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2 Roviditések jegyzéke

Arachidonsav (arachidonic acid)

Abelson-kinaz

Aktiv Ber-hoz hasonlo fehérje (active Bcer-related)

A p67°" aktivacios doménje

Opszonizalt részecske hatasara termelt EV

Autoinhibicids régio

ALG-2-hoz kapcsolodo fehérje X (ALG-2-interacting protein X)
Apoptotikus extracellularis vezikula

Rho/Rac/Cdc42 csalad GAP-ok

A gp91P"* aktivacids része

Amerikai sejtkultura kollekcié (American type culture collection)
Breakpoint cluster region fehérje

Baktérium permeabilitast fokozo fehérje (bactericidal permeability
increasing)

Kalciumfiiggd lipidk6té domén

Komplement 5 hasitasi toredék

Kettds cisztein motivummal rendelkezd kemokin ligandok
Differenciacios marker (cluster of differentiation); az utana irt
szamok kiilonbozo fehérjéket jeldlnek

Kronikus granulomatozis (chronic granulomatous disease)
Citoszolikus foszfolipaz A, (citosolic phospholipases Ay)
Komplement receptor 3

Hidrofob molekulakat k6té domén

Cisztein-X-cisztein motivummal rendelkez6 kemokin ligandok
Denaturalt extravelluléris vezikula

Depletalt

Dinamikus fényszorodasi teszt (dynamic light scattering)
Dulbecco-féle modositott Eagle tapoldat (Dulbecco’s modified Eagle
medium)

Dimetil-szulfoxid
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Dezoxi-ribonukleinsav

Dedicator of cytokinesis fehérje

Difenil-jodonium

Dithiothreitol

Dual oxidase fehérje

Etilén-diamin-tetraecetsav (ethylene-diamine-tetraacetic acid)
Kalciumko6to fehérje domén

Etilén-glikol-tetraecetsav (ethylene-glycol-tetraacetic acid)
Enzim-kotott immunszorbens eljaras (enzyme-linked
immunosorbent assay)

Exponencialisan modositott fehérjegyakorisagi index (exponentially
modified protein abundance index)

Extracellularis szignal regulalt kinaz

Extracellularis vezikulum

Exoszoma

Flavin-adenin-dinukleotid

Fas ligand

Az antitestek azon része, amit a leukocitak kotnek (fragment
crystallizable region)

Fc-receptor

Fluoreszcein-izotiocianat

Formil-metionin-leucin-fenilalanin

Az aramlasi citométerben egy részecske eldre iranyulo fényszorasa
(forward scatter)

GTP-az aktivalo fehérje (GTP-ase activating protein)
Gliikocerebrozid

Granulocitakolonia-stimulalé faktor (granulocyte colony-stimulating
factor)

GDP disszociaciot gatld fehérje (GDP dissociation inhibitor)
Guanozin-difoszfat

Guanin-nukleotid kicserél6 faktor (guanine nucleotide exchange

factor)


http://hu.wikipedia.org/wiki/Flavin-adenin-dinukleotid
http://hu.wikipedia.org/w/index.php?title=Guanozin-difoszf%C3%A1t&action=edit&redlink=1
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Z61d fluoreszcens fehérje (green fluorescent protein)
Granulocita/monocitakolonia-stimulalé faktor (granulocyte-
macrophage colony-stimulating factor)
Glutation-S-transzferaz

Guanozin-trifoszfat

Guanozin 5'-O-[gamma-thio]-trifoszfat

Hank-féle normalizalt sooldat (Hank’s balanced salt solution)
2-[4-(2-hidroxietil)-piperazin-1-il]-etanszulfonsav

Human leukocita antigén

Intercellularis sejtadhézios molekula (intercellular cell adhesion
molecule)

Interferon

Immunglobulin

interleukin; az utana irt szamok kiilonb6z6 fehérjéket jelolnek
Izopropil-B-d-tiogalaktozid

Immunreceptor tirozin-alapt aktivaciés motivum (immunoreceptor
tyrosine-based activation motif)

Immunreceptor tirozin-alapu gatlé motivum (immunoreceptor
tyrosine-based inhibitory motif)

Izotipus kontroll

c-Jun N-terminalis kinaz (c-Jun N-terminal kinase)
Kilodalton

Lysogeny broth baktérium taptala;

Lipopoliszacharid

Leukotrién B4

Makrofag-1 antigén (macrophage-1 antigen, CD11b/CD18)
Mitogén-aktivalt protein kinaz (mitogen-activated protein kinase)
MikroRNS

Matrix metalloproteaz 25

Mieloperoxidaz

MessengerRNS

Mikrovezikula


http://hu.wikipedia.org/w/index.php?title=Guanozin-difoszf%C3%A1t&action=edit&redlink=1
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n.s. Nem szignifikans

NADPH Nikotinamid-adenin-dinukleotid-foszfat redukalt alakja

NET Neutrofil extracellularis csapda (neutrophil extracellular trap)
NGAL Neutrofil zselatinaz-asszocialt lipokalin (neutrophil gelatinase-

associated lipocalin)
NOD Nukleotidk6té oligomerizaciés domén (nucleotide-binding

oligomerization domain)

NOX NADPH oxidaz

NOXAl NADPH oxidéz akivator 1

NOXO1 NADPH oxidaz organizal6 1 fehérje

oD Optikai denzités

oxXPAPC 1-palmitoil-2-arachidonil-sn-glicero-3-foszforilkolin
oXPAPE 1-palmitoil-2-arachidonil-sn-glicero-3-foszforiletanolamin
oxXPAPG 1-palmitoil-2-arachidonil-sn-glicero-3-foszforilglicerin
oXPAPS 1-palmitoil-2-arachidonil-sn-glicero-3-foszforilszerin
oxXPLPC 1-palmitoil-2-linoil-sn-glicero-3-foszforilkolin

