nitrocelluldz
membranon atszlrtiink. A membranokat ezutan haromszor mostuk 2-2 ml hideg mos6
pufferrel (50 mM Tris-HCIl, 5 mM MgCl,; pH 7,7). Vakuumos szaritas utan a
membranokat szcintillaciés kiivettdkba tettiik, majd a radioaktivitast Beckman LS

5000TD folyadék-szcintillacios spektrométerben olvastuk le.

5.7 A membranfodrozddas vizsgalata

A vizsgalathoz mintdnként 3X105, 25mm atmérdji feddlemezen 1évo, CFP-
ARHGAP25-tel, CFP-ARHGAP25R192A-val, CFP-p50RhoGAP-pal, illetve inzertet
nem tartalmazd CFP vektorral transzfektalt COS7 sejtet hasznaltunk. A sejteket 1 oras
szérummegvonas utan 20 percig 0,1 pg/ml epidermalis novekedési faktorral (EGF)
stimulaltuk. Ezt kovetden a sejteket fixaltuk (0,1% marha szérum albumin (BSA), 0,1%
Na-azid, 4% paraformaldehid, 0,1% szaponin, PBS-ben oldva), majd a filamentaris
aktint Alexa-568-konjugalt falloidinnel (1:100 higitasban) jeloltik. A jelolést
permeabilizald pufferben (0,1% BSA, 0,1% Na-azid, 0,1% saponin, PBS-ben oldva), 20
percig, szobahdmérsékleten végeztikk. Az eredmények értékeléséhez Zeiss LSMS510
lézer scanning mikroszkopot, 40x/1.3-es nagyitast és immerzios olajat (Plan-Neofluar,
Zeiss Vienna, Austria), valamint a Zeiss LSM Image Browser acquisition programot

hasznaltunk.

5.8 A szuperoxid termelés mérése

Az ARHGAP25-csendesitett, illetve kontroll shRNS-sel kezelt PLB-985 sejtek
extracellularis szuperoxid termelését — a szuperoxid dizmutazzal gatolhatd — citokrém c
redukcidjan alapuldé modszerrel mértiik [36]. A fagoszomalis szuperoxid termelés
mérésére lucigenint hasznaltunk. Mindkét esetben a PLB-985 sejtek 10°/ml
koncentracioju, H-médiummal (145 mM NaCl, 5 mM KCI, 1 mM MgCl,, 0,8 mM
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CaCl,, 10 mM HEPES (N-2-hidroxietilpiperazin-N-2-etanszulfonsav), 5 mM gliikoz;
lemezre. A sejtszuszpenzidhoz eldzetesen 5,1 mg/ml koncentracioban, dimetil-
szulfoxidban oldott lucigenint, vagy 0,1 mM citokrom c-t adtunk. A mintakat 5 percig
eldinkubaltuk 37 °C-on, majd 20 pl stimuldldo oldat hozzaadaséval inditottuk a
szuperoxid termelést. A citokrom c-vel végzett mérések esetében 0,1 pM
koncentracioban adott forbol-észter (PMA), a lucigeninnel késziilt mérésekben pedig
opszonizalt zymozan volt a stimuldld 4gens. Ez utdbbit Ggy készitettiik, hogy 15 mg
zymozan-t (Sigma) szuszpendaltunk 1 ml kevert humén savoban (melyet legalabb
harom kiilonb6zo, egészséges férfi donortdl vett veérbol nyertiink, és azonos
mennyiségben kevertiink 0ssze), vagy hdinaktivalt kevert human savoban (ugyantgy
késziilt, mint eldbb, de a kevert savot 56 °C-on 50 percig inaktivaltuk) majd 20 percig,
37 °C-on inkubaltunk. A citokréom c-vel mért szuperoxid-termelést iEMS ELISA
reader-rel (Labsystems), lucigenint alkalmazva pedig Fluoroskan Ascent Fl

luminometerrel (Labsystems) 15 percig kovettiik.

5.9 Filamentaris aktin jelolése PLB-985 sejtekben

Mintanként egymilli6 ARHGAP25-csendesitett, illetve kontroll shRNS-sel
kezelt PLB-985 sejtet hasznaltunk, melyeket egyszeri, FACS pufferben (PBS, 1% BSA,
1g/l Na-azid) torténé mosas (1500 rpm, 5 perc centrifugalas) utan 500 ul fixalo
pufferrel (4 % friss paraformaldehid, 0,1 % szaponin FACS pufferben oldva) 10 percig
fixaltunk. Ezt kdvetden kétszer mostuk a mintakat FACS pufferrel, majd az tiledéket 20
percig szobahémérsékleten jeloltiik 100 ul FACS pufferben, amely tartalmazott 0,1 %
szaponint és 1 pg/ml Alexa488-falloidin-t. Kétszeri mosas utan a jelolt sejteket 1 ml
FACS pufferben vettik fel, majd az eredményt Cell Lab Quanta SC aramlési

citométerrel értékeltiik.
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5.10 Eleszté fagocitézisanak vizsgalata aramlasi citométerrel

Egy gramm Saccharomyces cerevisiae ¢lesztét 300 ml desztillalt vizben 30
percig 100 °C-on forraltunk, majd 4500 rpm-mel 10 percig centrifugalva mostunk 50 ml
PBS-ben. A mosasi 1épéseket négyszer ismételtiik, majd Tripan kék (Sigma) festéssel
ellendriztiik, hogy az élesztdsejt szuszpenzid valdban nem tartalmaz €l sejteket. A
kisérletek soran 5x10° élesztésejtet 2 uM Cell Tracker Green (Molecular Probes-
Invitrogen) intracelluldris, szupravitalis festékkel 20 percig 37°C-on jeldltiink. Kétszeri,
PBS-sel torténd mosas utan az élesztoket 1 oran keresztiil 1 ml kevert human savoval,
illetve hdinaktivalt (56°C, 50 perc) kevert human savoval opszonizaltuk 37°C-on. Ezt
kévetden 5x10° élesztésejtet adtunk 5x10° differencialtatott PLB-985 sejthez, vagy
ugyanennyi primer human makrofaghoz, majd a sejtszuszpenziokat 37 °C-on 10 percig
inkubaltuk. A szazalékos fagocitézist Cell Lab Quanta SC éaramlési citométerrel
értékeltiik (lasd még 6.4.4. fejezet). A nem internalizalt éleszték fluoreszcenciajanak
kioltasara (quenching) PBS-ben oldott 0,2 % (w/v) Tripan kék festéket (pH 5,5)

hasznaltunk.

5.11 Fagocitodzis vizsgalat konfokalis mikroszkoppal

A kisérletek soran CFP-ARHGAP25-tel, CFP-ARHGAP25R192A-val, CFP-
p50RhoGAP-pal, illetve inzertet nem tartalmaz6 CFP vektorral transzfektalt
COSphoxFcyR sejteket hasznaltunk. Az 5.10. fejezetben leirt modon eldkészitett, ez
esetben azonban 2 uM Cell Tracker Red-del (Molecular Probes-Invitrogen) jelolt,
opszonizalt élesztéket 3x10° db, 25mm atméréjii fedSlemezen 1évé, transzfektalt
COSphoxFcyR sejtekhez adtuk, és 37 °C-on, 5% CO, koncentracié mellett 1 6ran at
inkubaltuk. A PBS-ben torténé mosast kovetden a mintdkat 500 pl fixalé pufferben
fixaltuk. A kiértékeléshez Zeiss LSM510 lézer scanning mikroszkopot, 40x/1.3-es
nagyitast és immerzios olajat (Plan-Neofluar, Zeiss, Austria), valamint a Zeiss LSM
Image Browser acquisition programot hasznaltunk. A statisztikai analizis sordn két
értéket vettliink alapul, a fagocitdzis szazalékot, mely megadja, hogy szaz darab

megszamolt, transzfektalodott sejtbol hany sejt fagocitalt kettd, vagy tobb élesztot;
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valamint a fagocitozis indexet, ami a szamolt sejtek altal Osszesen fagocitalt élesztok

szamat mutatja meg.

5.12 Statisztikai analizis

A western blot kisérleteket legalabb haromszor elvégeztiik. A mikroszkdpos
vizsgalatok soran minden fliggetlen kisérletben fed6lemezenként 100-100 db
transzfektatl sejtet szamoltunk meg. Az adatok statisztikai elemzéséhez egymintas t-
probat, egyszempontos, illetve kétszempontos ismételt varianciaanalizist (ANOVA)
végeztiik. A post-hoc Osszehasonlitdshoz a Tukey honest significant difference (Tukey
HSD) tesztet hasznaltuk. A szignifikancia hatardt minden esetben a p<0,05 értéknél
huztuk meg. A statisztikai analiziseket a STATISTICA 7.0 programmal végeztiik
(Statsoft, Tulsa, Egyesiilt Allamok).
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6 Eredmények

6.1 A Rac/RhoGAP-0k, ezen beliill az ARHGAP25 mRNS szoveti
expresszios mintazatanak vizsgalata

Ahogy a bevezet6 3.4.4.5. fejezetében emlitettem, az ARHGAP25 a Northern
blot kisérlet soran a Iépben ¢€s a periférids fehérvérsejtekben mutatott kiemelkedd
expressziot. Részben ezen informaciobdl kiindulva, részben, mert irodalmi adatok
hianyaban aktudlisnak és fontosnak tartottuk, megvizsgaltuk az altalunk sikeresen
azonositott Rac/RhoGAP-ok szdveti expresszios mintazatat. Jelen dolgozatban az
internetes adatbazisokban elérhetd MRNS mikroarray adatok kiértékelésével készitett
tablazatot mutatom be (4. tablazat). A tablazat els6 oszlopaban az altalunk azonositott
Rac/RhoGAP-ok, mellettiik szinkdddal jelolve a feltliintetett szovetekben mért
expressziojuk lathatd. Az expresszids értékeket a GAPDH-ra normalizéltuk. Piros szin
jelzi a magas, kék szin az alacsony expresszios értékeket. A tablazatban piros nyil jelzi
az ARHGAP25-6t, melynek expresszidja a fehérvérsejtekben Iényegesen magasabb,
mint a tobbi vizsgalt szovetben, amely egybevag a 3.4.4.5. fejezetben leirt
eredményekkel (18. dbra). Ehhez képest — ellentétben a Northern blot eredménnyel — a
Iépben viszonylag alacsony, 0,09-es relativ expresszios értéket kaptunk. Ugyanekkora
mRNS mennyiséget tapasztaltunk a vastag- és vékonybélben, valamint a gyomorban.
Fontos azonban megjegyezni, hogy ezen expresszios értékek még mindig 1ényegesen

magasabbak a tobbi szdvetben kapott értékekhez képest (4. tablazat).

