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Bevezetés

A  fagocita oxidaz  (phox)  enzimkomplex
fehérvérsejtekben a reaktiv oxigénszarmazékok (ROS)
szabalyozott termelését végzi. A phox membrankotott és
citoszolikus alegységekkel rendelkezik, el6bbiek kozé a
Nox2 és a p22°"™ tartozik, melyek koziil a Nox2 felelds
az enzimaktivitasért. A citoszolikus alegységek — a
pa7"™* a p67°"* a p40”"*™ és a Rac - a komplex
szabalyozdsdban vesznek részt. Az aktiv komplex
elektronokat transzportal a membranon keresztil, melyek
molekularis oxigénnel egyestlve szuperoxidot képeznek,
mely tovabbi oxigéngyokok eléanyaga. A ROS fontos
szerepet jatszanak a korokozok elpusztitasaban, emellett
az immunrendszer szdmos egyéb milkodését s
befolyasoljak (pl. antigén prezentacio, immunsejtek
jelatvitele). A  komplexen keresztil megval6suld
elektrontranszport miatt depolarizalodik a
plazmamembran, a NADPH oxidacidja pedig
intracellularis savanyodassal jar, ami intenziv milkddés
esetén kompenzaciot igényel. Mai ismereteink alapjan

ennek leghatékonyabb eszkdze a fesziiltségfiiggd
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protoncsatorna (Hv1l), mely a fent emlitett két tényez6
hatasara nyitott allapotba keriil, lehetévé téve a
fenntartott és intenziv ROS-termelést.

Noha a phox és a Hvl felépitésérdl, miikodésérdl és
szabalyozasarél szamos  ismerettel  rendelkezink,
bizonyos kérdések nem tekinthetéek kell6képpen
tisztazottnak. Emberi adatok hianyaban kevés direkt
bizonyiték volt a kezinkben a Hvl human
fehérvérsejtekben tanusitott kifejezodésérol,
dimerizaci6jarol, sejten beliili elhelyezkedésérdl valamint
arrél, hogy a Hvl emberi fehérvérsejtekben is
protoncsatornaként miikodik. Ismeretlen volt tovabba,
hogy a Nox2 és a Hvl expresszidja fligg-e egymastol.
Emellett egészséges egyének eozinofil és neutrofil
granulocitdinak phox alegység ¢és Hvl kifejezddési
viszonyai, valamint 1égzési robbanasuk egymashoz mért
intenzitasa sem volt kelloen felderitett.

A phox pontos szerepe a B-limfocitakban nem
kellden felderitett. Nox2-komplex hianyos allatok
konvencionalis B-sejtei csak minor eltéréseket mutatnak,
az oxiddz miikodésérél azonban a hasiliregben nagy

mennyiségben megtaldlhaté B-1 sejtekben ez idaig nem

2



szlletett adat. A kdzelmdltban kimutattak, hogy a B-1

sejtek képesek kisméretii részecskék ¢és baktériumok

bekebelezésére és elpusztitdsara, a phox szerepét a

folyamatban azonban nem vizsgaltak.

Célkitizések

A Hvl kifejez6désének és  protoncsatorna
funkci6janak vizsgalata.

A Hv1 dimerképzési hajlamanak vizsgalata emberi
granulocitakban.

A Hvl ¢és a Nox2 kifejez6dés kapcsoltsaganak
vizsgalata.

Egészséges egyénekbdl szarmazd eozinofil ¢és
neutrofil granulocitdk oxidaz alegység és Hvl
expresszigjdnak,  valamint  légzési  robbands
intenzitasanak 6sszehasonlitasa.

Az oxidaz szerepének vizsgélata hasuregi B-

limfocitak antimikrobidlis aktivitasaban.



Modszerek

Oldatok, antitestek

A felhasznalt reagenseket tobbségeben a Sigma-
Aldrich-t6l szereztik be, és a kisérleteinket dontéen
szobahdn (21-26°C) végeztiik. Az eltérd koriilményekrol
nyilatkozom. A transzfekcios, sejtjelold reagensek,
illetve minden egyéb specidlis anyag alkalmazésa soran
pontosan kovettiik a gyarto eléirdsait.