PAF Vérlemezke aktivalo faktor (platelet activating factor)
PAK p21-aktivalt protein kinaz

PB1 Phox és Bem1 domén

PBS Foszfattal pufferelt sdoldat (phosphate buffered saline)
PH Pleckstrin homolég domén

Phox Fagocita oxidaz (phagocytic oxidase)

Pl Propidium-jodid

PI3K Foszfoinozitid-3-kinaz

PKC Protein kinaz C

PL Foszfolipid

PLB-985 Akut, nem limfoid leukémia eredetii sejtvonal

PMA Forbol-észter (phorbol-myristate-acetate)

PMN Polimorfonuklearis fehérvérsejtek (polymorphonuclear leukocytes);

95%-uk neutrofil granulocita
PMSF Fenil-metil-szulfonilfluorid (phenyl-methane-sulfonyl fluoride)
P-REX Foszfatidilinozitol-(3,4,5)-trifoszfat-fiiggd Rac GEF
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PS Foszfatidilszerin

PSGL P-szelektin glikoprotein ligand

PX Phox domén

Rac Ras-hoz hasonl6 C3 botulinum toxin szubsztrat

Ras Patkany szarkoma fehérje (rat sarcoma protein)

Rho Ras homolog fehérje

RIG Retinsav-indukalt gén terméke

RLU Relativ lumineszcens egység (relative luminescent unit)
RNS Ribonukleinsav

ROS Reaktiv oxigénszarmazék

RPE Voros-fikoeritrin (red-phycoerythrin); fluoreszcens festék
Rpm Percfordulat (round per minute)

rRNS Riboszémalis RNS

S.E.M. Az atalag hibaja (standard error of mean)

SDS Natrium-dodecil-szulfat (sodium-dodecyl-sulfate)

Secl4 Hidrofob moelkuldkat k6t domén

SsEV Spontan termelddott extracellularis vezikula

SH3 Src-homoloégia 3 domén (src homology 3 domain)

SOD Szuperoxid-dizmutaz (superoxide dismutase)

SSC Az aramlasi citométerben egy részecske oldaliranyu fényszorasa

(side scatter)

T3 Trijod-tironin

T, Tiroxin

Tiam T-sejt limfoma invazid és metasztazis fehérje
TNF Tumor nekrozis faktor

TNFR TNF-receptor

TPR Tetratricopeptide domén

Tris Trisz-(hidroximetil)-aminometan

tRNS TranszferRNS

Tsg101 Tumor érzékenységi gén 101 terméke

Vav Vav GEF fehérje

VCAM-1 Vaszkularis sejtadhézios faktor 1 (vascular cell adhesion molecule 1)


http://en.wikipedia.org/wiki/P-selectin_glycoprotein_ligand-1
http://en.wikipedia.org/wiki/Sarcoma
http://en.wikipedia.org/wiki/Tetratricopeptide
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3 Bevezetés

3.1 A neutrofil granulocita altalinos bemutatasa

A neutrofil granulocitdk fontos szerepet jatszanak az immunrendszer miikodésében,
kiilondsen a baktériumok és a gombak elleni védekezésben [1, 2]. A neutrofilek a
velesziiletett immunitds elemeiként, az antimikrobialis folyamatok soran koran
aktivalodo sejtek kozé tartoznak. A csontvel6ben a granulocita-monocita progenitor
sejtbé] nagy mennyiségben, naponta 1-2x10™ szamban képz6d neutrofilek alkotjék az
emberi periférids vér fehérvérsejtjeinek 50-65%-at [3]. Az érett neutrofil granulocitak
10-12 orat toltenek az érpalyaban keringve, majd tobb 1€pésbdl alld folyamat soran ott
lépnek at az érfalon, ahol fertézésre utaldo veszélyjellel talalkoznak. Veszélyjel lehet
mikroorganizmus behatolasat jelz6 molekula, sejtkarosodas kdvetkeztében felszabadulod
anyag, vagy mas immunsejtb6l szarmazé citokin. Ezek hatasara kezdetben gyenge,
majd erds kapcsolat alakul ki neutrofilek és a veszélyjel hatasara megvaltozott felszin
endotélsejtek kozott [4]. A bonyolult kilépési folyamatot leegyszeriisitett formaban az 1.
abra fels6 felében szemléltetem. A veszélyjel helyszinén elészor a gordiilésnek (rolling)
nevezett gyenge kolcsonhatas alakul ki az endotélsejtek €s neutrofilek kozott, amiben a
szelektineknek van kozponti szerepe. Az erésebb kapcsolodashoz, a letapadashoz
(adhézio) és az érbol vald kilépéshez (diapedezis) a neutrofilek felszinén talalhatd
integrinekre van sziikség. Az atlépés soran a sejtek para- vagy transzcellularis modon
jutnak at az érfalon. Az atlépés ideje alatt a neutrofil és az endotél szoros kapcsolata
fenntartja az érfal folytonossdgat. Az atjutott sejtek a szdvetkdzi véandorladssal
parhuzamosan iiritik szekrécios vezikulaikat, és az igy leadott matrix metalloprotedazok
nagyban megkonnyitik mozgasukat [5, 6]. A vandorld neutrofileket a szoveti
immunsejtek (pl. makrofagok, hizosejtek) altal elvalasztott szabalyozé anyagok (pl.
gyulladasi citokinek, leukotriének), valamint a behatolé koérokozok evolucid soran
megorzott molekuldi, mintazatai aktivalhatjdk. Az aktivacié hatdsdra nagy szamban
jelennek meg jelatvivo receptorok és adhézios fehérjék a neutrofil sejtfelszinén. A
vandorlasban és aktivacioban szerepet jatszo sejtfelszini receptorokat, ezek ligandumait

€s a receptorokhoz kothet6 jellemzo sejtvalaszt az 1. fiiggelékben foglaltam Ossze.
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1. abra: A neutrofil granulocitak kilépése az érpalyabél és miikodésiik a szovetek
kozott (forras: [7], a szerzé altal modositva).