6.2 Az ARHGAPZ25 fehérje kimutatasa fehérvérsejtekben

Munkédnk kezdetén még nem volt kereskedelmi forgalomban kaphat6
ARHGAP25-specifikus ellenanyag, ezért mi magunk allitottunk elé poliklonalis
antitestet immunizalt nyulak szérumabol. A szérumot glutation-S-transzferaz (GST)
fehérje ¢s GST-coiled coil protein segitségével tisztitottuk. A tisztitds hatékonysagat, és

az ellenanyag specificitasat western blottal ellendriztiik (19. abra).
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4. tablazat: A human Rac/RhoGAP mMRNS-ek szoveti expresszios mintazata
mikroarray adatbazisok alapjan. A piros szin jelzi a magas expresszios értékeket, a kék
szin az alacsony expressziot. A tablazatban a GAPDH-ra normalizalt értékeket tiintettiik fel.
Piros nyil jeloli az ARHGAP25-6t.
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Az ellen6rzés soran rekombindns teljes hossziisagt ARHGAP25-6t, annak PH,
illetve coiled coil doménjét, valamint GST fehérjét futtattunk SDS-poliakrilamid gélen,
majd a blottolas utani nitrocelluloz membrant el6hivtuk a tisztitott (anti-coiled coil)
ellenanyaggal (19. abra A) és kontrollként anti-GST ellenanyaggal is (19. abra B).

Az anti-GST ellenanyag mindegyik fehérje-konstruktot felismerte a vart
magassagban (19. abra B). Ehhez képest a tisztitott anti-coiled coil ellenanyag
elsésorban a teljes hosszusagi fehérjét (GST-ARHGAP2S5), ¢és az immunizaldsra
hasznalt GST-coiled coil szakaszt ismerte fel. A masik két protein (GST-PH és GST
fehérje) esetében csupan gyenge jelolddést tapasztaltunk, amely betudhatd a tisztitas
utani szérumban maradt csekély mennyiségli anti-GST ellenanyagnak (19. abra A). A
kapott jelek folotti molekulastuly-tartomanyban nem tapasztaltunk ellenanyag kotédést,
amely esetleg aspecifikus fehérje-ellenanyag kapcsolddasra utalna. Az alacsonyabb
molekulastly tartomanyban tapasztalt jelolodés legvaldszinlibb oka az ARHGAP25
nagyfok bomlékonysaga, mely a legtobb GAP-ra altalanossagban jellemz6. Az anti-
coiled coil ellenanyag specificitasat alatdmasztjdk tovabba az ARHGAP25

géncsendesitéses kisérleteink is, melyeket a késébbiekben ismertetek.
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19. abra: A poliklonialis, ARHGAP25 ellen készitett anti-coiled coil ellenanyag
specificitasanak ellenérzése. Az anti-coiled coil ellenanyag elsésorban a teljes hosszisaga
GST-ARHGAP25-6t, és annak coiled coil szakaszat ismeri fel (A). Az anti-GST kontroll
ellenanyag minden, a membranon 1évé GST-fuzios fehérjét felismer (B). GST: glutation-S-
transzferaz; PH: pleckstrin homolég domén; M: molekulastily marker (kDa).
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A tisztitott ellenanyagot felhasznalva megvizsgaltuk az ARHGAP2S5 jelenlétét a
fobb fehérvérsejt tipusokban. Ahogy a 20. dbra is mutatja, a fehérje jol detektalhato
human polimorfonuklearis sejtek (PMN) teljes sejt lizdtumaban (TCL), a monocitakat
¢s limfocitdkat egyarant magadba foglal6 mononuklearis sejtpopulacioban (PBMC)
csakugy, mint a human mandulabol szarmazo T- és B-sejtekben. Az ARHGAP25-6t
egyarant kimutattuk a polimorfonuklearis sejtek membran- és citoszol frakcioiban (20.
abra). A késObbiekben az  ARHGAP25  szerepét  human  neutrofil
sejtekben/sejtvonalakban, illetve makrofagokban vizsgéltuk.
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20. abra: Az ARHGAP2S kifejezodik a fobb fehérvérsejt tipusokban. PMN:
polimorfonuklearis sejt (neutrofil granulocita); TCL: teljes sejt lizatum; PBMC: periférias
vér mononuklearis sejtjei (monocita, T-sejt, B-sejt egyiitt).

6.3 Az ARHGAP25 a Rac Kis G fehérjét szabalyozza

A funkcionalis tesztek el6tt célul tliztiik ki annak meghatarozasat, hogy az
ARHGAP25 melyik kis G fehérjéket képes szabalyozni. Ehhez rekombinans formaban
eldallitottuk az ARHGAP2S teljes hosszuisagh valtozatat, valamint a fehérje kiilonbozo
doménjeit, fragmenseit (21. abra). Az elkészitett fehérjék GAP aktivitasat elsd 1épésben
sejtmentes kisérletben vizsgaltuk.

Ahogy azt a bevezetdben is emlitettem, a Rho csalad kis G fehérjéit szabalyozo
GAP-okra — igy az ARHGAP25-re is — jellemz6 egy a GAP doménben talalhato,
nagyon konzervalt arginin, ami a GAP-aktivitasért felelés [201]. Annak igazolasara,
hogy az ARHGAP25 valoban GAP-ként viselkedik az altalunk hasznalt kisérleti

rendszerekben, és a tapasztalt valtozasok mogott tényleges GAP-aktivitasa all,
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elkészitettik a fehérje funkcidvesztéses mutans valtozatit. Ennek soran a 192.

aminosavként azonositott konzervalt arginint alaninra cseréltiik (21. abra).

1 100 200 300 400 500 600638
(GST =~ PH ) RhoGAP _} {Coiled Coil
[ GST = RhoGAP =

CGST = PH A RhoGAP =

(GST =< PH {_| [ RhoGAP _} {Coiled Coil =

... Asn Glu Glu Gly lle Phe Arg Leu Pro Gly ...
... 186 ... 192 ... 195...

21. abra: A Kklasszikus GAP assay soran hasznilt rekombinins ARHGAP25
fragmensek és a GAP aktivitasért felelos 192. arginin pozicioja az ARHGAP25
fehérjében. PH, pleckstrin homolog domén; RhoGAP, GTPaz aktivalé domén; CC, coiled
coil. Az utolso6 konstruktban pirossal emeltem ki a konzervalt arginint.

A Kklasszikus GAP-aktivitas mérés soran azt tapasztaltuk, hogy mind a teljes
hossziisagt ARHGAP25, mind annak izolalt GAP doménje, valamint a PH és GAP
doméneket egyiittesen tartalmazo szakasza szignifikdnsan fokozta a Rac endogén GTP
hidrolizisét (22. abra A).

Abban az esetben, ha az alkalmazott ARHGAP25 fragmenseket a Rho, vagy
Cdc42 kis G-fehérjékhez adtuk, a hatas elmaradt, vagyis az ARHGAP25 ezeket nem
volt képes szabalyozni (22. dbra C, D). A mutans ARHGAP25R192A esetében a GTPaz
aktivaldo hatas elmaradt (22. abra B). A konstrukt tehat alkalmazhat6 a tovabbi
kisérletekben, mint funkcidvesztett kontroll.

Az in vitro kisérletek soran tapasztaltakat sejtes modellrendszerek
alkalmazéasaval is megerdsitettiik. Ehhez COS7 sejteket transzfektaltunk cidn
fluoreszcens proteint (CFP) kodolo, inzertet nem tartalmazo vektorral, CFP-vel jelzett
teljes hosszusagh ARHGAP25-tel, a funkciovesztett mutains CFP-ARHGAP25R192A-
val, valamint p50RhoGAP-CFP-vel. A p50RhoGAP-r61 munkacsoportunk korabban
kimutatta, hogy ugyancsak képes a Rac kis G fehérjét szabalyozni in vitro [50]. A
transzfekcid sikerességét western blottal, valamint konfokélis mikroszkoppal
ellendriztiik (23. abra A, B, C). A COS7 sejtek nem expresszalnak sem endogén

ARHGAP25-6t (23. abra A), sem p50RhoGAP-ot (23. abra B). A talexpresszalt
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fehérjék a sejtekben diffuz, citoplazmatikus elhelyezkedést mutattak, ezzel szemben a
kontrollként alkalmazott cian fluoreszcens protein foként a sejtmagban volt

megfigyelhetd (23. dbra C).