A Hvl ellenes antitest (aHv1-N) eléallitasa céljabol
ndstény fehér nyulakat immunizaltunk egy olyan fehérje-
konstrukcioval, melyben a Hvl N-terminalis 99
aminosavat  kovalensen  glutation-S-transzferazhoz
kotottik. Ugyanezen fehérje Affigel 15 gydngyokre
kovalensen kotott formajat alkalmaztuk a glutation-S-
transzferaz ellenes antitestekre depletalt nyudlszérumok
affinitas-tisztitasara. Az aHv1-N negativ kontroljaként 8
pug/ml normal nyal IgG-t haszndltunk. Az egér Hvl
ellenes antitestet az emberi aHv1-N-el azonos modon
készitettuk.

Egerek



A p22°" génjének mutaciéjat hordozé nmf333
egértorzs a Jackson Laboratory-bdl szarmazott. A Nox2
hianyos éllatokat (Cybb™P™) Professor Ralf P. Brandes
bocsatotta nagylelkiien a rendelkezéstinkre. Kontrollként

azonos koru him C57BI/6J egereket hasznaltunk.

Sejtek

A primer human eozinofil és neutrofil granulocitakat,
monocitakat, T-és B-limfocitakat egészséges donorok
periférids  vénas  vérébdl  izolaltuk  (tdjékozott
beleegyezésiik birtokaban). Egerekbdl 1€ép és hastri B-
sejteket, izolaltunk.

A leukémias PLB-985 sejteket az ATCC LGC-tél
szerezik be, a PLB-985 X CGD sejteket Dr. Mary C.
Dinauer nagylelkiiségének koszonhetjiik. A sejteket az
eldallito eldirasainak megfelelden kultaraltuk, bizonyos
kisérleteknen azonban a differenciaciés nyomas novelése
céljabol a médium szérumtartalmat 10%-rél 0,5%-ra
csokkentettik. A leukémiads PLB-985 sejtvonalat
elektroporacidval transzfektaltuk.

Western-blot kisérletek



A sejteket 2x Laemmli pufferben lizaltuk. A
sejtmintdk fehérjéit 8-10%-os poliakrilamid gélen
valasztottuk  szét, majd nitrocellul6z membranra
blottoltuk. a membranok blokkolasa utan azokat az
elsdleges antitesttel inkubaltuk, majd 5 alkalommal PBS
+ 01% viv Tween oldatban mostuk. A
tormaperoxidazzal (horseradish peroxidase-HRP) jeldlt
masodlagos antitestekkel inkubaltuk a membranokat.
Ujabb 6t mosési 1épés utan a jelolddést az erdsitett
kemilumineszcencia maddszerével, Fuji Super RX
filmeken detektaltuk. Denzitometrids mérésekhez ImageJ
segitségével meghataroztuk az egyes fehérjecsikok
integralt denzitasat, melyet az adott sejttipushoz tartozé

PDI-jel6lés intenzitasara normalizaltunk.

Immuncitokémia,  konfokdlis  mikroszkdpia  és

kolokalizdcios analizis

A sejteket fixaltuk, majd 5 alkalommal PBS-sel
mostuk. 100 mM glicint tartalmazé PBS-ben tortént 2-
szer 10 perc inkubéci6 utan Ujabb két mosasi lépés
kovetkezett. Ezt kovetden a sejteket Triton X-100-
tartalmG oldatban permeabilizaltuk. A nem-specifikus
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kotohelyek (pl. fehérvérsejtek Fc-receptorai)
semlegesitése utan a fed6lemezeket 1 6ran at, vagy 4 °C-
on overnight az els6dleges antitesttel inkubaltuk, majd
PBS-ben hatszor mostuk, amit 1 oras inkubacio kovetett
a masodlagos antitesttel. A sejtmag jel6lése bizonyos
kisérletekben TO-PRO-3 segitségével tortént. A sejteket
ismét hat alkalommal mostuk, végil Mowiol 4-88
fakulas elleni reagensbe agyaztuk.

A konfokalis felvételek készitéséhez LSM 510, illetve
LSM 710 konfokalis mikroszkopot hasznaltunk. A
kolokalizaci6  fokat a  Pearson-féle  koefficiens

segitségével hataroztuk meg.

Fagocitézis és az intracelluldris o0lési képesség
vizsgdlata

Emberi granulocitakhoz, differencialtatott PLB-985
sejtekhez szérum opszonizalt zimozant adtunk. Egér
peritonedlis B-sejteket eldlt, Alexa Fluor 594-gyel jeldlt
S. aureus-szal inkubaltuk. A baktérium:sejt arany 10:1
volt.

