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2. Roviditesjegyzék

AD
AIR
APC
ARHGAP
BCR
BSA
CD
CGD
cytc
Cytbssg
DC
DFP
DMFA
DPI
DSS
Duox
EC
ECAR
Em
Eo/Ne
ER

ERK

FAD
FBS
fMLP
GAP
GDI
GEF

OH

Gl puffer
GM-CSF
HBC
HMS
HRP
Hvl
HVCNL1

aktivacios domén

autoinhibitoros regio

antigénprezentald sejt (antigen presenting cell)

Rho GTP-az aktivalo protein

B-sejt receptor (B-cell receptor)

bovin szérumalbumin

differenciacios marker (cluster of differentiation)
krénikus granulomatozis (chronic granulomatous disease)
citokrom c

citokrom bssg

dendritikus sejt (dendritic cell)

diizopropil-fluorofoszfat

dimetilformamid

difenil-jodonium (diphenyl-iodonium)
diszukcimidil-szuberat

Dual oxidase

extracellularis

extracellularis savanyodasi rata (extracellular acidification rate)
membranpotencial

eozinofil/neutrofil hAnyados

endoplazmas retikulim
extraellularis szignal-szabalyozott kinaz
(extracellular signal-regulated kinase)

Flavin-adenin-dinuleotid

fotalis borjuszérum (fetal bovine serum)
N-formil-methionil-leucil-phenilalanin

GTP-az aktivalo protein

guanilil disszociacio inhibitor

guanozin nukleotid cseréld fehérje (guanosin exchange factor)
protonkonduktancia

granulocita izolal6 puffer

granulocita-monocita koloniastimulalé faktor
hydrogen-bonded chain (hidrogénhid-lanc)
hex6z-monofoszfat-shunt

tormaperoxidaz (horseraddish peroxidase)

fesziiltségfiiggd protoncsatorna

a fesziiltségfiiggd protoncsatorna génjének megjeldlése (Hydrogen

4



IC

IF
IFNy
IL-8
KO
LCL
LPS
MAPK
MC
MHC
mHv1
MPO
NADPH
NBT
NEM
NET
NGS
Nox
OCR
Orai
PB1
PBS
PCR
PDI
PDM
PerC
phox
PI(3)P
P1(3,4)P;
PKC
PKD
PMA
PMN
PMSF
PRR
PTP
PX
ROS
SDS
SH3
SIRNS

DOI:10.14753/SE.2015.1820

Voltage-gated channel 1)

intracelluléris

immunfluoreszcencia

interferon-y

interleukin-8

knock out

luminol kemilumineszcencia (luminol chemiluminescence)
lipopoliszacharid

mitogén-aktivalt protein kinaz

mononuklearis sejt (mononuclear cell)

6 hisztokompatibilitasi komplex (major histocompatibility comlex)
a Hv1 egér homologja (mouse Hv1)

mieloperoxidaz

nikotinamid-adenin-dinukleotid foszfat
nitroblue-tetrazélium

N-metilmaleimid

neutrofil extracellularis csapda (neutrophil extracellular trap)
normal kecskeszérum (normal goat serum)
NADPH-oxidaz

oxigénfogyasztasi rata (oxigen consumption rate)

Orai kalcium felszabadulas-aktivalt kalcium modulétor
phox és Bem1 domeén

pufferként foszfatot tartalmazo séoldat (phosphate buffered saline)
polimeraz lancreakcio (polymerase chain-reaction)
protein-diszulfid-izomeraz

N’N’-femiléndimaleimid

haslireg (peritoneal cavity)

fagocita oxidaz (phagocyte oxidase)
foszfatidil-inozitol-(3)-foszfat
foszfatidil-inozitol-(3,4)-biszfoszfat

protein kinaz C

protein kinaz D

forbol-mirisztat-acetat (phorbol-myristate-acetate)
polimorfonuklearis sejt

fenilmetanszulfonil-fluorid

prolingazdag régio (proline-rich redion)

protein tirozin foszfataz (protein tyrosine phosphatase)
phox homolog

reaktiv oxigén szarmazékok (reactive oxygen species)
natruim dodecil szulfat (sodium dodecyl sulfate)

src homoldgia 3 domen

kis interferalo RNS (small interfering RNA)



SOCE
STIM
STZ
TAT
™
TNFa
TPR
VSD
VT
WB
XF
B-ME

DOI:10.14753/SE.2015.1820

kapacitativ Ca*- (belépésstore-operated Ca*-entry)
stromalis kdlcsdnhatas fehérje (stromal interaction molecule)
szérum opszonizalt zimozan (serum-treated zymosan)
transzaktivator protein

transzmembran szegmens

tumornekrézis faktor o

tetratrikopeptid ismétlddés (tetratricopeptide repeat)
fesziiltségérzékeld domén (voltage sensing domain)
vad tipus

Western blot

extracelluléris &ramlés (extracellular flux)
[-merkaptoetanol



DOI:10.14753/SE.2015.1820

3. Bevezetés

A nikotinamid-adenin-dinukleotid foszfat (NADPH)-oxidaz enzimcsaladba
tartozé feherjék elektronok transzportjat katalizaljak a sejtmembranon keresztil, melyek
molekularis oxigénnel egyesilve reaktiv oxigén szarmazékokat (reactive oxygen
species, ROS) képeznek. Noha ROS termelésére melléktermékként tébb enzimrendszer
is képes (mitokondridlis légzési lanc, lipoxigenaz), a NADPH-oxidazok azon ritka
enzimek kozé tartoznak, amelyek a szabadgyokok szabalyozott termelésére
specializalodtak  [1]. Az enzimcsaldd tagjai  tobbségében tébbkomponensii
enzimkomplexek, melyek membrankotott €s citoszolikus alegységekbdl épiilnek fel. Az
elektrontranszportért az elobbiek, azon beliil is az Gn. kozponti alegységek feleldsek.
Emberben a NADPH-oxidazok hét kozponti alegysége ismert: Nox1, Nox2, Nox3,
Nox4, Nox5, Duox1 és Duox2 [2]. Az enzimcsalad tagjai a legkulonfélébb szovetekben
fordulnak eld, és olyan ¢lettani és koros folyamatokban jatszanak szerepet, mint a
pajzsmirigyhormonok termelése [3], az otoconiumok szintézise [4], a spermiumok
motilitdsdnak szabalyozasa [5], vagy a magasvérnyomas betegség kialakulasa [6]. A
NADPH-oxiddazok legjobban ismert és a legjelentésebbek kozé tartozd funkcidja
azonban a Nox2 enzimkomplexhez kothetd. Az Nox2 aktivitasa kapcsan keletkezé ROS
ugyanis fagocitdkban a korokozok hatékony elimindlasat segitik eld. Emiatt az
irodalomban a Nox2 enzimkomplexet fagocita oxidazként (phagocyte oxidase, phox) is
emlitik. A Nox2 komplex velesziiletett defektusa visszatérd és elhtzodd bakterialis és
gombas fertézésekhez vezet. Ezt az allapotot kronikus granulomatozus betegségnek
(chronic granulomatous disease, CGD) nevezik. A phox jelenlétét a mieloid eredetii
fagocitézisra képes sejtek (pl. neutrofil és eozinofil granulocitdk, monocitak,
makrofagok és dendritikus sejtek) mellett B-limfocitakban is leirtak. A fagocita oxidaz
felépitését, mikodését, élettani és patologias folyamatokban betdltott szerepét szamos
osszefoglal6 kdzlemény targyalja [7-9]

A NADPH-oxidazok altal katalizalt elektrontranszport a membran
depolarizacidjahoz vezet, a NADPH oxidacidja kdvetkeztében pedig az intracellularis
tér pH-janak csokkenése kovetkezik be. A fenti folyamatok mind gatoljak a phox

mikodését, ezért az enzim falosejtekben tapasztalhatod tartésan intenziv mikodéséhez
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kompenzacids mechanizmusok sziikségesek [7]. Az egyik leghatékonyabb kompenzélo
mechanizmus a fesziiltségfiiggd protoncsatornan (Hvl) keresztiili H'-kiaramlas,
amellyel mindkét imént emlitett probléma orvosolhatd. A Hvl jelent6ségét a phox-
aktivitds tamogatasasban jelzi, hogy Hvl hianyos egerek granulocitai 35-80%-kal
kevesebb ROS-t termelnek [10].

Jelen iras legfoképpen a Nox2-komplex és a fesziiltségfliggd protoncsatorna
fehérvérsejtekben betoltott szerepének bemutatasaval foglalkozik, roéviden kitérve a
fehervérsejtekben leirt egyéb NADPH-oxidazokra is, a késébbi fejezetekben pedig a

témaval kapcsolatos sajat kutatasi eredmények kerlilnek bemutatasra.

3.1 A Nox2 enzimkomplex felépitése, miikodése és szabalyozasa

Az aktiv Nox2-komplex a kovetkezd alegységekbdl épiil fel: Nox2, mas néven

Phox 3 név a glikoprotein természetli, 91 kDa molekulatomegti phox alegység

gpol
roviditése), p22P"™ p67P"* pa7P"* p40P"™ és Rac. A Nox2 és a p22P"™ egyiittesen
alkotjak a komplex membrankotott részet, melyet citokrom bssg-nak (cytbssg) neveznek.
A fennmaradd, Gn citoszolikus alegységek kozul a p67°", a p47°"* és a p40P"™
egymassal 1:1:1 sztochiometridju komplexet képez, mig a Rac monomerként fordul el
a citoplazmaban [11]. A citoszolikus alegységek aktivalé ingerek hatasara
kdlcsonhatésba l1épnek a cytbssg-cal, meginditva ezzel az enzim miikodését.

A nemzetkdzi irodalomban a Nox2 megnevezés vonatkozhat a kozponti
alegysegre és a komplex egészére egyarant. A konfuzio elkerllése vegett a
tovabbiakban a kozponti alegységet Nox2-ként, vagy gp91°"™-ként emlitem, mig a
teljes komplexre a Nox2-(enzim)komplex, phox, esetleg oxidaz megnevezést
hasznalom.

Ahogy a bevezetbben mar leirtam, a komplex miikodése soran elektronokat
transzportal a plazmamembranon keresztiil az intracellularis térbdl az extracellularis
vagy a fagoszomalis térbe. Az enzim milkdodése kizarolag a szubsztratokat és a
végtermékeket figyelembe véve az alabbi reakcidegyenlettel irhato le [12]:

(1) NADPH+ 20,—NADP*+H"+ 20,
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Amint az egyenletbdl kitlinik, az enzim mikodése molekuléris oxigént igényel,
ezaltal megndvelve a sejtek oxigénfogyasztasat. A fagocitakban tapasztalhat6 intenziv
Nox2 aktivaciot ezért 1égzési robbanasnak is nevezik [2].

A reakcid termékeként keletkez6 szuperoxid anion (O;") féléletideje révid, mivel
spontan vagy szuperoxid dizmutaz segitségével hidrogén peroxidda (H,O,), majd
kiilonb6zé peroxidazok 4ltal az erésen reaktiv hipoklorittda (HOCI) alakul, mely
vegyuletek (egyebek mellett) mind a ROS csoportjaba tartoznak. A fenti vegylletek
valamennyi hatisukat kiilonb6z6 molekuldk (per)oxidalasan keresztiil fejtik ki, mely
hatdsok kozul falosejtekben a kdrokozok karositasat tartjak a legfontosabbnak. Az
oxigén szarmazékok szerepének részletes leirasa el6tt azonban ismerkedjiink meg az
egyes phox alegységekkel. A kovetkezd fejezetekben elsésorban az emberi fehérjékrol

esik sz0, ahol indokolt, egyéb fajok homoldg proteinjei is emlitésre keriilnek.

3.1.1 Nox2

A Nox2 génje az X kromoszoman taldlhatd [13], defektusa a CGD-s esetek
kétharmadaért felelés. A kromoszémalis lokalizacié miatt a CGD ezen tipusa fitkban
gyakoribb [14].

A Nox2 570 aminosavbol épiil fel, az érett fehérje er6sen glikozilalt, Western
blottal megfigyelheté molekulatomege 70-90 kDa [15]. Szerkezetének hidropatias
elemzése alapjan 6 transzmembran szegmenssel (6-TM) rendelkezik, az N- és C-
terminalis egyarant citoszolikusan talalhaté (1. abra) [16-18]. Az elektrontranszport a
fehérjén beliill a kovetkezOképp valosul meg. Az elektron a C-termindlis kozelében
talalhatd6 NADPH-, és flavin-adenin-dinukleotid (FAD)-kot6 doméneken (Id. 1. abra)
megkotdtt NADPH-rél a FAD-ra vandorol. Ezt kovetéen a harmas és 6tos TM domén 1-
1 par hisztidinje altal koordinalt belsé, majd kiilsé hemre keriil, hogy ott O,-vel
egyesulve szuperoxidot képezzen [19].

A fenti folyamat Kkatalizalasara a Nox2 csak egyéb alegységekkel szorosan
egyiittmiikddve képes: p22""%, p67°"* p47P" Rac [2]. A kélcsonhatésok szerepére az

egyes alegységeknél részletesen kitérek.
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Extracellularis

‘“H'UOOG.@G&. (eO0e e eesssssse .ﬂl.

NADPH 3

1. dbra. A Nox2 feltételezett szerkezete. A Nox2 kristalyszerkezete nem ismert, a
szerkezeti adatok indirekt bizonyitékokon alapulnak. A szuperoxidképzéshez sziikséges
elektrontranszport-lanc mind a 4 redox centrumat a Nox2 tartalmazza, illetve kéti meg.
Citoszolikusan talalhatdak a NADPH- és FAD-ko6t6 domének, az elektrontranszport az
itt megkdtott NADPH-n és FAD-on keresztil indul meg. A Nox2 6 transzmembran
szegmenssel rendelkezik, melyek kozll a Ill-as és az V-0s-ben talalhatd 2-2 hisztidin
koordinalja az elektrontranszortban részt vevo két hemet. A lanc végén egy molekuléris
oxigén-molekula talalhatd, melyet az extracellularis tér felé nézé hem kot meg. [2]

alapjan.

3.1.2. p22°hox

A p22ph°X-ot kodold gén defektusa autoszomalis recessziv modon 6rokléddé CGD-t
okoz, mely az Gsszes eset kb. 5%-ért felelés [14]. A Nox2 mellett a p22°™ a Nox1,
Nox3 és Nox4 izoformak stabilitisaért is felelds [20,21]. Noha egerekben p22°P"

10
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hianydban az immundefektus mellett egyéb, nem immunoldgiai jellegli tiinetek is
kialakultak (pl. egyensulyzavar), embereken a CGD-re jellemz6 panaszok mellett egyéb
eltérést nem talaltak [22].

A p22°"* 195 aminosavbél épil fel, és nem glikozilalédik [23,24]. A Nox2-h6z
hasonldan integrdns membranfehérje, mely 2 TM szegmenssel rendelkezik (az N- és C-
terminalis egyarant intracellularis elhelyezkedést, 2. abra) [16].

A p22°"* fehérje a Nox2-komplexen beliil a kovetkezd funkciokkal rendelkezik:
1) a Nox2 érésének eldsegitése €s membranban valo stabilizaldsa, ii) citoszolikus
alegységekkel valo interakcio. A Nox2-vel kialakitott kapcsolatért a fehérje N- és C-
termindlisdn egy-egy domén felelds (2. abra) [25]. A kolcsonhatas jelent6ségét jelzi,
hogy faldsejtekben a cytbssg alegységei csak heterodimerként stabilak, a monomerek a
proteoszomaban lebomlanak [26]. Ennek megfeleléen a Nox2 hianyos betegek
fagocitaiban a p22°" sem talalhaté meg fehérjeszinten, és vica versa [27]. A p22P"* C-
terminalis prolin-gazdag régidja (proline rich region - PRR) emellett a komplex
aktivacioja soran a p47°"-szal is kolcsonhatasba 1ép [28], mely a normal miikddés
elengedhetetlen feltétele [20]. Egyesek a p22P"™-p67°"* interakcid létezésére is
bizonyitékot talaltak [29,30], mely kapcsolat a p22P"™-p47°"* kolcsonhatasnal kisebb

affinitast. Felteheten emiatt tobb szerz6 az interakciot aspecifikusnak tekinti [2,31].
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® Acytb,, stabilitdsédhoz sziukséges
A cytbssg stabilitasahoz nélkilozhets

— A p47wx kélcsdnhatasbhan részt vesz

2. dbra. A p22°"™ feltételezett szerkezete. Krisztallografias eredmények hianyéban a
struktdrara indirekt adatok alapjan kovetkeztettek. A p22P" két transzmembran
doménnel rendelkezik. A fehérjének két f6 feladata van. Az egyik a Nox2 stabilizaldsa a
membranban. Az ehhez elengedhetetlen aminosavakat fekete korok jeldlik, a
nélkiilozhetdeket fehér karikak jelolik. A masik fontos feladat a komplex Gsszedllasa
soran a p47°" kotése, melyben a sziirke csikkal jeldlt (zomében prolinban gazdag)

aminosavak vesznek részt. [32] alapjan.

3.1.3. p47P"™

A p47°" génje a 7-es kromoszoman talalhaté, hibaja a CGD-k 20%-aért felelds,
ezzel az autoszomalis-recessziv modon 6roklddé CGD leggyakoribb oka [14].

A p47°"* 390 aminosavbdl épuil fel, molekulatdmege 44,7 kDa [33,34]. A fehérje
a kovetkez6 doménekel rendelkezik (3. abra): N-termindlisan egy phox homoldg (Un.
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PX) domén talélhato, mely a foszfatidil-inozitol (3,4) biszfoszfat [P1(3,4)P,] kotésért
felel6s. A PX domént két tandem Src homologia 3 (SH3) domén koveti. Ezen régio
feladata a p22°"*-szal kialakuld kapcsolat létrehozasa (3. abra). Az autoinhibitoros
régio (AIR) a p47""™ sajat SH3 doménjeihez kotddik, meggatolva azok milkodését. Az
AIR tdbb foszforilalhatd aminosav-oldallancot is tartalmaz, mely megteremti a
szabalyozas lehetdségét. A foszforilacid hatasara az AIR gatlo mikodése megsziinik,
lehetdvé téve a p22""*-szal kialakuld kolcsonhatast. A fehérje C-terminalisan egy
prolingazdag régi6 helyezkedik el, mely a p67°"™ SH3 doménijével alakit ki kapcsolatot
[35]. Nyugalmi allapotban tehat az AIR nem foszforilalt, igy a p47°""* SH3
doménjeinek gatlasa miatt a p22P"™-p47°" interakcié nem alakulhat ki. Foszforilacio
hatésara az SH3 domének gatlasa megsziinik, a p47°" a tobbi citoszolikus alegységgel
egylitt a membranhoz transzlokalddik, eldsegitve az oxidaz aktivaciojat (részletesen lasd
a phox szabalyozasa fejezetet) [36,37]. A fent leirt funkcidja miatt a p47°"™-ot a

komplex organizatoranak is nevezik [2].

pﬁ? phox

Foszforilalhato
oldallancok

3. 4bra. A p47°"™ doménjei. N-terminalisan a foszfatidil-inozitol biszfoszfat (PIP,)
kotésert felelos PX domeén talalhato, ezt kovetik az src homologia 3 (SH3) domének,
melyek a p22°"™-szal kapcsolédnak, mig a C-terminélis prolingazdag régié6 (PRR) a
p67"".szal hoz létre kapesolatot. A Nox2 komplex Osszeszerelddésében
kulcsfontossagu az autoinhibitoros régio (AIR), mely foszforilalatlan alapotban a
p47°"* SH3 doménjeihez kot, megakadélyozva a p22°"*-szal létrejové kdlesonhatast.
Foszfolrilacié hatasara az AIR levalik az SH3 doménekrdl lehetdvé téve a komplex

Osszeéallasat. [2] alapjan.
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3.1.4. p67°"

A p67™"* génjének hibaja szintén CGD-t okoz, mely az esetek csupan toredékéért
(~5%) felelds [14]. A p67°"° 526 aminosavbol felépiils fehérje [38], mely szintén tébb
domennel rendelkezik. N-terminalisan egy tetratrikopeptid ismétlédéseket tartalmazo
domén (tetratricopeptide repeat-TPR) [39] taldlhatd, mely a Rac-kal 1étrejovéd

kolesonhatasért felelds [40]. Az Un. aktivaciés domén (AD) a gp91P"™

-szal lep
kapcsolatba, és az enzimaktivitds serkentéseében jatszik szerepet [41]. A Kisérletes
eredmények arra utalnak, hogy az AD a Nox2-n az elektron NADPH-r6l FAD-ra
torténd transzportjat segiti elé [42]. Emiatt a p67°"™

emlitik [2]. A fehérje ,phox és Beml” (PB1) doménje a p40""*-szal kialakul6

-ot a komplex aktivatoraként is

kapcsolatban jatszik szerepet [43]. Végil a C-terminalison elhelyezkedé SH3 domén a
P47 gzal 1étrejové interakcioban vesz részt [35] (4. abra), mely kolcsonhatés

nélkilozhetetlen a p67°"™

aktivaciora bekovetkezé membran-transzlokaciojahoz [44].

A p67°" stimulus hatasara kiilonbozé kinazok altal foszforilalodhat: protein
kindz C (PKC) [45,46], extracellularis szignal-regulalt kinaz 2 (ERK2), p38 mitogén-
aktivalt protein kindz (p38MAPK) [47]. A foszforilacid szerepe a p67°"™

szabalyozasaban azonban még kevéssé ismert [11].

mnphax p4 ?phcuc
FPB1 PRR
PB1

4. &bra. A p67""* sematikus szerkezete. Az N-terminalisan elhelyezkedd

Rac NOX2 "

tetratricopeptide-repeat (TPR) domének a Kkis G-fehérje Rac-kal alakitanak Ki
kolcsonhatast. Az AD-vel jeldlt aktivacios domén a Nox2-vel 1ép interakcidba, ezaltal

facilitdlva a Nox2-n keresztiil megvalosuld elektrontranszportot. A phox-Bem1l (PB1)
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crer

domén a p47°"™ kotéséért felelds. [2] alapjan.

3.1.5. p40Pho

A p40P"™ génje a 22. kromoszéman helyezkedik el [48]. Idaig egyetlen olyan
esetet jelentettek, melyben a CGD hétterében a p40°"™ defektusa huzodik meg (Id.
lentebb).

A p40°"* 339 aminosavbol épiil fel [49], és a kovetkezé doménekkel rendelkezik.
Az N-termindlis kozelében egy PX-domén talalhaté (5. abra), mely a foszfatidil-
inozitol-(3)-foszfathoz [PI(3)P] kotédik [50]. A domén a p47°"™ hasonld doménijével
egylittmiikbdve szerepet jatszhat a citoszolikus alegységek lokalizacidjanak
szabalyozéasaban [48]. A 175-225. aminosavak éltal alkotott SH3 domén a p47°"** PRR-
jével 1ép kapcsolatba, ezaltal versengve a p67°"* SH3 doménjével [51]. Tekintettel arra,
hogy a p47"™ a p67°".szal alakit ki erSsebb kolcsdnhatast, a p47P"*-p40P"o
interakcionak alarendelt szerep jut a komplex kialakitasdban [52]. A C-termindlisan
elhelyezked6 PB1 domén ezzel szemben nagyobb jelentségii. Ahogy azt kordbban
lefrtam, a fehérje ezen része felelds a p67°"™ kotéséért [43] (5 abra). A kolcsonhatas
fontossagat joI mutatja, hogy p67°"™ hidnydban a p40P"™™ sem detektalhatd, a
kolcsonhatés tehat a fehérje stabilitasat fokozza [53].

A p40P"* Nox2-komplexben betdltétt szerepe nem teljesen tisztéazott. Sejtmentes

phox

kdzegben a p40 nem szikséges a hatékony szuperoxid-termeléshez [49]. Intakt

sejteken végzett vizsgalatok alapjan egyes szerzok arra kovetkeztettek, hogy a p40phox
gatolja a komplex miikddését [54,55], mig masok aktivalo hatasrol szamoltak be [56—
58]. Az egyetlen olyan eseten keresztiil, melyben a CGD hétterében a p40°"™* defektusa
hazodik meg, kdzelebb keriilhetiink a fehérje szerepének megértéséhez. A szoban forgd
beteg faldsejtjei ugyanis csokkent fagoszémalis ROS termeléssel rendelkeznek, mig az
extracellularis térbe iranyulé szabadgyok-felszabadulasuk lényegében nem karosodott
[59]. A p40P"™ jelentésége feltehetéen abban 4ll, hogy PX-doménjének PI(3)P kotésén

keresztiil serkenti a komplex fagoszomalis membranban torténd 6sszeépiilését [60].
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ps?phnx
PB1 -
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PI(3)P 2

1

5. dbra. A p40”"™ doménjei. Az N-terminalis PX domén a foszfatidil-inozitol-(3)-
foszfat kotéséért felels. A C-terminalis phox-Beml (PB1) domén a p67°"™-szal 1ép

kolcsdnhatasba. [2] alapjan.

3.1.6. Rac

A kis G-fehérjék kozé tartozo0 Rac fehérjecsaladnak dsszesen harom tagja van,
melyek kozil a Racl és Rac2 talalhatd meg immunsejtekben. Altalanossagban
elmondhato, hogy immunsejtekben a Rac2 a dominéans forma, makrofagokban azonban
mindkét izotipus megtalalhaté [60]. Nyugalomban a sejtekben a Rac GDP-ko6tott,
inaktiv forméaja talalhatd. A protein GDP-kotott alakjat egy, az immunsejtekben
jelenlévé fehérje, a Rho-GDI (Rho GDP disszociacio inhibitor) stabilizalja. Stimulécid
hatasara a guanozin nukleotid cseréld fehérjék (guanosine exchange factor, GEF)
segitségével a Rac GTP-kotott, aktiv formaja alakul ki [61]. Az aktiv fehérje
prenilcsoportja, illetve polibazikus régidja segitsegével a membranhoz koét, ahol
kolcsonhatasba 1ép a Nox2-vel és a p67°"*-szal [62,63], fokozva ezzel a p67°"™
aktivalo hatésat [64].

3.1.7. A phox aktivitacié és aktivitds molekularis szabalyozasa

A fentiekbdl kitiinik, hogy a phox mikddése szamos kiilonbozé alegység
koordinalt egyiittmiikddését igényli. Egy ilyen komplexitasu rendszer kifejlédése pl.

akkor lehet indokolt, ha térben és idében nagyon pontosan sziikséges az enzim
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aktivitasat szabalyozni, amit indokolhat, hogy a massziv ROS-termelés potencialisan a
gazdaszervezetet is veszélyezteti.

A phox aktivitasa elméletileg a szubsztratellatottsagon (O,, NADPH) keresztul is
szabalyozhato. Az oxigénellatottsag csak szélsdséges koriilmények kozott befolyasolja
az enzim mitkodését, hiszen az oxiddz aktivitdsa csak akkor karosodik, ha az oxigen
parcialis nyomasa a légkori 5%-a ala csokken (ilyen alacsony oxigéntenzio alakulhat ki
pl. talyogok belsejében) [65]. A NADPH-utanpdétlasrol a hexoz-monofoszfat-shunt
(HMS) enzimei gondoskodnak. A HMS és a phox kodzotti kapcsolat szorossagat jelzi,
hogy irodalmi adatok alapjan a phox és a HMS egyik tagja, a 6-foszfoglukonat
dehidrogendz az oxidaz citoszolikus alegységeivel ko-immunoprecipitalhatd. Ezen
enzim hianyaban a Nox2 NADPH iranti affinitasa csokken [66]. Mindemellett a legzési
robbanas NADPH-igénye meghaladhatja a HMS kapacitasat, emiatt a NADPH
ellatottsdg sebesseg-meghatarozo lehet, de ez a komplex finom szabalyozasaban nem
jatszik jelentds szerepet [65].