120 1=y —8— GST-Rac 1209 _q —@— GST-Rac
+S.E.M. —O— + GAP domén LSEM. —O— + ARHGAP25
100 —¥— +PH+GAP domén 100 —¥— + ARHGAP25R192A

—A— + ARHGAP25

80 1

60 1

40

20 A

Fehérjéhez kotott [y—"P]GTP (%)
Fehérjéhez kbtott | “PIGTP (%)

0 5 10 15

0
C 1dé (perc) D 1dé (perc)
120 1924 -8~ GST-Rho 120 1124 ~& oSTChow2
S.E.M. —O— + GAP domén +SEM. —O— omén

—w— +PH+GAP domén
—— + ARHGAP25

—w¥— + PH+GAP domén
—A— + ARHGAP25

100 100

80 80
60 60
40 4 40 4

20 A 20 A

Fehérjéhez kotott | “P]GTP (%)

Fehérjéhez kitott | “P]GTP (%)

0 5 10 15 0 5 10 15
1dé (perc) 1dé6 (perc)

22. abra Az ARHGAP25 GTPaz specificitasanak in vitro vizsgalata. A rekombinans, teljes
hosszusagh ARHGAP25, valamint kiilonb6z6 fragmenseinek hatdsa a radioaktiv GTP-vel toltott
Rac (A), Rho (C) és Cdc42 (D) GTP hidrolizisére. B panel: a funkciovesztéses mutns
ARHGAP25R192A elvesziti GTPaz aktivalo hatasat. Négy (A, C, D), illetve harom (B) fiiggetlen
kisérlet atlagat és hibajat abrazoltuk. *: p < 0,05 a kontrollhoz (GST-Rac, Rho, Cdc42) képest;
kétszempontos ANOVA, Tukey HSD teszt.

Mind az ARHGAP25, mind annak mutdns valtozata, csakligy, mint a p50
részleges kolokalizaciot mutatott a monoklonalis ellenanyaggal jeldlt, endogén Rac-kal,

amely valoszinisiti (noha nem bizonyitja) ezen GAP-ok és a Rac egyiittmiikodését (23.
abra C).
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23. abra Tulexpresszalt ARHGAP25 és pS0RhoGAP kimutatasa COS7 sejtekben. A CFP-
ARHGAP25-tel, CFP-ARHGAP25R192A-val, CFP-p50RhoGAP-pal, illetve inzertet nem
tartalmazé CFP vektorral transzfektalt COS7 sejtekbdl teljes sejt lizdtumot készitettiink, amelyben
western blottal mutattuk ki a transzfektalt fehérjéket (A, B). Az el6hivas soran anti-coiled coil
ellenanyagot (A), valamint anti-p50 poliklonalis ellenanyagot (B) hasznaltunk, toltéskontrollként
B-aktint jeloltink. A transzfektalt COS7 sejtekben az ARHGAP25, ARHGAP25R192A, valamint
a pSORhoGAP az endogén Rac-hoz hasonld, diffuz, citoplazmatikus elhelyezkedést mutatott (C).

fehér/kék: CFP-konstruktokkal transzfektalt sejt; zold: monoklonalis ellenanyaggal jelolt endogén
Rac.
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A tovabbiakban a transzfektalt COS7 sejteket 20 percig epidermalis novekedési
faktorral (EGF) stimulaltuk és az endogén Rac helyett a filamentaris aktint jeloltiik (24.
abra). EGF stimulus hatasara a sejteken membranfodrozodas (tgynevezett ruffling),
illetve lamellipodium-képzodés figyelheté meg. Irodalmi adatok alapjan tudjuk, hogy a
folyamat jelatvitelében kulcsszerepet jatszik a Rac (3.4.2.5. fejezet) [98, 246]. A 24.
abran nyilak jelolik a membranfodrozodast. A fenotipus jol megfigyelhetd a kontroll
CFP vektorral, valamint a funkciovesztett CFP-ARHGAP25R192A-val transzfektalt
(kék szinll) sejtek esetében (24. dbra E, F). Az ARHGAP25-tel és p50-nel transzfektalt
mintakban elsésorban a nem transzfektalodott sejtek mutattak fodrozodast (24. abra G,
H). Az EGF-fel nem kezelt mintakban a fenotipus nem volt jellemz6 (24. abra A-D).
Ezen megfigyelések alapjan az ARHGAP25 és a p50 egyarant képes inaktivalni a Rac-
ot, gatolva ezéltal a membranfodrozodast. Az ARHGAP25 GAP doménjében 1évd
konzervalt arginin alaninra cserélése kivédte az ARHGAP25 hatasat, bizonyitva ezzel,
hogy a fehérje ténylegesen GTPaz aktivaloként mikodik (24. abra F).

Az eredmények szamszerlsitése sordn négy fiiggetlen mikroszképos kisérletben
meghatdroztuk a membranfodrozddast mutatd sejtek szazalékos aranyat, amely kifejezi,
hogy kisérletenként szaz darab megszamolt, transzfektalodott sejtbél hany sejt mutat
membranfodrozodast. A kapott eredményeket a 24. abran lathato oszlopdiagramon
abrazoltuk. A grafikonrol leolvashato, hogy az ARHGAP2S tulexpresszidja mintegy
negyedére csokkentette a sejtekben megfigyelhetd membranfodrozodas gyakorisagat a
kontroll vektorhoz képest. A pSORhoGAP-pal harom fiiggetlen kisérletet végeztiink,
melynek sordn a p50 noha kisebb mértékben, de ugyancsak szignifikdnsan gatolta a
membranfodrozodas kialakulasat. A mutins ARHGAP25 nem okozott csokkenést a
membranfodrozodasban, azaz sem in vitro, sem ¢él6 sejtekben nem képes a Rac GTP

hidrolizisét fokozni.
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24. abra: A Rac-hoz kitheté membranfodrozodas vizsgalata transzfektalt COS7 sejtekben.
Husz perces EGF stimulust kdvetéen a membranfodrozodas megfigyelheté volt a kontroll CFP
vektorral (E), valamint a funkciovesztéses mutans CFP-ARHGAP25R192A-val transzfektalt
sejtekben (F). A CFP-ARHGAP25 (G), illetve a CFP-p50RhoGAP (H) tulexpresszidja gatolta a
fenotipust. A nem stimulalt sejtekben membranfodrozodas nem volt megfigyelhetd (A-D). Kék:
transzfektalt sejt; piros: filamentaris aktin; nyilak: membranfodrozodas. I: A mikroszkopos
kisérletek statisztikai értékelése. A grafikonon a négy (kontroll CFP vektor, CFP-
ARHGAP25R192A, CFP-ARHGAP2S) illetve harom (CFP-pSORhoGAP) fiiggetlen kisérlet
atlagat és hibajat (S.E.M.) abrazoltuk. *: p<0,05 a kontrollhoz képest, egyszempontos ANOVA,
Tukey HSD teszt.
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6.4 Az ARHGAP25 fagocitdzisra gyakorolt hatasanak vizsgalata

6.4.1 Az ARHGAPZ25 gatolja a fagocitozist COSphoxFcyR sejtekben

Elséként a fentiekhez hasonld mddon a talexpresszalt ARHGAP2S5 fagocitdzisra
gyakorolt hatdsat vizsgaltuk. Ehhez olyan COSphoxFcyR sejtvonalat hasznaltunk,
melyet Dr. Mary Dinauer és munkatarsai eldzetesen stablian transzfektaltak a fagocita
oxidaz enzimrendszer komponenseivel, illetve — a jelen kisérleti felallas szempontjabol
lényegesebb — FcyRIla receptorral [243, 247].

Kisérleteink sordn kevert humdn szérummal opszonizalt, Cell Tracker Red
fluoreszcens festékkel jelolt élesztoket adtunk a transzfektalt sejtekhez, majd egy oOrés
egylitt inkubalast kovetden mikroszkoppal értékeltiik az eredményeket. A 25. abran kék
szinnel lathatok a GAP-okkal tranziensen transzfektalt sejtek, piros szinnel az élesztok.