Az izolalt haslregi B-sejtek baktériumolé aktivitasat

gentamycin protekcids esszével hataroztuk meg.
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Valamennyi eljarast 37°C-on végeztik.

A ROS-termelés és oxigénfogyasztds mérése

A sejtek ROS-termelését Diogenes reagenssel, vagy
luminol + HRP hozzaadasaval kovettiik. A haslregi B-
sejtek  szuperoxid-termeléset ~ emellett  nitroblue-
tetrazolium (NBT)-teszt segitségével is megvizsgaltuk.

Az oxigénfogyasztas és pH-valtozds kovetése a
Seahorse XF Analyzer System segitségével tortént.

A mérések folyaman a sejteket 37°C-on tartottuk.

Molekuldris bioldgia

A Hv1 kl6nozésahoz érett dendritikus sejtekbdl teljes
RNS-t izolaltunk, melybél c¢cDNS-t szintetizaltunk. A
Hvl-et kodolo szekvencidt CDNA3.1/V5-His-TOPO
vektorba (Invitrogen) illesztettuk. A  bazissorrend

helyességét szekvenalassal igazoltuk.

Patch-clamp mérések
Patch-clamp méréseinket teljes sejt, feszultségzar

felallasban  végeztik  CV-4-1/100U  headstage-el

felszerelt Axon Axopatch-1D erdsitovel. Adatgytijtésre a
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pClamp 6, elemzésre a pClamp8 programot (Axon)
hasznaltuk.

Adatok kiértékelése

Az adatokat atlag + standard hiba (SEM)
formatumban tiintettiik fel, az esetleges eltérést ettdl a
megfeleld helyen jeleztem. A statisztikai analizist a
Statistica 8 segitségével végeztik. A statisztikai
kiértékelést t-teszttel, vagy Mann-Whitney U-teszttel
vegeztik, a szignifikancia szintjét p<0,05-nél hataroztuk

meg.

Eredmények

A fesziiltségfiiggd protoncsatorna  kifejezédése
kimutathaté eozinofil és neutrofil granulocitakban,
monocitakban, valamint B-limfocitdkban. T-sejtekben
nem tudtuk kimutatni a fehérjét. A Hvl dimerjét amino-
és tiolreaktiv keresztkoto reagensek stabilizaljak, emellett
a dimer aranya a nem ionos detergensek aranyanak
novelése és a  redukalészer  B-merkaptoetanol
elhagyasanak hatdsara megnd. A meglévd diszulfid
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hidakat nem mddosito, de az 0 diszulfidhidak
kialakulasat megakadalyozo N-etilmaleimid
hozzaadasaval csak minimalis dimerképzddést figyeltiink
meg.

A Hvl immunfluoreszcens vizsgalataval a fehérje
sejten bellli elhelyezkedését és Nox2-vel mutatott
kolokalizaciojat vizsgaltuk. Eozinofilekben intenziv Hvl
jelolédés mellett nagyfokd kolokalizaciot —talaltunk
(Pearson-féle  koefficiens  0,84+0,03).  Neutrofilek
halvanyabb Hvl festédés mellett 0,78+0,02 Pearson-
koefficienst mutattak. A huméan leukémia PLB-985
sejtvonalban kifejezett Hvl festddés mellett 0,92+0,03
Pearson-koefficienst talaltunk. Zimozanszemcsek
fagocitozisa soran a Hvl és a Nox2 fagoszdmalis
transzlokaciojat figyeltuk meg.

A Hvl és a protonaram kozotti 6sszefliggés
vizsgalatara Hvl knock down PLB-985 sejtklonokat
készitettink. A patch-clamp  technikdval — mért
protonaram-denzitds egyenes aranyban allt a kiilonb6z6
klonok Hv1 kifejezddésével.