A jelenleg legelfogadottabb nézet szerint a phox a kovetkezoképp aktivalodik (6.
abra). Nyugalmi Allapotban a membranban talalhatd alegységek elkilonilnek a
citoszolikusaktdl. Stimulaci6 hatasara kiilonbozé kinazok foszforilaljak a p47°"™-ot,
ennek hatésara az AIR levalik a fehérje egyéb doménjeirdl, lehetévé téve a p22°"™-szal
1étrejove kapcsolatot, ezaltal a p67°"-ot és p40P"™-ot is a cytbsss kozelébe szallitja. A
p67""* AD-je ezt kivetden a Rac segitségével aktivalja a Nox2 NADPH-oxidaz
aktivitasat [60]. Az aktivacié szabalyozasanak kulcsa tehét a p47°"* foszforilaltsaganak
foka. A p47°"* C-terminalisanak kozelében tiz foszforilalhaté szerin oldallanc talalhato.
Stimulécio hatasara a szerinek nagy resze foszforilalodik, és létrejon a fent emlitett
konformacio-valtozas. A fehérje mutécids analizise alapjan a 379-es szerin 6nmagaban,
mig a 303 és 304, valamint a 359 és 370-es szerinek egyuttes jelenléte kritikus a

komplex aktivalhatdésaga szempontjabol [35].
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6. dbra. A phox aktivalédasa a fagocitozis soran. (a) Nyugalmi allapotban a
membrankétstt alegységek (Nox2 és p22°™™) nagy része a granulumokban talalhatd, és
elkiiloniilnek a citoszolikus alegységektdl, melyek koziil a p47°"™, a p67™"™* és a p40P"™
heterotrimert alkot. A Rac (ez esetben Rac2) ekkor GDP kotétt formaban a guanozin
disszociacio-inhibitorahoz (RhoGDI) koétve talalhatdé. (b) Az aktivacié hatdsara
bekdvetkezd valtozasok. A p47""™ foszforilaciéjanak hatdséra nyugalomban elfedett
domének kerlilnek felszinre, mialtal lehet6vé valik a membrankotott alegységek
megkotése. A Rac disszocial a RhoGDI-r6l, és az aktivalodo guanozin kicseréld
fehérjék hatasara GTP-t kot, mely eldsegiti komplexbe épitilését. Emellett a
citoszkeleton ujraszervezédése meginditja a granulomok és a plazmamembran (a
kés6bbi fagoszoma) Osszeolvadasat (c) Az aktiv komplex felépitése. Az elébb emlitett
valtozasok hatdsara a phox alegységei egy komplexet alkotnak, ami lehetévé teszi az
elektrontranszportot a Nox2-n keresztill, ezaltal meginditva a szuperoxid-termelést. [1]

alapjan.
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A phox aktivacidjara tobb fiziologias és farmakologiai dgens is képes. Elébbiek
kozé tartozik a komplement faktor C5a, a bakterialis peptid N-formil-methionil-leucil-
phenilalanin (fMLP), valamint a mintazatfelismeré receptorokat aktivalo kiilonbozo
gomba (pl. zimozan) és bakterialis sejtfal komponensek, melyek hatékonysagat az
opszonizacié nagyban noveli (ekkor ugyanis a mintazatfelismeré receptorok mellett a
komplement- és Fc-receptorok is aktivalodnak) [67]. A fenti anyagok kozos jellemzéje,
hogy az altaluk elinditott jelpalya hatasara olyan kinazok aktivalddnak, melyek a p47°"*
foszforilaciojat vegzik, gy mint a PKC, ERK1/2 és Akt, ezek kozul fehérvérsejtekben a
PKC jelentésége a legnagyobb [67].

Az oxidazkomplexnek az inaktiv és aktiv mellett létezik egy harmadik, an.
érzékenyitett (primed) allapota is. Ennek lényege, hogy egyes, ©Onmagukban
szabadgyok-termelés kivaltasara képtelen anyagok fokozzadk mas, a Nox2 komplexet
egyébként is aktivalo dgensek hatasat. llyen anyag pl. a tumor nekrézis faktor a (TNFa),
az interleukin 8 (IL-8) vagy a granulocita-monocita koléniastimulalé faktor (GM-CSF)
[9]. A érzékenyités jelenlegi ismereteink szerint Ggy jon létre, hogy az érzékenyitd
anyagok kiilonboz8 mitogén-aktivalt protein kinazokon keresztil a p47°"™ 345-6s
pozicioban talalhatd szerinjét foszforilaljak, mely a komplexet ugyan nem aktivalja, de
elésegiti annak Gsszeallasat [35].

Az enzimaktivitas leallitasaban két feltart mechanizmus jatszik szerepet,
mindketté a komplex széteséséhez vezet. Az egyik a Rac inaktiv formdjanak kialakuldsa
a GTP-4z aktivalo proteinek (GAP-0k) segitségével. Human neutrofilekben négy GAP
szabalyozza a Rac aktivitasat: a p5O0RhoGAP, a p190RhoGAP, a Bcer [68], valamint a
kdzelmultban felfedezett ARHGAP25 [69]. Szolubilis formaban mind a négy GAP
csokkenti a szuperoxid-termelést, azonban hatasuk csak akkor érvényesil, ha a GAP-
okat még az oxidaz Osszeallasa el6tt adjuk a sejtekhez. A membrankotott GAP-ok
(pSORhoGAP, p190RhoGAP, ARHGAP25) koziil ketté - p5SORhoGAP, ARHGAP25 -
bizonyult hatasosnak a ROS-termelés csendesitésében, mely hatas a mar 0Osszeallt
komplex mellett is érvényesilt [70]. A masik mechanizmus a komplex (elsésorban a
pa7""™) foszforilaltsaganak csokkenése a foszfatizok aktivitasa kovetkeztében. A
foszfatazok szerepét tdmasztja ala, hogy a foszfatdzok gatlasa aktivalja az oxidazt (a
kovetkezmeényesen megndvekedett nyugalmi kindzaktivitas eredményeként), aktivalt

phox és gatolt foszfatdzok mellett megndvekedik a ROS-termelés id6tartama, valamint
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hogy a phox aktivaciojat kovetden adott kinaz-gatlok csokkentik a Iégzési robbanas

intenzitasat [65].

3.1.8. A phox sejtszinii szabadlyozasa

A phox aktivacidjanak helye és intenzitasa a fagocitakban szigortan szabalyozott,
s alapvetden a kivalto ingertdl fiigg. Az egyes sejtekben a phox altal termelt szuperoxid
mennyisége az aktivalt komplexek szdmétdl, a szabadgyok-termelés eloszlasa (extra-
vagy intracellularis) pedig az aktiv komplexek lokalizaciojatol fligg.

A szabadgyok-termelés intenzitasa mindenekeltt az oxidaz-alegységek
expresszigjatol fugg (Id. a fehérvérsejtek phox alegység expresszioja fejezetet), az aktiv
komplexek szama emellett természetesen fligg az aktivald agenstdl is. Kisérletes
korilmenyek kozott a diacil-glicerol-analég forbol mirisztat-acetdtot (PMA -
részletesen lasd késobb) tekintik a phox leghatékonyabb aktivatoranak, mig egyéb
anyagok (C5a, fMLP) kevesbé intenziv Iégzési robbanast valtanak ki [67]. Az eltér6
farmakol6giai hatékonysag masik eklatans példaja a zimozan, mely nativ formaban
kisebb mértékii szuperoxid-termelést valt ki, mint opszonizalt formaban (n. szérum
opszonizalt zimozan, serum treated zymosan, STZ) [71] Megjegyzendd, hogy egyes
szerzOk szerint a nem opszonizalt zimozan csupan eldaktivaciot valt ki [67].

Tovabbi fontos szempont a phox aktivalodasanak lokalizacioja. A komplex
Osszedllhat a plazmamembranban és a fagoszoma felszinén (az Osszeszerel6dés
sejttipusonként eltérd tendencidt mutat, lasd késdbb). Elobbi esetben az extracellularis
(EC) térbe, utobbiban a fagoszoma lumenébe, vagyis intracellularisan (IC) torténik a
szuperoxid-termelés (7. abra). Nyugvé neutrofil granulocitdkban a cytbssg kis része a
plazmamemranban, tobbsége a kiilonb6zé granulumokban talalhaté (specifikus,
zselatinaz, szekretoros vezikuldk) [72]. Az fMLP hatasara kialakulo 1égzési robbanas
soran a komplexek jelentés hanyada a plazmamemranba transzlokalddik, az
oxigénszarmazeékok ebben az esetben dontden az EC térben keletkeznek. A zimozan
részecskék azonban fagocitozisra kerulnek, igy ebben az esetben féként IC ROS-
termelés mérhetd [73]. A fentiek ismerete az adott stimulushoz legmegfelelobb ROS-

mérési modszer kivalasztasahoz elengedhetetlen.
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7. abra. A phox-aktivitds kompartmentalizdciéja. Inaktiv allapotban a phox
membrankotott alegységei (Nox2 és p22°"™) a plazmamembramban, illetve a
granulumok membranjaban foglalnak helyet. Aktivacié hatasara a citoszolikus
alegysegek is kapcsolodnak hozzajuk, minek hatdsara megindul a ROS termelés. A
komplex 0sszeszerelédésének helyétél fliggben a ROS-termelés torténhet az
extracellularis tér felé (ecROS), valamint a fagoszomék iranyadba (phROS). A
szabadgyok-képzés helye tébb szempontbdl sem kdzombds. Fagoszémak esetében a
ROS-produkcié egy kis volumenii, zart kompartmentbe torténik, ezért az
oxigénszdrmazékok magas koncentraciot érhetnek el, ami a bekebelezhetd
mikroorganizmusok esetén igen hatékony elimindcidéhoz vezet. A phROS detektalasa
azonban a sejtmembranok miatt nehezitett, hatékonyan csak hidrofil anyagokkal
lehetséges. Az extracellularis térbe torténé ROS-felszabadulds esetén a kompartment
nagy térfogata miatt az elérheté ROS koncentracio alacsonyabb. Nagyméretii, ezért nem
fagocitalhatd korokozdk (pl. férgek) esetén azonban az ecROS-termelés célravezetd
lehet. Az ecROS a legtobb detektald agens altal konnyen elérhetd, ezért mérése is
egyszeriibb. [74] alapjan.
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3.1.9. A phox-ra haté legfontosabb farmakonok

A farmakologias aktivatorok klasszikus képviseléje a PMA, mely tobb fehérje
aktivitasat fokozza, példaul protein kinaz C (PKC), egyes RAS GEF-ek (RASGRP,),
protein kindz D (PKD). A felsoroltak kozil a phox szempontjabdl a PKC-nek van
kiemelt jelent6sége [67].

A phox farmakologiai gétlasasra az aldbbi lehetdségek allnak redelkezésre. A
difenil-jodénium (DPI) a NADPH oxidazok nem specifikus, am kis koncentracioban is
hatasos gatldszere. Valamennyi elektrontranszportot lebonyolitd flavoprotein gatlasara
képes, igy tobbek kdzott a mitokondrialis komplex 1-et [75] és a xantin oxidazt [76] is
gatolja. Aspecifikus viselkedése miatt a DPI hatdséra létrejovo valtozasokat csak akkor
tekintik NADP-oxidaz eredetiinek, ha az egyéb enzimek szerepe a folyamatban
Kizarhatd [2]. A novényi eredetii apocynint (kémiai nevén acetovanillon) a phox
specifikus, kis affinitdsi inhibitoraként irtdk le [77]. Hatasa kifejtéséhez egy
peroxidalasi lépés szilkséges. Az igy kialakuld vegyulet a komplex 0sszeszerel6dését
gatolja [78]. Alacsony affinitdsa és metabolizacios igénye miatt sem a kutatds sem a
gyogyaszat teriiletén nem terjedt el a hasznalata. Az apocynin mellett a komplex
Osszeallasa peptidek segitségével is gatolhatd. A peptidek rendszerint az egyes phox
alegységek kiilonboz6 funkcionalis doménjeinek analogjai, és hatdsukat kotdpartneriik
kompetitiv blokkolasan keresztill fejtik ki. Ez idaig a Nox2, a p22°"™ a p47""™ és a
Racl fragmensei bizonyultak hatékonynak. Az enzim miikodése gatolhatd pl. a Nox2
NADPH-, vagy p47"" koté doménjének peptidjei segitségével. A pa7°"™ eredetii
fehérje-toredékek a PX- az SH3- vagy a PRR doménbdl szarmaznak. Az ilyen
molekuldk hatranya, hogy nem hatolnak at a plazmamembranon, ezért csak sejtmentes
korilmenyek kozott alkalmazhatdk. Sejtes rendszerben a gatlo peptideket a membranon
atjutni képes fehérjefragmensekkel kell kiegésziteni. Ilyen domén nyerhetd pl. a HIV1
eredetli transzaktivator protein (TAT), vagy a drozofilabdl szarmazd penetratin egyes
szakaszaibol. Az egyik legelterjedtebb phox-gatlé peptid, a gp91lds-tat, szintén egy
Nox2 fragmens és egy membranon athatol6 peptidszakasz 6tvozete [79].
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3.2. A NADPH-oxidazok aktivitasanak mérésére hasznalt leggyakoribb

modszerek

A NADPH-oxidazok aktivitdsa tobb modszerrel is meghatarozhatd, az egyes
eredmények pontos értelmezéséhez azonban szikséges a leggyakrabban hasznalt
eljarasok legfontosabb jellemzdinek ismerete. Mivel a késdbbiekben csak sejtes
rendszerben végzett kisérleteket mutatok be, a sejtmentes kozegben alkalmazhat6
eljarasokrol nem esik szo.

Az egyes enzimek aktivitdsa zart rendszerben meghatarozhatd a szubsztratok
mennyiségének csokkenése, és a keletkezett termék mennyisegének mérésen keresztil,
emellett a NADPH oxidazok aktivitdsa a transzmembran elektrontranszport mérésével
is meghatarozhatd, ez utdbbi modszer részletes ismertetése azonban meghaladja jelen
iras kereteit. Az (1) egyenlet alapjan mérhetjiik a NADPH és az O, koncentraciojanak
csokkenését, vagy a NADP'-, a proton-, vagy a ROS-koncentracié emelkedését. A
gyakorlatban a ROS-termelés és az oxigénfogyasztas mérése terjedt el.

A ROS-termelés kimutatasara un. ,indikator gyokfogokat” alkalmaznak, melyek
oxigéngyokokkel reagalva detektalhatd terméket adnak. Az egyik legrégebben
alkalmazott modszer a citokrom ¢ (cyt c) redukcios eljaras, mely soran a szuperoxid
altal redukalt citokrom c¢ 550 nm-nél megjelend abszorpcidjat mérik. A modszer elénye,
hogy segitségével kvantifikdlhato a termel6dott szuperoxid mennyisége, hatranya, hogy
csak az extracellularis térben detektal, és viszonylag alacsony az érzékenysége [73]. A
membranpermedbilis nitroblue-tetrazolium (NBT) redukalo anyagok (pl. szuperoxid)
hatasara sotétkék vagy sotétlila formazanna alakul. A CGD diagnézisanak felallitasahoz
kordbban ezt az anyagot hasznaltak, a phox-hianyos fehérvérsejtek ugyanis egészséges
egyének sejtjeivel szemben nem képeztek szines formazan prepicipitatumokat. A
modszer hatranya, hogy alkalmazésaval koénnyedén csak a nagy koncentracioban
keletkez6 szuperoxid mutathato Ki, alacsonyabb intenzitasu ROS-termelés kimutatasa e
modszerrel meglehetésen koriilményes [80]. A szuperoxid kimutatadsanak tovabbi
maodszere a lucigenin-kemilumineszcencia. A lucigenin nagy érzékenységgel reagal a
szuperoxiddal, melynek hatasara kemilumineszcens termék keletkezik. A modszer
alkalmazhatdsagat korlatozza, hogy bizonyos koérilmények kdzétt a lucigenin maga is

eldsegitheti a szuperoxid-képz6dést [73]. Az extracellularis szuperoxid-felszabadulasa
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meghatarozhaté az Un. Diogenes® esszével, mely egy luminol-alapu (I1d. késobb)
kemiluniszcens eljarast takar [81]. Elénye az igen nagyfoku érzékenység. Tovabbi
lehetéség a ROS termelés kovetésére az Gn. Amplex Red® modszer. A mérés lényege,
hogy a detektal6 agens (acetil-dihidroxifenoxazin) peroxidaz katalizalta reakcid soran
H,0,-vel reagal, és szines terméket, resofurint képez. A kialakulé szinreakcid
fluorimetriaval kovethetd. Az eljaras a mérések alapjan igen érzékenynek bizonyult,
emellett kalibraciot kovetéen a keletkezett H,O, mennyisége kvantifikalhatd. Az
eredmények értékelésénél figyelembe kell venni, hogy a rendszer csak extracellularis
oldalon detektal [82]. Amennyiben a luminolt 6nmagéban adjuk a sejtekhez, egy olyan
ROS-érzékeny eljarast kapunk, mely els6sorban az intracellularis térben detektal
hatékonyan (un. luminol kemilumineszcencia, angol roviditése alapjan LCL). A luminol
detektalasi érzékenysége peroxidaz jelenlétében nagyban fokozddik, ezért az endogén
peroxidaz-expresszioval rendelkezé granulocitakban a modszer jo hatasfokkal
alkalmazhatd, tovabba hozzaadott peroxidaz (pl. tormaperoxidaz) jelenlétében az
extracellularis ROS is hatékonyabban kimutathaté. A luminol ugyan az egyik
legrégebben ismert ROS-érzékeny molekula, az érzékelt oxigéngyok(dk) mibenléte
azonban a mai napig nem teljesen tisztazott [73].

A NADPH-oxidaz aktivitas meghatarozasanak masik lehet6sége a sejtek
oxigénfogyasztasanak mérése. Az modszer korlatja, hogy a NADPH-oxidazok mellett
minden egyéb oxigént felhasznalé enzim aktivitdsa (xantin oxidaz, mitokondrialis
légzési lanc stb.) is noveli a sejtek oxigénfogyasztasat, ezért az egyéb enzimek gatlasa
szllkséges (pl. aziddal). Az eljaras a fent elmondottak miatt eozinofil és neutrofil
granulocitak kivetelével fehervérsejtekben korlatozottan alkalmazhatd. Granulocitakban
a phox mellett nincs jelen egyéb érdemi oxigénfogyasztassal rendelkez6 enzimrendszer,
a mitokondrialis 1égzési lanc ugyanis mindkét sejttipusban gyakorlatilag teljesen inaktiv
[83-86]. Granulocitakban az oxigénfogyasztas mérésének eldénye, hogy segitségével a
ROS-termelés merésével ellentétben a phox 6ssz-aktivitasa kovethetd, fliggetleniil az
enzim aktivalodasanak helyétol.

Az oxigénfogysztas mérésére két {0 lehetdség nyilik. Az egyik az
oxigénfogyasztas meghatarozasa polarometrias modszerrel, melyhez leggyakrabban az
an. Clark-elektrodot alkalmazzak. A Clark-elektrod egy kalium-klorid oldatba meriil6

platina katodbol és egy ezust/ezlst-klorid anodbdl épll fel. A katédon redukal6dé O,
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molekula elektronokat vesz fel, melyet az anod feliiletérdl levalo, oxidalodo eziist ionok
adnak le. Az igy keletkez6 aram a parcialis O, tenzid fliggvénye [87]. A polarimertids
maodszer magas sejt-igénye megneheziti a méres kivitelezését alacsony sejtszam esetén
(emiatt végeztek kevés mérést periférids vérbol izolalt eozinofil granulocitdkon). A
fluorimetrias O,-detektalasi technologia fejlédése az elmult néhany évben lehetové tette
Ujabb oxigénfogyasztast analizald rendszerek megalkotasat. Az egyik ilyen, viszonylag
eleterjedt eljarast extracellularis aramlas (extracellular flux-XF) analizatornak nevezik,
mivel a késziilék szenzorai az extracellularis oxigén és proton ,,aramlasat”, pontosabban
rate, OCR) és extracellularis savanyodasi ratat (extracellular acidification rate, ECAR)
kalkulal. A mérés kivitelezéséhez a sejtek adherens monolayer-e sziikséges, mely felett
a mérés idejére kis térfogatu (kevesebb, mint 7 pl-es) kamra jon létre a szenzorok
mozgasa altal. A mérés végeztével az eredeti (~200 pl) terfogat all vissza, lehetdvé téve
a metabolitok ekvilibraciojat (8. abra). Az XF rendszer alkalmazdsahoz a
polaromertidhoz sziikségesnél joval alacsonyabb sejtszam is elegendd (akar par ezer sejt
oxigénfogyasztasa is megbizhatéan mérhetd), mely megkonnyiti a nehezen izolalhato

sejtek vizsgalatat [88].
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Mérdfej

8. abra. A fluorimetrias oxigénfogyasztas es extracellularis savanyodas mérésének
hattere. A méréfej mozgasa az inkubacios oldatbol egy kis térfogatu (<7pul)
reakciokamrat valaszt le, melynek aljan a vizsgalt sejtek adherens monolayer-e
talalhatd. A mérés az igy kialakitott reakciokamraban zajlik. A szenzorok specialis
fluoroforok segitségével a parcialis O2 tenzidt és a médium pH-jat érzékelik, melyekbol
a rendszer oxigénfogyasztasi ratat (oxygen consumption rate-OCR) és extracellularis
savanyodasi ratat (extracellular acidification rate-ECAR) szamol. A két mérési pont
kozott a mérdfej felemelkedik, a sejtek ismételten az inkubéacids oldat teljes térfogataval

érintkeznek, lehetové téve az ekvilibraciot. Forras: www.seahorsebio.com

3.3. A phox-kifejezédés és -aktivitas mennyiségi viszonyai Kkiilonb6z6

fehérvérsejtekben

A T-limfocitak és a bazofil granulocitak kivételével fehérvérsejtekben a Nox2-
komplex valamennyi alegysége megtaldlhatd, az expresszi6 foka azonban
sejttipusonként valtoz6. A legmagasabb phox-kifejez6dés eozinofil és neutrofil
granulocitakban detektalhatd [89], emellett a monocitak és a makrofagok rendelkeznek
relative magas phox expresszioval [90], NADPH-oxidaz aktivitasuk a neutrofilek tizede

[91]. A B-limfocitak oxidaz-alegység kifejez6dése viszonylag alacsony [92], és a
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granulocitakndl kb. két nagysagrenddel kevesebb ROS-t termelnek [93]. A dendritikus
sejtek (dendritic cell, DC) szintén kis mennyisegben fejezik ki az oxidaz alegységeit
[94].

Magas phox-expressziojuk és intenziv ROS-termelésik miatt az eozinofil és
neutrofil granulocitdk 1égzési robbandsanak mennyiségi viszonyait részletesen
vizsgaltak. Az irodalomban megtalalhatoé k6zlemények tobbsége arra a kovetkeztetésre
jutott, hogy az eozinofil granulocitdk a neutrofileknél nagyobb phox alegység
expresszidval rendelkeznek(Cytbssg esetén kb. 1 [95] - 3 [96]-szoros kiilonbség), és
stimulacio6 hatasara intenzivebb 1égzési robbanassal valaszolnak (1 [97] - 4,7 [95]-szeres
kilonbség). A fenti megfigyelések kritikus szemléletét azonban indokoltta teszik az
alabbi megfontolasok:

1. Technikai nehézségek miatt az eozinofil granulocitakat tobb kézleményben
is proliferativ, vagy inflammatérikus hipereozinofilidban szenvedd
egyénekbdl nyerték [2,97-99]. Ezek az eredmények értelemszeriien nem
extrapolalhatok az egészséges populaciora.

2. A kordbbi 0Osszehasonlitasok soran az eozinofilek és a neutrofilek
kényszerliségbdl eltérd személyektdl szarmaztak. Ez és a gyakran igen
kisszam( donor miatt az adatokat a személyek kozotti kildnbségek
torzithatjak.

3. Amennyiben egészséges egyének eozinofil és neutrofil granulocitainak
funkcidit hasonlitottak dssze [85,100-102], a szerzOk elsésorban a ROS-
termelés 6sszehasonlitasara koncentraltak, és kevesebb energiat fektettek a
phox alegységek expresszidjanak feltarasara [100,102]. Megjegyzendo,
hogy mikor normal sejtek légzési robbanéasat hasonlitottak dssze, és/vagy a
Iégzési robbanast pontosabb modszerrel mérték, a kilonbségek kisebbnek
adodtak (~1 [97] és ~2,3 [103]-szoros kiilénbség az eozinofilek javara).

4. A legtobb Osszehasonlité kézleményben a citokrom c¢ redukcios esszét,
alkalmaztdk, mely modszer az extracelluldrisan keletkezd szuperoxidra
érzékeny. Mivel az eozinofilek a neutrofilekkel ellentétben a megtermelt
szuperoxidot elsdsorban az extracellularis tér felé¢ iritik [97,103], a
modszer  tulbecsuli  az eozinofilek ROS-termel6  képességét a

neutrofilekhez képest. A granulocitdkban a 1égzési robbanas 0ssz-

27



DOI:10.14753/SE.2015.1820

intenzitasanak pontosabb meghatarozasa, egészen a legutobbi idokig, az
oxigénfogyasztas polarimetrids mérésével torténhetett meg. A modszer
magas sejtigénye miatt azonban egészséges egyének eozinofiljein dsszesen

egy munkacsoport végzett hasonl6 kisérleteket [89].
A késobbiekben bemutatéasra keriild kisérleteim egy részében a fenti problémakat
igyekeztem orvosolni egészséges donoroktdl szarmazo eozinofil és neutrofil
granulocitak phox alegység expressziojanak és ROS-termelésenek részletes vizsgalatan

keresztil.

3.4. A phox sejten bellli elhelyezkedése fehérvérsejtekben

A cytbssg sejtmembranok kozotti megoszlasa az egyes fehérvérsejtekben eltérd.
Nyugvo neutrofilekben a teljes cytbssg-tartalom 5%-a a plazmamemebranban, 95%-a
kiilonb6zoé granulomokban (specifikus, zselatindz, szekretoros vezikuldk) talalhato
[73,104]. Eozinofilekben a membrankotott alegység a plazmamembran és a Kis
granulumok felszinén talalhatd, monocitdkban a plazmamembranon, az endoszéma-
szerl kompartmentben, valamint a kis granulumok felszinén detektalhato [104]. A
citokrém elhelyezkedése B-sejtekben kevésbé felderitett.

Aktivacio hatasara a cytbssg transzlokalddhat a kiilonboz6 kompartmentek kozott.
A transzlokaci6 mértéke az egyes sejttipusokban nagyban fiigg az alkalmazott
stimulustol (lasd a phox sejtszintii szabdlyozasa fejezetet). A membrankotott alegységek
nyugalmi eloszlasa azonban befolydsolja az aktivacié soran megfigyelhetd ROS-
termelés kompartmentalizaciojat. Mig a neutrofilek ugyanazon stimulusra (pl.
forbolészter) intracellularisan is jelent6és ROS-termeléssel valaszolnak, addig az

eozinofilek inkabb az EC tér iranyaba uritik a szabadgyodkoket [97,103].
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3.5. A Nox2-komplex miikodésének élettani hatasai

3.5.1. Antimikrobialis hatasok

Ahogy korabban lathattuk, a phox mikodésének fehérvérsejtekben
legprominensebb hatdsa a korokozok elpusztitdsa azok oxidativ karositasan keresztil. A
komplex genetikai defektusa ugyanis vezetd tiinetként a mar emlitett CGD-hez vezet,
melyben a betegek visszatérd bakteridlis és gombas fertdzésektdl szenvednek.
Mindenképpen meg kell azonban jegyezni, hogy a fehérvérsejtek a phox mellett
rendelkeznek Un. nem oxidazfiiggd 06lési mechanizmusokkal is (pl. proteolitikus
enzimek), ezaltal az immunvédekezés szdmos patogén esetében a Nox2-komplex nélkiil
is hatasos lehet.  Altalanossagban  elmondhatd, hogy a katalaz-pozitiv
mikroorganizmusok (pl. Staphylococcus aureus) elpusztitasa miikodéképes oxidazt
igényel [2]. Kiemelend6 tovabba, hogy a korokozok elpusztitasanak elméletileg
legaldbb két alapvetéen kiillonbozé célja lehet. Az elsé, nyilvanvalobb cél, hogy a
korokozd pusztuldsaval a csiraszdm csokkenjen és igy a fertdzés kiterjedése
kdzvetelenll korlatozhatd. Ez a funkcio dominal az Un. professziondlis falosejtekben.
Masrészt viszont a patogén elpusztitdsa nélkil antigenjeinek hatékony bemutatasa sem
képzelhetd el, ami indokoltta teszi a professziondlis antigénprezentalod sejtek (antigen
preenting cell, APC) szerepének vizsgélatdt a CGD-hez vezet6 korfolyamatokban
(részletesen lasd késébb).

A korokozok eldlésében a kiilonbozo oxigéngyokoknek eltérd jelentdsége van. A
legtdbb adat azt mutatja, hogy a phox altal kozvetlenil termelt O, rovid féléletideje és
relative alacsony reaktivitdsa miatt alarendelt szerepet jatszik, mig a belble keletkez6
H, 0, in vitro mar tébb baktériumfaj elpusztitasara képes. Az immunsejtek tobbsegében
a H>0,-bdl myeloperoxidaz (MPO) segitségével HOCI képzddik, mely a felsorolt
anyagok koziil a legerésebb olési képességgel rendelkezik [7]. JOI dokumentalt hatasa
ellenére MPO hidnyaban ugyan valamelyest fokozodik a fert6zések iranti fogékonysag,
a legtobb érintett egyén azonban egészségesnek mondhatd. Valdszinli tehat, hogy az

MPO mellett egyéb mechanizmusok is részt vesznek a ROS hatasanak fokozasaban [2].
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A direkt karosito hatas mellett a szabadgyokoknek kiilonboz6 bakteriélis anyagok
semlegesitésén keresztill kdzvetett hatasa is van a kdrokozdkra. Az Actinobacillus
actinomycetemcomitans legfobb virulenciafaktora a makrofagok és neutrofilek
apoptdzisat indukald leukotoxin. Kimutattak, hogy oxidacion keresztill a HOCI képes
inaktivalni a toxint, ezzel rontva a baktérium talélési esélyeit. A HOCI semlegesitd
szerepe igazolddott tovabba a Streptoccus pneumoniae altal termelt Pneumolysin és a
Listeria monocytogenes Listeriolysin O toxinja esetében is [105].

A phox aktivitdsa azonban a fentieknél attételesebb médon is szerepet jatszhat a
korokozok elleni védekezésben, melynek érdekes pédaja az an. ,,Neutrofil
extracellularis csapdak™” (neutrophil extracellular traps, NET). A megnevezés a
neutrofilek egyik Ujabban leirt antimikrobialis mechanizmusat takarja, mely soran
kiilonb6z6 stimulusokra (PMA, fMLP, fizikai kapcsolat aktivalt vérlemezkékkel) a
sejtekbdl DNS tavozik hisztonok és granulumfehérjék (elasztaz, MPO) kiséretében
[106]. Az extracellularis térbe jutatott NET a DNS-szélak segitségével csapdaba ejti a
korokozokat, az antimikrobialis hatdst granulumfehérjék pedig hozzajarulnak azok
elpusztitasdhoz [106]. A csapdak képzése oxidaz-fiiggé folyamat, mivel CGD-S
egyének neutrofiljei csokkent NET-képzédést mutatnak, a jelenség hatterében a
kiilonb6z6 protein kindzok ROS hidnyaban alacsonyabb fokt aktivacigjat feltételezik

[107].

