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BEVEZETES

A neutrofil granulocitdk, mint a természetes immunrendszer professzionalis
fagocita sejtjei, elengedhetetlenek a korokozok elleni védekezésben. A patogéneket
mintdzatfelismerd, valamint opszonin receptoraik révén ismerik fel, és kotik meg. A
receptorok ligandkdtése allabképzddést indit el, melynek segitségével a részecske a
fagoszomaba zarddva bekebelezésre keriil. A folyamatban kiemelt szerepe van az aktin
citoszkeleton gyors atépiilésének, mely preciz térbeni és idObeni szabalyozast igényel.
Az aktin-atrendez6dés szabalyozasaban kulcsszerepet toltenek be a Rho csaladba
tartozo kis G-fehérjék (Rac, Rho, Cdc42).

A kis G-fehérjék GTP-t kotve aktiv allapotba keriilnek. Ekkor vesznek fel olyan
térszerkezetet, amely lehetdvé teszi mas effektor fehérjékhez vald kotddésiiket és a
jelatvitel tovabbvitelét. A GTP-t elhidrolizalva inaktiv, GDP-kotott allapotba jutnak.
Ezen molekuléaris kapcsolok miikddését haromféle fehérje szabalyozza. A guanin-
nukleotid disszociacié inhibitorok (GDI-k) inaktiv, GDP-kotott allapotban tartjak a kis
G-fehérjéket. A guanin-nukleotid kicseréld faktorok (GEF-ek) eldsegitik a GDP
(GAP-o0k) nagymértékben fokozzak a kis G-fehérjék endogén GTP hidrolizisét, ezaltal
inaktivaljak azokat. fgy a GAP-ok fontos szerepet toltenck be a jelatviteli itvonalak
lezarasaban. Ugyanakkor egy-egy GAP gatlasa sziikséges lehet a szignalizaciod
elinditasahoz is.

A human genomban mintegy 70 olyan gént ismeriink, melyek Rac/RhoGAP-
okként miukodhetnek. Kozos jellemzdjik, hogy rendelkeznek egy koriilbeliil 200
aminosav hosszusagu katalitikus doménnel, amely GTPaz aktivalo hatasukeért felelds. A
GAP doménen beliil kiemelt szerepet tolt be egy konzervalt arginin aminosav, amely
hidnyaban a GAP aktivitds jelent6sen lecsokken, vagy teljesen el is veszhet. A
Rac/RhoGAP-okra jellemz6 valtozatos doménszerkezet, eddig feltart mikodésiik,
jelatviteli utvonalakban elfoglalt helyilik azt valosziniisiti, hogy szabalyozé feladataikat
specifikus molekuléris kdrnyezetben végzik.

Eziddig 6t olyan Rac/RhoGAP-ot azonositottak (Abr, Bcer, pSORhoGAP,
p190RhoGAP, ArhGAP15), amelyek kifejezddnek fagocita sejtekben és részt vesznek a

természetes immunvalasz szabalyozasdban. Az Abr-re és Bcer-re nézve kettds



génhidnyos egerekben a neutrofil granulocitdk primer granulumainak fokozott
melyek intenzivebb migraciot és fokozott fagocitozist mutattak. A p50RhoGAP
génhidnyos egerek neutrofiljei fokozott migracios készséget mutattak, azonban a sejtek
nem voltak képesek iranyitott (gradiens irAnyéba torténd) mozgasra. Ugy talaltik, hogy
a p50 hatasat ezen esetekben elsdsorban a Cdc42-n keresztil fejtette ki. A
p190RhoGAP-1dl leirtak, hogy human neutrofilekben részt vesz a RhoA B2-integrin
jelatviteli Utvonalon keresztiili szabalyozasaban. Ugyanakkor ujabban beszdmoltak
arrol, hogy egerekben a p190RhoGAP nem elengedhetetlen az integrin-medialt neutrofil
funkciok szabalyozasa soran. A p190RhoGAP-nak human és egér neutrofilekben fellelt
eltérd szerepét tekintve felmeriil, hogy a Rac/RhoGAP-ok szabalyozd szerepe esetleg
sejt-, vagy fajspecifikus. Az ArhGAP15 génhianyos egereket vizsgalva azt tapasztaltak,
hogy a knock-out egerek neutrofiljei fokozott migracios készséget, fokozott szuperoxid
termelést, fokozott fagocitdzist és ndovekedett baktériumolési képességet mutattak. Ezen
— dontden genetikailag modositott egereken végzett — kisérletek azonban tovébbra sem
valaszoljak meg azt a kérdést, hogy mely GAP(-0k) szabalyozzék a human neutrofilek
funkcioit.