A z51d szin a minden sejtben stabilan expresszalodd p40P™

oxidaz komponenst jeldli.
A képeken jol lathatod, hogy a tulexpresszalt CFP-ARHGAP2S5 gatolta a sejtek élesztd
felvételét (25. abra C, G). A funkcidvesztett mutans CFP-ARHGAP25R192A
kifejezédése nem befolyasolta a sejtek fagocitald képességét (25. abra B, F). Az inzertet
nem tartalmaz6 (kontroll) vektorral transzfektalt sejtek éleszto-felvétele nem karosodott
(25. ébra A, E). Annak érdekében, hogy megvizsgaljuk, mennyire tekinthetd specifikus
szabalyoz0 hatasnak az, amit az ARHGAP25 esetében lattunk, készitettiink olyan
mintakat 1s, melyekben p5S0RhoGAP-pal transzfektaltuk a sejteket. Ezekben a
mintakban az éleszték felvétele normalisan lezajlott, a p50-nek nem volt fagocitozist
gatlé hatasa (25. abra D, H), tehat az ARHGAP25 negativ szabalyozd szerepe
specifikus a folyamat soran. A mikroszkopos képek kiértékelésekor megszamoltuk,
hogy 100 db transzfektalodott sejtbdl hany db fagocitalt kettd, vagy annal tobb ¢€lesztot
(fagocitozis % — 25. abra 1), illetve, hogy a 100 db transzfektalodott sejt dsszesen hany
¢élesztét fagocitalt (fagocitozis index — 25. abra J). Az eredmények statisztikailag is
alatdmasztottak a konfokalis mikroszkoppal tett megfigyeléseinket, miszerint az
ARHGAP25 gatolta a COSPhoxFcyR sejtek éleszto-felvételét: a fagocitdzis mintegy
harmadara csokkent a kontrollhoz képest (25. abra I, J). A mutans ARHGAP25R192A
nem volt képes gatolni a fagocitdzist, amely arra utal, hogy az ARHGAP25 GTPaz

aktivalo fehérjeként vesz részt a folyamat szabalyozasaban. A pSORhoGAP — amely
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szintén képes szabalyozni a Rac-0t — a fagocitdzisra nincs hatdssal, ami az ARHGAP25

specifikus szerepét igazolja (25. abra I, J).
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25. abra Fagocitozis vizsgialata COSphoxFcyR sejtekben. Az opszonizalt,
fluoreszcensen jelolt éleszték felvétele a kontroll CFP vektorral (A, E), a funkcidvesztéses
mutans CFP-ARHGAP25R192A-val (B, F), valamint a CFP-p50RhoGAP-pal transzfektalt
sejtek esetében (D, H) zavartalan volt. A CFP-ARHGAP25 tllexpresszidja gatolta az
¢lesztok felvételét (C, G). Zold: YFP-p40ph°X; kék: transzfektalt sejtek; piros: opszonizalt,
Cell Tracker Red-del jelolt élesztd. Az A-D sorozat nagyobb latoteret, az E-H sorozat egy-
egy kiilonallo sejtet mutat. 1, J: A mikroszkopos eredmények statisztikai értékelése.
Fagocitozis (%): 100 szamolt sejtbél hany fagocitalt kettd, vagy tobb élesztét (I).
Fagocitozis index: 100 db sejt 6sszesen hany élesztét fagocitalt (J). A grafikonokon harom
fliggetlen kisérlet atlagat és hibajat (S.E.M.) abrazoltuk. *: p<0,05 a kontrollhoz képest;
egyszempontos ANOVA, Tukey HSD teszt.
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6.4.2 Fagocitozis soran az ARHGAP25 Kihelyezddik a fagoszoma
membranhoz

A COSphoxFcyR sejteken végzett fagocitdzis tesztek soran azt tapasztaltuk,
hogy a funkciovesztett mutans CFP-ARHGAP25R192A a fagoszémame membranhoz
transzlokalodik és ott dusulast mutat (26. abra B, F). Ugyanezen megfigyelést tettiik a
vad tipusi fehérje esetében is: noha az ARHGAP25 thlexpresszidja gatolja a
fagocitozist, az esetek mintegy 10%-aban, amikor mégis tortént élesztd felvétel, a vad
tipust fehérje is a fagoszoma membran kézelében dasult (26. abra C, G). A kontroll
CFP vektorral transzfektalt sejtekben a lokalizaciobeli valtozas nem volt megfigyelhetd
(26. abra A, E). A CFP-p50RhoGAP ugyancsak megtartotta diffiiz, citoplazmatikus
elhelyezkedését a fagocitdzis sordn, a fagoszomahoz torténd kihelyezddése nem volt

megfigyelhetd (26. dbra D, H).

kontroll vektor ARHGAP25R192A  ARHGAP25 p50RhoGAP

egyiitt

CFP (monokrom)

26. abra: A COSphoxFcyR sejtek éleszto-fagocitozisa soran az ARHGAP25 kihelyezédik a
fagoszoma membranhoz. A funkciovesztett mutins CFP-ARHGAP25R192A (B, F) és a vad
tipust CFP-ARHGAP25 (C, G) dusulasat figyeltilk meg a fagoszéma mebran koriil, opszonizalt,
fluoreszcens éleszt6 felvételét kovetdéen. A kontroll CFP vektorral (A, E), illetve a CFP-
p50RhoGAP-pal (D, H) transzfektalt COSphoxFcyR sejtek esetében a lokalizaciobeli valtozas
nem volt megfigyelhetd. Zold: YFP-p40ph°X; keék/fehér: transzfektalt sejtek; piros: opszonizalt, Cell
tracker Red-del jelolt éleszts. E-H: A transzfektalt sejtek monokromatikus képe.
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6.4.3 Az ARHGAP25 csendesitése PLB-985 sejtekben

A tovabbi kisérletek soran olyan PLB-985 sejtklonokat vizsgaltunk, melyekben
a Modszerek fejezetben leirtaknak megfeleléen shRNS-sel csendesitettik az
ARHGAP25 gént. Kontrollként olyan PLB-985 sejteket alkalmaztunk, melyeket a
hatékony shRNS szekvencia minimalis modositasat tartalmazé valtozataval
transzfektaltunk. A kisérletekhez a Mddszerek fejezetben leirtak szerint differencialt
sejteket hasznaltunk. A hét napos differenciacié soran az ARHGAP25 fehérje
mennyisége fokozodott a nem differencialt sejtekhez (0. nap) képest (27. dbra D). A
differenciacioé sikerességét aramlasi citométerrel (27. abra A-C), az shRNS csendesités
hatékonysagat western blottal ellendriztiik (27. abra E). A PLB-985 sejtek neutrofil
[36], amely a citometrias eredményeken jol lathat6. A nem differencialt sejtek (27. abra
A-C, kék hisztogram) ugyanolyan jelet adtak, mint az ellenanyaggal nem jeldlt sejtek
(27. abra A-C, fekete gorbe), esetiikben tehat nem volt detektalhaté mennyiségi CD11b
a sejtfelszinen. Ehhez képest a differencidcio utdn az expresszio6 szignifikdnsan nétt (27.
abra A-C, piros gorbe). A grafikonokrdl az is leolvashato, hogy az shRNS kezelés nem
befolyéasolta a CD11b expressziot: a differencialddas és a CD11b expresszio-ndvekedeés
mind a kontroll sejtekben (27. abra B), mind a hatékony shRNS-sel kezelt sejtekben
(27. abra C) létrejott. A géncsendesités hatékonysagarol western blottal gyézddtiink
meg (27. abra E). A hatékony shRNS kezelés hatisara az ARHGAP25 fehérje
mennyisége latvanyosan csokkent a kontroll shRNS-sel kezelt sejtekhez képest.
Ugyanakkor a kontroll shRNS kezelés nem okozott valtozdst az ARHGAP2S
mennyiségében a nem kezelt sejtekhez képest (27. abra E). Az eredmények
szdmszerlsitése érdekében elvégeztik négy fliggetlen western blot kisérlet
denzitometrias elemzését. Ezek alapjan az shRNS kezelés utan az ARHGAP25-nek
kevesebb, mint 20%-a maradt a sejtekben a kontroll ShRNS-sel kezelt sejtekhez képest
(27. ébra F).
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27. abra: A differenciacio és az ARHGAP25 shRNS kezelés hatékonysaganak vizsgalata
PLB-985 sejteken. A-C: A CDI11b differenciaciés marker sejtfelszini expresszidjanak aramlasi
citometrias vizsgalata nem kezelt (A), kontroll ShRNS-sel kezelt (B), illetve hatékony shRNS-sel
kezelt PLB-985 sejtekben (C). CD11b csak a differencialt sejteken jelenik meg, expresszidjat az
shRNS kezelés nem befolyasolja. D: A hét napos differenciacio alatt novekszik az ARHGAP25
fehérje mennyisége. E: Az shRNS kezelés hatékonysaganak vizsgalata western blottal. A
kisérletek soran nem kezelt, kontroll shRNS-sel, illetve ARHGAP25-specifikus shRNS-sel kezelt
PLB-985 sejtek teljes sejt lizatumaban vizsgaltuk az ARHGAP25 mennyiségét. Az el6hivast anti-
coiled coil ellenanyaggal végeztiik. Toltéskontrollként B-aktint hasznaltunk. F: négy fliggetlen
western blot kisérlet denzitometrids elemzése. Az F grafikonon a kisérletek atlagat és hibajat
(S.E.M.) abrazoltuk. *: p< 0,05 a kontrollhoz képest; egymintas t-proba.
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6.4.4 A fagocitdzis mérése aramlasi citometriaval