Az aktivalt neutrofil granulocita képes a behatold agens bekebelezésére
(fagocitozisara), mely alapjan a neutrofilt a professzionalis fagocitasejtek kozé soroljuk.
A fagoszOoma terébe {ritett granulumfehérjék és reaktiv oxigénszarmazékok ugy
pusztitjak el a korokozodkat, hogy nem, vagy csak kismértékben karositjak a szervezet
kornyez6 sejtjeit [8-10]. A granulumok kiilonféle hasitdo enzimeket, valamint a
mikroorganizmusok taléléséhez, novekedéséhez sziikséges faktorokat megkotd
peptideket (pl. Bio-vitamin-koto fehérjét, laktoferrint) tartalmaznak, amelyek kozvetett,
vagy kozvetlen moédon fejtik ki mikrobaellenes hatasaikat. A granulumok Gsszetételét a
2. figgelékben gyljtottem Ossze [11-13]. A neutrofilek mikrobaellenes-eszkoztaraba
tartozd reaktiv oxigénszarmazékok (ROS) termelését a 3.4 fejezetben targyalom
részletesen. A ROS-ok kozvetlen toxikus hatdsa mellett a ROS-szintézisért felelds
NADPH-oxidaz toltéskiilonbséget is 1étrehoz a fagoszomamembran két oldala kozott. A
toltéskiilonbségnek és a citoplazma elsavanyoddsit kompenzalo H' és K* aramoknak is

szerepe lehet a granulumfehérjék aktivalasaban és a korokozok elpusztitasaban [14-16].

10
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A neutrofilek képesek a korokozok sejten kiviili elpusztitasara is. Ha az aktivalodott
sejtek a sejthalal nemrégiben leirt formajat, a NETo6zist mutatjak (NET, neutrophil
extracellular trap), akkor a sejtekb6l DNS és antimikrobialis fehérjék szabadulnak fel,
amelyek haldszertien csapdaba ejtik, majd elpusztitjak a kornyez6 korokozokat [17, 18].

Tovabbi fontos feladata a gyulladas helyére érkez6 és ott aktivalodo granulocitaknak,
hogy proinflammatorikus citokinekkel ¢s kemokinekkel tovabbi neutrofileket és egyéb
immunsejteket vonzanak a szovetbe, ezaltal erésitve a gyulladasos valaszt [19].

A nem aktivalodott, érett neutrofilek rovid életidejiik lejartdval a programozott
sejthalal jeleit mutatjak, majd az azutan visszamarado sejtrészeket a monocita-makrofag
rendszer veszi fel és bontja le. Az apoptotikus neutrofilek eltavolitasa a szovetekbdl véd
a granulumokban térolt veszélyes anyagok felszabadulasanak karos kdvetkezményeitdl,
illetve antiinflammatorikus mediator felszabadulast valt ki az apoptotikus testeket
felvevé makrofagokbol [20-23]. A neutrofilek eddig bemutatott funkcioit az 1. abran
foglalom Ossze.

A neutrofil granulocitdk miikddési zavara visszatérd gyulladasos betegségekben
nyilvanul meg. Ha valamilyen csontvel6i folyamat miatt csokken a neutrofilek képzése,
és neutropénias allapot alakul ki, akkor az egyébként konnyen lekiizdhetd betegségek is
¢életveszélyes fert6zéses allapothoz vezetnek [24]. Az érfalon torténd atlépésben
kitlintetett szerepet jatszo [p-integrin karosodasanal példaul sulyos, visszatérd
bakterialis fert6zések alakulnak ki (l-es tipusu leukocita adhézios deficiencia) [25].
Szintén visszatérd gennykeltdk altali megbetegedésekkel kell szdmolni, ha a NADPH-
oxidaz funkcioképtelen (kronikus granulomatézis) [26, 27], vagy a Chediak-Higashi-

szindromaban, ahol a granulummiikodés karosodott [28].

3.2 A reaktiv oxigénszarmazékok

A reaktiv oxigénszarmazékok (ROS) biologiai mikodését a kétéli kard
sajatossagaihoz hasonlithatjuk. Egyszerre hasznosak és veszélyesek is a szervezetre
nézve. A megfeleld idében, térben és mennyiségben termelt ROS elengedhetetlen az
immunvalasz kialakulasahoz [10, 16]. Ismert elengedhetetlen szerepiik a
hormonszintézisben [29, 30] és részt vesznek jelatviteli folyamatokban is [31]. Masrészt
a tulzott, nem megfeleld helyen torténd, vagy nem kellden kordaban tartott ROS-

termelés a szervezet sajat szoveteit is karosithatja. Valoszintsitik a ROS karos szerepét
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az Oregedésben [32], a daganatos [33], és neurodegenerativ megbetegedésekben [34],
valamint sziv- és érrendszeri korfolyamatokban is [35] (2. abra).