Katoh és munkatarsa egy in silico munka keretében azonositottak egy 1j GAP-
ot, az ARHGAP25-6t, amely a GAP doménen kiviil tartalmaz még N-terminalisan egy
PH domént, valamint C-termindlisan egy szuperhelikalis, tgynevezett coiled coil
szakaszt. Az Expressed Sequence Tag (EST) adatbdzis szerint az ARHGAP25
kiemelkedé expressziot mutat a nyirokszovetekben és a vérben, melyet
munkacsoportunk sajat Northern blot kisérlete is alatdmasztott. Ennek ellenére eddig
még soha nem fejezték ki a teljes hosszusagh fehérjét és teljesen ismeretlen volt, hogy

van-e fiziologias funkcidja az ARHGAP25-nek fehérvérsejtekben.



CELKITUZESEK

Munkam soran a kovetkez6 célkitiizéseket tettem:

1. Microarray adatbazisokban vizsgalni az ARHGAP25, illetve mas Rac/RhoGAP-

ok szoveti expresszids mintazatat.

2. Bakterialis expresszios rendszerben kifejezni a teljes hossziisagh ARHGAP25

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

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

valamint a fagocitozis szabalyozasaban.

Ez utobbit tekintve célom volt tovabba egy olyan vizsgalati mdodszer beallitasa,
mellyel nagy hatékonysaggal, nagy elemszammal lehet vizsgdlni a

fagocitozisban bekovetkezd valtozasokat.



MODSZEREK

Microarray adatbazisok vizsgalata: AZ MRNS microarray adatok kiértékelése soran a
PubMed GEO DataSets adatbazisbol elérheté, Affymetrix Human Genome U133A
array-el késziilt kisérleteket hasznaltuk fel. Az expresszios szinteket a GAPDH értékére
normalizaltuk. Az adatok téblazatos abrazolasat Microsoft” Office Excel® 2007 SP2

szoftverrel végeztiik.

Sejtek, sejtvonalak: A kisérletek soran human polimorfonuklearis sejteket, a monocitak
PBMC-bdl M-CSF-fel differenciélt primer makrofagokat, neutrofil irdnyba differencialt
PLB-985 myelomonoblast sejtvonalat, illetve COS7 és COSphoxFcyR sejtvonalat
hasznaltunk. Ez utoébbiak olyan COS7 sejtek, melyeket eldzetesen stabilan
transzfektaltak a fagocita NADPH oxidaz enzimrendszer komponenseivel és az FcyRIla
receptorral. Az ARHGAP25-csendesitett PLB-985 sejtek transzfektalasa soran
siSTRIKE U6 hairpin cloning system rendszert hasznaltunk. A primer human
makrofagokat Amaxa Human Macrophage Nucleofector Kit segitségével, ARHGAP25-
spcifikus, illetve kontroll siRNS-sel transzfektaltuk. A COS7 és COSphoxFcyR sejtek

tranziens transzfekcidjadhoz Fugene HD reagenst hasznaltunk.

Plazmidok, fehérjék: A GST-vel kapcsolt ARHGAP25-6t, valamint kiilonb6z6 darabjait
human fehérvérsejtekbodl készitett CDNS-bAl klonoztuk PCR reakcid segitségével. A
felsokszorozott DNS darabokat pGEX4T-1, illetve pCFP-C1 vektorba illesztettiik. Az
ARHGAP25 katalitikus doménjében talalhatd konzervalt arginint QuickChange site-

directed mutagenesis Kit-tel alaninra cseréltiik.