3.5.2. Az antigén-prezentaciora kifejtett hatdsok

A phox szerepe az antigén-prezentacioban a fehérjekomplex egyik legujabban
felfedezett hatasa. Antigén-prezentéacio alatt azt a folyamatot értjiik, mely soran a sejtek
antigéneket mutatnak be a T-sejteknek. A prezentalt antigén megkotése/felismerése a T-
sejtek egyik legfontosabb aktivacios ingere. Az antigének bemutatdsa a sejtfelszinen
talalhato, az antigének kotéséért felelds 6 hisztokompatibilitasi fehérjekomplex (major
histocompatibility comlex, MHC) segitségével torténik, és kétféleképp lehetséges. Az
egyik lehetéség a sejt citoszolikus (endogén) fehérjefragmenseinek bemutatdsa az MHC
I-en keresztil, melyre minden magvas sejt képes. E folyamat tobbek kdzott

elengedhetetlen a virussal fert6zott sejtek felismerésében. Az antigén-prezentacio masik
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tipusa a bekebelezett (exogén) antigének bemutatdsa az MHC Il segitségével. Az
exogén antigének bemutatdsara csak az Un. antigén-prezentalé sejtek (APC-k -
makrofagok, monocitak, B-sejtek, dendritikus sejtek) képesek. A mechanizmus
természetesen kulcsfontossagu a korokozdk T-sejt altali felismerésében [108]. A
dendritikus sejtek eddig pontosan nem ismert mechanizmus segitségével a bekebelezett
antigéneket MHC l-en Kkeresztil (endogénként) is prezentalhatjadk (Un. kereszt-
prezentacid), mialtal a T-limfocitak szélesebb populacidjanak aktivalasara képesek
[109].

A hatékony antigén-prezentacio fontos eldfeltétele, hogy az antigének megfeleld
méretlick legyenek az MHC-n torténé bemutatdshoz. Endogén antigéneknél ez kisebb
probléma, mert azok bontasat a proteoszdma végzi, mely a fehérjéket épp idealis
hosszlsagura darabolja [108]. A bekebelezett antigének lebontdsa azonban a
fagoszomaban zajlik, ahol az optimalistdl eltérd mértékli proteolizis gatat szabhat az
antigének bemutatasanak. Altalanossagban elmondhat6, hogy a proteolizis mértéke
kozegben a hasitasi helyek jobban hozzaféhetok a legtobb enzim szdmaéra). Irodalmi
adatok alapjan dendritikus sejtekben a patogén bekebelezését kovetden a
fagoszdmakban relative alacsony a fehérjebonté enzimek mennyisége, és a lumen
savanyodasa is elmarad, teret engedve ezzel az antigének prezentaciojahoz sziikséges
részleges proteolizisnek. A kisérletes adatok alapjan a phox szerepet jatszik a DC-k
fagoszomainak pH szabalyozdsdban. A folyamat lényege, hogy a phox &ltal termelt
szuperoxid diszmutécidja H,O,-vé protonfelvétellel jar, ezzel elésegitve a fagoszoma
pH-janak emelkedesét, illetve meggatolva annak savanyodasat. Nox2 hianyos DC-k
fagoszomai a vad tipust sejtek fagoszémaival szemben savanyodast mutatnak,
rdémutatva ezzel a phox fagoszomalis pH szabalyozésban jatszott szerepére. [110].

DC-k mellett a B-sejtek antigén-prezentacidjaban is szerepet jatszhat a Nox2-
komplex &ltal termelt ROS. Neutrofil granulocitakhoz hasonléan a p40°"™ hianyos B-
sejtek is csokkent fagoszomalis szabadgyok-termeléssel rendelkeznek, mig az EC
termelés nem karosodik. Emellett a p40P"**-deficiens B-limfocitak valosziniileg a fent
emlitett ROS-termelési defektus kovetkeztében csokkent mennyiségli exogén antigént
képesek prezentdlni, az endogén antigének keresztprezentacioja azonban valtozatlan

maradt [111]. Fontos megjegyezni azonban, hogy jelenlegi ismereteink alapjan az
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antigének prezentaldsara képes naiv B-sejtek nem alkotnak egységes popul&ciot.
Egerekben (és feltételezhetden emberben is) legalabb két f6 ilyen B-sejt tipus létezik.
Amig egerekben a Iépet elsdsorban a konvencionalisnak is nevezett ,klasszikus” B-
sejtek, a B-2 sejtek népesitik be, addig pl. a peritoneum felszinén a velesziletett
immunitas sejtes elemeivel is tobb k6z0s vonast mutatd és az un. innate-like B-sejtek
kdzé sorolt B-1 sejtek is nagy szamban (~50%) jelen vannak [112,113]. A kézelmultban
harom munkacsoport egymastol fliggetlentl kimutatta, hogy egerek B-1 sejtei képesek
baktériumok fagocitozisara és elpusztitasara [114-116]. Tisztazatlan azonban, hogy a
B-1 sejtek baktériumdlését miként befolyasolja a funkcidképes phox jelenléte.

Az emberi B-1 sejtek feltételezett immunfenotipusa CD27+, CD43+. A CD27 a
memoria B-sejtek felszini markere is, vagyis egyarant megtalalhaté a memoria B-sejtek
és a B-1 sejtek felszinén. Egyes vélemények szerint a jelenleg memdria B-sejteknek
tulajdonitott funkcidk (pl. hatékony allogén T-sejt stimulacio) egy része valdjaban a B-1
sejtekhez kothetd [117].

3.5.3. Jelatviteli hatasok

Jelenlegi elképzelésiink szerint a reaktiv oxigén szarmazékok kozil a H,O,
stabilitdsdnak és membran-permeabilitasanak k&szonhetéen masodik hirvivéként is
milkodhet, és tobb sejtfunkcidt is befolyasolhat [118]. A phox éaltal termelt ROS
fehérvérsejtekben kifejtett jelatviteli hatdsainak pontos megitélése igen nehéz feladat,
hiszen H,0, eléallitasara kozvetve vagy kozvetleniil mas enzimek is képesek (pl.
mitokondrialis 1égzési lanc tagjai, lipoxigenaz), melyek sok esetben a phox-szal egyiitt
aktivalodnak. Emiatt a H,O,-hatas hatterében all6 ROS-forrds az esetek tobbségében
nem egyértelmi. Leginkdbb a phox-hidnyos sejteken kapott adatok megbizhatdak,
melyekbdl azonban viszonylag kevés all rendelkezésre. Megjegyzendd emellett, hogy
az ismertetésre keriild hatasok tobbségét tumoros sejtvonalakon irtdk le, melyek tobb
esetben nem immunsejt eredetiick voltak. Jelen fejezet ezért a fehérvérsejtekben is
igazolt és relevans hatasokat kisérli meg részletesebben ismertetni.

Foszforilacio. A H,0, jol dokumentalt hatasa, hogy bizonyos protein tirozin

foszfatazok (PTP-k) aktiv centrumaban elhelyezkedé ciszteinek tiol-csoportjanak
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oxidacidjan keresztil képesek gatolni azok enzimaktivitdsat [119]. A foszfatazok
gatlasa kovetkeztében fokozott protein-foszforilacid tapasztalhatd. Primer fagocitakban
a ROS elsddleges szerepének a mikroorganizmusok karositasat tartjak, és jelenleg kevés
adat tamasztja ald az oxigéngyokok foszfatazok gatlé hatasat ezen sejtekben [2]. A
fagocitozisra nem képes T-sejtekben ROS hatdsara fokozott adhéziot tapasztaltak,
melynek hatterében csokkent PTP aktivitas és kovetkezmeényes fokozott kinaz aktivitas
allt [120]. Noha tumoros B-sejtvonalakban a ROS egyarant fokozta a tirozin es
szerin/treonin foszforilaci6t [121,122], vad tipust és p47°" KO primer B-limfocitak
kdzott nem tapasztaltak kilonbséget a B-sejt receptor (B-cell receptor, BCR) aktivacioja
altal Kkivaltott foszforilacidban, és a Ca**-szignal lefolyasaban sem. [123].
Megjegyzendd azonban, hogy a phox hidnyaban kismértékben fokozodik a B-sejtek
proliferacioja és kismértékben né az antitest-termelésik is (az antigén-prezentaciora
kifejtett hatasokat Id. fent) [123,124]. A tirozin foszfatazok gatlasa mellett a ROS egyes
mitogén-aktivalt protein kinazok (MAP-kinazok) aktivalasara is képesek, mely hatas
makrofagokban szerepet jatszhat tobb citokin (pl. TNFa, IL-12) termelésének
fokozésaban [125].

Ca®*-jel. A citoszol Ca?*-koncentracitja nyugvé sejtekben igen alacsony, mintegy
100 nM. Az intarcellularis Ca**-koncentracié megemelkedése fontos jelként szolgal a
sejtek szdmaéra. A nyugalmi Ca?*-koncentraciét a Ca®* ATP-azok tartjak alacsony
szinten. A Ca**-szignalhoz sziikséges Ca”*-ionok szarmazhatnak a raktarként szolgal6
endoplazmas reticulumbol (ER) és az EC térbdl egyarant. Fehérvérsejtekben a kezdeti
Ca’*-jel az endoplazmas reticumbél szarmazik, majd ezek kitrtlése meginditja az Gn.
kapacitativ Ca?*-belépés (store operated Ca®*-entry, SOCE) folyamatat [126]. A SOCE-
nek két kulcsszerepldje van a STIM1 és az Orail. Az ER membranjaban elhelyezkedd
STIM1 Ca®*-szenzorként funkcional. A raktarak kitrulésének hatasara a STIM1
kolcsonhatasba 1ép és aktivalja a plazmamembréanban talalhaté Orail-et, mely Ca®'-
csatornaként miikddik. A tovabbi STIM1 és Orail homoldgok (STIM2, Orai2 és 3)
alarandelt szerepet jatszanak a kapacitativ Ca**-influx szabéalyozasaban [126].

A ROS szerepét tobb Ca**-homeosztazisban részt vevé molekula (pl.
fesziiltségfiiggd Ca®*-csatornak) esetében is kimutattak. E hatasokat igazolé vizsgalatok
azonban javarészt a keringési rendszerhez tartozo sejteken késziiltek, fehérvérsejtekben

hasonld jelenségekr6l nem szamoltak be [2]. A NADPH-oxidaz neutrofilekben is
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igazolt hatasa a Ca®*-jelre a membranpotencial megvaltoztatasan keresztiil jon létre.
Amint azt korabban leirtam, a phox aktivitasa a membran depolarizacidjat vonja maga
utan, ami csokkenti az EC térbol kapacitativ influx-szal bearamlé Ca?*-ionok
hajtéerejét. Emiatt Nox2-komplex hianyos neutrofilek stimulaciora kifejezettebb Ca®'-
szignallal reagédlnak vad tipusu (VT) tarsaikhoz képest [127,128].

Programozott sejthalal. A legtobb primer fehérvérsejteken és sejtvonalakon
végzett tanulmany a ROS proapoptotikus hatasat mutatta ki. Makrofagokban az LPS
altal indukalt ROS-termelés elGsegiti a programozott sejthalal megindulasat, mely hatas
gyokfogd vegylletek segitségével gatolhaténak bizonyult [129]. Fagocit6zis soran a
CGD-ben szenvedd egyének neutrofil granulocitdiban az egészséges sejtekhez
viszonyitva kisebb mértékben emelkedett a proapoptotikus BAX fehérje szintje. Ez
hozzajarulhat a CGD-s sejtek nagyobb aranyu taléléséhez [130]. Jurkat T-sejteken
(kisérletekhez gyakran hasznélt tumoros T-limfocita szerii sejtvonal) kapott eredmények
alapjan a konjugalt linolénsav sejthalalt kivaltd hatasahoz szintén hozzajarulhatnak az
oxigéngyokok, DPI hatasara ugyanis csokken a konjugalt linolénsav altal meginditott

apoptotikus kaszkad aktivitasa [131].

3.5.4. Immunmoduléaciés hatasok

Az eddig targyaltakbol kitlinik, hogy a ROS termelésén keresztiil a phox igen
komplex médon befolyasolhatja az immunrendszer egészének miikodését. A CGD-ben
szenvedok panaszai nem kizarélag a visszatérd infekciokbol erednek. Meglepd modon a
tiinetek jelentds hdnyada mogott autoimmun folyamatok allnak. A betegség nevét ado
granulomékrdl ismeretes, hogy beldliik koérokozd legtobbszor nem tenyészthetd ki
[132], és szamos egyéb, autoimmun gyulladasos tiinet is megjelenik a korképben mint
pl. gyulladasos bélbetegség, szisztémas lupus erythematosus, chorioretinitis [133,134].
A fokozott gyulladasos valasz hatterében tébb mechanizmust feltételeznek. ROS
hidnyaban tébb molekula degradacidja is karosodik [135], a bomlastermékek
felhalmozodasa pedig a gyulladasos valasz tovabbi erésodéséhez vezethet [2]. Az
oxigén gyokok jelatviteli hatasainak elmaradasa kdvetkeztében a proinflammatorikus

folyamatok keriilnek el6térbe [2].
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Egyre tobb adat szol a T-sejtek gyulladast erdsité szerepe mellett CGD-ben.
Jollehet primer T-sejtekben a phox kifejez6désének hianya miatt nem mérhetd érdemi
ROS termelés [136], a kornyez6 immunsejtekbdl szarmazo reaktiv oxigén szarmazékok
azonban modosithatjak a T-sejtek aktivald ingerre adott valaszat [137]. Nox2 knock out
(KO) egereknél a vad tipusu (VT) tarsaikhoz képest nagyobb valosziniiséggel jelentkezo
arthritis és magasabb proinflammatorikus citokin (TNFa, IL-1B) szérumkoncentracid
hattereben példaul T-sejt fejlodési zavart feltételeznek. A KO allatokban a
proinflammatorikus  effektor T-sejtek szama megnétt, mig az immunvalasz
csendesitésében részt vevo regulatoros T-sejt (Treg) populécid csokkenését tapasztaltak
[138]. Kisérletesen eldidézett coccioidosisban nem talaltak érdemi kiilonbséget a VT és
a Nox2 KO egerek patogén-eliminaciéjaban. A KO egereknél azonban csokkent tuleleést
tapasztaltak, melyet ebben az esetben is a megndvekedett proinflammatorikus
citokinszintre vezettek vissza [139]. A p47°"*-deficiens egerekben VT tarsaikkal
Osszehasonlitva gyakrabban fejlodik ki arthritis ¢és kisérletes autoimmun
encephalomyelitis (a sclerosis multiplex allatmodellje), amely hatterében szinén a T-
limfocitdk megvaltozott redox-homeosztazisa allhat. Erdekes emberi adat, hogy
rheumatoid arthritisben szenvedd egyénekben nagyobb valoszinliséggel talalhatok
funkcioképtelen p47°" gének [140]. A CGD-ben tapasztalt fokozott autoimmun hajlam
hattereben a T-sejtek megvaltozott redox homeosztazisa mellett egyéb sejtek
muikddésének zavara is felmertiil.

A CGD-ben megfigyelheté immunregulacios defektus tovabbi szerepldi a B-sejtek
lehetnek. CGD-ben szenvedé egyénekben ugyanis megvéaltozik a B-sejt populacio
Osszetetele: emelkedett a CD5+ B-sejtek szama a CD27+ sejtek pedig kisebb aranyban
voltak jelen. A CD27+ B-sejtek szamanak a CGD genotipusatdl flggetlendl
megfigyelheté csokkenése felveti, hogy a phox szerepet jatszik a memoria B-sejtek
differencialoddsdban [141]. A Nox2-hidnya miatt CGD-ben szenvedd paciensek
csokkent memoria B-sejt populacioval rendelkeznek. Az ilyen egyénekbdl szarmazo B-
limfocitak kiilonb6zé stimulusokra csokkent proliferacioval valaszolnak, ennek
megfeleléen a kanyarovirus ellenes antitest-titer és az antitest-termeld sejtek szama is
alacsonyabbnak adodott, mint egészséges egyének esetén [142]. A fentiekkel részben
ellentmond6 eredményekre jutott Moir és munkacsoportja. Eredményeik alapjan a

CGD-ben szenvedd egyének a CD27+ B-sejtek aranyanak csokkenése mellett kevesebb
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lgG-szecernald sejttel rendelkeznek, mig az influenzavirus specifikus antitesteket
termelé B-sejtek szama és az antitest titere normalisnak bizonyult [143]. Az
ellentmondas egyik magyarazata a kiilonb6z6 virusokra adott eltéré6 immunvalasz lehet.
A rendelkezésre all6 adatok alapjan tehat jelenleg még nem vilagos, hogy a B-sejtek
milyen szerepet jatszanak a CGD patogeneziseben.

A kdzelmultban napvilagra keriilt adatok a mononuklearis fal6sejtek (monocita,
makrofag, dendritikus sejt) immunmodulacidban jatszott szerepére vilagitanak ra. A
p47°""* KO egerek CD68 promoter régidja utan a vad tiplsi p47°" génjét klénozva
olyan egyedekhez jutottak, melyek mononuklearis faldsejtei normalis phox aktivitassal
rendelkeztek (részleges KO egerek). Az ilyen egerek a p47phox KO egyedekhez képest
fokozott patogén-olési képesseggel rendelkeznek és ritkabban szenvednek infekcios
korképekben. Emellett a részleges KO egerek a p47°"™* deficiensekhez képest mérsékelt
proinflammatorikus citokin (IL-1B, TNFa, IFNy) koncentraciéval rendelkeztek, és
mérsékeltebb hiperinflammatorikus tlineteket mutattak [144,145].

3.6. Egyéb NADPH-oxidaz izotipusok fehérversejtekben

Mig fagocitakban a Nox2 egyértelmiien a legfontosabb Nox izotipus (Nox2
hidnyaban teljesen elvész a szabadgyok-termelés [2]), egyes adatok a limfocitdkban
tobbféle NADPH-oxidaz jelenlétére utalnak.

Nyirokcsomokban és Iépben magas Nox5 RNS-kifejezodést talaltak, ez alapjan
feltételezték a Nox5 jelenlétét B- és T-sejtekben egyarant, a keringé limfocitak azonban
nem tartalmaztak a fehérjét [146].

T-sejt blaszt irdnyba differencialtatott primer T-sejteken Kkisfoki Nox2
kifejez6dést és ROS termelést tapasztaltak [147], emellett szintén T-sejt blasztokon és
sejtvonalakon kimutattak a Duox1 jelenlétét [148]. Az felsorolt feherjék jelenléte primer
T-sejteken azonban erre vonatkozo6 kozvetlen adatok hianyaban kérdéses.

Osszességében elmondhatd, hogy valamennyi érdemi szabadgyok-termelésre

képes fehérvérsejtben a Nox2 a dominans NADPH-oxidaz altipus.
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3.7. A fesziiltségfiiggo protoncsatorna felépitése, miikodése és

szabalyozéasa

Amint azt mar korabban leirtam, a Hvl-medialt fesziiltségfiiggd protonaram
hatékonyan képes csokkenteni a phox miikodése altal kivaltott depolarizaciot és a
citoplazma savanyodasat, melyek az oxidaz mikodését gatoljak. Mindezek alapjan a
Hvl-re ma sokszor mintegy kiegészité oxiddz alegységre tekintenek olyan sejtekben,
ahol intenziv NADPH-oxidaz aktivitas lehet jelen.

Fesziiltségfiiggd protonaram létezését 1982-ben csiga neuronokon igazoltak [149],
bar egysejtlickben egy évtizeddel korabban mar feltételezték 1étezését [150]. Human
sejtekben a 1990-es évek elsé felében mutattak ki protonaramot [101,151], majd
fehérvérsejtekben leirtak és tanulmanyoztak a protoncsatorna szabadgyok-termelésre
kifejtett szerepét [152,153]. Az aram hatterében allé egyetlen fehérje aminosav
szekvenciajat 2006-ban deritették fel [154,155], utat nyitva ezzel az egyes aminosavak,
domének szerepének feltarasa elott.

A Hvl génje emberben a 12. kromoszéméan taldlhato, elnevezése HVCN1 (az
angol hydrogen voltage-gated channel 1 roviditése utan). A Hvl 273 aminosavbol
feléptild kb. 32 kDa molekulatomegti fehérje (9. abra) [154]. A fehérje egérben
megtalalhaté homoldgja (mouse Hv1, mHv1) 269 aminosavbol all [155].
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9. &bra. Az emberi fesziiltségfiiggé protoncsatorna (Hvl) szerkezete. A csatorna
szerkezetét krisztallografids mérésekkel is megerdsitették. A Hvl négy transzmembran
szegmenssel (S1-S4) rendelkezik, C-terminalisan egy coiled-coil domént azonositottak.
A funkciondlisan 1ényeges aminosavak egybetiis roviditésiik és a fehérjelancon beliili
poziciojuk megjelolésével kilon kiemelésre kerlltek. T29: a PKC altal foszforilalt
treonin, mely kulcsfontossagu a csatona fokozott mikddésének kivaltasdban. D122:
mutacidja a csatorna protonszelektivitasat csokkenti. H140 és H193: a gatldszerként
alkalmazott Zn®* koordinaciojat végzé két hisztidin. Mutaciéjuk csokkenti a Hvl Zn*'-
érzékenységét. R205, R208, R211: az S4 szegmens fesziiltségérzékelésért feltehetden
felelGs argininek. [154,156,157] alapjan.

A Hv1 fehérjelancan belul négy transzmembran szegmens talalhato, és a molekula
N- és C-terminalisa egyarant a citoszolban foglal helyet [154,155]. A nativ fehérje
homodimert alkot, melyet a C-terminalisan elhelyezked coiled-coil domének kozotti
kdlcsonhatasok stabilizalnak [158-162] (10. abra). A Hv1 szerkezeti homologiat mutat
egyéb, un. Kklasszikus fesziiltségfiiggd ioncsatornak (Na'™- és K'-csatornak)
fesziiltségérzékel6 doménjével (voltage sensing domain-VSD) [100]. A klasszikus
fesziiltségfliggd csatornak 6TM szerkezetliek, a 4TM-szerkezetli VSD mellett egy 2TM
szegmensbdl allo poérusrégioval is rendelkeznek (10. &bra). A klasszikus csatornak

esetében 4 ilyen porusrégio alkot egy kdzos porust [163].
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10. 4abra. A fesziiltségfiiggé K -csatornak és a Hvl szerkezetének és miikodésének
Osszehasonlitasa. A felsé sorban a csatornaképz6 monomerek doménszerkezete, az
alsoban a funkcionalis egység sematikus abrazolasa lathatd. A fesziiltségfiiggd K-
csatorndk 6 transzmembran szegmenssel rendelkez6 egységekbdl épiilnek fel, melyen
belill az elsé négy a fesziiltség érzékelését végzi, kettd pedig a porust alkotja. A
miikddéképes csatorna négy ilyen alegységbdl épiil fel, ahol egy kdzponti porus koriil
négy fesziltségszenzor helyezkedik el. A protoncsatorna szerkezete a
fesziiltségérzékeld6 doménhez hasonld, amely itt csatornaként is funkciondl. Noha a
protoncsatorna monomerként is funkcioképes, nativ allapotban homodimert képez,
melyet a C-termindlis coiled-coil domének tartanak dssze. Az N-terminalisan talalhato

foszforilacids hely a fokozott aktivitasi allapot 1étrehozasaért felelés. [157] alapjan.

A leirtak alapjan felmerdl a keérdés, hogy miként képes a Hv1 protonokat vezetni,
ha nem rendelkezik az egyéb fesziiltségfiiggd csatornakra jellemz6 porus-doménnel? A
kérdés megvalaszolasdhoz meg kell ismerkednink a protoncsatorna (és a VSD-k)
szerkezetével. A VSD-n beliil a negyedik TM szegmens (S4) felelés a

membranpotencial (Em) érzékeléséért, az S4 hélixben periodikusan elhelyezkedd
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pozitiv toltésii arginineknek koszonhetéen [154,155]. A pozitiv t6ltésii S4 hélix a
membranpotencial valtozasanak hatasara elmozdul, ezaltal klasszikus ioncsatornakban
elésegiti a nyitott, illetve a zart konformacio kialakulasat a VSD és a hozza kapcsolodo
porus-domén konformaciojanak megvaltoztatasan kereszil [164-166]. A VSD-fehérjék
oly médon épiilnek be a membranba, hogy a fehérje extra- és intracelluléris oldalan
egyarant vizmolekulakkal kitoltott ,,Uregek” maradnak, melyeket - legnagyobb
valosziniiség szerint - az S4 szegmens oldallancai valasztanak el egymastol [167,168].
Az S4 szegmens az Ep valtozds hatésara elmozdul, ekkor a VSD transzmembréan
szegmensei szerkezetiiktdl fiiggéen porust alakithatnak ki, melyek kiilonb6z6 ionokra
permeéabilisak lehetnek. A vad tipusi K'- és Na'-csatornakban talalhato VSD-k
semmilyen E. értéken nem vezetnek ionokat, bizonyos mutacidkkal azonban
fesziiltségfiiggd csatorndkka alakithatok [168-170]. Jelenlegi elképzelésiink alapjan a
protonvezet6-képesség a Hvl esetében ugy jon létre, hogy a fehérjén beliil depolarizicid
hatasara létrejon egy ,,porus”, melyben aminosav oldallancok altal fixalt vizmolekulak
talalhatdk (an. ,,fagyott viz” modell-Id. 11. abra) [167,171].
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11. dbra. A protonvezetés feltételezett modellje a Hvl-en keresztul. A bal oldali
panelen a fesziiltségfiiggd protoncsatorna valdszinisitett szerkezete lathatd nyitott
allapotban. A Hv1 fehérjelancat kék szin jeldli. A transzmembran szegmensek helikalis
struktarakeént jelennek meg, az egyéb szerkezeteket kék wvonal szimbolizalja. A
vizmolekulakat fehér-piros gombok jeldlik. Lathatd, hogy a fehérje extra- és
intracelluléris oldaldn egyarant vizmolekulakkal kitoltott Gregek alakulnak ki. A jobb
panelen a fehérje kdzponti részének nagyitott szerkezete lathatd. Megfigyelhetd, hogy a
membran két oldalan elhelyezked6 vizmolekulak a csatorna nyitott allapotaban
kapcsolatba keriilnek egymassal. A protonok vezetése a savozott vonalakkal jel6lt

hidrogen-hidakon keresztiil valosul meg (hidrogénhid-lanc, Id. 12. abra). [171] alapjan.

A vizmolekulak nem képesek elmozdulni a fehérjén belil, protonok azonban a
vizmolekulak kozotti hidrogénhid-kotések kdzott tugorva atjuthatnak a membran egyik
oldalarél a mésikra (Un. hidrogénhid-lanc, hydrogen-bonded chain, HBC, 12. &bra)
[172]. A fent leirt vezetési mechanizmusbdl kovetkezik, hogy a csatorna szinte
kizérélag protonokra permeabilis, Na*-vezetképessége 1/10° része a protonokénak
[151,173], mely érték egyes szerzok szerint még alacsonyabb [157]. A
protonszelektivitasért az S1 szegmensben talalhaté 112-es pozicioju aszparatat
(Aspl12) a felelés. Az Aspl12 mutacidja csak akkor eredményez protonszelektiv
csatornat, ha az aszpartatot a masik savas aminosavra, glutamatra cserélik, minden
egyéb esetben nagyban csdkken a csatorna proton-szelektivitdsa, emellett a mutans

fehérjék nagy része protonok helyett anionokat vezet. Kiserletes eredmenyek alapjan az
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Aspl12 szerepe a porus leszlikitése, hogy az csak protonok szdmara legyen atjarhatod

[174].

12. abra. A hidrogénhid-lanc (hydrogen-bonded chain, HBC) mechanizmus. A
folyamat soran a protonok nem diffuziéval jutnak egyik pontb6l a masikba, hanem
kiilonboz6é molekulak hidroxil-csoportjai kdzott helyet cserélve haladnak. Az igy

1étrejovo protonaramlas sebessége meghaladja a vizben mérhetd protondiffuzidét. [157].

A Hv1 kiiszObpotencialjat az ioncsatornak kozott egyedilallé mddon a vezetett
ionok koncentracidja is szabalyozza: az IC H* koncentracié emelkedése és az EC
csokkenése, vagyis az EC tér felé mutaté pH gradiens emelkedése serkenti a csatorna
aktivacidjat [175]. A csatorna aktivaciojahoz sziikséges un. kuszobpotencial a
kovetkezd (tapasztalati) képlettel hatarozhatdé meg:

(2) Vai=0,76E 4+ + 18mV

Ahol:
V ake a kiisz6bpotencial

En+a proton egyensulyi potencialja

A proton egyensulyi potencialja 37°C-on:
(3) Ep+= 60(pH|C-pHEc) mV

A fenti képletekbdl kiszamolhato, hogy a csatorna kuszdbpotenciélja széles pH
gradiens tartomanyban pozitivabb a protonok egyensulyi potencialjanal, igy szeles
tartomanyban a csatornan az aram kifele fog folyni. A fenti ismereteket 6sszegezve
tehat a nyitott Hvl hatékonyan, energia-befektetés nélkil képes fokozni a protonok
eltavolitasat a sejtbol [176].
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A Hvl konduktancidja (g) méas ioncsatorndkkal Osszhasonlitva alacsonynak
szamit, a csatorna protonvezet6-képessége (gu) pHic 7,2 mellett kb. 78 fS [177].
Emellett a vezetOképesség €s a kapuzasi kinetika egyéb fesziiltségfiiggd csatornakhoz
képest jobban fligg a hémérséklettol [178].