Oregedés

Sziv- és érrendszeri ek et

betegségek
védelem
Daganatos
megbetegedések Hormonszintézis

Autoimmun betegségek Jelatviteli folyamatok

, 3H,0,; ClO; OH 5; 0, ; 10, ; ONOO™; NO™~

Neurodegenerativ

megbetegedések

iuui 0 .

2. abra: A kard két éle: a reaktiv oxigén- és nitrogénszarmazékok részvétele a
homeosztazis fenntartasaban és egyes kéros folyamatokban. (Bar az 6regedés nem
koros folyamat, de a ROS Kkivaltotta oregedési jelenségek egyértelmiien a karos
oldalhoz tartoznak.)

Az emberi szervezetben a ROS tobb forrasa is ismert. A mitokondriumban a 1égzési
lanc melléktermékeként keletkezik, de jelentds mennyiségii ROS-ot termelnek a xantin-
oxidaz, a citokrom p450 enzimrendszer és szamos tovabbi enzim mellett a
nitrogénmonoxid-szintazok is [36]. A szabalyozott ROS-termelés a NADPH-oxidazok
csaladjanak feladata (3. abra). A csalad legismertebb tagja a fagocita NADPH-oxidaz,
amely a fagocita sejtek oxidativ robbanasaért felelds. Az oxidativ robbanas soran
els6ként keletkez6 ROS a szuperoxid-anion (O,"), amely szuperoxid-dizmutdz hatasara
tovabbalakulhat erés oxidalé tulajdonsaggal rendelkez6 hidrogén-peroxidda (H202). A
H,O, mieloperoxidaz hatasara az egyik legtoxikusabb ROS-ka, a hipoklorit-anionna
(CIO") alakul. Tovabbi kémiai reakciok hatasara szamos mas szabadgyok, mint a
hidroxil gyok (COH), a peroxil gyok (RO;") és az alkoxil gyok (RO’ és nem gyok

természetli molekula, mint a hipoklérossav (HOCI), az 6zon (Os3), a szinglet oxigén
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(*0,) is keletkezhet. Nitrogén-monoxiddal (NO) reakcidba 1épve peroxinitrit (ONOO")
vagy egyéb reaktiv nitrogénszarmazékok, mint a nitrogén-monoxid gyok (NO°),
nitrogén-dioxid gyok (NO,’), dinitrogén-trioxid (N,Oz) képezddik. A reaktiv oxigén- és
nitrogénszarmazékok nagy reakciokészségiiknek koszonhetéen gyorsan kolcsonhatasba
1épnek mas molekulakkal (fehérjékkel, nukleinsavakkal és zsirokkal), igy karositva a
bekebelezett korokozokat és koros esetekben a szervezet sajat elemeit is [37]. A reaktiv

oxigén- és nitrogénszarmazékok képzeését a 3. dbran foglalom Ossze.

Peroxynitrit
40, 4 ONOO-
2 NADPH > 4e < L / FfIgo
NADPH K AN
2 NADP* + 2 H* oxidaz 40,” RO
" Szuperoxid
4H S
o [ SOD }
20,
2 'OH 2 H,0, 2H,0+0,
o Fe'*/Fe?
Hidroxil-gyék Hidrogén-peroxid
2 H
2 Cl-q
[ Mieloperoxidaz ]
2 H,0 ¥

Hipoklorsav

2 HOC!I

0 2 R-NHCI 2°0H

Szingl;et oxigén Kléraminok Hidroxil-gydk

3. abra: A fagocita NADPH-oxidaz eredetii reaktiv oxigén- és nitrogénszarmazékok
kaszkadszerii keletkezése a fagoszémaban (forras: [37], médositva).

A fagocita NADPH-oxidaz altal termelt ROS immunvélaszban betoltott jelentGségére az

enzimkomplex m(ikédési zavara esetében megfigyelhetd krdnikus granulomatdzis betegség
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(CGD) hivja fel a figyelmet. A CGD egy orokletes betegség, amelyben a beteg fagocita sejtjei
nem képesek elegend6 szuperoxidot termelni, ezért visszatérd, kataldz pozitiv bakterialis (S.
aureus, E. coli, S. marcescens, P. cepacia, Nocardia, Listeria és Klebsiella torzsek) és gombas
(Aspergillus és Candida torzsek) tud6gyulladasoktol, talyogoktdl, oszteomielitisztdl,
bakteriémiatol és orbanctol szenvednek [26, 27, 38, 39].

A nem megfelelé helyen, vagy modon aktivalt fagocitak altal talzott mértékben
termelt ROS felelds a szervezet molekularis sériiléseinek egy részéért. Az okozott DNS-
mutacid, a lipidperoxidacid, vagy a fehérjék és szénhidratok oxidacidja szamos
korfolyamatban jatszik szerepet. Autoimmun betegségekben (reumatoid artritisz,
glomerulonefritisz, gyulladasos bélbetegségek) immunkomplexek valtjak ki a fagocitak
ROS-termelését [40]. Kimutattak tovabba, hogy szivizomiszkémia esetén a reperfuzio
utan kialakulé szivizomelhalds mértéke jelentdésen csokkentheté a neutrofilek
mennyiségének csokkentésével, illetve a kitapadasuk gatlasaval [41]. Az agyi iszkémia-
reperfizié soran, valamint a legtobb akut és kronikus vesebetegségben (példaul
diabéteszes nefropatiaban) szintén Iényeges tényezé6 a neutrofilek okozta
szovetkarosodas [42-47].