Western blot: A kisérletekhez sajat készitésii anti-ARHGAP25 és anti-p50RhoGAP
poliklonalis antitestet, valamint kereskedelmi forgalmu anti-GST ellenanyagot, illetve

anti-p-aktin monoklonalis ellenanyagot hasznaltunk.

A GTPaz aktivitas mérése sejtmentes rendszerben: A rekombinans fehérjék GTPaz

aktivitasat radioaktiv GTP segitségével, ,,nitrocellulose filter-binding assay” modszerrel



mértiik. A radioaktivitast Beckman LS 5000TD folyadék-szcintillacios spektrométerben
olvastuk le.

A membranfodrozodas vizsgalata: A vizsgalathoz CFP-ARHGAP25-tel, mutans CFP-
ARHGAP25R192A-val, CFP-p50RhoGAP-pal, illetve inzertet nem tartalmazo CFP
vektorral transzfektalt COS7 sejtet hasznaltunk. A sejteket 20 percig stimulaltuk EGF-
fel, a filamentaris aktint Alexa-568-konjugalt falloidinnel jeloltik. Az eredményeket
konfokalis mikroszkoppal értékeltik.

A szuperoxid termelés mérése: Az ARHGAP25-csendesitett ¢s kontroll PLB-985 sejtek
fagoszomalis szuperoxid termelését luminometrids modszerrel, lucigeninnel mértiik. A
sejteket kevert human szérummal, vagy hdéinaktivalt kevert human szérummal
opszonizalt zymozannal stimulaltuk. A PMA stimulusra adott extracellularis szuperoxid

termelést citokrom c-vel mértik.

Filamentaris aktin jelolése PLB-985 sejtekben: A filamentaris aktint Alexa488-

falloidinnel jeloltiik, az eredményeket aramlasi citométerrel értékeltiik.

Elesztd fagocitézisanak vizsgdlata dramldsi citométerrel: Hével eldlt Saccharomyces
cerevisiae élesztot Cell Tracker Green fluoreszcens festékkel jeloltiink, majd kevert,
illetve hdinaktivalt kevert human savoval opszonizaltunk. Az élesztOket 10 percig
inkubaltuk egyiitt a fagocita sejtekkel, az eredményeket &aramlasi citométerrel

értekeltiik.

Fagocitozis vizsgalata konfokalis mikroszkoppal: A kisérletek soran CFP-ARHGAP25-
tel, CFP-ARHGAP25R192A-val, CFP-p50RhoGAP-pal, illetve inzertet nem tartalmazo
CFP vektorral transzfektalt COSphoxFcyR sejteket hasznaltunk. A sejteket 1 oran at
inkubdltuk egylitt opszonizalt, Cell Tracker Red fluoreszcens festékkel jelolt
¢lesztokkel, majd a fagocitozist konfokalis mikroszkoppal értékeltiik.

Statisztikai  analizis: Az adatok statisztikai elemzéséhez egymintds t-probat,

egyszempontos, illetve kétszempontos ismételt varianciaanalizist (ANOVA) végeztiink.



A post-hoc Gsszehasonlitashoz a Tukey honest significant difference (Tukey HSD)
tesztet hasznaltuk. A szignifikancia hatarat minden esetben a p<0,05 értéknél huztuk
meg. A statisztikai analiziseket a STATISTICA 7.0 programmal végeztiik (Statsoft,
Tulsa, Egyesiilt Allamok).



EREDMENYEK

Ph.D. munkam egyik részében nyilvanos internetes adatbazisokat elemezve
vizsgaltam a Rac/RhoGAP-ok szoveti megoszlasat. Ehhez 75 human Rac/RhoGAP-ot
azonositottunk (a GAP-ok nevezéktana rendkiviil diverz, ami megneheziti a
publikacidokban, vagy adatbazisokban torténd azonositasukat). Ezt kdvetden vizsgaltuk a
Rac/RhoGAP-ok mRNS microarray expressziés mintazatat, melyet szinkodolt
tablazatba foglaltunk. A kapott eredmények egybehangzoak voltak az ARHGAP25-r61
tett korabbi megfigyeléseinkkel (EST, Northern blot), miszerint a fehérje foleg a 1épben
¢és a periférias vér fehérvérsejtjeiben mutat magas mRNS expressziot. Ugyanakkor a
tobbi GAP-ra vonatkozd expressziés mintdzatok kiindulasi alapot szolgaltathatnak
tovabbi kisérletekhez.