A géncsendesitett sejtek fagocitdozisanak mérésére bedllitottunk egy aramlési
citometrian alapuld modszert, melynek segitségével gyorsan, nagy elemszammal lehet
vizsgélni fluoreszcens részecskék felvételét (lasd még: 5.10. fejezet). A citometridban a
méret jellemzésére az elére iranyuld fényszords (FSC), a granulédltsag mérésére pedig az
oldaliranyu fényszoras (SSC) szolgél. Ezen két paramétert vizsgalva jol elkiilonithetok a
fagocitak és a szabad ¢€lesztd részecskék. Az élesztok kisméretiiek, az igynevezett ,,dot-
plot” diagram bal oldalan talalhatok (28. abra A/1). Ezzel szemben a fagocita sejtek
nagyobb méretiiknél és granuldltsaguknal fogva jobbra, folfelé eltolodd populéciot
képeznek (28. abra A/2). Ez utobbi egy kevert sejthalmaz: tartalmaz élesztdt nem
fagocitalt sejteket, valamint olyan sejteket is, amelyek egy, vagy tobb élesztot
kebeleztek be. Az, hogy ez a populacid6 FSC-SSC szerint mennyire homogén, illetve
mennyire kiilonithetok el a fagocitalt és nem fagocitalt sejtek, nagymértékben fiigg az
alkalmazott sejttipustol, sejtvonaltol. Annak érdekében, hogy biztosan meg tudjuk
kiilonboztetni az élesztét tartalmazd és a nem fagocitalt sejteket, az élesztdket
fluoreszcens festékkel jeloltik. A ,,dot-plot” diagramon kikapuztuk a fagocita
populéaciot (28. abra A/2, B), majd a kapuzott sejtekre jellemzd fluoreszcenciat
hisztogramon abrazoltuk (28. abra C). A hisztogram jellegzetes, kétcsucst eloszlast
mutatott: az alacsony fluoreszcencia-értéket képviselé bal oldali cstcs jeloli a nem
fagocitald sejteket, mig a jobbra tolddott csiics mutatja azon sejteket, melyek
fluoreszcenciaja a bekebelezett élesztok miatt megnovekedett. Ezt a hisztogram-
teriiletet egy ugynevezett markerrel (M1) megjeldlve kiszamolhatjuk a fagocitald sejtek
szazalékos aranyat (28. abra C), amelyet aztan oszlopdiagramon abrazolhatunk (29-30.
abrak). A modszer lehetdséget ad arra is, hogy id6ben kdvessiik a fagocitdzis folyamatat
(28. abra D-F). Ennek soran adott iddpontokban mintat vesziink a fagocita sejt — élesztd
keverékbdl €s a mintat a bemutatott modon lemérjiik. A 28. abra D részén lathato, hogy
5 perc utan a sejteknek csak kis része fagocitalt (M1 marker), nagyobb résziik még az
autofluoreszcencianak megfeleld tartomanyba esik, azaz fluoreszcens élesztét nem
tartalmaz. Hatvan perc utan az arany jelent6sen megvaltozik, a sejteknek mintegy 60-
80%-a fagocitalt egy, vagy tobb élesztét, minek kovetkeztében a hisztogram jobbra
tolodott (28. abra E).
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28. abra: Fagocitozis mérése aramlasi citometriaval. Az éleszté részecskék (1) és a
fagocita sejtek (2) méret és granulaltsig alapjan jol elkiilonithet6k (A). Fluoreszcens
¢élesztdt alkalmazva és a fagocita sejteket kikapuzva (B) vizsgalhatjuk a sejtekre jellemz6
fluoreszcenciat (C). Az M1 marker jeldli a fluoreszcens éleszt6t fagocitalt sejtekre jellemzé
hisztogramszakaszt, illetve kiszamolhato az M1-gyel jeldlt hisztogramrészbe tartozo sejtek
szazalékos aranya. Az A-C reprezentativ eredmények P388-D1 egér makrofag sejtvonalon
késziiltek. A modszer segitségével kinetikai mérések is végezheték (D-F). A PLB-985
sejteken végzett kinetikai mérések szerint ezen sejtek fagocitézisa mintegy 20 perc utan
telitésbe megy. FSC-H: el6re iranyuld fényszoras — aranyos a sejtmérettel; SSC-H:
oldaliranyt fényszords — ardnyos a granuldltsaggal. M1: a statisztikai értékelésre
kivalasztott hisztogramszakasz kijeldlésére szolgalé marker.
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A PLB-985 sejteken végzett fagocitozis kinetikai mérés eredményeit &brazolva
megfigyelhetd, hogy a fagocitézis 20 perc utan telitésbe megy (28. abra F). Ebbdl
kiindulva a tovabbi fagocitozis kisérletekben 10 percig inkubaltuk egylitt az ¢lesztoket a
PLB-985 sejtekkel. Ez az idépont a telitési gorbe felszalld, linearis szakaszara esik, igy
a fagocitdzisban bekdvetkezd valtozdsok jobban kovethetdk, mintha a telitési
szakaszban mérnénk. A citometrids fagocitdzis mérések soran tehat az élesztok
bekebelezésébdl adodo fluoreszcencia-ndvekedést detektaljuk.

Abban az esetben, ha a fagocitozis folyamata lassd, taldlunk olyan sejteket is,
amelyek mar megkdototték a felsziniikon a bekebelezésre vard részecskéket, de azok
még nem keriiltek be a sejtekbe. Ezek a kotott éleszték ugyanugy fluoreszcencia-
novekedést okoznak, mint a mar bekebelezettek, igy a fagocitdzis mértékét — hibasan —
eltoljak. Ennek kikiiszobolésére az ugynevezett quench-elést alkalmaztuk, amikor is a
lezajlott fagocitozis utan a sejt-élesztd keveréket tripan kék oldatban szuszpendaltuk
(lasd: Modszerek fejezet). A tripan kék festék kioltja a be nem kebelezett élesztok
fluoreszcencidjat, igy mar csak a ténylegesen felvételre keriilt élesztoket mérjiik. A
PLB-985 sejtek esetében a 10 perces egyiitt inkubalas alatt a megkotott éleszték nagy
része felvételre keriilt, membranhoz kotve csak elhanyagolhatéoan kis szazalékukat

talaltuk (nem abrazolt adat).

6.4.5 Az ARHGAP25 csendesités fokozza a PLB-985 sejtek és a primer
human makrofagok fagocitozisat

Az elébb leirt modszer segitségével vizsgaltuk az ARHGAP25-csendesitett
PLB-985 sejtek ¢lesztd felvételét. Az élesztoket a Moddszerek fejezetben leirtaknak
megfelelden kétféle modon opszonizéltuk. Egyik esetben kevert huméan savot
alkalmaztunk, masik esetben pedig hdinaktivalt kevert huméan savét. Elébbiben a
komplementrendszer elemei képezik az opszoninek jelentds hanyadat, utdobbiban épp
ezen enzimrendszert inaktivaljuk, melynek eredményeként opszonizdldé agensként
foként ellenanyagok maradnak a szérumban. Teljes kevert savoval tehat a
mintazatfelismerd-, komplement-, és Fc receptorok egyiittes szerepét tudjuk vizsgalni,
héinaktivalt savot alkalmazva viszont elsOdlegesen a mintazatfelismeré-, és Fc

receptorokon keresztiil zajlik fagocitdzis. A kisérletek soran ARHGAP25-csendesitett,
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illetve kontroll sShRNS-sel kezelt PLB-985 sejtklonokat alkalmaztunk. A 29. abran hét
fiiggetlen citométeres mérés eredménye lathat6. A kontroll shRNS-sel kezelt sejteknek
mintegy 60%-a fagocitalt egy, vagy tobb, kevert savoval opszonizalt élesztét. Ehhez
képest az ARHGAP25 csendesitése szignifikdns — koriilbeliil 20%-0S — novekedést
okozott a fagocitozisban. Abban az esetben, ha hdinaktivalt kevert human savoval
opszonizaltuk az élesztéket, a fagocitozis hatékonysdga nagymértékben csokkent: a
kontroll sejteknek mindossze 20%-a fagocitalt. Az ARHGAP25 csendesitése ebben az
esetben is fokozta a PLB-985 sejtek élesztd felvételét, a kiilonbség azonban nem volt

szignifikans (29. abra).
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kontroll ARHGAP25 kontroll ARHGAP25
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kevert human héinaktivalt
savo kevert human savo

29. abra: Az ARHGAP2S5 csendesitése fokozza a kevert human savéval opszonizalt
élesztok felvételét PLB-985 sejtekben. A PLB-985 sejteket stabilan transzfektaltuk
ARHGAP25-specifikus, illetve kontroll shRNS-sel. A Cell Tracker Green-nel jelzett
élesztOket kevert human savéval, vagy hdinaktivalt kevert savoval opszonizéltuk. A
fagocitozist aramlasi citométerrel mértiik. Csak abban az esetben tapasztaltunk szignifikans
kiilonbséget a csendesitett és kontroll sejtek fagocitézisa kozott, ha kevert human
szérummal opszonizalt élesztéket adtunk a sejtekhez. A hdinaktivalt savoval opszonizalt
¢élesztok fagocitdzisdnak hatékonysaga jelentdsen lecsokken, de az ARHGAP2S csendesités
kis mértékben igy is fokozta a PLB-985 sejtek éleszté felvételét. A grafikonon hét
fiiggetlen kisérlet atlagat és hibajat (S.E.M.) abrazoltuk. *: p< 0,05 a kontrollhoz képest;
kétszempontos ANOV A, Tukey HSD teszt.