A teljesség igénye nélkiil bemutatott ROS-kapcsolt betegségek stlyossaga felhivja a
figyelmet arra, hogy a fagocita NADPH-oxidaz miikodését élettani koriillmények kozott

egy preciz szabalyozas tarthatja kordaban.

3.3 A NADPH-oxidazok

A NADPH-oxidazok csaladjanak hét tagja ismert: Nox1, Nox2 Nox3, Nox4, Nox5,
Duox1 és Duox2 [48]. Ko6zos tulajdonsaguk, hogy a NADPH oxidacidja soran
felszabadult elektront valamilyen membranon keresztiil molekularis oxigénre szallitjak,
amely igy O,-da alakul (a Duox esetében eddig csak H,O,-t sikeriilt termékként
kimutatni, O, ot nem). A csalad tagjai nagymértékii strukturalis hasonlosagot mutatnak.
A fehérjék alapvazat 6 transzmembran domén adja, melyek két hem prosztetikus
csoportot kdtnek. A C-terminalis végen taldlhatd a NADPH-kotd hely, és a FAD-koto
régio. A Nox5 ezek mellett egy N-terminalisan elhelyezkedé EF-kar motivummal is
rendelkezik. Szintén talalhat6 ilyen motivum a Duox fehérjékben, amelyek tartalmaznak
egy tovabbi transzmembran régiot ¢és az N-termindlis végen egy extracellularis

peroxidaz-homoloég domént is (4. abra). Az enzimek aktivalédasakor az elektron a
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NADPH-r6l a FAD-ra, majd a transzmembran régiokban kotott két hem molekulan
keresztiil az extracellularis térbe, vagy a fagoszomaba Keriil, ahol a végsé
elektronfelvevé a molekularis oxigén. Az oxigén redukciojanak eredményeképp

szuperoxid-anion keletkezik (O, + e~ — 0O,") [49].

fl

=& Noxor

4. abra: A NADPH-oxidazok csaladja és az enzimatikus miikodésiikhoz sziikséges
membrankotott és citoszolikus partnerfehérjék. A p47°" és a NOXOL, illetve a p67°"™ és a
NOXAL1 fehérjék nagyfoka homolégiat mutatatnak. A NOX3 esetében a NOXA1 és Rac
sziikségessége az aktivici6hoz vitatott. A NOX4 Konstitutiv aktivitisahoz csak a p22P"™
sziikséges. A NOX5, a DUOX1 és DUOX2 Ca®*-kotés hatasara aktivalodik (forras:[50]).

Bar a NADPH-oxidazok alapvetd felépitése és mitkodése nagyfokt hasonlosagot
mutat, szoveti eléfordulasuk és biologiai szerepiik nagyon sokféle az emberi
szervezetben. Az els6ként jellemzett Nox2, vagy fagocita oxidaz az immunvalaszban
jatszik szerepet a mar ismertetett modon. Miikddéséhez tovabbi membrankotott
(p22°"% prenilalt Rac) és citoszolikus (p67°"%, pa7°"* ¢&s p40P"™) fehérjékre van
szlikség, amelyek Osszekapcsolodva alkotjak a NADPH-oxidaz enzimkomplext [51]. A
Nox1 foképp a vastagbélben, az erek simaizmaiban, a prosztataban, és a méhben
talalhato meg. Szerepe a vérnyomas-szabalyozasban bizonyitott, valamint feltételezik
részvételét a szervezet immunvédelmében is. A Nox1 miikodéséhez szintén tovabbi
membrankotott (p22°"%, prenilalt Rac) és citoszolikus (Noxol és Noxal) fehérjék
sziikségesek [52, 53]. Az emberi Nox3 a magzati szovetekben mutathatdo ki, de
funkcidja még nem ismert. Egerek belso fiilében az otolit kristalyok bioszintézisében

phox

jatszik szerepet. Miikodéséhez a p22" ™ -ra és Noxol-re van sziikség, de nem kizarhat6 a
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Rac és Noxal sziikségessége sem [54-56]. A Nox4 a vesében, az endotélben, az
oszteoklasztokban, a nyirokcsomokban, a Iépben és a herében talalhatd meg.
Feltételezik részvételét a kardiovaszkularis szabalyozasban és az érelmeszesedésben, de
elképzelhetd, hogy oxigénszenzor szerepe is van. Konstitutivnak gondolt ROS-

2PN gziikséges [57, 58]. A Nox5 megtalalhaté a petefészekben, a

termeléséhez a p2
méhlepényben, @ méhben, a hasnyalmirigyben, a csontvelOben, az érfal simaizomban, a
magzati szovetekben, a herében, valamint a 1€p és nyirokcsomok T- és B-limfocitakban
gazdag részeiben. Elettani szerepe jelenleg még nem ismert. Aktivalodasahoz az N- és
C-terminalis részek kozott intramolekularis kapcsolatra van sziikség. Ez az EF-kar
motivumokat tartalmazo rész kalciumkdtése utan alakul ki [59, 60]. A Duox1 és Duox2
a pajzsmirigyben, a tiidében, a nyalmirigyekben és a gyomor-bél rendszerben talalhato
meg. T3 és T4 pajzsmirigy-hormonok szintézisében jatszott szerepiik jol ismert [29, 30,
61], de valosziniileg részt vesznek a nyal antimikrobialis védelmében is [62]. A Nox

csalad tagjainak jellemzd6 tulajdonsagait az I. tdblazatban foglaltam Gssze.