Munkdm masik részében az ARHGAP25 human fagocitdkban betoltott szerepét
vizsgaltam. Elkészitettiik a fehérje rekombinans, teljes hosszisagh valtozatat, valamint
kiilonb6z6é fragmenseit. A fehérje coiled coil doménje ellen specifikus ellenanyagot
készitettiink, melynek segitségével kimutattuk az ARHGAP25-6t a fébb human
fehérvérsejt tipusokban, igy neutrofil granulocitdkban is.

Sejtmentes kisérleti rendszerben, rekombinans fehérjék és radioaktiv GTP
felhasznalasaval vizsgaltuk az ARHGAP2S5 kis G-fehérje specificitdsat. Ennek sordn azt
tapasztaltuk, hogy csak a Rac-ot képes szabalyozni, a Rho-t és a Cdc42-t nem. Ezen
eredménylinket sejtes kisérleti rendszerben is megerdsitettik: a tulexpresszalt
ARHGAP25 gatolta a Rac-fiiggé membranfodrozodast COS7 sejtekben, ugyanakkor
nem tapasztaltunk olyan fenotipust, amely a Rho-t szabalyoz6 GAP-okat kifejezé
sejtekre jellemzd. A mutans ARHGAP25R192A, melyben a GAP domén konzervalt
argininjét alaninra cseréltiik, elvesztette RacGAP aktivitdsat, igy a késdbbi
kisérletekben, mint funkcidvesztett mutans volt alkalmazhato.

Ezt kovetéen a talexpresszalt ARHGAP25 fagocitozisra gyakorolt hatdsat
vizsgaltuk. Ehhez olyan COSphoxFcyR sejtvonalat hasznaltunk, melyet elézetesen
stabilan transzfektaltak a fagocita oxidaz enzimrendszer komponenseivel, illetve az
FcyRlIla receptorral. A sejtekhez kevert human szérummal opszonizalt élesztét adva azt
tapasztaltuk, hogy a talexpresszalt ARHGAP25 jelentdsen gatolta a fagocitozist. A
funkcidvesztett ARHGAP25R192A-nak nem volt ilyen hatasa, amely arra utal, hogy az



ARHGAP25 RacGAP-ként vesz részt a fagocitézis szabalyozasaban. A kontrollként
alkalmazott pSORhoGAP, mely ugyancsak képes a Rac-ot szabalyozni, nem gatolta a
fagocitozist, ami az ARHGAP25 specifikus szerepére utal. A kisérletek soran a mutans
ARHGAP25R192A, mely egyébként a vad tipusu fehérjéhez hasonld diffuz,
citoplazmatikus elhelyezkedést mutatott, a fagoszoma membran koré rendezédott. Noha
az ARHGAP2S5 talexpresszidja gatolja a fagocitozist, az esetek mintegy 10%-aban,
amikor mégis tortént ¢lesztd felvétel, a vad tipust GAP is a fagoszoma membran
kozelében dusult.

Tovabbi kisérleteinkhez bedllitottunk egy aramlasi citometrian alapulé modszert,
melynek segitségével gyorsan, nagy elemszdmmal lehet vizsgalni fluoreszcens
részecskék (esetiinkben opszonizalt ¢lesztd) felvételét. A citometridban a méret
jellemzésére az eldre iranyuld fényszords (FSC), a granulaltsag mérésére pedig az
oldaliranyt fényszoras (SSC) szolgdl. Ezen két paramétert vizsgalva (,,dot-plot”
diagram) jol elkiilonitheték a fagocitak és a szabad élesztd részecskék. Annak
érdekében, hogy biztosan meg tudjuk kiillonboztetni az élesztdt tartalmazo és a nem
fagocitalt sejteket, az élesztoket fluoreszcens festékkel jeloltik. A dot-plot diagramon
kikapuztuk a fagocita populaciot, majd a kapuzott sejtekre jellemz6 fluoreszcenciat
hisztogramon abrazoltuk. A hisztogram alapjan végiil kiszamolhatd az ¢élesztot
fagocitalt sejtek aranya.