Amint azt emlitettem a Hvl dontéen homodimer formaban van jelen a
sejtmembranban. A diméren belul mindkét alegység szeparalt pérussal rendelkezik,
kapuzasuk azonban ko-operativan valosul meg, melynek kovetkeztében lassul az
aktivacio, és meredekebbé valik a En, -gy- 0sszefiiggés. A kooperativ kapuzés élettani
jelentésége valosziniileg az, hogy a 1égzési robbands soran megkonnyiti a
toltéskompenzaciohoz sziikséges mennyiségli protoncsatorna aktivalasat [153,153].

A fesziiltségfliggd protoncsatorna rendelkezik egy un. fokozott aktivitasi allapottal
(angolul enhanced gating mode), melyet aktivalt granulocitdkban irtak le, és a
kovetkezo valtozasok jellemezik [179]:

1. Gyorsabb aktivacid

2. Lassabb inaktivacio

3. Megnovekedett vezetoképesség

4. A csatorna kiiszobpotencialja 40 mV-tal negativabba valik
a PKC inhibitorai gatoljak az allapot kialakulasat [180]. A Kisérletes adatok arra
utalnak, hogy a PKC hatasat a Thr29 foszforilacidja kdzvetiti, az aminosav alaninra
cserélése ugyanis meggatolja a fokozott aktivitasi allapot kialakulasat [181]. Erdekes
modon a fenti valtozasok nem mindegyike figyelhetdé meg olyan sejttipusokban,
melyekben nincs jelen, vagy csekély mennyiségii a phox (pl. bazofil granulocitak,
CGD-és betegek neutrofilei): az inaktivacio lassulasa elmarad, és a kiiszobpotencial is
csak 10-20 mV-tal valik negativabba (az egyéb valtozasok mértéke nem maodosul)
[182]. A jelenség magyarazata ismeretlen, mindazonaltal jol ravilagit a Hv1 és a Nox2-
komplex kdzott fennallo szoros kapcsolatra [183].

A fokozott aktivitasi allapot fiziologias jelentOsége a 1égzési robbanas még
hatékonyabb tdmogatasa lehet. Mint azt a korabbi fejezetekben lathattuk, a NADPH-
oxidaz aktivitdsdt a membran depolarizacidja gatolja [153]. Fokozott aktivitasi
allapotban a protoncsatornak alacsonyabb membranpotencial mellett nyitnak, és

1déegység alatt nagyobb mennyiségli protont transzportilnak. Emiatt a teljes
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toltéskompenzacio a ,,normal kapuzdshoz” képest kb. 18 mV-tal negativabb értéken jon
létre, a kisebb mértéki depolarizacio kovetkeztében pedig a NADPH-oxidaz nagyobb

intenzitassal képes miikodni [184].

3.7.1. A Hv1-re hato legfontosabb farmakonok

A Hvl-nek eddig nem ismert specifikus gatloszere. Mitkddése nehézfém ionokkal
hatékonyan gétolhaté, melyek koziil a cink divalens forméja (Zn®") a leghatésosabb
[185]. A rendelkezésre &ll6 adatok alapjan a Zn®* koordinalasaban két extracellularis
hisztidin (His140 és His193) jatszik szerepet, mivel e két aminosav mutécioja
érzéketlenné teszi a protoncsatornat a Zn®* hatasai irant [154,186]. A Zn®* nem a Hv1l
porusat témiti el, hanem a csatorna kapuzasat valtoztatja meg: lassitja az aktivaciot és
pozitiv értékek felé tolja a kiszobpotencialt. A cinkgatlas tovabbi fontos tulajdonsaga,
hogy hatéserdssége az EC pH csokkenésével meredeken gyengiil. A jelenleg elfogadott
magyarazat szerint a jelenségért a mar emlitett két hisztidin oldallanc felelds. A szdban
forgd hisztidinek ugyanis azonos funkcids csoporton a Zn** mellett protonok kotésére is
képesek, igy kompeticid jon létre a két ion kdzdtt [185].

A csatorna gatloszereinek fejlesztésében U tavlatokat nyithat a felfedezés, hogy
bizonyos fenilamin karboxilat szarmazékok (melyek kozé a diklofenak is tartozik)
megvaltoztatjdk az mHv1 fesziiltség-aram gorbéjét, igy egyes anyagok a gatlas, masok
az aktivacié iranyaba valtoztatjdk meg a csatorna mikodését [187]. Az Gjonnan leirt
fenilamin karboxildtok a csatorndk széles korének miikodését befolyasoljak (mHvl,
tranziens receptor potencidl V1 ¢és egyes fesziiltségfiiggd kaliumcsatorndk), de a

késdbbiekben Hv1-specifikus hatéanyagok kifejlesztése is elképzelhetd.

3.8. A fesziiltségfiiggé protoncsatorna Kifejezddése fehérvérsejtekben

Kisérletes munkam kezdetekor nem alltak rendelkezésre olyan kdzlemények,
melyek a Hvl kifejez6dését a kolonb6z6 emberi fehérvérsejt tipusokban megbizthatd
maodon demonstraltak volna. A protoncsatorna expresszidjara a sejtfelszini protonaram-

denzitas (pA/pF) ertékek alapjan lehetett kovetkeztetni. Ezen megkdzelités hatranya,
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hogy az intracellularis membranokban helyet foglal6 Hvl mennységér6l nem ad
felvilagositast. A protondram-denzitas mérésével emberi fehérvérsejtekben a kovetkez6
adatokat rogzitették:

1. eozinofil granulocita ~200 pA/pF

2. neutrofil granulocita 17 pA/pF

3. bazofil granulocita ~100 pA/pF

4. monocita 28 pA/pF

5. B-limfocita 94,7 pA/pF

6. T-limfocita 0,9 pA/pF (az ilyen alacsony aramdenzitas érték valdszinileg

aspecifikusnak tarthaté [188]

A protonaram-denzitas értékek alapjan lathatd, hogy a Hvl expresszidja a
NADPH-oxidazéval tobbé-kevésbé parhuzamos. A bazofilek és a B-sejtek magas Hv1l
expresszidja azonban nem korrelél a sejtekben megtalalhatd phox mennyiségével, mely
alapjan ezekben a sejtekben a protoncsatorna oxidaztol fuggetlen szerepe
valoszintsithetd (részletesen lasd a kdvetkezo fejezetben).

A primer emberi fehérvérsejtek fehérjeszintli expresszids adatainak hianyaban a
human Hvl szamos jellemzdjére heterolog expresszidos rendszerekben, vagy
genetikailag modositott allatmodelleken kapott eredmények alapjan kovetkeztethettiink.
Barmennyire is nélkilozhetetlenek az igy nyert eredmeények, mégsem nyujtanak direkt
informaciét a Hvl emberi (fehérvér)sejtekben betoltott szerepérdl. Hianyzott tovabba a
kdzvetlen bizonyiték, hogy a Hvl emberi fehérvérsejtekben protoncsatornaként
funkcional. Emellett az sem volt tisztazott, hogy a protoncsatorna a heteroldg
expresszids rendszerekhez hasonloan emberi fehérvérsejtekben is dimert alkot-e, vagy
esetleg monomerként fordul eld, illetve hogy hogyan valtozik a monomer és dimer
forma arénya aktivacié hatdsara. Ismeretlen volt tovabbd a Hvl nyugvo és aktivalt
emberi fehérvérsejteken belili elhelyezkedése is. A funkcionalis kapcsolat miatt
valoszintisithetd volt a Hvl és a Nox2 kapcsolt kifejezddése a sejten beliil (melyet a
patch-clamp mérések eredményei is alatamasztottak), a kapcsoltsdg valddi mértéke

azonban emberi fehérvérsejtekben nem volt ismert.
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3.9. A fesziiltségfiiggo protoncsatorna szerepe fehérvérsejtekben

Ma éltalanosan elfogadott, hogy a protoncsatorna miikodése hozzédjarul a
fehérvérsejtek hatékony szabadgyok-termeléséhez (13. &bra). A protonaram gatlasa,
vagy az mHvlgenetikai defektusa csokkenti a neutrofil és eozinofil granulocitak [153—
155,189], a makrofagok [188] és egy tanulmany szerint a B-sejtek ROS-termelését
[190]. Ezek alapjan nem meglepd, hogy - ugyan a Hv1 hiadnya miatt kialakult CGD-r61
nincs tudomasunk - a fesziiltségfiiggd protoncsatorna élettani és korélettani funkcioi
nagy atfedest mutatnak a ROS hatésaival. Hv1-hianyos egerek neutrofilei in vitro
csokkent 6lési képességgel rendelkeznek, bar ez in vivo nem manifesztalodik [191].
Hv1-hidnyos egér neutrofilekben a fokozott depolarizacié kévetkeztében kevesebb Ca**
aramlik be a sejtekbe, ezért migraciojuk is karosodik [189]. Emellett a Hv1 gatldsa a
citoplazma fokozott savanyodasaval jar, melyet az egyéb protoneltavolito
mechanizmusok csak részben képesek kompenzalni [192]. A protoncsatorna a fémbdl
késziilt ortopédiai endoprotézisek fert6zésének létrejottében is szerepet jatszhat. Az
ilyen protézisekb8l ugyanis kobalt ionok oldédnak ki, melyek a Zn**-hoz hasonléan
gatoljak a Hvl miikodését, ezaltal nehezitve a protézisen megtelepedett korokozok
elpusztitasat [193].

A CGD-hez hasonléan Hvl-deficiens egerekben nemcsak (szubklinikus) 6lési
defektus tapasztalhato, hanem autoimmun tlinetek (Iépmegnagyobbodas, autoantitastek,
nephritis) is létrejonnek. A jelenség hatterében T-sejt regulaciés zavart feltételeznek,
mivel a Hvl KO egerek vad tipusu tarsaikhoz képest nyugalomban is nagyobb szamu
aktivalt T-limfocitaval rendelkeznek [194].
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Baktérium

Fagocita

idédz Oz I~ H,0+HOCI
oxidaz @ +

NADPH _ ® . Q%Hﬂ%o
\ \,/

NADP* + 2H* Fesziltsegfiiggd
protoncsatorna

13. abra. A protoncsatorna szerepe a légzési robbanas soran. Stimulus (esettinkben
egy baktérium) hatasara aktivalodik a fagocitak membranjaban a Nox2-komplex. Az
enzimaktivitas kovetkeztében az extracellularis térben szuperoxid (O2") keletkezik, ami
szubsztratként szolgal tovabbi reaktiv oxigénszarmazékok (H,0O,, HOCI) képezéséhez,
melyek eldsegitik a korokozd elpusztitasat. A Nox2 altal kozvetitett elektrontranszport
azonban a plazmamembran depolarizaciojaval jar, a citoplazmaban visszamaradd
protonok pedig csokkentik az intracellularis pH-t. Ezen két folyamat korlatozasahoz
jarulhatnak hozzd a fesziiltségfiiggd protoncsatorndk 1vgy, hogy a fent emlitett
valtozasok hatésara nyitott allapotba kerllnek, és kitritik a felgyilemlett protonokat. A
protoncsatornak funkcidjanak hianyaban csokken a szabadgyok-termelés. MPO:

mieloperoxidaz. [157] alapjan.
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A Hv1 mukodése karos is lehet, ha a szabadgyok-termelés szdvetkarositd hatdsa
keriil eldtérbe. JO példdja ennek a kozponti idegrendszer rezidens makrofagja, a
mikroglia, ahol a protoncsatorna szintén a ROS termelést tamogatja, és hianyaban
csokkent phox aktivitas mérheté. A csokkent szabadgyok-termelés jotékony hatasat
feltételezik azon megfigyelés hatterében, miszerint kisérletesen eldidézett ischaemias
stroke esetén a Hvl KO egerekben kisebb a karosodott agyteriilet mérete, és a
neuroldgiai deficit is enyhébb VT tarsaikhoz képest [157].

A B-limfocitdk igen kifejezett fesziiltségfiiggd protondrammal rendelkeznek
[195], mely a ma legelfogadottabb elképzelés szerint e sejtekben is a Nox2-komplex
szolgalataban all. Hvl-hianyos egér B-sejtek a BCR stimulalasara csokkent
szabadgyok-termeléssel reagdlnak, mely a mar ismertetett mechanizmussal a
foszfatazok fokozott aktivitdsdhoz vezet. A csokkent foszforilacio kdvetkeztében lassul
a sejtek anyagcseréje és proliferacidja, ami in vivo csokkent antitest-valaszhoz vezet
[196]. Megjegyzendd, hogy a B-sejtek phox-tartalma és oxidativ robbandsanak
intenzitdsa messze elmarad a fagocitakétol [93], tovabba tdbb kaliumcsatorna is
gondoskodik aktivalt B-sejtekben a membranpotecial negativan tartasardl [197], mely
koriilmények a Hvl megnyildsanak nem kedveznek. Nem meglepd tehat, hogy a fenti
eredményeknek ellentmondanak egy masik munkacsoport adatai, mely a Hvl-nek
autonom, a phox-tdl fluggetlen fukcidt tulajdonit. Eretlen B-sejtvonalakban a Hvl
overexpresszidja a sejtciklus gatlasan keresztill csokkent proliferaciés képességhez
vezetett. A protoncsatornat transzgénikusan is kifejezd egerek kisebb szamu érett B-
sejttel rendelkeznek, megerésitve a Hvl sejtosztodasban és differenciacioban jatszott
szerepét [198].

Szintén a protoncsatorna NADPH-oxidaztol fiiggetlen miikodésére vilagitanak ra
a bazofil granulocitdkon kapott eredmények. A bazofil granulocitdk nem tartoznak a
falosejtek kozé, legfontosabb funkcidjuk a leggyakrabban IgE-stimulus hatasara
bekovetkezd hisztamin-szekrécio. A bazofilek abban is eltérnek a tébbi granulocitatol,
hogy nem mutatnak érdemi NADPH-oxidaz aktivitist, mig a fesziiltségfiiggd
protoncsatorna jelentés mennyiségben megtalalhaté benniik. Aktivald ingerek hatasara
(PMA, IgE) a bazofil granulocitdk granulumaikbdl hisztamint szabaditanak fel, ami a
sejtek pH-janak csokkenésével jar. Amennyiben a protoncsatorna miikodését Zn® -kel

gatoljak, a savanyodas kifejezettebbé valik, és csokken a hisztamin felszabadulas,
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felvetve a Hvl szerepét a citoszolikus pH aktivacio soran végbemend szabdlyozasaban

[199].
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4. Célkituzések

1. Tisztazni kivantuk, hogy emberi fehérvérsejtekben is sziikséges-e a Hv1 a
fesziiltségfiiggd protonaram létrejottéhez.

2. Tisztazni kivantuk, hogy a Hv1 emberi granulocitakban polimerizal-e in
Vivo.

3. Vizsgélni kivantuk, hogy emberi granulocitdkban a Hv1 és Nox2
kifejez6dése fiigg-e egymastol.

4. Vizsgalni kivantuk, hogy egészséges egyének neutrofil és eozinofil
granulocitainak phox-alegység és Hvl kifejez6désében és 1égzési
robbanasaban milyen mennyiségi, illetve minéség eltérések vannak.

5. Tisztazni kivantuk, hogy a hastiri B-limfocitdk baktériumdéld képességében

szerepet jatszik-e a fagocita oxidaz.
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5. Modszerek

5.1. Oldatok

A felhasznalt reagenseket tobbsegében a Sigma-Aldrich-tdl szereztik be, és a
Kisérleteinket dont6en szobahén (21-26°C) végeztik. Azokban az esetekben, amikor a
fentiektdl eltérden jartunk el, a pontos koriilményeket megadom. A transzfekcios,
sejtjelold reagensek, illetve minden egyéb specialis anyag alkalmazasa sordn pontosan
kovettik a gyarto elbirasait.

A patch-clamp mérések soran hasznalt fiirdo- (extracellularis) oldat dsszetétele: 1
mM CsClI, 1 mM tetraetil-ammonium-klorid, 2mM MgCl,, 1 mM EGTA, 101 mM N-
metil-D-glukamid és 200 mM HEPES (pH 7,55). A pipettaoldat 6sszetétele: 1mM CsCl,
1 mM tetraetil-ammonium-klorid, 2 mM MgCl,, 1 mM EGTA, 101 mM N-metil-D-
glukamid és 200 mM MES (pH 6,15). A H-médium 0sszetétele: 145 mM NaCl, 5 mM
KCI, 1 mM MgCl,, 0,8 mM CaCl,, 5 mM HEPES és 5 mM glukéz (pH NaCl-dal 7,4-re
beéllitva). A granulocita izolalo (Gl) puffer 6sszetétele: 2 mM EDTA és 2% v/v fotalis
borjuszérum (FBS, Cat No. DE-14802-F, Lonza, www.lonza.com) RPMI 1640
médiumban. A szérummal opszonizalt zimozan (serum treated zymosan-STZ)
elballitasa céljabol nativ zimozan szemcséket 30 percig 37°C-on inkubaltunk kevert
human szérummal (melyet legaldbb 3 egyén szérumdabol allitottunk eld). A
diszukcimidil-szuberatot (DSS) 250 mM-os, az N-etilmaleimidet (NEM) 400 mM-os, az
N’N’-feniléndimaleimedet ~ (N’N’-phenylendimaleimide, ~PDM) 10  mM-os
koncentrciéban DMSO-ban oldottuk. Elsé 1épésben az Amphotericin B-t 80 mg/ml, a
forbol-mirisztat-acetatot (PMA) 5mM-0s koncentracioban szintén DMSO-ban oldottuk,
majd ezeket H-mediummal higitva Amphotericin B- b6l 1mg/ml-es, PMA-bo6l 20 uM-0s
torzsoldatokat készitettiink. A difenil- jodonium (diphenyl-iodonium, DPI) 10 mM-o0s
torzsoldatat DMSO-val készitettik. A fenilmetanszulfonil-fluoridot
(phenylmethanesulfonile-fluoride, PMSF) 100 mM-os koncentracioban, etanolban
oldottuk.

51



DOI:10.14753/SE.2015.1820

5.2. Egerek

A p22°"* génjének mutaci6jat hordozé nmf333 egértorzs a Jackson Laboratory-
bol szarmazott (www.jax.org). A Nox2 hianyos allatokat (Cybb™P™ Professor Ralf P.
Brandes (Goethe Egyetem, Frankfurt) bocsatotta nagylelkien a rendelkezésiinkre.
Kontrollként azonos kord him C57BI/6J egereket hasznaltunk. Az egerek a taplalékhoz

és a vizhez szabadon hozzéfértek.

5.3. Antitestek

Az emberi fesziltségfiiggé protoncsatorna kimutatasara affinitas-tisztitott, nyul
poliklondlis  antitestet  alkalmaztunk 2  (Western  blot-WB), vagy 4-8
(immunfloureszcencia-IF) ug/ml-es koncentraciéban. A Hvl ellenes antitest (aHv1-N)
cléallitasa  céljabol néstény fehér nyulakat immunizdltunk egy olyan fehérje-
konstrukcidval, melyben a Hvl N-terminalis 99 aminosavat kovalensen glutation-S-
transzferazhoz kotéttik. Ugyanezen fehérje Affigel 15 gyongyodkre (Bio-Rad
Laboratories, www.bio-rad.com) kovalensen kotott formajat alkalmaztuk a glutation-S-
transzferaz ellenes antitestekre depletalt nydlszérumok affinitas-tisztitdsara. Az aHv1-N
negativ kontrolljaként 8 pg/ml normal nyal IgG-t hasznaltunk (Santa Cruz
Biotechnology, www.scbt.com). Az egér Hvl ellenes antitestet az emberi aHv1-N-el
azonos modon készitettuk.

Az IF kisérleteinkben az emberi Nox2 kimutatasara a 7D5 jelii egér hibridoma
felulUszojat hasznaltuk 1:20 higitdsban [200]. Izotipus kontrollként 2,5 pg/ml tisztitott
egér 1gG1-et (BD Biosciences Pharmingen, www.biosciences.com) alkalmaztunk.

Western blot kisérletek soran az egér Nox2-t az NL7 antitesttel mutattuk ki (Santa
Cruz Biotecnology Inc.). Az emberi Nox2-re specifikus m48ab eclnevezésii
monoklondlis antitestet [201] Dr. Dirk Roos bocsatotta nagylelkiien rendelkezésiinkre,
emellett a human Nox2 kimutatésara az NL7 antitestet is alkalmaztuk. A p67°"* ellenes
antitestet Dr. Német Katalin szivélyességének koszonhetjik. A p47""™ ot a Cell
Signaling Technology (www.cellsignal.com) #4312 szdmu antitestjével mutattuk ki. Az

emberi p22°"* ellenes antitestet (sc20781) a Santa Cruz Biotechnology Inc-td1 szereztiik
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be, az egér p22°"* ellenes 16G7 monoklonalis antitestet Francoise Morel bocsétotta
rendelkezésunkre (Grenoble University, Grenoble). A Rac kimutatasara a BD
Biosciences antitestjét (#610650) hasznaltuk. WB kisérleteinkben a felvitt fehérjék
mennyiségét protein-diszulfid-izomeraz- (PDI) ellenes antitesttel (ab2792, Abcam),
egér eredetli sejtek esetén monoklonalis anti-aktin antitesttel (Sigma, St. Louis, MO,
USA) kontrollaltuk. A tormaperoxidazzal jel6lt méasodlagos antitesteket a GE
Healthcare-t61 vasaroltuk. Az Alexa Fluor 488- és az Alexa Fluor 568-jeldlt F(ab’),
antitest-fragmenseket a Molecular Probes-tél (probes.invitrogen.com) szereztiik be.

5.4. Sejttenyészet es transzfekcio

A PLB-985 X CGD sejtek kivételével valamennyi sejtvonalat az ATCC-LGC-t61
szereztlk be (www.lgcstandards-atcc.org), és kisebb mddositasoktdl eltekintve
(részletesen 1d. alabb) eldirasaiknak megfeleléen tenyésztettiik. A Cos-7 sejteket Un.
Dulbecco altal mddositott Eagle féele médiumban tenyésztettilk (GibcoBRL, Csertex kft,
Magyarorszag), mely 10% v/v hdinaktivalt FBS-t, 100 NE/ml penicillint és 100 pg/ml
streptomycint tartalmazott. A PLB-985 sejtkultirakat RPMI 1640 médiumban
inkubaltuk, mely szintén 10% FBS-t, 100 NE/ml penicillint és 100 ug/ml streptomycint
tartalmazott. Transzfekcio sordn a Cos-7 sejteket 30 mm-es sejtkulturdld lemezekre
(Greiner Bio-One, www.greinerbioone.com) helyeztik, majd 1 nappal ezutan lpg
plazmid-DNS-sel transzfektaltuk. Transzfekcios reagensként Lipofectamine 2000-et
(Invitrogen) hasznaltunk. A leukémias PLB-985 sejtvonalat elektroporacioval
transzfektaltuk (Amaxa Nucleofector Device, Amaxa Biosystems, www.amaxa.com),
melyhez az Amaxa Cell Line Nucleofector kit-et alkalmaztuk (Amaxa Biosystems).
Purinomycin-rezisztens PLB-985 klonokat a ,,kihigitasos” modszerrel (limiting dilution)
allitottuk el6. A PLB-985 és a PLB-985 X CGD sejtek [202] (melyeket Mary C.
Dinauer bocsatott nagylelkiien rendelkezésiinkre) neutrofil granulocita iranyu
differenciaciojat a kultirmédiumhoz adott 0,5% v/v dimetilformamiddal (DMFA)

indukaltuk. A differenciaciés nyomas novelésére egyes esetekben a tapoldat FBS

“ sz
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5.5. Sejtizolalas

A fehérvérsejteket egészséges egyének vénas vérébdl izolaltuk, miutdn részletes
felvilagositasukat kovetden irdsos beleegyezésiiket adtdk. A vorosvértesteket ¢és
leukocitakat dextran-szedimentacidval véalasztottuk szét egymastdl, melyhez Vér,
fiziologidas sooldatban oldott 4% m/v dextran (Cat No. 17-0320, GE healthcare,
www.gelifesciences.com) és 3,13% m/v Na-citrat oldat 5:3:1 ardnyu elegyét hasznéaltuk.
A kapott fehérvérsejt-frakciot ezutan Ficoll-Paque Plus (GE Healhcare,
www.gelifecsiences.com) folé rétegeztik, és 20 percig 400 g-vel centrifugaltuk, mialtal
elkalondltek a mononuklearis  sejtek  (MC-k) a granulocitaktél (masnéven
polimorfonuklearis sejtekt6l-PMN). Az ezt kovetd miiveleteket 4°C-on végeztik. A
PMN-eket szennyezd vordsvértesteket hipozmotikus hemolizissel tavolitottuk el (30
masodperc desztillalt vizben, majd az ozmolaritas helyreallitisa egyenld mennyiségi
1,8% m/v NaCl oldattal), majd centrifugalas utan a sejteket Gl pufferben
reszuszpendaltuk. A kilénboz6 fehérvérsejt-tipusokat a kapott MC és PMN frakciokbol
izolaltuk fluoroférral ellatott antitestek, vagy paramagnesesen jeldlt mikrogyongyok,
valamint méagneses szeparator (VarioMacs, Miltenyi Biotec, www.miltenyibiotec.com)
hasznalataval. A PMN frakciot CD16 mikrogyongyok hasznalataval eozinofil (CD16-)
és neutrofil (CD16+) granulocitdkra valasztottuk szét. A monocitdkat pozitiv
szelekcidval a mononukledris frakcidbol nyertiik ki CD14 mikrogyongyok segitségével.
A monocita-depletalt MC frakciébdl munkatarsaim T- és B-limfocitakat izolaltak (az
eljarast a szerz6 nem végezte). A T-sejtek anti-CD3-PE (Beckmann Coulter, Fullerton,
CA), a B-sejtek anti-CD19-FITC (BD pharmingen, San Diego, CA) antitestekkel lettek
jeldlve, a szétvalasztashoz FACSvantage Diva Cell Sorter-t alkalmaztunk (Becton
Dickinson, San Jose, CA).

Az egér eredetli sejtek izolalasahoz az allatokon cervikalis diszlokaciot hajtottunk
végre. A haslregi (PerC, ti. peritoneal cavity,) sejteket a peritonedlis tér oblitésével
nyertik (5 ml RPMI + 10% FBS). Lép eredetii B-sejtek izolalasdhoz a lépet eltavolitasa
utan 70 um porusméretli sziirén oblités mellett attortiik, hogy sejtszuszpenziot kapjunk.
A Kkapott szuszpenzidkbol a B-sejteket a gyartd utasitasainak megfeleléen, CD19

paramagneses mikrogyongyok (Miltenyi Biotec) felhasznalasaval izolaltuk. A B-
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limfocitak tisztasaga valamennyi vizsgalt esetben 95% felettinek adddott, a szennyezd

sejtek PerC B-sejtek esetén dontéen makrofagok voltak.

5.6. Western-blot kisérletek

A mintapuffer redukalé anyagként 5% v/v B-merkaptoetanolt (B-ME) tatalmazott.
A mintdkat altaldban nem hdkezeltilk, amennyiben mégis, azt kiillon jeleztem. A
mononukleéris sejteket jégen, 2x-es Laemmli mintapuffetben lizaltuk. A granulocitak és
PLB-985 sejtek lizisehez 4x-es Laemmli puffert hasznaltunk, melyhez a pufferrel
megegyezO térfogati desztillalt vizes oldatot adtunk, ami 5 mM EDTA-t (250 mM
torzsoldat desztillalt vizben, pH NaOH-dal 7,4-re beallitva) és proteaz inhibitor koktélt
(1 db Complete Mini tabletta 10 ml desztillalt vizben) tartalmazott. Az ett61 vald eltérést
kozoljuk. Ahol kiemeltiik, a granulocitdk és PLB-985 sejteket a lizis el6tt 1:5000
diizopropil-fluorofoszfatot (DFP, 1:5000) tartalamazo6 oldatban (RPMI 1640 + 5 mM
EDTA, PBS, H-médium) 30 percig jégen inkubaltuk. A DSS-kezelést 20 percig
szobahén végeztiik, a reakciot 20mM TRIS-HCI (pH 8,0) hozz&adésaval allitottuk le. A
tiol-reaktiv reagensekkel (20 mM NEM, 50 uM PDM) 40 percig, jégen inkubaltuk a
sejteket. A PDM-keresztkotést 20 mM NEM segitségével allitottuk le. A keresztkotd
anyagokat 1 ml sejtszuszpenzidhoz adtuk (sejtkoncentracié 10°/ml) DFP jelenlétében. A
reakcio leallitasa utdn a sejteket centrifugaltuk (200 g, 3 perc), majd 30ul, 2 mM PMSF-
et tartalmaz6 2x-es Laemmli pufferrel lizaltuk. A mintakat 8, vagy 10%-0s
poliakrilamid gélen futattuk, és nitrocelluléz membranra blottultuk. A nem-specifikus
kotéhelyek blokkolasa érdekében a membranokat 1 oran at PBS-ben oldott 5% m/v
sovany tejpor oldatban inkubaltuk. Az els6dleges antitesttel (nytl poliklonalis vagy egér
monoklonalis) tértént egyodras inkubaciot kovetéen a membranokat 5 alkalommal PBS +
0,1% v/v Tween oldatban mostuk. A tormaperoxidazzal (horseradish peroxidase, HRP)
jelolt anti-nydl, vagy anti-egér masodlagos antitesteket 1:5000 higitasban tartalmazé
oldatban (6sszetétele: PBS + 0,1% v/v Tween 20 + 1% m/v sovany tejpor) 40 percig
inkubaltuk a membranokat. Ujabb 6t mosasi 1épés utan a jelolddést az erdsitett
kemilumineszcencia médszerével (GE Healtcare, ECL™ Western Blotting Analysis

System), Fuji Super RX filmeken detektaltuk (Fujifilm, www. fujifilm.com). Bizonyos

55



DOI:10.14753/SE.2015.1820

kisérleteknél a filmeket digitalizaltuk, majd Imagel segitségével meghataroztuk az
egyes fehérjecsikok integralt denzitasat, melyet az adott sejttipushoz tartozé PDI-jel6lés
intenzitasara normalizdltunk. Az igy kapott értékeket hasznaltuk fel az

eozinofil/neutrofil (Eo/Ne) arany meghatarozasahoz.