I. tablazat: Az NoX csalad tagjai és fobb jelellemzéik.

Fehérie Jellemzo szoveti Miikodéshez Bioléeiai funkeié
) eléfordulas sziikséges faktorok &
phox . ,
Nox1 Vastagbél, érfal p22~"™", Noxo1l, Immunvédekezés,
Noxal, Rac vérnyomas-szabalyozas
phox phox
Nox2 Fehérvérsejtek thZO . p6h70 . Immunvédekezés
p47""> p40P", Rac
phox . < s
Nox3 Magzati szovetek p227™", Noxol, Otolit kristaly
Noxal?, Rac? képzddés?
Nox4 Vese, endotélsejtek p22Pox Kardiovaszkularis
szabalyozas?

Petefészek, here, o
Nox5 . Ca ?
magzati szovetek

Duox1/2 Pajzsmirigy, Ca¥ Hormonszintézis,

nyalmirigyek immunvédekezés
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3.4 A fagocita NADPH-oxidaz enzimkomplex

A fagocitasejtekben miikod6 NADPH-oxidaz legalabb 5 alegységbdl felépiild
enzimkomplex, amelynek katalitikus magja a gp91”"™. A gp91°"* vagy Nox2
kifejez6dése rendkiviil széleskori. Megtalalhato a fagocitasejteken (neutrofilek,
eozinofilek, monocitak, makrofagok) kiviil, neuronokban, szivizomsejtekben,
harantcsikolt izomban, majsejtekben, endotélsejtekben,  fibroblasztokban és
hemopoetikus Sssejtekben is [48]. A gp91P"™ egy stabil heterodimer, a citokrom bssg p-
alegysége. A heterodimer o-alegysége a p22°". A citokrom bssg-hoz tartozik egy FAD
és két hem csoport is, amelyeket a gp91P"™ négy hisztidin aminosava stabilizal (His-
101, His-115, His-209, His-222; 5. abra) [63, 64]. A FAD és a hem csoportok az
elektronszallité utvonal résztvevoi, koztes elektronhordozok a NADPH és a molekularis
oxigén kozott. A  koztes elektronhordozok  elengedhetetlen  szerepét az
enzimmiitkodésben jol jelzi, hogy a FAD antagonista deaza-FAD, vagy a hem csoportot
gatlo difenil-jodonium (DPI) jelenléte mellett az oxidaz aktivitasa elveszik [49].

A citokrom bssg kisebbik alegysége,
a p22°"* Kkét transzmembran régiot
tartalmazo, glikozilalt fehérje, amely
citoplazma feloli részén taldlhato egy
prolin gazdag régi6, amelyhez SH3
doménekkel  rendelkez6  fehérjek
kothetnek. Nagyon valdszinii, hogy ez

a dokkol6 helye a foszforilalt p47°"™

SH3 doménjének. Ezt tamasztja ala,

'pOOOQ 0000 s 008 Oe 6000 040000 ¢-¢ 800 60000 60F

hogy ismertek olyan CGD esetek,  %,... FAD FEIPTESTABE e T s Stk

crer

«®

e el xYioe loloe XY 19 00 X YOIOLIOL R X TN P ¥ ¥} 'ﬂg.

_. NADPH 3

A citokrom bssg  citoszolikus

hib4javal hozhatok  Osszefliggésbe

OO e 800 De-eeeeeeeee)eeeee 0000

5. abra: A fagocita NADPH-oxidaz felépitése és a
partnerfehérjéi kozil a p47°"® 390  transzmembran régiék elhelyezkedése. A hem

prosztetikus csoportokat koté aminosavak piros,
aminosavbol epiil fel. Négy kitiintetett  a FAD-ot kété aminosavak zld, a NADPH-t kté
aminosavak kék szinnel Kkeriiltek feltiintetése. A
megnovelt méretii aminosavak Kkonzervaltak a
NADPH-oxidazok csaladjaban (forras:[49]).

domént tartalmaz: N-termindlisan egy

phox homolégia (PX) domént, két
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belsé SH3 domént, egy autoinhibitoros régiot és C-terminalisan egy prolingazdag
régiot. A PX domén foszfatidil-inozitol-3,4-biszfoszfattal és egyéb foszfoinozitol-
szarmazékokkal is kapcsolatba Iéphet, ezaltal a fehérjét a plazmamembranhoz
horgonyozhatja. Nyugvo neutrofilekben az SH3 domének az autoinhibitoros doménhez
¢és a PX doménhez kotnek, és igy rejtve maradnak a fehérje belsejében. A prolingazdag
régi6 a p67°"™-ot koti (6.4bra) [65].

L L)

HoN [] PX [ SH3[ [ SH3] [ [ cooH

‘ J
Membranlipidek

6. abra: A p47°"™ doménszerkezete. A PX domén membran-foszfolipidekhez, az SH3
domének a p22°"™-hoz, a prolingazdag régié (PR) a p67°"-hoz kotheti a fehérjét.
Az autoihibiciés régié (AIR) a fehérje nyugvd, zart allapotaban gatolja a PX domén
lipidkotését (forras: [66], médositva).