A Hvl és a Nox2 kifejezddés kapcsoltsagat szintén

PLB-985 sejtekben vizsgaltuk. A sejtek granulocita
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iranyu fejlédését dimetilformamiddal indukéltuk, majd a
fejlédés kiilonbozé napjain vizsgaltuk a két fehérje
kifejez6dését. Eredményeink alapjan a Hvl és a Nox2
expresszioja a hatnapos fejlddés folyaman folyamatosan
emelkedik. A legmagasabb kifejezddést 7 napos
differentacié végén, megnovelt differentacios nyomas
mellett detektaltuk. Nox2 hianyos PLB-985 sejtekben
vizsgalva a Hvl expressziojat a kifejez0dés mintazata és
az elérhetd legmagasabb Hvl expresszio nem tért el a
vad tipusu sejteken tapasztalttél. Hvl knock down
sejtekben  szintén nem  tapasztaltuk a  Nox2
mennyiségének csokkenését.

Egészseges  egyének  neutrofil  és  eozinofil
granulocitdinak phox alegység ¢és Hvl kifejezddését
vizsgalva azt talaltuk, hogy a Nox2, a p22°", a p47°"
és a Rac expresszidja nem tér el a két sejttipusban, a
p67°"% expresszija pedig kisfokd kulonbséget mutat
(eozinofil/neutrofil arany: 1,6+0,2). A fesziiltségfiiggd
protoncsatorna esetén ez az arany 10,6+2,5-nek adddott,
vagyis eozinofilekben a fehérje joval nagyobb

mennyiségben taldlhatd meg. A Nox2 és a Hvl

crer
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sejttipusban, és azt talaltuk, hogy a két fehérje
expresszitdja csak eozinofilekben mutat dsszefliggest.

A ROS-termelés vizsgalata soran mérési modszertol
fliggetlendl a neutrofilek produkaltak intenzivebb Iégzési
robbanéast, amennyiben azt a fagocitézisra keriil szérum
opszonizalt zimozannal inditottuk meg, valamint ha a
forbol-észter PMA-éltal kivaltott ROS-termelést az
els@sorban intracellularisan érzékeny luminol
segitségével mértuk. A PMA-aktivacié hatasara az
extracellularisan detektald6 Diogenes reagenssel az
eozinofilek produkéltak intenzivebb ROS-termelést. A
légzési robbands 0Ossz-intenzitdsa az oxigénfogyasztas
meghatarozasdval mérhetd legmegbizhatobban. Ilyen
kortlmények kozott a PMA-val stimulalt eoinofilek 1,4-
szer intenzivebb ROS-termelésre képesek.

Haslregi B-sejtek ROS-termelése meghaladja a 1ép
B-sejtekét, melynek hatterében Western blot kisérleteink
alapjan a peritonealis B-sejtek fokozott Nox2 és Hvl
expresszidja all. A Nox2 és a p22°"™ KO egerek
peritonealis B-sejtjei nem mutattak extracellularis
szuperoxid-felszabadulast, valamint S. aureus

fagocitdzisa soran a vad tipust sejtekkel ellentétben
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fagoszomalisan sem észleltink ROS-termelést. A sejtek
Olési képességét a bekebelezett baktériumok talélésén
keresztil vizsgéaltuk gentamycin protekcids eljaras
segitségével. Vad tipuslu sejtekhez képest a Nox2 és a
p22°"* KO egerek hastiregi B-sejtjeiben nagyobb szam

tuléld baktériumot talaltunk.

Kovetkeztetések

Erdményeink alapjan kijelenthetd, hogy a Hvl emberi
fehérvérsejtekben is nélkulozhetetlen a fesziiltségfiiggd
protonaram kialakulasahoz.

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

A Hvl és a Nox2 kifejezdése mind térben, mind
idében $Zdmos parhuzamossagot mutat
fehérvérsejtekben, kiléndsen eozinofil granulocitakban.
Mindazonaltal granulocita iranyba differencialtatott PLB-
985 sejtekben nem talaltunk bizonyitékot arra, hogy a két

fehérje kifejezodése fliggene egymastol.
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Egészséges egyénekbdl izolalt eozinofil és neutrofil
granulocitakat 6sszehasonlitva azt talaltuk, hogy mig a
fagocita oxidaz alegységek lényegében azonos
mennyiségben talalhatdk meg a két sejttipusban, addig a
fesziiltségfliggd protoncsatorna mennyisége eozinofil
granulocitakban Iényegesen magasabb.

Egerek hasuri B-sejtjeit vizsgalva kimutattuk, hogy a
bekebelezett Staphylococcus aureus koril jelentds
fagocita oxidaz aktivitdst mutatnak, és hogy ennek
hidnydban  kevésbé  képesek  elpusztitani  ezen
baktériumokat.
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