5.7. Immuncitokémia

Immunfluoreszcens (IF) kisérleteinkben a sejteket kétféleképp fixaltuk: (i) legtébb
alkalommal 20-30 percig hagytuk a sejteket fibronektinnel el6kezelt vagy tiszta tiveg
fedélemezre kitapadni, esetleg Cytospin centrifugaval tapasztottuk tiszta targylemezre
Oket. A kitapadt sejteket azutan 4% m/v parafolmaldehid oldatban (PBS-ben oldva, pH
7,4) 20 percig fixaltuk. (ii) Méas esetkeben, - hogy csokkentsiik a proteolitikus
epitopvesztest, illetve a mechanikus sejtsériilést - egy el6fixalasi 1épést is beépitettiink a
protokollba. A sejteket ilyenkor 30 percig, jégen 4% parafolmadehidet tartalmaz6 PBS-
ben (pH 7,4) inkubaltuk, majd centrifugalast kdvetéen 5 ml FBS-sel mostuk. A sejteket
ezutan 30x10%/ml koncentraciéban FBS-ben reszuszpendéltuk, majd a szuszpenzidbol
5-30ul-t gyorsan feddlemezre szaritottuk. Ezt kovetden az (i) pontban ismertetett
fixalasi 1épést végeztik. A sejteket ezutan 5 alkalommal PBS-sel mostuk, majd kétszer
10 percig 100 mM glicint tartalmaz6 PBS-ben inkubaltuk. A fed6lemezeket 2
alkalommal PBS-ben mostuk, ezt kdvetden a sejteket 20 percig 1% m/v bovin szérum
albumint (BSA) és 0,1% v/v Triton X-100-at tartalmaz6 PBS-ben permeabilizaltuk. A
nem-specifikus kotéhelyek (pl. fehérvérsejtek Fc-receptorai) semlegesitésére tobb
blokkolod oldatot is alkalmaztunk: (i): PBS + 10% v/v kevert huméan szérum (mely
legaldbb 3 donor szérumdbol készilt) + 10% v/v normal kecskeszérum (normal goat
serum, NGS) + 10% v/v human Fc-receptor blokkold reagens (Miltenyi Biotec) + 1 %
m/v BSA, illetve (ii) PBS + 5% v/v NGS + 5% v/v huméan Fc-receptor blokkold
reagens. Az inkubacié valamennyi blokkol6 oldattal 1 6rén at tartott. A feddlemezeket
ezutan 1 dran at elsddleges antitesttel inkubaltuk, majd PBS-ben hatszor mostuk, amit 1
oras inkubacié kovetett a masodlagos antitesttel. Bizonyos kisérleteinkben a sejtmag
jelolése a masodlagos antitestek oldatahoz adott 0,2 uM TO-PRO-3 (Life Technologies,
www.lifetechnologies.com) segitségével tortént. A sejteket ismét hat alkalommal
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mostuk, végil Mowiol 4-88 reagensbe (mely polivinil-alkohol 4-88, glicerin, desztillalt
viz és TRIS pH 8,5 elegye) agyaztuk, és fedélemezzel fedtiik.

5.8. Konfokalis mikroszkadpia és kolokalizacios analizis

A képek készitéséhez LSM 510, illetve LSM 710 konfokalis mikroszkop rendszert
hasznaltunk (Carl Zeiss, www.zeiss.com) 63X 1,4 numerikus apertardja sik
Apochromat és 40X 1,3 numerikus apertdraju sik Neofluar objektivekkel (Carl Zeiss).
Az fluoroforok gerjesztése 25 mW-os, 488 nm-es hullamhosszon emittalé argon, és 1,0
mW-os 543 nm-en emittalo helium/neon leézerrel tortént. Az Alexa Fluor 488
emisszidjat 500-530 nm kozott ateresztd szlirével, az Alexa Fluor 568 nm emissziojat
560 nm-es feliil ateresztd szlir6vel detektaltuk (LSM 510) vagy az adott fluorofor
detektalasahoz optimalis monokromator beallitasokat alkalmaztunk (LSM710). A képek
szeletvastagsaga 1 um (LSM510), illetve 0,5 um (LSM710) volt. A képeket az LSM,
illetve ZEN (Carl Zeiss) programmal készitettiik, a képek analizisét Imagel-vel
(Rasband, W. S., U.S. National Institutes of Health, Bethesda, MD,
http://rsb.info.nih.gov/ij) vegeztik. Az abrakat ImageJ és Paint.Net 3.5 programmal
(www.paint.net) szerkesztettk.

A Hvl és Nox2 kolokalizacidjanak vizsgalata kizarolag azokban a sejtekben
tortént meg, melyekben mindkét fehérje jelolddése a hattérfestddés kétszeresénél
er6sebbnek adodott. A kolokalizacié fokat a Pearson-féle koefficiens segitségével
hataroztuk meg [204]. A koefficiens értéke (r) 1 és —1 kdzott valtozhat, ahol r=1 teljes
pozitiv, r=-1 teljes negativ korrelaciét jeldl, r=0 esetén nincs dsszefliggés az egyes
csatornék pixeldenzitasai kozott. Az dbrdkon a kolokaliz&cio szemléltetésére az ImageJ
kolokalizacié kiemeld funkciojat alkalmaztuk. A funkcid hasznélata eldtt az egyes
emisszids hullamhosszokhoz tartozo képek atlagos szignal intenzitasat korrigaltuk,
illetve a kiiszObintenzitasnal halvanyabb pixeleket kizartuk az értékelésbol.
Kiszobintenzitdsnak a maximalis intenzitds 20%-at vettik, az ettdl valo eltérést a
megfeleld helyen jeleztem. A 0,6 és 0,67 kozotti intenzitds-arannyal rendelkezé pixel-

parokat tuntettiik fel kolokalizalokent.
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5.9. Fagocitdzis vizsgalata

Emberi granulocitakkal —végzett kisérletekhez PMN, illetve 6 napig
differencialtatott PLB-985 sejteket hasznaltunk 10%/ml koncentraciéban, H-médiumban
szuszpendalva. A sejteket 10 percig fibronektinnel bevont iiveg feddlemezekre
tapasztottuk, majd a fagocitdzis meginditasara 300 pg/ml végkoncentracidban STZ-t
adtunk a mintdkhoz. A reakcié 37 °C-on zajlott, amit 10 perccel a zimozan hozzaadésa
utan jégre helyezéssel és fixalassal (Id. immuncitokémia) leallitottunk.

Egér peritonedlis B-sejteket 10°/ml koncentraciéban 10% FBS-t tartalmazé
RPMI-ben szuszpendaltuk. Kisérleteink soran nyugvd, és fagocitalo sejteket
vizsgaltunk. A fagocitozis indukcidja céljabdl a sejteket 1,5-2,5 6rén &t eldlt, Alexa
Fluor 594-gyel jelolt S. aureus-szal (Molecular Probes) 37 °C-on inkubéaltuk. A

baktérium:sejt arany 10:1 volt.

5.10. A ROS-termelés mérése

A human sejteket H-médiumban, az egér sejteket HBSS-ben szuszpendaltuk, a
granulocitakat 10°ml, a 6-7 napig DMFA-val differeciltatott PLB-985 sejteket és az
egér leukocitakat 2x10%ml koncentraciéban. Az intracellularis ROS-termelés
kovetésére a szuszpenziohoz 250 puM luminolt és 1 U/ml HRP-t adtunk [183]. A
szuszpenziobol 100 pl-t toltéttink 96 lyukd Greiner Lumitrack 200 plate
(www.greinerbioone.com) mélyedéseibe. Az extracellularis szuperoxid-felszabadulas
kimutatasara a fenti szuszpenziokat egyenld térfogatii Diogenes szuperoxid detektalo
médiummal (National Diagnostics, www.nationaldiagnostics.com) kétszeresére
higitottuk, a kapott mintakbol 100 pl-t 96 Iyuk( lemezre vittiik fel, majd a lemezt 15
perc alatt 37°C-ra melegitettiik. A légzési robbands meginditasara granulocitakban 0,6
uM PMA-t, vagy 0,4 mg/ml opszonizalt zimozant alkalmaztunk, a B-sejteket 20pug/mi
anti-lgM antitest F(ab’), fragmensével (Jackson ImmunoResearch) aktivaltuk. A
chemilumineszcenciat 37°C-on, fluori-luminométerben detektaltuk (Ascent Fluoroscan
FL, Thermo scientific, www.thermo.com, illetve Fluostar Optima lumino-fluorimeter,
BMG Labtech.)

58



DOI:10.14753/SE.2015.1820

5.11. Nitroblue-tetrazélium (NBT) teszt

A paramagnesesen izolalt PerC B-sejteket 10%ml koncentraciéban 0,5 mg/ml NBT
tartalmi HBSS-ben szuszpendaltuk, majd Alexa Fluor 594-gyel jel6lt, el6lt S. aureus-
szal 2 oran at inkubaltuk (Molecular Probes). A bakrérium:sejt aranyt 10:1-re allitottuk
be. Az inkubacios id6 letelte utan a sejteket cytospin centrifugéaval tiszta tveglemezre
tapasztottuk, majd, 25 percig 4%-os parafolmaldehid oldatban fixaltuk. A kapott mintak
mindegyikét Mowiol 4-88 reagensbe agyaztuk. A targylemezeket transzmisszids és

fluoreszcens mikroszoppal tanulmanyoztuk.

5.12. Az oxigenfogyasztés és pH-véaltozas meghatarozésa

Az oxigénfogyasztas és pH-valtozas kovetése az XF Analyzer System (Seahorse
Bioscience, www.seahorsebio.com) segitségével tortént. A granulocitakat 2-3x10°/ml
koncentraciéban H-médiumban reszuszpendaltuk, a szuszpenzid 50 pl-ét fibronektinnel
elokezelt 96 lyuku XF Analyzer Microplate-be toltottik, majd a sejteket 37°C-on 1
ordig inkubdaltuk a kitapadas eldsegitésére. Eldkezelésként azért fibronektint
hasznaltunk, mert ez az egyik legmegfelelobb anyag az adhézio-indukalt aktivacio
elkertlésére [86]. Az adhézios id6 letelte utan 130 ul H-médiumot adtunk a mintakhoz.
A légzési robbanast a fent leirt médon PMA-val vagy STZ-vel valtottuk ki. A parcialis
oxigénnyomas, valamint a médium pH-janak valtozasa alapjdn az analizal6 rendszer
oxigénfogyasztasi ratat (OCR) és extracellularis savanyodasi sebességet (extracellular
acidification rate, ECAR) szamolt. Valamennyi donor esetén meghataroztuk a
legmagasabb OCR értéket (OCRmax), majd az adott donor egyéb oxigénfogyasztasi
értékeit ehhez viszonyitottuk. A pH megvéltozasa befolyasolhatja a NADPH-oxidazok
aktivitasat, ezt elkeriilendd erdsen pufferolt oldatokat hasznaltunk (10 mM HEPES, pH
7,4). Kovetkezésképpen minimalis pH-ingadozast regisztraltunk, ami csokkenti a pH

méréseinkbdl levonhat6 kovetkeztetések erejét.

59



DOI:10.14753/SE.2015.1820

5.13. Molekularis biolégia

A molekuléris bioldgiai munkak zémét Dr. Baradth Monika, Orient Anna és Dr.
Pethed Gabor végezték. A Hvl klonozasahoz érett dendritikus sejtekbdl teljes RNS-t
izolaltunk Trizol reagens segitségével (Invitrogen, www.invitrogen.com). A cDNS
szintézisét 20 mikroliter reakcids oldathoz adott 2.5 pg teljes RNS-bol oligo(dt)is
primerek és RevertAid MuLV reverz transzkriptdz (Fermentas, www.fermentas.com)
alkalmazasaval végeztik. A Hvl-et kodol6 szekvenciat (ti. a nyitott leolvasasi keretet)
A ,, TA clone kit” (Invitrogen) és nagy pontossagu PCR enzim (Fermentas) segitségével
PCDNAS3.1/V5-His-TOPO vektorba (Invitrogen) illesztettiik. Templatként a cDNS els6
szalanak 1 pl-ét hasznéltuk. A bazissorrend helyességét szekvenalassal igazoltuk
(Eurofins  MWG Operon, www.eurofinsdna.com). A Hvl mRNS (HVCNL1,
transcripcios varians 1) csendesitésére hasznalt siRNS-eket és azok minimalis
megvaltoztatdsaval kapott kontroll szekvencidit siSTRIKE U6 plazmid vektorba
(Promega, www.promega.com) Kklonoztuk, mely szelekciés markerként zold
fluoreszcens proteint (GFP-Cat.# C3550), vagy puromicin rezisztencia gént (Cat.#
C7900) tartalmazott. Az alabbi target szekvencidkat hasznéltuk: (5’-3°):
GAACGGCAACTCTTAAGGT  (si-1), GAACCGGAACTCTTAAGGT  (si-1c),
GGTGGCCCGGATCATCAAT (si-2), GGTGGCGCGCATCATCAAT (si-2c).

5.14. Patch-clamp mérések

Patch-clamp méréseinket teljes sejt, feszlltségzar feldllasban végeztik CV-4-
1/100U headstage-el felszerelt Axopatch-1D erésitével (Axon Instruments, Foster City,
CA). A pipettdkat boroszilikat Uvegkapillarisokbdl (1B120F-4, World precision
Instruments Inc., Sarasota, FL) P-87 pipettahtz6val (Sutter Instrument Co., CA)
készitettiik. Hovel végzett polirozast kovetden a pipettak ellenallasa pipettaoldattal
feltoltott allapotban 7-13 MQ-nak adodott. A fiirdé oldatot Ag/AgCl elektrod
alkalmazasaval foldeltik. Az aramintenzitast 100-200 Hz-es alulatereszté sztirével (-3
dB, 8 pdlusu Bessel filter), 250-500 Hz-es mintavételi frekvenciaval detektaltuk.

Adatgyijtésre a pClamp 6, elemzésre a pClamp8 programot (Axon) hasznaltuk. Annak
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igazolasa céljabol, hogy a mért aramot valdban protonok hoztdk létre az Gn. ramp-tail
aramok segiségével meghataroztuk a depolarizacié-aktivalt aram egyensulyi
potencialjat [205].

5.15. Az intracellularis 6lési képesség vizsgalata

Az izolélt hasiregi B-sejtek baktériumold aktivitdsat gentamycin protekcios
esszével hataroztuk meg [114]. A vad tipusd (VT), p22°"* vagy Nox2 KO egerek
paramégnesesen izolalt B-sejtjeit 10%/ml koncentraciéban 10% FBS-t tartalmazé RPMI
1640 médiumban reszuszpendaltuk, majd 10:1 baktérium:sejt aranyban életképes S.
aureust (ATCC kdd: 29213) adtunk a mintdkhoz, amit 1,5 6réas inkubacidé kdvetett. Az
inkubacié veégeztével 5 pg/ml végkoncentracioban gentamycint adtunk a
szuszpenziodhoz, majd 0, 1,5, 4,5 és 18 draval a gentamycin hozzdadasa utan 500 pl-es
mintakat vettlink. Valamennyi inkubacié 37 °C-on, 5%-0s CO, koncentracio mellett
tortént. A sejteket ezutan két alkalommal 500 pl steril PBS-ben mostuk, majd lizaltuk
(10 perc 900 pl desztillalt vizben, majd az ozmolaritds helyreallitisa egyenld
mennyiségii 1,8%-0s NaCl oldattal). A kapott lizdtumokbol higitasi sort készitettiink,
melyekbdl 200 ul-t LB agarlemezre kentiink ki. A keletkezett koloniakat 12 o6ras, 37 °C-

on végrehajtott inkubaciot kovetden leszamoltuk.

5.16. Adatok kiértékelése

Az adatokat atlag + standard hiba (SEM) formatumban tiintettik fel, az esetleges
eltérést ettdl a megfeleld helyen jeleztem. A statisztikai analizist a Statistica 8
segitségével végeztiik (Statsoft Inc. Tusla, OK, USA). A WB és IF kisérleteket legalabb
kétszer, egymastol fiiggetleniil hajtottuk végre, az ettdl valo eltérést feltiintetettem.

A statisztikai kiértékelést t-teszttel, vagy Mann-Whitney U-teszttel végeztik, a
szignifikancia szintjét p<0,05-nél hataroztuk meg. Egyéb prdba alkalmazésardl, a

szignifikanciaszint médositasarol az adott helyen nyilatkozom.
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Valamennyi kisérlet megfelelt a Helsinki deklaracioban foglaltaknak, az
eljarasokat a Semmelweis Egyetem és a Debreceni Egyetem etikai bizottsagai

jévahagytak.
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6. Eredmények

6.1. Emberi fehervérsejtek Hv1 expresszidja

A leukocitadk Hvl Kkifejezodését Western blot segitségével vizsgaltuk. A
természetes 6losejtek és a bazofil granulocitak periférids vérbdl alacsony szdmuk miatt
csak nehezen izolalhatok, ezért ezen sejtekkel nem végeztiink kisérleteket. Az emberi
protoncsatorna intracellularis N-termindlis szakasza ellen specifikus, poliklonalis
antitestet allitottunk elé (aHv1-N), mely Western-blot (WB) és immunfluoreszcens
kisérletekben jol alkalmazhaténak bizonyult (lasd modszerek és felhasznélt anyagok
fejezetet). T-sejtek kivéetelével valamennyi vizsgélt fehérvérsejt-tipusban jelentés aHv1-
N jelolédést tapasztaltunk 30 kDa molekulatomeg kozeléeben (14.A abra). A fenti
expresszios eredmények egyezést mutatnak a kiilonboz6 fehérvérsejteken mért
protonaram-denzitasokkal [188]. A T-sejtekhez hasonléan a vorosvérsejtek teljes sejt

lizdtumabdl nem sikerult érdemi aHv1-N jelet kimutatni (eredmény nincs bemutatva).

A c\\ N B C{}\\\
> & & N
& &N 4F \-},{“0 & &S Neutrofil
SRR < 02
B kDa ”—-
I 2 0 — ﬂ <70
I : T — <50
L . <50
Hv1 Hvl (e _—
s . - <30 — <25
£ e - <25 | <15
43 (aktin - -
p43(aktin) PDI —— -
p43(aktin) == — e
DFP + - + - +
100 °C - + + - -

14. abra. A Hvl fehérjeszintii Kkifejezédése periférias vérbél izolalt emberi
fehérvérsejtekben. (A) A Hvl-kifejez6dés Westren blot analizise. A protoncsatorna
kimutatasahoz aHv1-N-t hasznaltunk. Az egyes oszlopokba 10° sejt anyagat vittiik fel.
A molekulasuly jel6lésére hasznalt oszlopokat (L) jelzéssel lattuk el. A Ponceau-

festéssel készllt 43 kDa-os fehérjecsik (feltételezhetben aktin) a felvitt fehérje
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mennyiségét és mindségét mutatja. A neutrofil granulocitdk €s monocitdk esetén az
egyértelmii aktincsik hidnya massziv fehérjebomlasra utal. Emiatt megjegyzendd, hogy
eltéré motilitasu, proteolitikus és metabolikus aktivitasu sejtek vizsgéalatakor az un.
house-keeping (aktin, PDI) fehérjék jelolése korlatozott értékii a felvitt fehérje
mennyiségének megitélésében. Mieloid sejtekben az aHv1-N 60 és 80 kDa kozott is
detektal egy halvany fehérjecsikot (fehér nyilak). (B) Granulocitakban a hékezelés és a
szerin proteazok csokkentik aHv1-N jelélés hatékonysagéat. Az egyes oszlopokba 5x10°
sejt teljes sejt lizatumait toltottik. A Ponceau-festéssel készilt 43 kDa-os fehérjecsik
(feltételezhet6en aktin) és az anti-PDI jel6lés a protein degradacié mértékét mutatjék.
Figyeljuk meg, hogy az anti-PDI jel és az 43 kDa-os fehérjecsik intenzitasa egymassal
parhuzamosan valtozik, mely alapjan az utébbi is biztonsaggal hasznalhaté a
fehérjeminta mennyiségének és mindségének megitéléséhez. A 30 percig, jégen végzett
DFP- inkubaciot és a hokezelést (10 perc, 100 °C) a jelolt moédon alkalmaztuk. A
kisérletet el6zetes eredmények alapjan terveztiik, és kifejezetten demonstracios céllal
késziilt, ezért ebben a formaban nem ismételtik meg. A DFP-kezelt mintakon
sejttipustol  fliggetleniil olykor Hvl jelolédést figyeltink meg az alacsony
molekulatdmeg-tartomanyban, mely valosziniileg a minta maradék proteaz-

aktivitasanak kovetkezménye.

6.2. A Hv1 emberi granulocitakban stabil dimert alkot

Western blot kisérleteinkben azt tapasztaltuk, hogy valamennyi faldsejtnél az
aHv1-N 60 és 80 kDa kozott is gyenge jeldlést mutatott. Emellett neutrofil granulocitak
és monocitdk mintadiban 30 kDa-nél alacsonyabb molekulatomegnel is lathatd volt
jelolédés. Eldbbi esetben a heterolog expresszidos rendszerben mar leirt dimerek
jelenlétét feltételeztiik [158-160], mig az utobbiban proteolitikus bomlast
valoszinisitettiink, mivel a granulocitdk, de legféképp a neutrofilek igen nagy
mennyiségii proteazzal rendelkeznek. A tovabbiakban megkiséreltik minimalizalni az
esetleges Hvl-degradacié kdvetkeztében tapasztalhato veszteséget. Kisérleteink alapjan
a diizopropil-flourofoszfat-(DFP-) érzekeny szerin-proteazok csokkentik a detektalhatd

Hv1l mennyiségét mind a 30, mind a 60-80 kDa-0s magassagban (14.B &bra). A szerin-
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protedzok hatdsa a membranpermeabilis proteaz inhibitor DFP alkalmazasaval
nagymértékben csokkent (részletekért lasd modszerek és felhasznalt anyagok fejezet),
de Kismértékii degradacio tovabbra is detektalhatd maradt (amint az a 14. abra B részén
az eozinofil granulocitdknal megjelend alacsony molekulatomegl jel6lés alapjan is
lathatd). A 14. abra B részén bemutatott kisérletboen a 60-80 kDa magassagaban
megjelend csik eltéré magassagban mutatkozott eozinofil és neutrofil granulocitakban.
A késObbi kisérleteink sordn azonban nem taldltunk Osszefiiggést a magas
molekulatomegii csik vandorldsi sebessége €s a sejttipus kozott. Olykor 70 kDa
kozelében kettézott csik volt lathatd. E jelenség hatterében a Hvl egyéb fehérjékkel
kialakulo kolcsonhatdsa valdszintitlen, irodalmi adatok alapjadn ugyanis a transzfektalt
Hvl dimer nem redukal6 elektroforézis soran szintén kett6s jelolddést mutat [158].
Ezek alapjan arra kovetkeztetiink, hogy a Hvl-dimer elektroforézis soran két stabil
konformaciot vehet fel.

A Hvl monomerek kozotti interakcio természetének pontosabb felderitése
érdekében granulocitakbol kiilonb6zé detergens 0sszetételit mintapuffer alkalmazasaval
sejtlizatumokat készitettiink a redukald hatasu B-merkaptoetanol hozzaadasaval, vagy
anélkill. A B-ME lebomlésa a fehérjék reoxidaciojaval jarhat, ennek elkerulése
érdekében a B-ME-t kevéssel (kb. 15 perc) az elektroforézis megkezdése elétt adtuk a
mintakhoz. Kisérleteink alapjan a B-ME és a magas koncentracidju ionos detergens
(n&trium dodecil-szulfat, SDS) jelenléte els6sorban a Hvl monomer detektaldsanak
kedvezett (15.A &bra). Nem ionos detergensek (Tween-20) alkalmazasaval
tulnyoméreészt dimer mutathatdé ki, mely nem-redukaldé koriilmények kozott kettds
csikként észlelhetd. A fenti eredmények arra utalnak, hogy nativ korilmények kozott a
Hv1 granulocitdkban dimereket alkot, melyet ionos kdlcsdnhatasok és diszulfid hidak
egyarant stabilizalhatnak.

Nem ionos detergensek alkalmazasdval jobban meg0rizhettiik a fehérjék kozott
kialakult nativ kdlcsonhatasokat, ezaltal azok kimutathatova valnak, ahogy ezt a Hvl
dimerek példajan is lathattuk. A nem ionos detergensek hasznalatdnak hatranya
azonban, hogy alacsony SDS koncentraci6 mellett bizonyos proteazok aktivak
maradhatnak, és a fehérjék fajlagos negativ toltése is csokken. A kdvetkezményes
proteolizis, és megvaltozott vandorlasi sebesség miatt halvanyabb és elmosottabb

fehérjecsikok észlelhet6k Western-blot kisérletek sordn. Tovabbi kisérleteink ezért arra
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iranyultak, hogy a Hvl dimerek kozotti nativ kdlcsonhatast keresztkoté anyagokkal
stabilizaljuk, majd elektroforézis segitségével kimutassuk. A DSS egy aminocsoport-
specifikus, homobifunkcionalis keresztk6td anyag, melyet Hvl1-transzfektalt sejtekben
tobb munkacsoport is felhasznalt a protoncsatorna-dimerek kimutatasanak javitasahoz
[158,159]. Granulocitakat a sejtek lizise el6tt DSS-sel kezelve nagymértékben megndtt
az elektroforézissel észlelheté dimerek mennyisége (15.B abra). A monomer és dimer
protoncsatornan keresztll eltéré karakterisztikaju protonaram folyik [158], ezért
egyesek felvetették, hogy a két forma kozoétti atalakulas hozzajarulhat a protoncsatorna
fokozott kapuzasi mddjadban megfigyelt valtozasokhoz [189]. Granulocitidkat és
differencialt PLB-985 sejteket szupramaximalis PMA-dozissal (200 nM, 15 perc)
aktivalva, majd DSS-sel kezelve azonban nem figyeltik meg a monomer-dimer arany
megvaltozésat (eredmény nincs bemutatva).

Noha a Hv1 dimerek felbomlasa nem kovetkezik be aktivacio hatdsara, diszulfid
kotések kialakulasa azonban tobb ioncsatorna redox-szabalyozasaban is részt vesz
[206]. A PMA-stimulécio soran kialakulo redox valtozasok diszulfid-hidakra kifejtett
hatasanak felderitésére NEM-et és PDM-et alkalmaztunk. Mindkét anyag kovalansen
reagdl a redukalt cisztein oldallincokkal, de mig a PDM homobifunkcionalis
keresztkoté anyagként Gsszekottetést hoz 1étre két SH-csoport kdzott, ezzel utanozva a
diszulfid hidképzodést, addig a NEM megakadalyozza azt. A Hvl dimerizacidjdban
részt vevd ciszteinek redox allapotanak felmérése érdekében a fenti tiolreaktiv
vegylleteket adtuk a sejtekhez. A PDM-mel végzett 40 perces inkubacié nagyban a
stabil dimerek iranyaba tolta el az egyensulyt, ezzel szemben NEM alkalmazasaval
szinte kizarélag a monomert detektaltuk fliggetlentl a PMA jelenlététol (15.B abra).
Eredményeink alapjan arra kovetkeztetiink, hogy bar a dimerképz6dés soran bizonyos
ciszteinek egyméashoz kozel keriilnek, de nagyreszt redukalt &llapotban maradnak. E
ciszteinek valosziniileg PMA-stimulécié hatdsara sem oxidalodnak, hiszen a NEM és
PDM hatasa PMA-t6l csaknem teljesen fliggetlennek bizonyult. A PMA-kezelés
emellett szintén nem valtoztatta meg a granulocitdkban megtalélhaté Hvl mennyiségeét.
A WB-denzitometriaval a PMA-stimulalt sejtek a nyugvo sejtekben jelen 1évé Hvl-
mennyiség 96+10%-at tartalmaztak.