Az ARHGAP25 fagocitdzisban tapasztalt szerepét meg kivantuk erdsiteni

primer sejteken is. Ehhez periférids vérbdl monocitakat izolaltunk, majd a Modszerek
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fejezetben leirtaknak megfelelden makrofagga differenciéltattuk dket. A differenciaciot
kovetéen ARHGAP25-specifikus, illetve kontroll siRNS-sel kezeltik a sejteket. A
fagocitozis kisérletet a 5.10. fejezetben leirtak szerint végeztiik. A 30. abran lathaté
western blot mutatja az siRNS kezelés hatékonysagat: az ARHGAP25 mennyisége
jelentés mértékben csokkent a kontroll sejtekhez képest. A 30. abra oszlopdiagramja

szerint az ARHGAP25 csendesitése primer makrofagokban mintegy 30%-kal fokozta a

fagocitozist.
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30. abra: ARHGAP25-csendesitése fokozza a primer human makrofagok éleszté-
felvételét. A human monocitabol M-CSF-fel, egy hétig differencialtatott makrofagokat
ARHGAP25-specifikus és kontroll siRNS-sel kezeltilk. Az siRNS kezelés hatékonysagat
teljes sejt lizatumokbol késziilt western blottal, anti-coiled coil ellenanyaggal ellendriztiik.
Toltéskontrollként B-aktint hasznaltunk (A). A Cell Tracker Green-nel jelzett élesztoket
kevert human savoval opszonizaltuk. A faogcitozist aramlasi citométerrel értékeltiik. A
kapott adatokat a kontrollra normalizaltuk. Harom fliggetlen fagocitozis kisérlet atlagat és
hibajat (S.E.M.) abrazoltuk (B). n.s.: nem szignifikins a kontrollhoz képest; egymintas t-
préba.
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6.5 Az ARHGAP25 az aktin-atrendezddés lehetséges szabalyozodja

A fagocitozishoz elengedhetetlen a megfeleld aktin-citoszkeleton atrendezddés,
melyben Kkulcsszerepet jatszik a Rac kis G fehérje is [102]. Ennek tiikrében
megvizsgaltuk, hogy az ARHGAP25-nek van-e valamilyen hatasa a sejtek filamentaris
aktin (f-aktin) halozatara. A kisérletek soran az ARHGAP25 csendesitett, illetve
kontroll shRNS-sel kezelt PLB-985 sejtek f-aktin mennyiségét aramlasi citométerrel
mértilk. Amint a 31. dbra A részén lathatd reprezentativ mérési eredmény mutatja, az
ARHGAP25 gén csendesitése fokozott f-aktin mennyiséget eredményezett a PLB-985
sejtekben. A statisztikai elemzés soran 16 (kontroll sejtek), illetve 13 (ARHGAP25-
csendesitett sejtek) fliggetlen kisérletet kiértékelve novekvo tendenciat tapasztaltunk a
filamentaris aktin mennyiségében, noha a kiilonbség statisztikailag nem volt

szignifikans (31. abra B).
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31. abra: Az ARHGAP25-specifikus shRNS kezelés fokozta a filamentaris aktin
mennyiségét PLB-985 sejtekben. A kisérlet soran stabilan transzfektalt, nem stimulalt
PLB-985 sejteket alkalmaztunk, a filamentaris aktint Alexa-488 falloidinnel jeloltiik. A
méréseket aramlasi citométerrel végeztiik. A: Egyetlen citometrids mérést bemutato,
reprezentativ abra. B: Tizenhat (kontroll), illetve tizenharom (ARHGAP25-csendesitett)
figgetlen kisérlet atlaga és hibaja (S.E.M.). n.s.: nem szignifikdns a kontrollhoz képest;
egyszempontos ANOVA.
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6.6 Szuperoxid termelés mérése ARHGAP25-csendesitett PLB-985
sejteken

A szuperoxid termelés vizsgalata soran opszonizalt zymozant (gombak felszinén
talalhatd gliikan, mely opszonizalas nélkiil mintdzatfelismeré receptorokhoz [TLR2]
képes kotédni), vagy PMA stimulust alkalmaztunk. Abban az esetben, ha teljes kevert
savoval opszonizalt zymozant adtunk a sejtekhez, az ARHGAP25-csendesitett sejtek
fokozott szuperoxid termeléssel valaszoltak. Tizenharom fliggetlen kisérlet eredménye
alapjan a szuperoxid termelés sebessége mintegy héaromszorosa volt a kontroll
sejtekének (32. dbra A). Abban az esetben, ha hdinaktivalt savéval opszonizaltuk a
zymozant, mieldtt a sejtekhez adtuk, a szuperoxid termelés mértéke elmaradt a kevert
savoval opszonizalt zymozanhoz képest. A sejtek csak mintegy 5 percnyi latencia utan
kezdtek el szuperoxidot termelni, és a csendesitett és kontroll sejtek kozott nem volt
szignifikans kiilonbség (32. abra B).

Fontos megjegyezniink, hogy opszonizalt zymozan stimulust alkalmazva a
sejteknek eldszor be kell kebelezni a zymozan részecskéket, majd ezt kovetden mérjiik
az intra- és extracellularis térben a szuperoxid termelést. Ahogy a 6.4.5. fejezetben
leirtam, az opszonizalds modja (normal, vagy hdinaktivalt savd) nagymértékben
befolyasolja a fagocitdzis hatékonysagat (lasd még 29. dbra). Ez alapjan feltételezziik,
hogy a kevert savdval opszonizalt zymozan esetében a csendesitett sejteknél kimutatott
fokozott fagocitozis lehet a magyarazata a megndvekedett szuperoxid termelésnek.

A PMA a protein kindz C-n keresztiil szdmos sejtvalaszt képes aktivalni, igy
szuperoxid termelés kivaltasara is alkalmas. Kilenc fiiggetlen kisérletet elemezve gy
talaltuk, hogy a PMA-val stimulalt, ARHGAP25-csendesitett PLB-985 sejtek és a
kontroll sejtek szuperoxid termelése kozott nem volt szignifikdns kiilonbség (32. abra
C). Ezen megfigyelés arra utal, hogy az ARHGAP25 valosziniileg nem kdzvetleniil vesz

részt a szuperoxid termelés szabalyozéasaban.
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32. abra: ARHGAP25-csendesitett PLB-985 sejtek szuperoxid termelése. A: kevert
human szérummal opszonizalt zymozannal stimulalva; B: héinaktivalt human szérummal
opszonizalt zymozannal stimuldlva; C: PMA-val stimulalva. Az A és B esetben a
fagoszomalis szuperoxid termelést lumineszcencias modszerrel mértiik, a C esetben pedig
az extracellularis szuperoxid termelést, citokrom c redukcidjan alapuld modszerrel
vizsgaltuk. o: kontroll shRNS-sel kezelt sejtek; o: ARHGAP25-specifikus shRNS-sel
kezelt sejtek. A grafikonokon a fiiggetlen kisérletek atlagat és hibajat (S.E.M.) abrazoltuk.
Az A é4bran a vizszintes vonal alatti pontok szignifikdnsan kiilonboznek a kontrolltol. *: p<
0,05 a kontrollhoz képest; kétszempontos ANOVA.
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7 Megbeszélés

Ahogy a bevezetdben igyekeztem bemutatni, a neutrofil funkcidk szabalyozdsdnak
elengedhetetlen komponensei a kis G-fehérjék, ezen beliil is a Rho csaladba tartozo
monomer GTPazok. Miikodésiiket jellemzi a GDP/GTP cserén alapuld ,,molekularis
kapcsold” funkciojuk, a GTP lassu hidrolizise, valamint az dket szabalyoz6 GEF-ek és
GAP-ok térben és idoben 0Osszehangolt mikddése. E két fehérje kis G-fehérjékre
kifejtett egylittes hatdsa hatdrozza meg, hogy az adott szignal-transzdukcid lezajlik,
vagy jelterminacioba fordul. A GEF-ekrél viszonylag sok irodalmi adat all
rendelkezésre, azt azonban még ma sem tudjuk pontosan, hogy a kozel 70 Rac/RhoGAP
milyen szdveti expresszids mintdzatot mutat, illetve miként oszlanak meg az egyes
jelatviteli tvonalakban. Ph.D.-munkdm egyik részében nyilvanos internetes
adatbazisokat elemezve igyekeztem feltarni a Rac/RhoGAP-ok szdveti megoszlasat.
Ehhez 0sszeallitottunk egy tablazatot, melyben 75 human Rac/RhoGAP elnevezéseit
gyujtottik oOssze (a GAP-ok nevezéktana rendkiviil diverz, ami megneheziti a
publikacidokban, vagy adatbazisokban torténd azonositasukat). Ezt kdvetden vizsgaltuk a
Rac/RhoGAP-ok expresszidos mintazatat, melyet terjedelmi okokbdl (a tablazatok
mérete miatt) csak érintdlegesen mutatok be a dolgozatban (4. tablazat).

Ph.D.-munkam masik részében — mely jelen dolgozat f6 témajat képezi — egy 1j,
eddig még nem vizsgalt, foként fehérvérsejtekben kifejez6dd GTPaz aktivalo fehérje, az
ARHGAP25 neutrofil funkciokban betoltott szerepét vizsgaltam.