A citoszolikus partnerfehérjék koziil a p67°"™ sziikséges az elektron atjutdsahoz a
NADPH-r6l a FAD-ra. Az 526 aminosavbol all6 fehérje 5 ismert domént tartalmaz [65]:
N-terminalisan a tetratrikopeptid ismétl6dé domént (TPR), mely a Rac kis G-fehérjével

1ép kapcsolatba [67], egy aktivalo domént, amely a gp91P"™-hoz kot, egy belsd

prolingazdag domént, két SH3 domént, amelyek a p47°"™

kotnek és egy PB1 domént, amely az SH3 domének kozott helyezkedik el. A PB1
domén szolgal a p40P"™ megkotésére. A fehérje elsé 210 aminosava vesz részt az

enzimkomplex NADPH-kot6 részének kialakitasaban (7.abra) [65].

’ gp91phox p40phox
1 PR A
HoN (] [IPR] ] | _TAD] L L SH3 [ [CPBT] [ SH3[ | cCOOH
'
p47phox

7. abra: A p67°"™ doménszerkezete. A TPR domén a Rac-hoz, az aktivalé domén (AD)
a gp91""*-hoz, az SH3 domének a p47°"™-hoz, a PB1 domén a p40""*-hoz kitheti a
fehérjét (forras: [66], modositva).

A p40P"™* nem sziikséges az oxidaz in vitro Ssszeépiiléséhez és miikoddséhez, de
sejtes rendszerben egyértelmiien kimutathaté az enzimkomplexben, sét nemrégiben
leirtak egy p40”"™ defektushoz kotheté CGD-s esetet is [68]. A 339 aminosavat

tartalmazo fehérje nyugvo sejtben a p67”"™-hoz kotve talalhaté meg a citoszolban.
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Harom ismert doménje van: N-terminalisan talalhatdo egy PX domén, amely
specifikusan koti a foszfatidil-inozitol-3-foszfatot. A fehérje kdzépen egy SH3 domén, a
C-terminalison egy PB1 motivum taldlhato. Ez utobbi koti a fehérjét a p67°"™* PB1
doménjéhez. A p40P"™* a nyugvo sejtben kismértékben foszforilalt, de a PKC tovabbi
oldallancokat (Ser-315, Thr-154) foszforilalhat, ami aktivalja a fehérjét (8.abra) [65].

HoN (PRl [ SHA | [oPEI | coom
v v
Membranlipidek p67phox

8. abra: A p40P"* doménszerkezete. A PX domén membran-foszfolipidekhez, a PB1
domén a p67°"*-hoz kotheti a fehérjét (forras:[69]).

Az enzimkomplex 0Osszeépiiléséhez sziikséges a GTP-kotott Rac kis G-fehérje
jelenléte is [70, 71]. Az emberi neutrofil granulocitadkban a teljes Rac mennyiség kb.
96%-a Rac2, de a Racl is megtalalhato benniikk [72]. A Rac a kis G-fehérjék
Rho/Rac/Cdc4?2 csaladjaba tartozik, és mint minden kis G-fehérje, GTP-kotott formaban
aktiv és GDP-kotott formaban inaktiv. A két allapot kozti &tmenetet a 3.4.2.2 fejezetben
targyalom részletesen. Nyugvé sejtekben a Rac a citoszolban taldlhaté meg RhoGDI-
hez kotédve, inaktiv allapotban. Aktivacié hatdsara levalik a GDI-r6l, GTP-kotott
formaba keriil és kihelyezddik a membranhoz [73, 74]. A fehérje 170-199 aminosavak
kozotti régidja kot a p67°" TPR doménjéhez [75], .inzert” régidja (124-135
aminosavak) a citokrom bssg-cal 1ép kapcsoltba, a C-terminalis részen 1évo
poszttranszlacios modosulas soran megszerzett geranil-geranil csoport pedig a

membranhoz rogzitheti a fehérjét [76, 77].

3.4.1 A fagocita NADPH-oxidaz alegységeinek Gsszeépiilése

A neutrofil granulocitdban a citokrom bssg elsdsorban a specifikus és zselatinaz
granulumokban taldlhatd, melyek aktivaciokor fuzionalnak a fagoszomaval (2.
figgelék) [11]. A fagocitozis soran elsdsorban Fc- és komplementreceptorok inditotta
jelatviteli utak (1. fiiggelék) valtjak ki az enzimkomplex alegységeinek szerin/treonin
kinazok (PKC, ERK1/2, PAK, MAPK) altal végzett foszforilaciojat. A 303. és 379.

7phox

aminosavak kozotti régioban foszforildlodott p4 autoinhibitoros, zart formaja

felnyilik, a szabadda valé PX domén a membranhoz horgonyzédik és a fehérje
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foszforilalt  részei a  p22°"™-hoz A

kotddnek. A membranhoz kétdds pa7?"™ Nox2

. . rr . r .. r ®
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gamma helyzetli foszfatjat, akkor az

elektronszallitas megsziinik [78, 79].

3.4.2 A fagocita oxidaz miikodésének szabalyozasi pontjai

Az Osszeépiilés foszforilacios 1épésein tul tovabbi pontokon is szabalyozodhat a
NADPH-oxidaz miikkodése. A lipidek az oxidaz Osszeépiilését, a Rac-ot szabalyozd
fehérjék a mar Osszeépiilt, milkodd enzimkomplex aktivitdsat ¢és szétesését

befolyasoljak.

3.4.2.1 Lipid természetii anyagok hatasa az oxidaz miikodésére

A lipidek kozvetve és kozvetlenill is szabalyozzdk a fagocita NADPH-oxidaz
mikodését. A kozvetett szabalyozashoz elsdsorban a citoszolikus alegységek

kikotddéséhez sziikséges foszfolipidek sejtorganellum-megoszlasa tartozik, de ismert
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olyan lipidhatas is, amely a Rac-ot szabalyozo fehérjék miikodését befolyasolja [80, 81].
A tovabbiakban a lipidek NADPH-oxidazra gyakorolt kozvetlen szabdlyozd hatasait

mutatom be.