Elméletileg elképzelhetd, hogy a protoncsatorna nem monomer vagy dimer,

hanem egy magasabb-rendi multimerként van jelen a granulocitakban. Feltételezésiink
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szerint a fenti esetben erdteljes keresztkotd protokoll (DSS+PDM, 1 6réds inkubacid)
illetve nem ionos detergens + DSS alkalmazasaval a multimernek jol észlelhet6 csikot
kell adnia a magasabb molekulatémeg-tartomanyban. A vizsgalt esetek mindegyikében
egyértelmii csikot 70 kDa kornyékén és a tomoritd gél teriiletén, a toltdzsebek
kozelében észleltink, mig a monomer tobb alkalommal nem volt detektalhatd
(eredmény nincs bemutatva). A toltézsebek kozelében lathatdé aHv1-N jel6lodés a
protoncsatorna nem specifikus kdlcsonhatasaival és/vagy fehérje komplexek halozat-
szerli keresztkotésével magyarazhatok. Ezek alapjan kimondhatO, hogy granulocitdkban
a ketténél tobb Hv1-bdl all6 multimerek kialakuldsdnak valoszinlisége alatta marad a

dimer és az egyéb fehérjékkel 1étrejovo kolesonhatasok keletkezési valoszinliségének.

B
Granulocita (PMN) \\_)
TomMOIts gél kDa TOmMoritd gél-
Dimer < Dimer <
Hv1 Hv1
Monomer Monomer
p43 (aktin) -' . * !—" p43 (aktin) p———
POl D S G A e Tomerits gel
Tween20(%) 1 1 025 025 0 POl w  om — -—-— —
SDS(%) 02 02 02 02 4 B-ME + + + + - - +
p-ME + - + - +

15. abra. A granulocitdkban a Hvl dimerként is megtalalhatd. (A) Az egyes
oszlopokba 10° PMN teljes sejt lizatumat vittik fel. A DFP-kezelt sejteket 2 mM
PMSF-et tartalmazé mintapufferben lizaltuk. A mintapuffer detergens-tartalmat és az
5% v/v B-merkaptoetanol hozzaadasat az abra also részén tuntettiik fel. (B) A Hvl
dimerek kimutatasa Western blotban amino- (DSS) és tiolreaktiv (PDM) keresztkotod
anyagok, és tiolreaktiv alkilalészer (NEM) segitségével. A keresztkdtott mintdkban 70
kDa-nal megjelend anti-Hv1 jel ndvekmény a 30 kDa-os jel6lés kérara kdvetkezik be. A
75 kDa felett észlelhet6 fehérjecsikok valoszintileg a Hvl egyéb fehérjékkel kialakult
keresztkotesenek kovetkezményei. A PMA kezelés (200 nM, 15 perc) hatasara csak
kismértékl valtozas figyelheté meg a Hvl dimerképzési hajlamaban. A 40 kDa-nél
lathatd halvany csik eredete nem tisztazott, és csupdn Kkisérleteink tdredekeben
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detektaltuk. A Ponceau- festéssel 43 kDa magassagaban lathatd fehérjecsik
(feltételezhetéen aktin) €s a tomoritd gél teriiletérdl késziilt felvétel a felvitt fehérje
mennyiségét és a keresztkotés fokdt mutatja be. Az 5% v/v p-merkaptoetanol
hozzaadasat az abra als6 soraban tlntettik fel. Az (L*) jelzéssel ellatott oszlop a festett

molekulamarker (L) kalibralasdhoz hasznalt festetlen markert jel6li.

6.3. A Hvl granulocitakban elsésorban intracellularis membranokban
helyezkedik el.

Bar a nativ Hv1 sejtmembranok koézotti megoszlasardl emberi granulocitakban ez
idaig nem szlletett adat, heteroldég expresszids rendszerekben azt talaltdk, hogy Hela
sejtekben a protoncsatorna leginkabb az IC membranokban talalhat6é [207]. Kimutattak
tovabba, hogy a Hv1l egér granulocitakban a fagoszoma falaban [208], mig human B-
limfocitakban a kés6i endoszomakban dusul [196]. A protoncsatorna sejten belili
megoszlasanak pontosabb feltérképezése érdekében adherens granulocitakon, PLB-985
sejteken és periférids vérbol késziilt kenetek sejtjein vizsgaltuk az immunfluoreszcensen
jelélt Hvl (aHv1-N) és Nox2 (7D5) elhelyezkedését. A két fehérje egyuttes jeldlésével
azt kivantuk megvizsgalni, hogy a protoncsatorna és a Nox2 kozott mar emlitett szoros
funkcionalis kapcsolat vajon a két fehérje elhelyezkedésében is tetten érhet6-e.
Tovabba, mivel a Nox2 sejten beluli elhelyezkedése viszonylag alaposan felderitett
[72,104], a kettoés jelolés segitségével a Hvl megoszlasa is jobban megitélhetd. A
fehérjek eloszlasat konfokalis mikroszkoppal vizsgaltuk. Eozinofil granulocitdkban erds
aHv1-N jeldlést tapasztaltunk, mig a neutrofilekben valtoz6 intenzitasu, de altalanosan
gyengébb fest6dést kaptunk (16. abra). Differenciélt PLB-985 sejtek szintén szamottevo
Hv1 jel6lést mutattak. A Nox2 és a protoncsatorna kolokalizacidja valamennyi vizsgalt
sejttipusban jelentésnek bizonyult. A két fehérje kolokalizaciojanak fokat leird
Pearson’s koefficiens értéke neutrofilekben 0,68+0,03 (n=5), eozinofilekben 0,84+0,03
(n=5), differencialt PLB-985 sejtekben 0,92+0,03 (n=4). A neutrofilek egyéb sejtekhez
viszonyitott relative alacsony kolokalizacios rataja tovabbi vizsgalodasra késztetett
minket, ezért a kisérletet DFP-kezelt neutrofileken is elvégeztiik a proteolizis és

apoptdzis csokkentése érdekében [209] (16. &bra). Ebben az esetben a Pearson’s
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koefficiens 0,78+0,02 -nek adddott (n=8), mely érték szignifikansan magasabb a
korédbbinal (p<0,05, Kolmogorov-Smirnov teszt). Ez alapjan belathato, hogy a fehérje
degradacié immunfluoreszcens kiserletekben is ronthatja a Hvl detektalhatosagat,
csokkentve ezzel a protoncsatorna és a Nox2 Kkolokaliz&cidjanak mértékét. A
granulocitdk kozul a PLB-985 sejtek mutattdk a legmarkansabb granuléris festédést,
eozinofilekben pedig a Hvl és a Nox2 egyarant koralirt terlleteken, intenziven dusult.

Erett sejtek magjaban gyenge, vagy teljesen hianyz6 Hv1-jelol6dést észleltiink.

aHv1-N 7D5
(AF 488) (Nox2, AF 568)

Kolok.

Eozinofil

Neutrofil

DFP-kezelt
neutrofil

PLB-985,
6. nap

16. dbra. A Hvl és a Nox2 részleges kolokalizacioja emberi granulocitakban és
PLB-985 sejtekben. (A) A Hvl (bal oldali oszlop) és a Nox2 (kdzépen) granulocitakon
beliilli megoszlasa. (A méretjelz6 vonal 5 pm-t jeldl). A neutrofilek DFP-kezelése
javitotta a Hv1 detektalhatdsagat. A kolokalizaciot csak azokon a sejteken elemeztilk ,
melyekben mindkét fehérje a kuszobérték feletti jelet adott. A kolokalizal6 pixeleket a

jobb oldali oszlopban fehér pontok jelolik. A kontroll elsddleges antitestekkel
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elhanyagolhat6 (hatteret alig meghaladd) Alexa Fluor jelet tapasztaltunk (adat nincs

feltlintetve).

6.4. A fagocitozis soran a Hv1 a fagoszomaba vadorol

A jelenleg elfogadott elkepzelés szerint faldsejtek légzési robbanédsa folyaméan a
protoncsatorna legfontosabb szerepe a phox fenntartott muikodésének tdmogatasa
azéltal, hogy kompenzalja az elektronaram depolarizil6 hatdsat [210]. Ezen feladat
hatékonyan csak akkor teljesithetd, ha a Hvl a phox aktivitds helyével megegyezd
kompartmentbe kertl. A phox aktivitasa révén elésegiti a fagoszomaba keriilt korokozo
elpusztitdsat [211], fagocitozis folyaman a komplex a (kialakuld) fagoszéma
membréanjédban is 0Osszeédllhat [212,213]. A Hvl fagoszomalis athelyez6désének
vizsgalata céljabol STZ-t adtunk adherens granulocitakhoz és granulocita iranyban
differencialt PLB-985 sejtekhez. Tizperces inkubaciot kovetéen mar megfigyelhetéek
kialakuloban 1év6 fagoszomak (an. fagoszoma-sapkak vagy kelyhek), illetve lefiizodott
fagoszomdk is. A bekebelezett zimozan kortl lathato 7D5 jelolédés a Nox2
fagoszomalis akkumulaciojara utal (17. &bra). A protoncsatorna a Nox2 festddéssel
gyakran atfed0 mintazatban szintén a zimozan-szemcse korul dusul. A Hvl
athelyezddése nem igényli miikoddképes oxidaz jelenlétét, mivel differencialt PLB-985

X CGD sejtekben is bekovetkezik, melyekbdl a Nox2 gyakorlatilag hidnyzik [202].
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PMN PLB-985, 6.nap
2 8TZ

3 STZ Vad tipus X CGD
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Korrigalt
kolok.

aHV1 -N
bl Korrigalt

17. dbra. A Hv1l és a Nox2 a zimozén fagocitozisa soran részleges kolokalizaciot
mutat. Konfokalis 1ézermikroszkdppal vizsgalva a Hv1- (els6 sor) és a Nox2- (mésodik
sor) jeldlés is a fagoszoma kozelében dasul. Az opszonizélt zimozanszemcséket (STZ)
fehér csillag jeldli. A kialakuldban l1évo (tin. fagocitotikus sapka, elsé oszlop) és a zart
fagoszoméak (mésodik és harmadik oszlop) kerek, bennék nélkili strukturakként
jelennek meg. A feldolgozas soran a sejtek csak azon pixeleinek adatait hasznaltuk,
melyek intenzitdsa meghaladta a kontroll antitestekkel kapott atlagos jelintenzitas
kétszereset (un. kiiszobintenzitas, a kontroll antitestekkel az aktivalt fagocitak jelentés
intenzitasu diffuz jelolodést mutattak, adat nincs bemutatva). A Hvl és a Nox2 gyakran
kolokalizal (harmadik sor). A kolokalizalé pixeleket a halvanyitott 7D5-jel6lés folé
vetitettiik (a 1éptékjelzés 5 um-nek felel meg). PLB-985 sejtekben a Hv1 dusulasa Nox2
jelenlététdl fliggetleniil bekovetkezik (negyedik sor). A sejtek hatarat — melyet a hattér
Hv1-jel alapjan allapitottunk meg — sztirke vonal jeldli. A fent reszletezett kiiszoberték
feletti Hv1-jelet fehér pontok jeldlik. Az 6todik sorban az €16z6 sor Hv1-jeldlése lathato

a fagocitalo sejtek transzmisszios modban készult (halvanyitott) felvétele folé vetitve.
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6.5. PLB-985 sejtekben a protonaram denzitasa egyenesen aranyos a

Hv1 expresszidjaval

Hv1l KO egerek fehérvérsejtjeiben nem detektalhatd protonaram, alatdmasztva azt,
hogy egerekben a Hvl valdban protoncsatornaként funkcional [189,191,208]. Mivel
emberben a protoncsatorna Orokletes hidnya nem ismert, ezért az egérhez hasonld
genetikai modell nem &ll rendelkezéstinkre, ennek hidnyaban pedig az emberi Hvl
protonvezetd képességérdl csak kozvetett bizonyitékokkal rendelkeziink. Az emberi
Hv1 protoncsatorna funkciojanak kdzvetlen igazolasa érdekében olyan kis interferald
RNS-eket (Un. siRNS) keészitettiink, melyek szekvencidja kizarélag az emberi Hvl
MRNS-ben fordul el6. A harom siRNS kozil kettd (si-1 és si-2) hatékonyan
csendesitette a Cos-7 sejtek heterolég Hv1 expressziojat (Hvl knock-down) a kontroll
siRNS-hez viszonyitva (si-1c és si-2c). A két hatékony siRNS kozll az si-2 bizonyult
fenntartott sejtkdlturaban is alkalmazhaténak. A Hv1 és a protonaram denzitasa kozotti
osszefuiggést transzfektalt PLB-985 sejteken vizsgaltuk, ahol a transzfekciohoz hasznalt
plazmid az si-2/si-2¢ szekvencia valamelyike mellett egy puromycin-rezisztencia gént is
tartalmazott. A puromycin rezisztens PLB-985 klonok Hv1-kifejez6dédének vizsgalatat
kovetden harom kontroll és két knock-down Klon protonaram denzitasat vizsgaltuk
patch-clamp technika segitségével (18. abra). Eredményeink alapjan a PLB-985 sejtek
protonaram denzitasa jol korrelal az egyes klonok Hvl-tartalméval (18. abra). Ezen
tulmenden az si-2 Jurkat sejtekben (leukémiés limfocita sejtvonal) szintén hatékonyan
csOkkentette a protonaram denzitasat. Emellett Jurkat sejtekben az si-1 transzfekcioja is
hatdsosnak bizonyult (eredmény nincs bemutatva). A fenti eredmények alapjan
elmondhato, hogy a Hvl human fehérvérsejtekben nélkiilozhetetlen a fesziiltségfiiggd

protonaram kialakulasahoz.
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18. &bra. A fesziiltségfiiggé protonaram denzitasa egyenesen aranyos a Hvl-
tartalommal. (A) Az egyes PLB-985 klonok Hv1 expresszidja (fent), és a hozza tartozo
protondaram denzitasa (lent). A klonolat a Hvl kifejezddés csendesitésére képes
plazmiddal (si-2) és annak kontrolljaval (si-2c) transzfektaltuk. A Western blot
kisérletekhez valamennyi oszlopba 10° sejt mintajat vittink fel. Az F2-es klon
protondram denzitasa szignifikansan alacsonyabb, mint az E9-es és Gll-es klén
protonaram denzitadsa (p<0,05, Kruskall-Wallis teszt). (B) Az atlagos protonaram
denzitas a p43-jelre normalizalt Hvl-expresszio flggvényében. Valamennyi klén
értékeit az E9-es klon értékeihez viszonyitottuk. A pontozott vonal az origon atvezetett
linearis illesztés eredmenye (R>0,97, p<0,005).
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6.6. A Hvl és a Nox2 Kkifejezodése parhuzamosan emelkedik a

granulocita fejlodés folyaman.

Irodalmi adatok alapjan a HL-60 leukémaés sejtvonal granulocita differenciacioja
soran a protonvezetd képesség a phox alegységeinek kifejezddésével parhuzamosan nd
[214]. Tovabbi kiséerleteinkben arra a kérdésre kerestiik a valaszt, hogy a granulocita
fejlodés soran a Hvl és a Nox2 kifejezédése kapcsolt-e egymashoz valamilyen modon.
PLB-985 sejtvonalban (mely a HL-60 sejtvonal egy szubklonja [215]) szintén fokozodik
a phox alegységek kifejezédése a granulocita differenciacio folyaman [202]. Mivel a
PLB-985 sejtekbdl Nox2 hianyos klon is hozzaférheté (PLB-985 X CGD), ezért a fenti
kérdés tisztazasara PLB-985 sejteket valasztottuk. DMFA-indukalt granulocita iranyd
fejlodés elérehaladtaval a Hvl és Nox2 expresszidja egyarant fokozodott (19.A abra).
Mindkét fehérje kifejezddése a fejlodés elsd két napjan emelkedett a legmeredekebben.
A Kkét fehérje paralell megjelenésésnek hattereben meghlzodd esetleges kapcsolat
kimutatasa érdekében a kisérletet Nox2 deficiens (X CGD) sejteken is megismételtik.
Nox2 hianyaban a Hvl kifejez6dése a differenciaci6 minden napjan alacsonyabbnak
tlint (19.A éabra), mely kiilonbség 6 napos differenciaciot kovetden immunfluoreszcens
kisérletekben halvanyabb aHv1-N jelolodésként is megmutatkozott (eredmény nincs
bemutatva). Megndvelt differenciacios nyomas (médium szérumkoncentraciojanak
10%-rol 0,5%-ra csokkentése [216]) mellett végzett hét napos fejlédés végén nem
tapasztaltunk érdemi kilénbséget a Nox2-hianyos és a vad tipusu PLB-985 sejtek
protoncsatorna expresszidjaban (19.A abra). Ez utobbi eredmény amellett szol, hogy a
Nox2 hianya nem befolyasolja érdemben a Hvl kifejez6dését. A hat napos fejlodés
soran kapott adatok valdsziniileg a PLB-985 X CGD klon fejlodési defektusaval, vagy
Nox2-t6l fiiggetleniil karosodott Hv1 expresszios képességével magyarazhatok.

Az, hogy a Nox2 hianya nem valtoztatja meg jelentésen a Hv1 kifejezddését, nem
zérja ki egy forditott irAny( Osszefliggés létezését. Ennek vizsgalatra normal és gatolt
Hv1 expresszidval rendelkez6 PLB-985 sejtek Nox2 kifejez6dését vizsgaltuk DMFA és
alacsony szérumkoncentracio mellett. Ahogy az 19.B abran megfigyelhet6, a Hv1 szinte

teljes hianya nem valtoztatja meg érdemben a Nox2, a p22P"* és a p47°"* kifejez6dését.
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19. abra. A Hvl és Nox2 kifejez(idése pérhuzamosan, de egymastol fﬁggetlenﬁl
Hv1-kifejez6dés indukcioja Nox2 hianyaban is megmarad. A Western blot kisérletekhez

valamennyi oszlopba 10° sejt teljes lizatumait vittik fel. A PLB-985 sejtek
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megnoveli a differenciaciés nyomast. A kiilonbdzo magassagokban észlelhetd Nox2-
jelolések a glikozilalatlan allapotban 65 kDa-os fehérje kiilonb6z6 glikozilaltsagi
allapotainak felelnek meg. (B) A Hvl erésen csokkent termel6dése nem zavarja
lényegesen a kiilonbdzé phox alegységek (Nox2, p22P"™ és pa7P"™) kifejez6dését
differencialt PLB-985 sejtekben.

6.7. A Hvl csokkent Kifejezodése gatolja az intenziv szuperoxid-

termelést

Hvl KO egerek fehérversejtieinek ROS-termelé képessége karosodott
[189,191,208]. Feltételezve, hogy a Hvl szerepe emberi és egér leukocitakban azonos,
csokkent Hvl kifejez6dés mellett alacsonyabb intenzitasi ROS-produkcié varhatd
emberi sejtekben is. Ennek ellenére a Hv1 knock-down PLB-985 klonok szuperoxid-
termelése meghaladta két kontroll klonét is, azt csupan az E9 klon ROS-termelése
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haladta meg (eredmény nincs bemutatva). A jelenség hatterében az egyes klonok eltérd
Nox2 expresszidjat feltételeztik (lasd 19. abra). A PMA altal kivaltott ROS-termelés
Hv1 deficiens egerek granulocitadiban a monovalens kationokra permeabilis gramicidin
alkalmazésaval a vad tipusu sejtekhez hasonléva valt [189,217]. A gramicidin
vezetOképessége az egyes kationok vizes kozegben tapasztalhatdé mobilitasaval
egyenesen ardnyos (tehat protonkra nézve a legnagyobb) [217], mégsem valoszind,
hogy normal K*-koncentracié mellett érdemi protonaram folyna rajta keresztiil. Fentiek
alapjan kitlinik, hogy a toltéskompenzacid, és nem a protoneltavolitds az elsddleges a
PMA-aktivalt Hvl hianyos sejtek ROS termelésének tdmogatasaban. Ezek alapjan
mesterséges konduktancia beépitésével a Hvl hianyabdl fakadd csokkent
toltéskompenzacié barmely sejtben helyreéllithatd, ezaltal a ROS-termelés
normalizdlhatd. E hipotézis vizsgalatara két kontroll (E9, G9), és két Hv1l knock-down
klon (F2, B7) szuperoxid-termelését detektaltuk az ioncsatorna-képz6 Amphotericin B
jelenlétében és hianyaban. Amphotericin B hozzaadasaval csupan az F2 klon ROS-
termelése emelkedett, annak is legféképp a korai fazisa (20. abra). Amphotericin B
mellett 20 perccel az aktivacid utan valamennyi kldn szuperoxid-produkcidja csokkent.
Az F2 klén magas Nox2 és igen alacsony Hv1 expresszidja alapjan arra kovetkeztetiink,
hogy a Hvl-en keresztil megvalosuld toltéskompenzacid lényeges lehet emberi

granulocitak intenziv ROS-termelésének tamogatasaban.

—a— Kontroll
—o— Ampho.

n=4

RLU/RLU

1 ' |
0 10 20 30
id6 (perc)

20. &bra. Amphotericin B hatdsa Hvl knock down és kontroll siRNS-sel
transzfektalt PLB-985 sejtekben. Az Amphotericin B csak az er6sen csokkent Hv1
expresszioval rendelkez6 differencialt PLB-985 sejtklonban (F2) ndveli meg a
szuperoxid-termelést (15 percnél 2,92+0,48-szoros kiilonbség mérhet6, p<0,05, Mann-
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Whitney U teszt). Az E9-es (tovabba a nem mutatott G9-es és a B7-es) klonban nem
figyelhet6é meg szignifikans valtozas Amphotericin B jelenlétében. Az extracellularis
szuperoxid-felszabadulast Diogenes reagens segitségével kovettlik. A sejteket 15 percig
inkubaktuk Diogenes és H-médium 1:1 arany( keverékét tartalmazo oldatban 10 mg/ml
Amphotericin B jelenlétében, vagy nélkiile. A 0 iddpontban a sejteket 200 nM PMA
hozzdadasaval aktivaltuk. Nyugvd sejtek, valamint PMA-stimulalt differencialatlan

PLB-985 sejtek elhanyagolhatd Diogenes jelet adnak (adat nincs feltlintetve).

6.8. Eozinofil granulocitakban magasabb a Hvl Kifejez6dése, mint
neutrofilekben, mig a phox alegységek mennyisége a két sejttipusban

nem tér el lényegesen

A Hvl és a Nox2 kolokalizacidjanak vizsgalata soran figyeltink fel arra, hogy
eozinofilekben a Hv1-jel mindig intenzivebbnek, a Nox2 jel6lés viszont hasonlénak,
esetenként valamivel halvanyabbnak tiint, mint neutrofil granulocitdkban (16. abra).
Ezen utdbbi megfigyeléseink azonban ellentmondtak a legtdbb irodalmi adatnak. A
legink&bb elfogadott nézet szerint ugyanis az eozinofilek intenzivebb oxidativ
robbandsra képesek és ennek hatterében magasabb phox kifejez6dést mutatnak, mint a
neutrofilek. Mivel ez idaig nem Kkészult részletes 6sszehasonlitds nagyobb szamu
egészséges egyén bevonasaval az eozinofil és neutrofil granulocitdk phox alegység-,
illetve Hvl-kifejez6désérdl, kovetkezd vizsgalataink céljaul a fenti megfigyelések
szamszerusitését thztik ki.

Elsé 1épésként 8 egészséges oOnkéntes eozinofil és neutrofil granulocitaibol
Western blot kisérletekhez teljes sejt lizatumokat készitettlink. A kapott WB
eredményeket denzitometrias analizisnek vetettilk al4. Azonos donorok eozinofil és
neutrofil mintait a jobb 0Osszehasonlithatosag érdekében egymas mellé toltottik a
polikrilamid gél zsebeibe. Osszesen az 5 esszenciélis phox alegység (Nox2, p67°"*,
p47P"* p22P"%% ¢g Rac) és a Hvl kifejezédését vizsgaltuk. A PDI-jelélés segitségével a
felvitt fehérjék mennyiségét kontrollaltuk, valamint a denzitometrids adatok
normalizalasahoz is felhasznaltuk (21. abra). Az 21.A abran mar els6 megtekintésre is

feltin, hogy mig a kiilonb6z6 phox alegységek jelolédése a PDI-jellel jo korrelaciot
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mutat, addig a Hv1 csikok intenzitdsa inkabb sejttipus-fiiggének tiinik, neutrofilekben
halvany, eozinofilekben erdsebb jelolédést mutat. Ez alapjan a phox alegységek
expresszidjaban nem varhatdo érdemi kulonbség a ket sejttipus kozott, a Hvl
kifejezddése viszont valosziniileg eltérd. A WB eredmények denzitometrias analizise is
ezt a megfigyelést tdmasztja ald (21.B 4&bra), hiszen a PDI-re normalizalt
eozinofil/neutrofil (Eo/Ne) arany ~1 volt valamennyi vizsgalt Nox2-komplex alegységre
nézve (Nox2: 10,2, p67°"™: 1,640,2, p47°"%: 1,4+0,2, p22°"*: 1+0,2 és Rac: 0,7+0,1;
n=8, p67°"™ esetében p<0,05). Ezzel szemben a Hv1 jel eozinofil granulocitakban jéval
erOsebbnek bizonyult (Eo/Ne arany 10,6+2,5; n=8, p<0,01). Az é&tlagos PDI
jelolédésben nem tapasztaltunk kiilonbséget a két sejttipus kozott (Eo/Ne arany 1+0,2 —
n=8). Emiatt és mivel minden alkalommal megkiséreltiink 10° sejtbél késziilt mintat
felvinni a zsebekbe, a fenti eredmények sejtszamra normalizalt 6sszahasonlitasként is

értelmezhetdek.
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21. abra. A légzési robbanés létrehozasdban fontos szerepet jatszé fehérjék
kifejezodésének Osszehasonlitasa eozinofil és neutrofil granulocitakban. (A) Az
esszencialis fagocita oxidaz (phox) alegységek és a Hvl kifejez6désének Western blot
analizise. A zsebekbe 10° sejt teljes sejt lizatumait toltottik. A PDI segitségével a felvitt
fehérjemennyiséget kontrollaltuk. A jobb 0Osszehasonlithatosag kedvéért az azonos
donortdl szarmazo6 mintakat egymas mellett futattuk.

(B) A Western blot eredmények denzitometrids analizise. Valamennyi fehérjecsik
intenzitasat a hozza tartoz6 PDI-csik segitségével normalizaltuk, majd az igy kapott

értékbdl minden donor esetén eozinofil/neutrofil hanyadost (Eo/Ne) szamoltunk. Az 1-
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es Eo/Ne hanyados (szaggatott vonal) esetén a két sejttipusban az adott fehérje

mennyisége azonos (*p<0,05).

6.9. Eozinofil granulocitakban a Hv1 Kkifejezédése korrelal a Nox2-ével

Az eozinofil granulocitdk magasabb Hv1 tartalma felveti annak lehet6ségét, hogy
Iégzési robbanasuk a neutrofilekhez képest nagyobb mértékben fligg a Hvl
miikodésétél. Elektrofiziologiai mérések alapjan eozinofilekben a phox-medialt
elektronaram eréssége egyenesen aranyos a sejtek protonkonduktancigjaval [205], mig
ugyanez az 0Osszefiuiggés neutrofilek esetén nem all fenn [179]. Ezek alapjan
valoszinisithetd, hogy eozinofil granulocitdkban szorosabb a phox és a Hvl kozotti
kapcsolat. A fent leirtakb6l elméletileg kovetkezik, hogy a magasabb phox
expresszioval rendelkezd egyének eozinofiljei nagyobb mennyiségi Hvl-et
tartalmaznak. Ezen feltevésiink igazolasa érdekében linearis regresszid modszerével
megvizsgaltuk a Hvl és Nox2 kifejezddése kozotti osszefiiggést eozinofil és neutrofil
granulocitdkban. Eredményeink ellendrzése céljabol az analizist tobb phox alegység
kozott is elvégeztilk. Az irodalmi adatok alapjan a Nox2 és a p22°" kozott erds
korrelaci6 varhat6, hiszen az egyik fehérje stabilitisa a masik jelenlététdl fiigg [2]. A
p47""* és p67P"* mennyisége kozotti Ssszefiiggés szintén nem lenne meglepd, e két
phox-specifikus fehérje ugyanis egymassal mind nyugvd, mind aktivalt sejtekben 1:1
sztochiometriaju komplexet alkot [2]. Ezekkel ellentétben a Rac a phox-aktivitas
elésegitése mellett szamos egyéb sejtfunkcid szabalyozasaban részt vesz [218], ezért
nem varhaté érdemi Kkorrelacié az egyéb phox alegységekkel. A lineéris regresszio
valamennyi vizsgalt esetben kivitelezhetd, mivel az egyes egyének kozott megfeleléen
nagy a kiilonboz6 fehérjék PDI-normalizalt expressziojanak szorésa (3-10-szeres
kiilonbség mérhetd denzitometridval, 22. dbra). Ahogy az a 22. abran lathatd, a Nox2
szintje korrelal a p22P"**-éval, és a p67°"™ és p47P"* kozott szintén szoros asszociacio
figyelheté meg. Az aktiv Nox2-komplexben a Rac és a p67°"™ kozott kialakulo
molekularis és funkcionalis kapcsolat [219] ellenére a két fehérje mennyisége egyik

vizsgalt sejttipusban sem mutatott 6sszefiiggést. A fenti korrelaciok mindegyike mind
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eozinofil, mind neutrofil granulocitdkban kimutathaté volt, mig a Hvl és a Nox2

mennyisége kdzott csak eozinofilekben észleltlink dsszefliggést.