Els6ként klonoztuk meg és fejeztiik ki a teljes hossziisagh ARHGAP25 fehérjét,
illetve elkészitettiik kiillonb6zd, GST-fuzids fragmentjeit (21. abra). A rekombindns
coiled-coil doménnel nyulakat immunizaltunk és ARHGAP25-specifikus, tisztitott
ellenanyagot allitottunk eld (19. abra, 27. abra E, 30. dbra A). A tisztitott ellenanyag
segitségével kimutattuk az ARHGAP25-6t a fobb fehérvérsejt tipusokban (20. 4bra),
ezzel az eddig neutrofilekben fehérje szinten azonositott Rac/RhoGAP-ok szdma 6trél
hatra emelkedett [204, 207, 209]. A primer sejtek mellett kimutattuk az ARHGAP25-6t
a késébbiekben modellsejtvonalként hasznalt PLB-985-ben (27. abra D, E), valamint
megfigyeltiik, hogy a neutrofil irdnyt differencialtatds soran az ARHGA25 mennyiségi
novekedést mutat a PLB-985 sejtekben (27. abra D). Masik modelliinkben, a COS7

(illetve COSPhoxFcyR) sejtekben a fehérje endogén modon nem volt jelen (23. dbra A).
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A rekombinans fehérje-fragmenseket hasznalva in vitro korilmények kozott
megvizsgaltuk az ARHGA25 Rho GTPaz specificitdsat. Azt tapasztaltuk, hogy az
ARHGAP25 csak a Rac-ot képes szabalyozni, a Cdc42-re és a Rho-ra nem volt hatassal
(22. 4bra). Ezen tulajdonsagaban eltér a bevezetoben bemutatott Ber-tol, pSORhoGAP-
tol és pl90RhoGAP-t6l, melyekrdl bebizonyosodott, hogy tobb Rho csaladba tartozo
kis G-fehérjét is képesek szabalyozni [50, 212, 217]. Kisérleteinkben a teljes
hosszisagt  ARHGAP25 ¢és a GAP-domént tartalmazod fragmensei hasonlo GAP-
aktivitast mutattak (22. abra A), ami arra utal, hogy — szemben néhany mas
Rac/RhoGAP-pal — az ARHGAP25 molekulan beliil valdszinlileg nincs a GAP-
aktivitast gatld autoinhibitoros mechanizmus [50, 248-250]. Ezek mellett
meghataroztuk a GAP-aktivitasért felelds, evolliicidosan konzervalt arginin helyzetét,
amely a 192. aminosav-poziciora tehet6 (21. abra). Tényleges szerepét alaninra torténd

A funkciovesztett arginin-mutans ARHGAP25R192A-t a tovabbiakban sejtes
kisérleti rendszerekben alkalmaztuk. Megfigyeléseink szerint a vad tipusu teljes
hosszusagu, és az arginin-mutans CFP-ARHGAP25 egyarant diffuz, citoplazmatikus
lokalizaciot mutatott COS7 sejtekben, ¢és mindkét fehérje esetében részleges
kolokalizaciot fedeztink fel az endogén Rac-kal, amely az ARHGAP25 ¢és a Rac
egylittmiikodésére utalhat. A konzervalt arginin mutacidja nem okozott lokalizaciobeli
eltéréseket a vad tipushoz képest (23. abra C). A Rac jelatviteléhez kothetd
membranfodrozodast indukalva a transzfektalt COS7 sejtekben az in vitro GAP-
aktivitas méréssel egybehangz6 eredményeket kaptunk. A vad tipusa CFP-ARHGAP25
képes volt inaktivalni az endogén Rac-ot, a funkcidvesztett mutins CFP-
ARHGAP25R192A nem (24. abra). A mutdins ARHGAP25-tel transzfektalt COS7
sejtekben még kis mértékben fokozodott is a membranfodrozddas a kontroll sejtekhez
képest. Ennek magyardzata az lehet, hogy az ARHGAP25R192A csupan GAP
aktivitasat vesztette el, de ettdl fliggetlentil kapcsolddni tud a GTP-t kotott aktiv Rac-
hoz, inaktivalni azonban nem képes. A bek6tddott mutdns GAP miatt ugyanakkor mas
GAP-ok nem férnek hozza a Rac-hoz, igy a GTP hidrolizis joval lassabb, tovabb marad
aktiv allapotban a Rac, ami magyarazhatja az enyhén fokozott membranfodrozodast (24.

abra I).
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Az ARHGAP25 funkcidjara irdnyuld vizsgélatainkat két modell sejtvonalon,
valamint humén primer makrofdgokon végeztilkk. A COSPhoxFcyR sejtek kifejezik a
fagocita oxidaz Osszes alegységét, valamint az FcyRIla receptort (mely meghatarozo
ezen sejtek fagocitald képességét illetden), azonban nem expresszalnak endogén
ARHGAP25-6t (23. abra A). A COSPhoxFcyR sejtekben tulexpresszalt ARHGAP25
szignifikdnsan csokkentette a kevert human szérummal opszonizalt élesztok
fagocitozisat a kontroll vektorral transzfektalt sejtekhez képest (25. abra). Ehhez képest,
ha a funkciovesztett mutans ARHGAP25R192A-t fejeztik ki a sejtekben, azt
tapasztaltuk, hogy az ARHGAP2S5 fagocitdzist gatlo hatasa megsziint (25. ébra). Ez a
kisérlet bizonyitja, hogy az ARHGAP25 GTPaz aktivalo hatdsan keresztiil szabalyozza
a fagocitozist. Abban az esetben, ha egy masik Rac/RhoGAP-ot (jelen esetben a
pS0RhoGAP-ot) fejeztiink ki a sejtekben, melyrél bebizonyosodott, hogy ugyancsak
képes a Rac-ot szabalyozni [204] (24. abra D, H, I), nem tapasztaltunk valtozast a
fagocitozisban (25. é4bra). Szamos kutatd meggydzddése, hogy mindegy, melyik
RacGAP-ot expresszaljuk az adott sejtes kisérleti rendszerben, mindegyik hatassal lesz
a vizsgalt funkcidra, hiszen mindegyik egyarant képes szabalyozni a folyamatban részt
vevod Rac-ot. Ezzel szemben a mi megfigyeléseink a masik ,,tdbor” nézeteit tdmasztjak
ala, miszerint a GAP-ok specifikus molekularis kornyezetben miikddnek, ezért — noha
ugyanugy az adott kis G-fehérjét szabalyozzak — mukodeésik egy-egy jelatviteli
utvonalra, egy-egy funkcid, vagy részfolyamat szabalyozésara korlatozodik.

Masik sejtes modellink a PLB-985 sejtvonal volt, melyben az endogén
ARHGAP25-6t stabil shRNS transzfekcioval lecsendesitettiik (27. abra D, E, F). Annak
érdekében, hogy a fagocitézist hatékonyan, nagy elemszdmmal tudjuk vizsgalni, a
kisérleteket megel6zden beallitottunk egy aramlasi citometrian alapuld modszert (28.
abra). Mar a 80-as években léteztek kisérleti technikdk baktériumok, zymozan, vagy
mikrogyongyok, illetve éleszt6 sejtek fagocitdzisanak citométeres mérésére [251-254].
Mi ezek koziil a Saccharomyces cerevisiae éleszt6t alkalmaztuk, melynek nagy elénye
koltséghatékony, egyszerli kezelhetdsége, valamint az, hogy konnyedén jelolhetd Cell
Tracker fluoreszcens festékekkel. A Cell Tracker festékek széles szinskalaja elérhetd,
jol alkalmazhaté fluoreszcens mikroszkopos, valamint aramldsi citometrids mérések

soran. Kisérleteinkben nem tapasztaltuk, hogy a festék kidiffundalt volna a hdvel elolt
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¢lesztOkbol, ezzel aspecifikus festddést okozva a fagocitdkon, ahogy azt sem, hogy
fluoreszcencidja valtozott volna a mérés ideje alatt.

Az igy jelolt €lesztoket hasznalva azt figyeltik meg, hogy az ARHGAP25-
csendesités hatasara fokozodott a PLB-985 sejtek élesztd felvétele (29. dabra).
Ugyancsak novekedést tapasztaltunk az ARHGAP25-csendesitett PLB-985 sejtek
fagocitozist kdvetd szuperoxid-termelésében is (32. abra A). Az Fc receptoron
keresztiili fagocitdzist és szuperoxid-termelést vizsgalva a PLB-985 sejtek nagyon Kis
hatékonysagat tapasztaltunk, és a fent megfigyelt kiilonbségek elmaradtak (29. abra, 32.
abra B). Pivot-Pajot és munkatarsai kimutattak, hogy a dimetil formamiddal neutrofil
iranyba differencialtatott PLB-985 sejtvonal a neutrofil granulocitdkhoz képest
kevesebb FcyRlIla (CD32a) receptort expresszal, FcyRIII (CD16b) receptor pedig nincs
jelen a felszinén [255]. Ezen megfigyeléseket sajat mérési eredményeink is
alatamasztottdk (nem 4abrazolt adat). Az alacsony FcyR expresszid6 magyarazatul
szolgalhat a hoéinaktivalt savoval opszonizalt élesztok esetében tapasztalt csokkent
fagocitdzisra és csokkent szuperoxid termelésre, ugyanakkor valdszintsiti, hogy a fenti
folyamatok elsésorban komplement-medialt Gtvonalon mennek végbe. Ezen ismeretek
tekintetében az ARHGAP25-csendesitett PLB-985 sejtek fagocitozisa soran tett
megfigyeléseinket primer huméan makrofagokon is megerdsitettiik (30. abra).

Abban az esetben, ha PMA-val indukaltuk a PLB-985 sejtek szuperoxid
termelését, egy nem szignifikdns, kismértékli, am tendenciézus novekedést
tapasztaltunk a csendesitett sejtek javara (32. abra C). Ennek lehetséges okat (az
ARHGAP25 esetleges kozvetett/kozvetlen érintettségét a szuperoxid termelés
szabalyozasaban) tovabbi kisérletekben vizsgaljuk.