Az igy bedllitott modszerrel vizsgaltuk neutrofil irdnyba differencialtatott PLB-
985 sejtek fagocitozisat, melyekben az endogén ARHGAP25-6t specifikus shRNS-sel
csendesitettiik. Kisérleteink soran a csendesitett sejtek szignifikdnsan hatékonyabban
fagocitaltak a kevert human savdval opszonizalt élesztoket a kontroll sejtekhez képest.
Hasonlo eredményt kaptunk ARHGAP25-specifikus, illetve kontroll siRNS-sel kezelt
primer human makrofagokat vizsgalva. Specifikusan az Fc-receptoron (FcR) keresztiili
¢élesztd felvételt ugy vizsgaltuk, hogy hdinaktivaltuk a savot opszonizalas el6tt, ezaltal a
komplement rendszert és a komplementen keresztiili fagocitozist kikapcsoltuk. Az igy
opszonizalt ¢élesztdk PLB-985 sejtek altali felvételének hatékonysdga nagymértékben
lecsokkent, amely Osszefliggésben all a PLB-985 sejtek alacsony FcR expressziojaval.
A csendesitett sejtek ez esetben is tobb élesztét fagocitaltak, azonban a kiilonbség

statisztikailag nem volt szignifikéans.



A fagocitozishoz elengedhetetlen a megfelelé aktin-citoszkeleton atrendezddés,
melyben kulcsszerepet jatszik a Rac kis G fehérje is, ezért megvizsgaltuk, hogy az
ARHGAP25-nek van-e valamilyen hatasa a sejtek filamentaris aktin (f-aktin)
halozatara. Azt tapasztaltuk, hogy az ARHGAP25 csendesitése PLB-985 sejtekben
tendenciozusan fokozta a filamentaris aktin mennyiségét a kontroll sejtekhez képest.

A PLB-985 sejtek fagoszomalis szuperoxid termelésének vizsgdlata soran
opszonizalt zymozan stimulust alkalmaztunk. Abban az esetben, ha teljes kevert savoval
opszonizalt zymozant adtunk a sejtekhez, az ARHGAP25-csendesitett sejtek fokozott
szuperoxid termeléssel valaszoltak: a szuperoxid termelés sebessége mintegy
haromszorosa volt a kontroll sejtekének. Abban az esetben, ha hdinaktivalt savéoval
opszonizaltuk a zymozant, miel6tt a sejtekhez adtuk, a szuperoxid termelés mértéke
elmaradt a kevert savoval opszonizalt zymozanhoz képest. A sejtek csak mintegy 5
percnyi latencia utdn kezdtek el szuperoxidot termelni, és a csendesitett és kontroll
sejtek kozott nem volt szignifikdns kiillonbség. A PLB-985 sejtek extracellularis
szuperoxid termelését PMA stimulussal valtottuk ki. Ennek soran az ARHGAP25-
csendesitett PLB-985 sejtek ¢és a kontroll sejtek szuperoxid termelése kdzott nem volt
szignifikans kiilonbség. Ezen megfigyelés arra utal, hogy az ARHGAP25 valosziniileg

nem kozvetlentil vesz részt a szuperoxid termelés szabalyozasaban.



KOVETKEZTETESEK

Ph.D. dolgozatomban az ARHGAP25 human neutrofil granulocitdkban betdltott
szabalyozd 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. Rekombinidns modon kifejezhetd a teljes hosszisagu fehérje csaktigy, mint

kiilonb6z6 fragmentjei.

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

szabalyozo hatéssal.

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

fagocitozist.

5. A féleg citoszolikus fehérje fagocitdzis sordn a fagoszomamembranhoz

helyezddik at.

6. Az ARHGAP25 csendesitése tendencidzus novekedést okoz a filamentaris aktin

mennyiségében.

7. Az ARHGAP25 csendesitése fokozza a fagocitozist kovetd szuperoxid-

termelést.
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