A B
4Qrs090 |V Eo 47 R>0.79
3 4 p<0.002 ®m Ne 3 4 p<0.02 u
5 2] i 2]
N N v N '.
- 1-_’,; ’ 1 < ]
O Ll I T I Ll I T 'I T I 0 L I L] 'I 1
012 3 45 0 1 2
49 R>0.80 19 O
3 o p<0.02
24 Y -
= _ =
T 1 ¥ v I u l.
] -
0 T I T I L l T ] T I 0 T I L I 1
012 3 45 0 1 2
Nox2 Nox2
C s, R>0.91 D 2n0ss
, | p<0.002 y 1 p<0.01 "
g o1
~ 14 3vY e o m
2 e 2 .
0 L I L] I L) I L I L I 1 0 T ] T l T 'I Ll 'I
012345 0 1 2 3 4
0.5 -
[ |
_ |
vV v 051 4
g 3
e v v g e
- | |
0.0 +rrrrrrr 7 0.0 4+
012345 0 1 2 3 4
pa?phox p67ph0x

22. abra. A légzési robbanast elésegitd fehérjék kifejezodése kozotti osszefiiggés
vizsgélata eozinofil és neutrofil granulocitdkban. A nyolc donor granulocitainak PDI-
re normalizalt fehérjetartlamat viszonyitottuk egymashoz. A linearis regresszioval
kapott szignifikans korrelaciét szirke vonalak jel6lik. A diagrammok kozdétti fekete
vonalak az egyes csoportok diagramjait (A-D) valasztjak el. Mivel minden csoportban
két Osszehasonlitast vegeztiink a szignifikanciakiiszob értékét valamennyi lineéris

regresszio esetén 0,0253-ra csokkentettik.
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6.10. A ROS-termelés legmagasabb mérheto intenzitasa az alkalmazott

stimulus és mérési modszer fliggvénye

Eddigi eredményeink arra utalnak, hogy bar a Nox2 kifejezédése hasonld mértéki
a két granulocitaban, a fehérje sejten belili elhelyezkedése eltéré mintazatot mutat (16.
abra). Korabbi adatok alapjan az eozinofilek a neutrofilekkel ellentétben a termelt ROS
nagy részét az EC térbe uritik [97,103]. Ezzel egybecseng az a megfigyelés, miszerint
egészséges donorok paramagnesesen izolalt eozinofiljei PMA hatasara ~3-szor tobb
szuperoxidot Uritettek (cyt ¢ esszével mérve), és ~3-szor nagyobb plazmalemmalis
elektronarammal (ti. phox aktivitassal) rendelkeztek, mint a neutrofilek [220]. Az
eozinofil és neutrofil granulocitdkban tapasztalhato eltér6 ROS-termelési mintazat
alapjan arra szamithatunk, hogy az eozinofilek PMA altal kivaltott legzési robbanasanak
mért intenzitasa mindaddig meghaladja a neutrofilekét, amig azt az extracellularis térbe
uritett szuperoxid forméajaban kovetjik. Fagocitozis soran azonban elképzelhetd, hogy
két sejttipus kozott nem, vagy esetleg a neutrofilek javara észlelink kilénbséget. Shult
és munkatarsai tanulmanyukban hat egészséges donor granulocitdinak ROS-termelését
hasonlitottak 6ssze [221]. Cyt c esszével mérve az STZ-indukélta Iégzési robbanas
azonos intenzitasunak adddott a két sejttipus kdzott, mig PMA eseten az eozinofilek
kétszer tobb szuperoxidot termeltek. Meglepd moddon Iluminollal mérve azonos
eredményekre jutottak annak ellenére, hogy a cyt c-vel szemben a Iluminol
membranpermeabilis. Mivel a luminol kemilumineszcencia kialakulasahoz peroxidaz-
aktivitas szlikséges [73], az utobbi eredmények azzal is magyardzhatok, hogy a sejtek
peroxidazai (myeloperoxidaz, illetve eozinofil peroxidaz) eltér6 mértékben képesek
tamogatni az LCL szignal létrejottét. Megjegyzendd, hogy Shult munkacsoportja
hipotonias gradiens-centrifugalas modszerével izolalta az eozinofileket a neutrofilektol,
mely eltéré6 modon befolyasolhatta a két sejttipus funkcidit. Tovabbi kisérleteink soran
ezért azt vizsgaltuk, hogy a fentebb leirt megfigyelések paramégneses gyongyokkel
izolalt sejtekkel is reprodukalhatok-e. Az extracellularis ROS-termelést (az elsdsorban
szuperoxidra érzékeny) Diogenes reagenssel kovettik, LCL segitségével pedig
els6sorban az inracellularis szabadgyok-termelést detektaltuk [73]. PMA hatasara
eozinofil granulocitakban a neutrofilekhez képest mérsékeltebb LCL szignalemelkedést
tapasztaltunk (maximalis Eo/Ne ardny 0,53+0,1, n=5, p<0,02, 23.A &bra). Ezzel
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szemben Diogenes-szel merve az eozinofilek 1,7+0,1-szer nagyobb jelet generaltak
PMA stimuléci6 hatasara (n=5, p<0,01,23.C abra). Az STZ-vel aktivalt neutrofilekben
az eozinofilekhez képest atlagosan haromszor erdsebb LCL jelet detektaltunk
(maximalis Eo/Ne héanyados 0,3+0,2, n=5, p<0,01, 23.B abra), ami arra utal, hogy a
neutrofil granulocitdk STZ stimulusra intenziv intracellularis ROS termeléssel
valaszolnak. Amennyiben a granulocitdk STZ altal Kkivaltott ROS-termelését
Diogenessel mertiik, nem detektaltunk szignifikans kildnbséget a két sejttipus kozott
(Eo/Ne arany 0,7+0,2, n=3, 23.D &bra). A fenti eredmények alapjan elmondhat6, hogy
az egyes modszerek ellentmondasos eredményre vezetnek, ha azokat kiilonb6z6

sejttipusok 6sszehasonlitasara hasznaljuk.
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23. &bra. Az eozinofil és neutrofil granullocitdk ROS-termelése. A légzési robbanést
a 0 percnél hozzaadott forbol észterrel (PMA, 0,6 uM, A ¢és C), illetve opszonizalt
zimozannal (STZ, 0,4 mg/ml) (B és D) inditottuk meg. Az extracellularis ROS-t
Diogenes reagenssel kovettiik (C és D), mig a luminol kemilumoneszcencia (LCL)
segitségével els6sorban az intracellularis ROS-termelést detektaltuk (A és B).
Valamennyi donorndl meghatdroztuk az adott stimulus - mérési modszer
kombinaciohoz tartoz6 maximalis relativ lumineszcens egységet (RLU max), @ tobbi mért

érteket ehhez viszonyitottuk. LCL modszerrel az STZ-vel stimulalt neutrofilek
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produkaltak a legmagasabb jelet, mig Diogenessel a PMA-val aktivalt eozinofileknél
mértlk a legnagyobb értékeket.

6.11. A két granulocita-tipus légzési robbanasa soran mutatott

oxigenfogyasztasaban nincs érdemi kilonbség

A 1égzési robbands soran termelt ROS &ssz-mennyiségének pontosabb
meghatérozasa érdekében oxigénfogyasztds meréseket végeztiink. A légzési robbanas
alatt a granulocitak oxigén-fogyasztasaért szinte kizardlag a NADPH-oxidaz aktivitasa
felelds, a mitokondrialis 1égzési lanc ezekben a sejtekben ugyanis gyakorlatilag teljesen
inaktiv [83-86]. Mivel az egyes donoroktdl csak korlatozott szamu eozinofil nyerhetd,
méréseinket az alacsony sejtigényli Seahorse XF rendszerrel végeztik, mely
fluorimetrias alapon képes meghatarozni az oxigénfogyasztast, valamint az
extracellularis médium pH-janak valtozasat. A mitokondrialis és a NADPH-oxidaz
fliggd oxigénfogyasztas izolalt meghatarozasa érdekében méréseinket 1 uM antimycin
(a légzési lanc gatlészere [222]), illetve 1uM DPI jelenlétében is elvégeztik. A
granulocitdkat PMA-val vagy STZ-vel aktivaltuk. Amint az a kordbbi adatok [86]
alapjan varhato volt, a DPI hatasara minimalisra csokkent a sejtek oxigénfogyasztasa,

mig az antimycin nem gétolta azt (24. abra).
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24. &bra. Az aktivalt granulocitak oxigénfogysztasa erdsen fiigg a NADPH-oxidaz

-----

37°C-on, Seahorse XF analizator rendszer segitségével mértik. A NADPH-oxidaztol
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fiiggd ¢és a mitokondridlis oxigénfogyasztas meghatarozasa érdekében (A) 1 pM DPI-t
(NADPH-oxidaz gatloszer [223]), illetve (B) 1 uM antimycin A-t (Iégzési lanc inhibitor
[224]) adtunk a sejtekhez. A granulocitakat 0,6 utM PMA hozzdadasaval stimulaluk és
az oxigénfogyasztasi ratat (OCR) mértiik. Valamennyi donor esetén meghataroztuk a
legmagasabb OCR értéket, melyet OCRmax-nak neveztiink, majd az adott donor egyéb
oxigénfogyasztas értékeit ehhez viszonyitottuk. Figyeljik meg, hogy az (A) abran a
PMA hozzaadésa el6tt eltelt hosszabb 1d6 a (B) abrahoz képest megnoveli az eozinofil
és neutrofil granulocitdk kozott megfigyelhetd OCRpax kllOnbséget. A jelenség
valészintileg a Seahorse XF késziilék mérdfejének mozgasa altal kivaltott mechanikai

hatds miivi kovetkezménye.

A PMA  hatasara bekoOvetkez0 maximalis oxigénfogyasztas eozinofil
granulocitdkban atlagosan 1,4-szer magasabb volt, mint neutrofilekben (eozinofil
granulocitak: 4,5+0,7 nmol/perc/10° sejt, neutrofil granulocitak: 3,1+0,3 nmol/perc/10°
sejt, n=6, p<0,02, 25.A-B abra). A fenti adatok alapjan valdsziniisitheté, hogy az
eozinofilek valamivel nagyobb ROS-termelési kapacitassal rendelkeznek. A STZ éaltal
kivaltott oxigénfogyasztas lassibb aktivacios kinetikdt mutatott eozinofilekben, mint
neutrofilekben (25.C abra), az oxigénfogyasztas csucsértéke azonban nem tért el
szignifikansan a két sejttipus kozott (eozinofil granulocitak: 1,9+0,4 nmol/perc/10° sejt,
neutrofil granulocitak 2,2+0,6 nmol/perc/10° sejt, n=3). A kisérleti koriilmények csupan
minimalis pH valtozasokat tettek lehet6vé, de a PMA-val aktivalt eozinofilek a
neutrofileknél igy is kb. 1,6-szor magasabb extracellularis savanyodast valtottak ki,

ezen kilénbség azonban nem volt szignifikans (25.D abra).
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25. abra. Az eozinofil és neutrofil granulocitak légzési robbanas alatt mérheté
oxigénfogyasztasa és az extracellularis pH valtozasa. A granulocitdkat PMA-val (0,6
uM) (A) vagy STZ-vel (0,4 mg/ml) (C) aktivaltuk, és az oxigénfogyasztasi ratat (OCR)
mértik. A legmagasabb oxigénfogyasztasi ratdt (OCR.. ) PMA-stimulalt
eozinofilekben detektaltuk (A és C esetén egyarant). Valamennyi mérési eredményét
OCRmax-hoz viszonyitottuk. (B) Az (A) diagrammon szereplé donorok eozinofil és
neutrofil granulocitdinak PMA altal kivaltott OCR,., értékei parba allitva. (D) PMA-

aktivalt granulocutdk extracellularis médiumaban mért pH valtozasok.
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6.12. Az egér peritonealis B-sejtek relative intenziv legzési

robbanasanak hatterében magas cytbssg expresszio mutathato ki

Az eddig targyalt vizsgalatainkban dontéen a granulocitdk Nox2 ¢és Hvl
kifejezOdésésével és aktivitdsaval foglalkoztunk. Fagocitaldo granulocitikban, ¢és
fagocitakban altalaban is, meglehetdsen vilagos elképzelésekkel rendelkeziink a két
fehérje élettani jelentéségérol. A Hvl és Nox2 azonban B-limfocitakban is kifejezodik,
viszont a B-sejteket klasszikusan nem tekintik fagocitalo sejteknek. A két fehérje
szerepérdl és esetleges egyiittmitkodésér6l B-sejtekben csak szdrvanyos és esetenként
egymasnak ellentmondd adatok allnak rendelkezésre. 2012-ben harom parhuzamos
tanulményban [114-116] azt talaltdk, hogy bizonyos B-limfocita populacidk (pl. a
peritonealis B-sejtek egy része [114,115]) bekebeleznek és el is pusztitanak
bakteriumokat. Ezen tanulmanyok azonban nem vizsgaltdk a limfocitak baktericid
képességének viszonyat a bennik megtalalhatdé Nox2-rendszerhez. Tovabbi
vizsgalatainkban tehat arra kerestik a valaszt, hogy a phox hozzajarul-e a fagocitalé B-
sejtek baktériumoléséhez. Els6 1épésként Gsszevetettik az egérbdl izolalt peritonealis
(PerC) és léep B-sejtek szuperoxid-termlési képességet. A 26. abran lathato, hogy
mindkét sejtpopulacidban aktivalodik egy alapszintii (valdsziniileg felszin altal
kivaltott) szuperoxid-termelés, mely PerC B-sejtekben magasabb. A BCR aktivacioja
(ti. keresztkotése) mindkét sejttipusban tobbszordsére novelte a szuperoxid-
felszabadulast, am a peritonealis B-limfocitdk ebben az esetben is magasabb jelet
generdltak, mint a 1ép B-sejtek. A harmincperces mérési periddus egeszére
vonatkoztatva a PerC B-sejtek a Iép B-sejteknél kb. 6tszoér nagyobb ROS-termelést
mutattak (26.B abra). A tisztitott peritonealis B-sejtek kifejezett ROS termelése nem
egyéb (ti. nem B-limfocita) sejtpopulacid jelenlétének a kovetkezménye, mivel sem a
neutrofilek, sem a makrofigok nem mutattak fokozott ROS-termelést anti-lgM
jelenlétében (eredmény nincs bemutatva).

Mivel a B-sejtek kifejezik a fagocita oxidaz alegységeit [225], feltételeztik, hogy
a PerC B-sejtek magasabb ROS-termelésének hatterében a phox komponensek

intenzivebb kifejezddése all. Western blot segitségével megvizsgaltuk peritonedlis és

86



DOI:10.14753/SE.2015.1820

lép B-sejtek Nox2 és p22°"™ expresszidjat. A peritonealis B-sejtek magasabb Nox2- és
p22°"% jelglést mutatnak (26.C abra). A Western blot eredmények denzitomertias
analizise alapjan a peritonedlis B-sejtek kétszer magasabb Nox2 és masfélszer nagyobb
p22P"* expressziéval rendelkeznek (26.D &bra). Granulocitakban a Hvl az intenziv
szabadgyok-termelés idején segiti a phox mikodését, emellett leirtak, hogy
protoncsatorna-hidnyos  B-sejtek  csokkent BCR-fiiggé szabadgyok-termeléssel
rendelkeznek [196]. Meglep6 moddon azonban a peritonedlis B-sejtekben a lép B-
sejteknél alacsonyabb mHv1 kifejezédést detektaltunk (26.C-D abra), ami arra utal,
hogy a protoncsatorna mennyisége és a ROS-termelés intezitdsa még oxidativ robbanast

mutaté sejtekben sem feltétlendl all egyenes aranyban egymassal.
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26. abra. A B-limfocitdk szuperoxid-termelése és fagocita oxidaz tartalma. (A) A
peritonealis (PerC) és 1épbdl izolalt B-sejtek Diogenes-reagenssel mérhetd szuperoxid-
termelése. Meéréseink soran nyugvé és BCR keresztkotéssel aktivalt (20 pg/ml anti-IgM
F(ab"),) sejteken kovettik a szuperoxid-felszabadulast (n=5). (B) Az (A) panelen
szerepld adatok gorbe alatti teriilet (AUC) analizise (*p<0.05). (C) A PerC ¢és 1ép B-
sejtek phox alegység expresszidjanak vizsgalata Western blot segitségével. A komplex

membrankotstt alegységeinek (Nox2 és p22P"%) és a fesziiltségfiiggd protoncsatornanak
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(Hvl) a mennyiségét vizsgaltuk. Az aktin-jeldléssel a felvitt fehérje mennyiségeét

kontrollaltuk. (D) A Western blot eredmények denzitometrias analizise (n=6, *p<0.05).

6.13. A peritonedlis B-sejek ROS-termeléséért a phox felelés

A kovetkezd kérdésiink az volt, hogy a phox mekkora ardnyban felelés a BCR
altal kivaltott szuperoxid-termelésért. A peritoneélis B-sejteket ezért Nox2 knockout,
vagy a p22°"* génjében pontmutéciét hordozé nmf333 egértorzs egyedeibdl izolaltuk.
Az utébbi mutéaciorél ismert, hogy homozigéta formaban a p22°" teljes hianyaval jar,
igy az érintett sejtekben phox-fliggdé szuperoxid-termelés sem mérheté [22]. A Nox2-
hianyos allatok peritoneélis B-sejtjeibdl a cytbssg egyik komponense sem mutathat6 ki
(27.A dbra). Az nmf333 egerekbdl izolalt peritonealis B-sejtekben nem detektaltunk
p22°"% expresszidt, a sejtek Nox2-tartalma pedig jelentésen lecsokkent (27.A &bra).
Eredményeink dsszhangban allnak az irodalmi adatokkal, miszerint a Nox2 és a p22°"*
egylttes jelenléte szilkséges a stabil citokrom-komplex kialakuldsahoz [27]. Sem a
Nox2-, sem a p22""*-deficiens peritonealis B-sejtek nem iiritettek mérhetd mennyiségii
szuperoxidot (27.B 4abra), bizonyitva a Nox2-komplex esszencialis szerepét a

peritonealis B-sejtek szuperoxid-termelésében.

A 70 - B ——Vad tipus +anti-lgM —o—Vad tipus+anti-igM
| Nox2 —a—p22”"* KO+anti-igM ~ —#— Nox2 KO+anti-IgM
55— -
1.0 - 1.0 -
25 - £ - 1
pho o
p22 | )ﬁf
- e~ o5 - ‘ 05 —
x i J
— * aktin =
kDa 0.0 —csiiumasbibtbittit 0.0 —-oudioosessssssssssssose:

& O 2 O T T T T T T
@ \;o * (\L\,ib‘ :q:‘{\&*- {I) ::105 (pezrlg) 3I0 {I) 1:26 (pezrlg) 3I0
27. abra. A PerC B-sejtek szuperoxid-felszabadulasa miikodoképes Nox2-
komplexet igényel. (A) Vad tipusi (VT), Nox2 KO és p22P"™ KO PerC B-sejtek Nox2
és p22°" kifejez8désének immunoblot analizise. Az aktin-jel6léssel a felvitt fehérje
mennyiségét kontrollaltuk. (B) VT, Nox2 KO és p22°"* KO PerC B-sejtek anti-lgM

F(ab"), stimulus hatasara bekovetkezo extracellularis szuperoxid-termelése (n=3)
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6.14. A phox a fagocitozis soran a fagoszomaban aktivalodik, és

hozzajarul a B-limfocitak antimikrobialis aktivitasahoz

A hasiiregbdl ¢és a [épbdl izolalt B-sejtekrél kimutattdk, hogy képesek
bakteriumokat fagocitalni, és a bekebelezett korokozot elpusztitani [114-116].
Megvizsgaltuk tehat, hogy ebben a folyamatban a phox szerepet jatszik-e. A
peritonedlis B-sejteket fluoreszcensen jeldlt S.aureus-szal inkubaltuk, majd a
baktériumok és a phox aktivitas elhelyezkedését fluoreszcens mikroszkoppal vizsgaltuk
(28.A abra). A korabbi eredményeknek megfeleléen a B-sejtek kis hanyada (kevesebb,
mint 10%-a) mutatott fagocita-aktivitast, és ebben a tekintetben nem volt eltérés a VT és
a Nox2 hianyos B-sejtek kdzott (eredmény nincs bemutatva). A fagoszémalis ROS-
termelés kimutatdsa céljabdl a B-sejteken nitroblue-tetrazélium (NBT) tesztet
végeztunk. A fagocitalo vad tipust sejtekben massziv NBT-formazan lerakodas a
bekebelezett baktériumok kornyezetében alakult ki, mig a Nox2 KO sejtekben nem
észleltiink hasonl6 depozitumokat (28.A abra).

Mivel fenti Kkisérleteink a phox fagszomalis akkumulacidjara utaltak,
megvizsgaltuk, hogy a Nox2 altal eléallitott ROS hozzajarul-e a bakteriumok
elpusztitasdhoz. Gentamycin protekciés modszer segitségével meghataroztuk a
peritonedlis B-sejtek baktrériumold-keépesseget, mivel ezen eljarast korabban sikeresen
alkalmaztak a B-sejtek antimikrobialis aktivitdsdnak meghatarozasara [114].
Kisérleteinkben Nox2, illetve p22°"* deficiens peritonealis B-limfocitik baktériumolé
képességét hasonlitottuk 6ssze vad tipust sejtekével. A Nox2, illetve p22°™ hianyos
sejtekben a baktériumok tulélése a vad tipustakeénal szignifikdnsan magasabbnak
adodott (28.B abra). E megfigyelésink alatamasztja, hogy a phox szerepet jatszik a B-

sejtek antimikrobialis aktivitasaban.
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28. abra. A fagocita oxidaz szerepet jatszik a fagoszémalis ROS-termelésben és a
baktériumok elpusztitdsaban. (A) A fagoszomalis szuperoxid-termelést nitroblue-
tetrazolium (NBT)-teszt alkalmazésaval vizsgaltuk. Az izolalt peritonealis B-sejteket
Alexa Fluor 594-jel6lt S. aureus-szal (vords) inkubaltuk, Vad tipsi sejtekben
észlelhetdk a sotét szinii NBT-formazédn precipitatumok, melyek a Nox2-hianyos
tarsaikban nem jelennek meg. A méretjelzé vonal 5 um-t jeldl. (B) VT, Nox2 KO és
p22°"* KO PerC B-sejtek intracellularis baktériumolési képességének vizsgélata

gentamycin protekcids esszével. (n = 3 valamennyi kisérlet esetén, *p<0.05).
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7. Megbeszélés

A légzési robbanas 1932-es, els6 leirasa ota [226] a falOsejtek kutatdsanak
homlokterében all. A 1égzési robbanas vizsgalatdhoz az emberi neutrofil granulocitak
bizonyultak a legalkalmasabbnak, mivel kénnyen és nagy mennyiségben izolalhatéak a
donorok periférids vérébol. Neutrofilek segitségével azonositottdk a fagocita NADPH-
oxidaz alegységeit, melyekrdl kimutattak, hogy hidnyukban nem johet 1étre intenziv és
szabalyozott ROS-termelés a légzési robbanas sordan [224]. Késébb kimutattak a
fesziiltségfliggd protonaramot, mely fontos szerepet jatszik a 1égzési robbanas
tamogatasaban. A fesziiltségfiiggd protonaram eredetérdl folytatott évtizedes vitdnak a
Hvl kl6nozdsa vetett véget 2006-ban [154,155]. Azdéta a Hvl protoncsatorna
expresszidjat, szerkezetét, heteroldg expresszidos rendszerekben és  egér
fehérvérsejtekben betdltott szerepét tobb kozleményben is vizsgaltak. Emberi
fehérvérsejtekben azonban kevés és bizonytalan informacidval rendelkeztink a Hvl
kifejez6désérol és funkciojarol. Vizsgéalataim célja egyebek mellett az emberi
fehérvérsejtekben kifejez6d6 Hvl megbizhatd kimutatdsa es legfobb tulajdonsagainak
meghatarozasa volt.

A Nox2-komplex szabalyozasanal lathattuk, hogy a kiilonboz6 stimulusok az
egyes sejtféleségekben eltéré minazath ROS-termelést inditanak meg, emellett
termeészetesen a kiilonbozo sejttipusok kozott is szamottevé mennyiségi €s mindségi
kiilonbségek figyelheték meg a szabadgyok-termelés vonatkozasaban. Az Gsszes
fehérvérsejt-tipus kozil a neutrofil és az eozinofil granulocitak képesek a legnagyobb
mennyiségii ROS-t produkalni [91,93], ezeért a két sejttipus kozott fennalld funkcionlis
kilonbségek ellenére 1égzési  robbanasuk intenzitdsarél és phox-alegységeik
expresszidjarél tobb 0Osszehasonlitas is sziletett [89,95,97,103,221,227-229]. Az
eredmények tobbsége altal sugallt kép azonban a bevezetében felsorolt aggilyok miatt
nem feltétlendl fedi a valdsagot.

Kisérleteink soran Osszevetettilk egészséges egyénekbdl szdrmazd eozinofil és
neutrofil granulocitak 1égzési robbanasanak létrehozasaban kulcsszerepet jatszé fehérjék

kifejez6dését, valamint a granulocitdk légzési robbanédsanak intenzitdsat. A hibas
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eredmények elkerilése céljabol megkiséreltik minimalisra csokkenteni a sejtek
preaktivacidjat azzal, hogy a granulocitakat kozvetlenil az izolalas utan felhasznaltuk.
Tovabba az eozinofileket negativ szelekcio segitségével, kiméletesen izolaltuk, ugy
hogy a neutrofilek elvélasztdsdhoz anti-CD16 antitestekkel fedett mikrogyongyoket
hasznaltunk, mely moddszerrel a neutrofilek is jo allapotban kinyerheték [230]. Az
antitestekkel végzett jelolés neutrofilekre Kifejtett esetleges hatdsanak Kizarasara
elokisérleteinkben megvizsgaltuk jelolt neutrofilek és jeloletlen PMN-ek (>90%
neutrofil granulocita) 1égzési robbanasat. A két sejtpopulacié kdzoétt nem észleltiink

kilonbséget (eredmény nincs bemutatva).

7.1. A Hv1 emberi fehérvérsejtekben fesziiltségfiiggo

protoncsatoraként mitkodik

Allatmodellekben és heterolog expresszids rendszerekben kapott eredmények
alapjan feltételezhetd volt, hogy emberi fehérvérsejtekben a protonaramért a Hvl felel,
am ezt kozvetlen modszerekkel eldttiink nem vizsgaltak. Eredményeink alapjan a Hv1
mennyisége (14. abra) a legtobb fehérvérsejt-feleségben aranyos az egyes sejteken mért
protonaram-denzitassal. A T-sejtek igen alacsony protonaram-denzitassal rendelkeznek
(0,9 pA/pF [188]), a Hvl fehérjeszintli expresszidja pedig nem éri el az alkalmazott
modszer érzékenységi kuszobét. B-sejtekben és granulocitdkban a Hvl kifejez6dés
mértéke a protondram denzitassal (~17-200 pA/pF) aranyos [188]. Periférias vérbol
izolalt monocitdk szintén magas Hvl expressziot mutatnak, ¢és jol mérhetd
fesziiltségfiiggd protonarammal rendelkeznek [91]. A primer fehérvérsejteken kapott
protonaram denzitasanak aranyos csokkenéset eredményezte (18. abra). Adatainkat
0sszegezve tehat kijelenthetd, hogy a Hvl jelenléte emberi fehérvérsejtekben
elengedhetettlen a fesziiltségfiiggd protonaram létrejottéhez és nagy valdszintiséggel

protoncsatornaként funkcional.
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7.2. A Hv1 emberi granulocitdkban stabil dimereket alkot

A fesziiltségfiiggd protoncsatorna dimerképzését heteroldg expresszios
rendszerekben mar tobben tanulmanyoztdk [158-160]. A rendelkezésre all6 adatok
alapjan a dimerizéacioban a C- [158,159,207] és N-terminalis [158,160] intracellularis
domének mellett az S1-S2 szegmentumok kozotti extracellularis 0sszekoté szakaszok
[159] is részt vesznek. A Hvl kiilonb6z6 alakjai eltérd tulajdonsagu protonaramot
generalnak: a monomerek aktivaciéja gyorsabb [158], mig a dimerben az alegységek
kdzott ko-operativitas figyelhetd meg [231]. A fenti eredmények felvetették annak
lehetdségét, hogy az egyes sejtféleségek, illetve a falosejtek nyugalmi és aktivalt
allapota kozott megfigyelhetd protonaram-kinetikai kiilonbségek az eltér6 monomer-
dimer ardnybdl fakadnak. Kisérleteinkben kimutattuk, hogy granulocitdkban a Hvl
els6sorban dimerként van jelen (15. abra). Az egymastol tavol elhelyezked6
dimerizacios domének elméletileg lehetdséget adhatnak nagyobb multimerek (trimer,
tetramer) kialakulasahoz is. Kiterjedt probéalkozasaink ellenére emberi granulocitdkban
ilyen multimerek jelenlétét nem sikerilt igazolnunk.