A két kiilonb6zé modell sejtvonallal, illetve primer makrofagokkal kapott
eredmények (a COSPhoxFcyR sejtekben tulexpresszalt ARHGAP2S5 gétolta, a PLB-985
sejtekben €s primer makrofagokban csendesitett fehérje fokozta a fagocitdzist) egymast
kiegészitve egyértelmiien arra utalnak, hogy az ARHGAP25 a fagocitézis negativ
regulatoraként miikodik. Kordbban, makrofagokon végzett kisérletekbdl arra
kovetkeztettek, hogy a Rac és a Cdc42 az Fcy receptoron keresztiili fagocitozis
jelatvitelében, mig a RhoA a komplement-medialt fagocitdzisban érintett [161],
ugyanakkor Forsberg ¢és munkatarsai kimutattdk a Rac és a Cdc42 komplement-

receptorhoz kotott aktivaciojat [256]. Sajat eredményeink, melyek szerint az
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ARHGAP25 mindkét receptor jelatvitelében képes a Rac-ot szabalyozni, 0sszhangban
vannak a fenti megfigyelésekkel.

A Rho csalad kis G-fehérjéirdl tudott, hogy fontos szerepet toltenek be az aktin-
citoszkeleton miikodésének szabalyozasaban, és leirtak olyan GAP-okat is, melyek
szerepe az emlitett folyamatban mar bizonyitott. Ilyen példdul az ARHGAP24, mas
néven FilGAP, mely jelentds homologiat mutat az ARHGAP25-tel, valamint szintén
Rac-specifikus GAP [238]. Ohta ¢és munkatarsainak fibroblaszt sejteken végzett
megfigyelései szerint az ARHGAP24 képes kotddni a filamin A-hoz, és az aktin
citoszkeleton regulaciojan keresztil szabalyozza a sejtek megnyuldsat és
Osszehtizodasat [238]. Sajat kisérleteinkben az ARHGAP25 csendesitése a PLB-985
sejtekben megnovekedett f-aktin mennyiséget eredményezett (31. abra), mely alapjan
feltételezziik, hogy az ARHGAP2S5 fagocitdzisra gyakorolt hatdsat az aktin-halozat
fagocitézis soran a dontéen citoplazmatikus ARHGAP25 (23. abra) a fagoszoma-
membranhoz transzlokalodik (26. abra).

Az ARHGAP2S5 altalunk feltételezett miikodését a 33. abra szemlélteti: Az
ARHGAP2S5 a fagoszoma plazmamembrantol tavolabbi részéhez transzlokalodik, €s ott
inaktivalja a Rac-ot, ezaltal aktin-citoszkeletonbeli valtozasokat indukal. Ennek
kovetkeztében a fagocitdlandd részecske bekebelezésre kertl, illetve a fagoszéma
zarodik, majd lefiizédik a plazmamembranrdl. Azt, hogy az ARHGAP25 hogyan
helyezédik at a fagoszOmamembranhoz, 6 maga hogyan szabalyozddik, valamint

pontosan milyen jelatviteli partnerekkel miikddik egytitt, jelenleg is vizsgaljuk.
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opszonizalt
partikulum

FcR/CR

fagocitalando részecske
bekebelezése

aktin-atrendezddés

}

fagoszéma zardodasa , .
fagoszoma lefiizodése

33. abra: Az ARHGAP25 fagocitozist szabalyozo6 szerepérol alkotott hipotézisiink sematikus
abraja. Az ARHGAP25 kihelyezddik a fagoszoma plazmamembrantol tdvolabbi részéhez, és ott
inaktivalja a Rac-ot. Ezaltal olyan aktin-citoszkeletonbeli valtozasokat indukal, melyek
kovetkeztében a fagocitalandd részecske bekebelezésre kerdil, illetve a fagoszoma zarodik, majd
leflizédik a plazmamemranrol.
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8 Kovetkeztetések

Ph.D. dolgozatomban az ARHGAP25 human neutrofil granulocitdkban betdltott
szabalyoz6 szerepével kapcsolatos eredményeimet ismertettem, melyek alapjan az

alabbi kovetkeztetések vonhatok le:
1. Szoveti expresszids adatbazisok, valamint kollégadim Northern blot kisérlete
alapjan az ARHGAP25 foként fehérvérsejtekben expresszalodik.

2. Rekombindns moédon kifejezhetd a teljes hosszasagh fehérje csakiagy, mint

kiilonb6z6 fragmentjei.

3. Az ARHGAP25 a Rac kis G-fehérjére specifikus, a Rho-ra és a Cdc42-re nincs

szabalyozd hatéssal.

4. A talexpresszalt ARHGAP2S5 gatolja, a csendesitett endogén fehérje fokozza a

fagocitozist.

5. Az ARHGAP25 csendesitése tendencidzus novekedést okoz a filamentaris aktin

mennyiségében.

6. Az ARHGAP25 csendesitése fokozza a fagocitézist kovetd szuperoxid-

termelést.

7. A foleg citoszolikus fehérje fagocitdzis sordn a fagoszomamembranhoz

transzlokalodik.
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9 Osszefoglalas

A fagocitozis rendkiviil dsszetett folyamat: a bekebelezésre keriild részecskék
specifikus receptorokon keresztiili megkotése szamtalan jelatviteli utvonalat indit el,
amelyek végiil aktin-atrendez6déshez, a foszfoinozitid-metabolizmusban bekovetkezd
valtozasokhoz, illetve a fagocita NADPH oxiddz 0Osszeszerelodéséhez vezetnek.
Mindezen folyamatok kulcsfontossagii szabalyozéi a Rho csaladba tartozé kis G-
fehérjék. Térbeni és idobeni finomhangolasukat az Gket regulalo GAP-ok, GEF-ek és
GDI-végzik. Nagy szamuk ellenére neutrofilekben eddig csupan 6t GAP-ot irtak le.

Munkank soran azonositottunk humén neutrofilekben egy 1j, eddig nem vizsgalt
GTPaz aktivaldo fehérjét, az ARHGAP25-6t, mely fOként fehérvérsejtekben
expresszalodik. In vitro kisérleti koriilmények kozott, valamint €16 sejtekben vizsgaltuk
az ARHGAP25 kis G-fehérje specificitasat, melynek soran ugy talaltuk, hogy csak a
Rac-ot képes szabalyozni.

Megfigyeltiik, hogy a talexpresszalt ARHGAP25 gatolta a COSPhoxFcyR sejtek
¢lesztd felvételét. A neutrofil iranyba differencialtatott PLB-985 sejtekben, valamint
human primer makrofagokban az endogén ARHGAP25 csendesitése fokozta a
fagocitozist, melyet az altalunk beéllitott, citometrids mérési modszerrel vizsgaltunk. A
csendesitett ARHGAP25 emellett novekedett filamentaris aktin mennyiséget
eredményezett, ugyanakkor fokozta a szuperoxid termelést is, de csak azon esetekben,
amikor fagocitozisra alkalmas partikulumokkal stimulaltuk a folyamatot. A PMA-val
indukalt szuperoxid termelésben nem tapasztaltunk szignifikans valtozast.

COSPhoxFcyR sejtek ¢élesztd felvétele soran megfigyeltiik, hogy az ARHGAP25
a fagoszoma-membranhoz transzlokalodik.

A fentieket Osszefoglalva tgy gondoljuk, hogy a fehérvérsejt-specifikus
RacGAP ARHGAP25 a neutrofil granulocitak fagocitézisanak negativ szabalyozoja.
Hatasat valosziniileg a Rac-on keresztiili aktin-atrendezddésre hatva fejti ki. Feltehetéen
az Fc- és komplement receptorokbol induld jeldtviteli Gtvonalak valamely, a fagocita
oxidaz Osszeszerelddését megeldz0, kozos 1€pésében érintett. Azt, hogy maga az

ARHGAP25 hogyan szabalyozodik, tovabbi kisérletekben kivanjuk vizsgalni.
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10 Summary

Phagocytosis is a complex process: binding of the particles to specific receptors
initiates diverse signaling pathways that lead to actin polymerization, alteration of the
phosphoinositide metabolism, and assembly of the phagocyte NADPH oxidase
complex. All of these processes are regulated by Rho family small GTPases. Fine
temporal and spatial coordination of the activity of small GTPases depends on the
regulatory proteins GAPs, GEFs, and GDIs. Despite their large numbers only five
Rac/RhoGAPs have been identified in neutrophils.

In this study we investigated the novel leukocyte-specific GTPase activating
protein ARHGAP25 in human neutrophils. Investigating the small G protein specificity
of ARHGAP25 in in vitro studies and in living cells, we found that it affects GTP-
hydrolysis only on Rac.

We observed inhibition of yeast uptake in COSPhoxFcyR cells overexpressing
ARHGAP25. Silencing of the protein in differentiated PLB-985 cell and in primary
human macrophages caused increased phagocytosis which was measured with a
cytometric method developed by us.

In our experiments on differentiated PLB-985 cells, silencing of ARHGAP25
resulted in an increase of the f-actin level and caused an increase in phagocytosis-
related superoxide production. In phorbol ester induced superoxide production we
observed no significant difference between silenced and control cells.

In phagocytosing COSPhoxFcyR cells ARHGAP25 was enriched around the
phagosomes.

Taken together, we suggest that ARHGAP25, a novel leukocyte-specific
RacGAP is a negative regulator of phagocytosis in neutrophilic granulocytes potentially
acting via Rac-dependent f-actin reorganization. ARHGAP25 may be involved in a step
that is common in the signaling pathway of Fc- and complement receptors, but upstream
of the assembly of the NADPH oxidase complex. Investigation of the interacting

partners and regulation of ARHGAP25 will be the subject of future studies.
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