Tovabbi eredményeink alapjan emberi granulocitakban a Hv1 dimerjét -legalabbis
részben- erds polaros kolcsonhatasok stabilizaljak, mivel magas ionos detergens
koncentracié mellett a dimerek monomerekre bomlottak (15.A &bra). Ezzel szemben a
diszulfid hid kotések alighanem alérendelt szerepet jatszanak a dimer kialakitasaban. Az
emberi Hv1 molekula minddsszesen két ciszteint tartalmaz, melyek kozil a C-terminalis
kozelében elhelyezkedd Cys249 taldlhatdé olyan pozicidban, mely lehetové teszi
részvételét a dimer kialakitasdban [159,207]. Megfigyeléseink arra mutatnak, hogy
heterol6g expresszios rendszerekben tapasztaltakhoz hasonléan [159,231] a Cys249
nyugvé granulocitdkban redukalt allapotban talalhaté (15. abra). Redukald és oxidalo
agensek (pl. NADPH [205], ROS [206]) a Cys249-en keresztiil elvileg befolyasolhatjak
a dimer stabilitasat. Tiol-reaktiv anyagokkal végzett kisérleteinkben azonban PMA-val
kivaltott 1égzési robbanas folyaman nem észleltiink érdemi valtozést az emlitett cisztein
redox-allapotaban (15.B abra). Bar eredményeink nem valdsziniisitik a diszulfid hidak
Hvl-dimer kialakitasaban jatszott szerepét, az esetlegesen kialakuld diszulfid hidak

Iétének es protonaramra kifejtett hatasdnak kimutatasa tovabbi vizsgalodast igényel.
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A protoncsatrona C-termindlis régidjaban egy szuperhelikalis (Gn. coiled-coil)
domén taldlhat6 [207], mely mas ioncsatornakhoz hasonléan a Hvl-ben is a protein-
protein kolcsonhatasok kialakitasaban vesz részt [158,159,207]. A fehérje N-
terminalisdnak szerkezete kevéssé stabil (Un. random coil) [159], és a dimerizacioban
jatszott szerepe is nagyrészt tisztazatlan. A protoncsatorna C-terminalisanak kisérletes
eltdvolitasa a dimer ardnyanak csokkenését eredményezte, a jelenség az N-terminalis
egyidejli lehasitasaval nagymértékben fokozodott [158]. Kisérleteink alapjan a Hv1 igen
protedz-érzékeny (14. és 16. &bra). Ez felveti annak lehetdségét, hogy a granulocitak
aktivacidja soran megélénkiilé proteolizis elésegiti a csatorna fokozott kapuzasi
allapotanak kialakuldsat. Mivel azonban a fokozott kapuzdsi mdédban megfigyelhetd
valtozasok javarészt reverzibilisek [179,205], a proteolizis szabalyozd szerepe e
folyamatban erésen kétséges. A Hvl N-terminalisanak hasitasa és/vagy degradacidja
mindazonaltal befolyasolhatja a fehérvérsejtek proliferacidjat, a protoncsatorna
overexpresszidja ugyanis gatolta éretlen B-sejt limfoma sejtek osztodasat [198].
Osszegzésként elmondhatd, hogy a granulocita-aktivacié hatasara a Hvl monomer-
dimer arany valtozatlan marad, hiszen keresztk6té reagensekkel azonos eredmények
szllettek PMA-val stimulalt és nyugvd sejteken (15. &bra). Emellett kozvetett
bizonyitékok alapjan mas szerzOk is megkérddjelezték, hogy a fagocitdk aktivacidja

barmilyen iranyd monomer-dimer atalakulast vonna maga utan [186].

7.3. Emberi granulocitakban a Hv1 a granulumok membranjaban és a

sejtfelszinen is megtalalhato

A teljes hosszusagu Hvl-gyel transzfektalt HeLa sejtekben a protoncsatorna az
intracellularis membranokban foglal helyet. Ezzel ellentétben a nativ Hvl B-
limfocitakban elsGsorban a sejtfelszinen és az endoszomakban talalhaté [196].
Konfokalis mikroszképiaval nyert eredményeink arra utalnak, hogy nyugvé
granulocitakban a protoncsatorna legféképp kiilonbz6 intracellularis granulumokban

talalhato, de szamottevé mennyiségben megjelenik a plazmamembranban is (16. abra).
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7.4. A Hv1 és Nox2 kifejezodése egymastol fiiggetlen

A fesziiltségfiiggd protoncsatorna a phox altal a 1égzési robbanas kapcsan
Iétrehozott transzmembrén elektrontranszport tAmogatasanak hatékony eszkdze [184]. A
Nox2 és a Hvl kozotti szoros funkcionalis kapcsolatot jol mutatja, hogy az oxidaz
aktivacidjanak hatdsara a protoncsatorna mukodése is hatékonyabba valik [188,232]
(4n. fokozott aktivacios &llapot — 1d. a fesziiltségfiiggd protoncsatorna felépitése,
miikddése €s szabalyozasa fejezetet). Hvl hidnyaban tobb fehérvérsejttipus is csokkent
ROS-termelést mutat PMA stimulacié hatasara [189,191,196,208]. Az elektron- és
protontranszport kozott tapasztalhatd szoros funkciondlis kapcsolat okan felmeril a
kérdés, hogy emberi fehérvérsejtekben a Hvl és a Nox2 kozott kimutathato-e hasonlo
kapcsoltsag a kifejez6dés és a sejten beliili eloszlas terén. Eredményeink alapjan a két
fehérje kozotti funkcionalis kapcsolat a mennyiségik és az elhelyezkedésiik
tekintetében is tetten érhetd:

1. A Nox2 és a Hv1 tdbb falosejttipusban is kolokalizaciét mutat (16. bra)

2. A két fehérje expresszidja parhuzamosan névekszik PLB-985 sejtek granulocita
irany fejlédése folyaman (19. abra)

3. Zimozan fagocitozisa sordn mindkét fehérje a fagoszoma falaban dusul (17.
abra).

Megjegyzendd azonban, hogy a Hvl fagoszomalis akkumulacioja ¢és
expressziojanak fejlodé PLB-985 sejtekben tapasztalhatd korai és massziv emelkedése
miikodoképes Nox2 hianyaban is bekovetkezik (17. és 19. abra). Az utdbbi
eredménnyel egybecseng az a megfigyelés, miszerint Nox2 hidnyos egyének nyugvo
granulocitai normal protonaram denzitassal rendelkeznek [233]. A fenti adatok alapjan
valoszintisithetd, hogy a Nox2 jelenléte nem feltétele a Hvl kifejezodésének. Az
Osszefliggést a masik iranybol vizsgalva azt talaltuk, hogy PLB-985 sejtekben a Hv1l
expresszidjdnak nagyfokd csendesitése nem vonta maga utan a phox alegységek
kifejez6désének serllését (19.B abra). Irodalmi adatok alapjan Hvl KO egerek
fehérvérsejtjeiben gyakorlatilag normalis a phox alegysegek mennyisége [208],
valamint a vad tipusu fehérvérsejtekkel egyez6 Nox2-fliggd elektronaramot generalnak
[192,234]. Annak ellenére, hogy a Hv1 és a Nox2-komplex alegységeinek expresszidja

egymastol meglehetdsen fiiggetlennek tlinik, egér granulocitdkban a Hvl hidnya a phox
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milkodésének csokkenését vonja maga utdn [191,208,234]. Fontos leszdgezni, hogy
emberi Hv1 deficienciat ez iddig nem irtak le, és kicsi a valdsziniisége, hogy hasonlo
eset napvilagra kertl. Az egérrel ellentétben ugyanis emberben a Hvl fontos szerepet
jatszik a spermiumok termékenyit6 képességének kialakitasaban [235]. Egy sulyos Hvl
mutacio ezért mar a megtermékenyiilés elott jo eséllyel kiszelektalodik. Granulocita
irdnyba differencialtatott PLB-985 sejtekben kapott eredményeink emberi eredetii
sejtekben is kdzvetlen bizonyitékot szolgaltatnak arra, hogy az RNS interferencia
segitségével erdsen csokkentett Hvl-kifejezédés karosithatja a sejtek intenziv

szuperoxid-termelését (20. &bra).

7.5. A Hv1 a neutrofil granulocitédk egyeduli protoncsatornaja?

Toébb adat is bizonyitja, hogy a Hvl emberi és egér fehérvérsejtekben
protoncsatornaként funkcional. Ez azonban nem zarja ki annak lehet6ségét, hogy a Hvl
mellett egyéb protoncsatornak is segitik a granulocitak ROS-termelését. Evekig a Nox2-
t tartottak a granulocitdk protoncsatorndjanak (kiilondsen a szuperoxidot termeld, aktiv
allapotaban) [236,237]. Fontos leszdgezni, hogy a Hvl-hidnyos egér fehérvérsejtek
jelentés ROS-termelést mutatnak [191,208,234], tovabba az altalunk hasznalt PLB-985
sejtek a Hvl mennyiségének nagymértékii csokkentése utan is szamottevé ROS-
termeléssel rendelkeztek. A fenti eredmények tikrében felmerdl, hogy nem a Hvl az
A fenti lehetéséget clfogadva a kovetkezO kérdések meriilnek fel. Neutrofil
granulocitdkban a Hvl mellett van-e egyéb protoncsatorna? Ha a Hv1l a neutrofilek
egyetlen protoncsatorndja, hogyan magyarazhatd a hidnyaban észlelhetd relative magas
ROS-termelés? Egy masodik protoncsatorna létezését cafolja az a megfigyelés,
miszerint a Hvl-hianyos egér eredetli neutrofil granulocitak normal elektrontranszport
mellett nélkiiloznek mindenfajta fesziiltségfiiggd protonaramot mind nyugvo, mind
aktivalt allapotban [192,234]. Ez alapjan tehat ezeken a sejtekben Osszeszerelodik a
miikodéképes Nox2-komplex, de sem a komplex, sem egyéb csatorna nem hoz létre
fesziiltségfliggd protondramot. Egyértelmii bizonyitékok hianydban azonban tovabbi

vizsgalodast igényel annak eldontése, hogy neutrofil granulocitdkban a Hvl mellett a
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Nox2, vagy barmely egyéb molekula képes-e protonokat vezetni. Hogyan magyarazhaté
a Hvl-hidnyos fehérvérsejtek szdmottevé ROS termelése? Egy KO rendszerben egyéb
transzportrendszerek  (legalabbis részben) kompenzalhatjdk a fesziltségfliggd
protoncsatorna hianyat. Feltételezik, hogy K'- és CI -csatorndk vad tipusu
granulocitdkban is hozzajarulnak a téltéskompenzéciohoz [211]. Arrdl azonban kevés
Kisérletes adat all rendelkezésiinkre, hogy Hvl hianyaban megfigyelheté-e a fent
emlitett transzporfolyamatok valamiféle gyorsulasa, ezért a kérdes tisztazasahoz tovabbi
kisérletek szikségesek. Az ellentmondasos irodalmi adatok [188,236,237] ellenére
valoszinli, hogy az egér izotipushoz hasonléan az emberi Nox2 sem hoz Ilétre
fesziiltségfliggd protondramot. Ezt a feltevést tdmasztja ald az, hogy kiilonbozd
fehérvérsejtekben es PLB-985 sejtekben a protondram-denzitasa erdsen korrelal a Hvl
kifejezddésével (lasd fent), mig hasonld Osszefliggés a Nox2 esetén nem észlelhetd

[188] (18. abra).

7.6. Az eozinofil granulocitdik a neutrofileknél tébb Hvl-et
tartalmaznak, a phox alegységek mennyisége azonban a két

sejttipusban megegyezik

A mitkodéképes phox minimalisan 6t alegységbdl all: Nox2, p22P"™ p67°",

p47°"* és Rac [224]. Kisérleteinkben valamennyi el8bb felsorolt alegység kifejez8dését
megvizsgaltuk Western blot és denzitometria segitségével. Eredményeink alapjan az ot
phox alegység mindegyike kozel azonos mennyiségben talalhaté meg eozinofil és
neutrofil granulocitdkban (21. abra). Ezzel szemben korabbi tanulményok alapjan a
phox alegységek expresszioja eozinofilekben magasabb. Az ellentmondast feltehetden a
mar emliett sejtizoldldsi problémak magyardzzak. Az irodalomban elészor a
kdzelmultban azonositott [222] fesziiltségfiiggé protoncsatorna expresszidjat is
0sszehasonlitottuk a két granulocita tipusban. A Hvl-et jelenleg a phox jarulékos
alegységeének tekintik, mivel hidnyaban 30-75%-o0s csokkenés figyelhetd meg egér
granulocitak Iégzési robbanasanak intenzitasaban [223]. Az egyéb phox alégységekkel
¢les ellentétben a Hvl kifejezédése az eozinofilekben 10-szer magasabbnak adédott,

mint a neutrofilekben. Az utobbi érték jol egyezik a patch-clamp merések
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eredményeivel, melyekben az eozinofilek protonaram-denzitasat kb. tizszer
magasabbnak taldltdk [101,173]. Elméletileg elképzelheté, hogy Western blot
kisérleteinkben a proteolizis sejttipus-fiiggé moédon megvaltoztatta a detektalhatdo Hvl
mennyiségét, mivel a Hv1 igen proteaz érzékeny [154], és granulocitak, de kildndsen
neutrofilek vizsgalatanal a proteolizis mindig nehezen kikiiszobolheté problémat jelent
[238]. A fehérje-degradaciéo minimalizalasa érdekében a sejtek lizise elétt DFP kezelést
alkalmaztunk, mely maskor is hatékonynak bizonyult, amikor a Hvl proteolizisének

gatlasa volt a cél.

7.7. Az eozinofilekben az extracellularis ROS-termelés dominal, mig
neutrofilekben intracellularisan keletkeznek nagyobb aranyban

szabadgyokok

A kiilonbé phox alegységek expresszidjanak vizsgalata utan arra a kérdésre
kerestiik a véalaszt, hogy egészséges egyenek granulocitainak légzési robbanasaban
megfigyelheté-e intenzitasbeli kilonbség. Kiilonbozé kemilumineszcens modszerekkel
végzett Kisérleteinkkel ellentmondé eredményekre jutottunk. Az extracellularis
szuperoxidra érzékeny Diogenes reagenssel hasonld adatokat kaptunk, mint amit a
korabbi kdzlemények cyt ¢ redukcioval is leirtak (23. abra). A hasonldsag ellenére a két
sejttipus kozotti kiilonbség a cyt ¢ esszével kapotthoz képest kisebbnek adddott (Eo/Ne
arany 1,7 a korabbi 2-4,7-hez képest). A fenti eltérést két tényezé magyarazhatja:

1. A Diogenes ROS-érzékenysége meghaladja a cyt c-jét (ami az irodalmi
adatok alapjan valoszinii).

2. A mi Kisérleti korilményeink kozott a Diogenes nem Kkizarolag
szuperoxidra volt érzékeny.

Az extracellularis ROS-méréssel ellentétben az elsGsorban intracellularisan
detektald6 LCL-modszerrel kapott szabadgyok-termelési adatok nem egyeztek a
korabban egészséges granulocitdkon Schult &ltal leirtakkal [221]. Az 6 eredményeikkel
szemben a mi kisérletes kortilményeink kozott a neutrofil granulocitak az eozinofileknél
magasabb LCL-jelet generalnak (23. abra). Mindent 6sszevetve elmondhatd, hogy a

ROS-termelés mért intenzitasa nagyban fiigg az alkalmazott detektalasi modszertdl, és
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valdsziniileg az eozinofilek izolaldsanak modjatol. Adataink mindenesetre megerdsitik
azt az elképzelést, miszerint az eozinofilek a neutrofilekkel ellentétben a megtermelt

ROS nagy részét az extracellularis térbe Uritik [97,103].

7.8. Az eozinofilek légzési robbanasanak d&sszintenzitasa Kissé

magasabb, mint a neutrofileké

A légzési robbands intenzitdsdnak pontosabb meghatarozdsa érdekeben
oxigénfogyasztas méréseket végeztiink a Seahorse XF technika segitségével. Az
oxigénfogyasztas mérésének elénye a ROS-termelés detektalasaval szemben, hogy
altala a NADPH-oxid&z aktivitasa annak helyét6l fliggetleniil mérhetd. Ebben a kisérleti
felallasban a PMA eozinofilekben valamivel erésebb 1égzési robbandst valtott ki, mint
neutrofilekben (25.A-B abra), mig STZ hatasara hasonlé maximalis oxigén-fogyasztas
értekeket kaptunk (az eozinofilekben lassubb aktivacios kinetikaval, 25.C abra). A fenti
adatok j6 egyezést mutatnak a korabbi polarometridsan meghatarozott oxigénfogyasztas

eredményekkel, noha az altalunk kapott kiilonbség kisebb [89].

7.9. Emberi fehérvérsejteken nyert adatok dsszegzese

Mindent egybevetve elmondhatd, hogy a Hv1l a monomer forma mellett stabil dimereket
alkot nyugvo és aktivalt emberi granulocitakban egyarant. A Hv1 kifejez6dési mintazata
az intenziv szabadgyok-termelés tdmogatasara optimalizalt. Mivel a ROS-termelés célja
az egyes fehérvérsejttipusokban eltéré [196,239], a Hv1 és phox alegysegek egymaéstol
fiiggetlen kifejezddése lehetove teszi egylittmitkodésiik a sejtfunkcionak legmegfelelobb
finomhangolasat. A két fehérje finom 6sszhangjat jol szemléltetik az eozinofil és
termelésérél bemutatott adatok. A két sejttipus ugyanis csaknem azonos mennyiségii
phox alegységet fejez ki, és hasonld menyiségii ROS termelésére képesek, mig a Hvl
eozinofilekben egy nagysagrenddel nagyobb mennyiségben talalhato meg, mint

neutrofilekben. Az expressziéos mintézat ilyenfajta eltérésének funkcionlis

99



DOI:10.14753/SE.2015.1820

magyarazatdhoz érdemes lenne megvizsgalni humaén granulocitdk viselkedését a
fesziiltségfliggd protonaram hidnyaban is. Ehhez azonban emberi sejtek esetén
specifikus Hv1 gatloszerre lenne sziikség, mely jelenleg nem all rendelkezésre. Arra a
kérdésre tehat, hogy miért van szikség eozinofilekben ilyen sok Hv1l-re jelenleg csak
spekulativ valasz adhatd. Meglatdsunk szerint a megoldashoz a két sejttipus kozott
megfigyelheté phox-eloszlasbeli kilonbség adhat tdmpontot. Korabbi adatok alapjan,
melyet a mi méréseink is megerdsitettek, az eozinofil granulocitak az eldallitott
szabadgyokoket dont6en az extracellularis térbe tritik [97,103], mig a neutrofilek
jelent6s intracellularis ROS-termeléssel rendelkeznek. A rendelkezesre &ll6 adatok
alapjan arra kovetkeztetiink, hogy a magas Hv1 expresszié az intenziv extracellularis
szabadgyok-termelés fontos feltétele. Feltételezéslinket aladtamasztja, hogy a
kdzelmultban egy tanulményban kimutattak, hogy a plazmalemmalis Hvl-aktivitas
gatlasa neutrofil granulocitdkban csokkenti az extracellularis, ugyanakkor megnoveli az
intracellularis ROS-termelést [240]. Emellett eozinofilekkel ellentétben neutrofilekben a
protoncsatorna ¢és a Nox2 kifejez6dése nem korrelal egymassal (22. abra). Mindezek
alapjan valdszinli, hogy a toltéskompenzacio a sejtfelszini ROS-termelés legf6bb
korlatozoja, mig az intracellularis membranok esetén egyéb tényezok (a transzmembran
pH kuldnbség [99], magas fagoszomalis ROS koncentracid) keriilnek elétérbe. A Hvl
depolarizalt membranpotencial mellett a toltéeskompenzacidé leghatékonyabb és
elméletileg kimerithetetlen eszk6ze, mely az aktivalt granulocitdk er6sen depolarizalt
felszini membrénpotencialja mellett [102] kivaléan mikodik. A fagoszoma
membranpotencialjanak fagocitdzis soran bekdvetkezd valtozasairdl azonban kevés
ismerettel rendelkezniink, de valdszintileg fagoszomakban a magas foku phox aktivitas
fenntartasahoz kevesebb Hvl molekula is elegendd, mivel ott més ioncsatornak és
protontranszporterek is jelentdsebben hozzajarulnak a téltéskompenzaciohoz [223].
Ezen tilmenden a tul magas protoncsatorna-denzitas mellett feltehetéen nem johetnének
letre a fagoszdma érése soran lejatszddd komplex pH- és iondsszetetel-valtozasok [223].

Végkovetkeztetésként elmondhatd, hogy a Hvl specifikus gatlasa terapias
haszonnal jarhat olyan esetekben, amikor a cél az extracellularis szuperoxid-
felszabadulds gatlasa anélkil, hogy a bekebelezett kérozok koérnyezetében lezajld

Iégzési robbanast érdemben karositanank.
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7.10. A phox szikséges a peritonedlis B-sejtek hatékony

baktériumoléséhez

A halak, kétéltliek és hiillok B-limfocitairdl ismert, hogy képesek részecskék
bekebelezésére [241,242], az emberi B-sejteket azonban eredetileg nem fagocita
sejteknek tekintették. A kdzelmultban harom munkacsoport is beszamolt arrdl, hogy a
hasiiregbél, illetve majbol izolalt B-sejtek képesek baktériumokat (S. aureus és E. coli)
fagocitozis atjan elpusztitani [114-116]. Kisérleteink soran bizonyitékot talaltunk arra,
hogy a B-sejtek baktériumolési képessége fligg a miikodéképes NADPH-oxidaz
jelenlététdl. Tudomasunk szerint ez az elsé eset, hogy B-sejtekben kimutattdk a phox
altal termelt ROS egyértelmii és kozvetlen hatasat. A haslregi B-sejtek, szemben a
1épbdl nyerhetd B-sejtekkel, jelentds hanyada (~50 %) a B-1 sejtek kozé tartozik
[112,113]. A B-1 sejtek a velesziiletett immunrendszer részei, jellemzdéen un.
természetes antitesteket termelnek [243]. Ezen B-sejtek tébb szempontbdl is
hasonlatosak a makrofagokhoz (pl. fagocitalnak, baktériumokhoz kotott antigéneket
prezentalnak), s6t megfelelé ingerek hatasara a B-1 sejtek makrofagokka alakulhatnak
in vitro [244]. PMA-val stimulalt PerC B-sejtek mindazonaltal 18-szor kevesebb H,0,
termelést mutatnak, mint a dontéen makrofagokbol allo peritonealis CD19 negativ
sejtpopulacid (a szerzOk nem publikalt megfigyelése). Ez és a makrofagokhoz képest
alacsony foku fagocitozis alapjan nem valdszinii, hogy a peritonealis B-sejtek érdemi
szerepldi lennének a patogének kozvetlen eliminacidjanak.

Eredményeink alapjan a peritonealis B-sejtek nagyobb ROS termel6 kapacitassal
rendelkeznek, mint a 1épbdl izolalt B-sejtek, mely minden valdszinliség szerint a
magasabb Nox2 és p22°"™ kifejezédésiikkel magyarazhato (26. abra). A peritoneélis B-
sejtek baktériumokkal érintkezve Nox2-dependens médon ROS-t termelnek (27. abra).
A keletkezett oxigéen-szarmazékok részt vesznek a baktériumok elpusztitasaban, a phox-
hianyos B-sejtek ugyanis csokkent baktériumol6-képességgel rendelkeznek (28. abra).
A haslregi B-sejtek altal termelt oxigéngyokok legnagyobb valdszinliség szerint az
antigének hatékony prezentacidjahoz szilkségesek, ahogy azt konvencionalis B-sejteken
korabban mar kimutattak [111].

Eredményeink a CGD eddig ismeretlen, esetleg klinikailag is jelends aspektusat

vilagitjadk meg. A jovében azonban tovabbi kisérletek sziikségesek annak eldontésére,
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hogy a B-1 sejtek csokkent baktériumold képessége hozzajarul-e a CGD Klinikai

képének kialakulasahoz.
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8. Kovetkeztetések

Kisérletes munkam eredményei alapjan az alabbi Uj megallapitasokra jutottunk:

1. Erdményeink alapjan kijelenthetd, hogy a Hvl emberi fehérvérsejtekben is
nélkiilozhetetlen a fesziiltségfiiggd protonaram kialakulasdhoz.

2. A Hvl az emberi periférias vér fagocitdiban és B-sejtjeiben jelent6s
mennyiségben kifejez6dik, és granulocitakon kapott eredményeink alapjan stabil
dimert képez.

3. A Hvl és a Nox2 Kkifejez6dése mind térben, mind id6ben szamos
parhuzamossagot mutat fehérvérsejtekben, kiléndsen eozinofil granulocitakban.
Mindazonaltal granulocita irdnyba differenciéltatott PLB-985 sejtekben nem
talaltunk bizonyitékot arra, hogy a két fehérje kifejezodése fuiggene egymastal.

4. Egészséges egyénekbdl izolalt eozinofil ¢és neutrofil  granulocitakat
dsszehasonlitva azt talaltuk, hogy mig a fagocita oxidaz alegységek Iényegében
azonos mennyiségben talalhatok meg a két sejttipusban, addig a fesziiltségfiiggd
protoncsatorna mennyisége eozinofil granulocitakban lényegesen magasabb.

5. Egerek hasiri B-sejtjeit vizsgalva kimutattuk, hogy a bekebelezett
Staphylococcus aureus koriil jelent6s fagocita oxidaz aktivitast mutatnak, és

hogy ennek hianyaban kevésbé képesek elpusztitani ezen baktériumokat.
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9. Osszefoglalas

A fagocita oxidaz (phox) enzimkomplex fehérvérsejtekben a reaktiv oxigén
szarmazékok (ROS) szabalyozott termelését végzi. A ROS fontos szerepet jatszanak a
koérokozdk elpusztitdsdban, emellett az immunrendszer szdmos egyéb miikodését is
befolyasoljak (pl. antigén-prezentacid, immunsejtek jelatvitele). A phox aktivitasa
membran-depolarizacioval és intracellularis savanyodassal jar, ami intenziv miikodés
esetén kompenzaciot igényel. Mai ismereteink alapjan ennek leghatékonyabb eszkdze a
fesziiltségfiiggd protoncsatorna (Hv1), mely mindkét probléma orvosolasara képes.

A Hvl az emberi periférids vér fagocitaiban és B-sejtjeiben jelentds
mennyiségben  kifejezodik, €s heterolog rendszerekehez hasonléan emberi
granulocitakban az endogén fehérje is dimert alkot. A Hv1 sejten beliili elhelyezkedését
tekintve valamennyi fenti sejttipusban a Nox2-vel nagyfokd &tfedést mutat. PLB-985
granulocitdkban a Hvl és a Nox2 kifejezddése fiiggetlen egymastol, miikodésiik
azonban kapcsolt. A Hvl kifejez6désének erdteljes gatldsa esetén ugyanis a ROS-
termelés PLB-985 sejtekben a maximalisan elérhet6 szint alatt marad normalis Nox2
kifejez6dés mellett.

Egészséges egyenek eozinofil és neutrofil granulocitdinak phox alegység
kifejez0désében nem tapasztaltunk érdemi kiilonbséget, mig a Hvl kifejezddése
eozinofilekben egy nagysagrenddel magasabbnak adodott. A kilénbseég lehetséges
magyarazata, hogy az intracellularisan jelent6s ROS-termelést mutatd neutrofilekkel
ellentétben az eozinofilek elsésorban az extracellularis térbe iiritenek szabadgyokoket,
ahol a Hv1 altal létrehozott toltéskompenzacié feltehetéen fontosabb szerephez jut. Az
eozinofilek légzési robbandsadnak maximalis intenzitasa a neutrofilekénél csak kevessel
magasabb méréseink alapjan.

Egerek hastiregébdl nyert B-sejtek a Iép B-sejteknél intenzivebb [égzési robbanést
produkaltak, melynek hatterében magasabb cytbssg kifejez6dést talaltunk. Fagcitdzis
sordn a bekebelezett baktérium kordl intenziv phox-fiiggd ROS-termelés figyelhetd
meg, mely Kkisérleteink alapjan haslregi B-sejtekben is hozzajarul a korokozdk
elpusztitdsdhoz. Phox hianyaban ugyanis a B-sejtek csokkent baktériumolést mutattak.
Haslregi B-sejteken kapott eredményeink a kronikus granulomatézisban tapasztalhatd

immunregulacids zavar Ujabb aspektusara vilagitanak ra.
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10. Summary

The phagocyte oxidase (phox) is a multicomponent enzyme, which is responsible
for the regulated production of reactive oxygen species (ROS) in leukocytes. ROS
conribute to the elimination of invading pathogens, moreover ROS alters many
functions of the immune system (e.g., antigen presentation, signal transduction). The
intense activity of phox is dependent on the presence of effective compensatory
mechanisms, which couteract the depolarisation and intracellular acidification caused by
the oxidase. To our current knowledge the voltage-gated proton channel (Hv1) is the
most effective tool of compensation, which is able to alleviate both problems jointly.

Hv1 is highly expressed in human peripheral blood phagocytes and B-cells, and
similarly to the heterologously expressed Hvl the endogenous protein forms stabile
dimers in human granulocytes. The subcellullar distribution of Hv1 and Nox2 is highly
overlapping in the above leukocytes types. In PLB-985 granulocytes the expression of
Hvl and Nox2 is independent from each other, whereas the two proteins are
functionally coupled, since the severe reduction in Hv1 expression results in attenuated
ROS production in these cells.

Comparison of eosinophil and neutrophil granulocytes from healthy individuals
showed no major difference in the phox subunit expression, whereas the Hv1 content of
eosinophils was about ten times higher than in neutrophils. Unlike neutrophils,
eosinophils release most of the ROS to the extracellular space, where charge
compensation may be a greater issue than in intracellular vesicles. The total intensity of
respiratory burst was found to be somewhat fiercer in eosinophils.

Investigation of phox in mouse peritoneal B-cells showed that peritoneal B-cells
produce more ROS than their splenic counterparts, which is a consequence of higher
cytbssg expression. Upon phagocytosis intense, phox-mediated ROS production was
detected around engulfed bacteria, which contributed to the elimination of the
pathogens, as phox deficient B-cells killed bacteria less effectively. Our results with
peritoneal B-cells highlight a new aspect of the immunregulatory defect seen in chronic

granulomatous disease.
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