3.4.2.1.1 Az arachidonsav hatasa az oxidaz miikodésére

A komplex megfelelé Osszeépiiléséhez elengedhetetlen az arachidonsav (AA)
jelenléte, amit citoszolikus foszfolipaz A, biztosit (CPLA;) [82]. Az AA nagy
koncentracioban képes a p47°"™
kivaltva az enzimkomplex Osszeépiilését. Az AA hasonldéan hathat, mint a Kritikus
szerin aminosavak foszforilalodasa, de jelenléte tovabb erdsiti a foszforilacio aktivald
hatasat is [83, 84]. Arachidonsav hidnyaban, a cPLA,-hidanyos PLB-985 sejtekben az
enzimkomplex 0Osszeépililhet, de nem képes szuperoxid-termelésre a FAD
redukcidjanak, és igy az elektronszallitisnak karosodasa miatt. Az AA-nak tehat
nemcsak a komplex 6sszeépiilése soran lehet aktivald hatasa, hanem a mar 6sszeépiilt
enzimkomplex mikodését is segiti [85, 86]. Az AA szerepének fontossagat
hangstlyozza, hogy azt eléallitd ¢cPLA, C2 doménje képes kdzvetleniil a p47°"™ PX
doménjéhez kotni, ¢és az AA-at az Osszeépiilt NADPH-oxidaz kozvetlen

szomszédsagaban felszabaditani [87].

3.4.2.1.2 A gliikocerebrozidok hatasa az oxidaz miikodésére

Az arachidonsavval ellentétben a gliikkocerebrozidok (GC) nem fordulnak eld olyan
mennyiségben egészséges emberek vérében, hogy hatast gyakoroljanak a neutrofil
granulocitik NADPH-oxidazanak miikodésére. Megfigyelték azonban, hogy Gaucher-
koérban karosodik a velesziiletett immunvalasz, és a betegek visszatérd, sulyos
bakterialis fert6zésekben szenvednek. A Gaucher-korban egy lipid természetii anyag, a
gliikocerebrozid lebomldsa szenved zavart a lizoszomalis glikozil-ceramiddz enzim
hianya, vagy nem megfeleld mikodése miatt. A nem elégséges lebontas és iirités
kovetkeztében a felhalmozodd GC csokkenti a monocitdk szuperoxid-termelését és
baktériumolési képességét [88].

Munkacsoportunk sejtmentes rendszerben végzett mérésekkel bizonyitotta, hogy a

gliikkocerebrozid kozvetleniil gatolja a NADPH-oxidaz szuperoxid-termelését. A GC
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7phox 7ph0x

gatld hatdsanak hatterében a p4 ¢és a pb citokrom bssg-hoz kotédésének zavara

all, de a GC nem befolyasoltja a mar 6sszeépiilt NADPH-oxidaz miikodését [89].

3.4.2.1.3 Az oxidalt foszfolipidek hatasa a NADPH-oxiddzra

A reaktiv gyokok nagy valoszintiséggel 1épnek reakcioba foszfolipidekkel, amelyek a
biologiai membranok legalapvetobb alkotdelemei. A taldlkozds sordn olyan oxidalt
foszfolipidek keletkeznek, amelyekben a tobbszorosen telitetlen zsirsavoldallancok
peroxidalddnak, és tovabbi 1épések soran rovidebb aldehid és savi oldallancokka
alakulhatnak [90]. A Kkeletkezett oxidalt foszfolipidek biologiailag aktiv termékek,
képesek jelatviteli folyamatokat inditani és sejteket aktivalni. Szerepiik van az
érelmeszesedésben és a kronikus iziileti gyulladasokban [91]. Az oxidalt
foszfolipidekrdl figyelemre méltdo elgondolast vetett fel Valery N. Bochkov és
munkacsoportja. Megfigyelték, hogy egyes oxidalt foszfolipidek gatoljak a Gram-
negativ baktériumok falabol felszabaduld lipopoliszacharidot felismerd Toll-szerii
receptor 4 aktivaciojat és jelatvitelét. Ezt a megfigyelést az oxidalt foszfolipidek negativ
visszacsatolo szerepével magyaraztak. Nagy mennyiségli ROS keletkezése esetén az
oxidalodott foszfolipidek gatoljak a neutrofil granulocitak tovabbi aktivacidjat, ami mar
szovetkarosodast okozna (10. abra) [92]. Az oxidalt foszfolipidek immunszupressziv
hatasat tamasztja ala az a megfigyelés is, hogy gatolhatjak a makrofagok scavenger

receptorokon keresztiil indukalt fagocitozisat [93].

Szbveti sejtek

Granulumok ~ ROS }
Kialakulé fagoszéma oxPAPC

oxPAPS

@ oxPLPC

Kérokozé / \/ OXPAPG
/ot
LA

oxPAPE

10. abra: A foszfolipidek ROS-szenzor miikodése. Az aktivalodott neutrofil altal
termelt ROS oxidalja a kornyezo szoveti sejtek foszfolipidjeit. Az igy keletkezo6 oxidalt
foszfolipidek egy része gatolja a tovabbi ROS képzédést. (Az dbrahoz a ,,medical-
dictionary.thefreedictionary.com/phagocytosis” oldalon talidlhaté rajzot hasznaltam
fel.)
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Ezt az elgondoléast kovették kollaboracios partnereink, amikor megvizsgaltdk a
neutrofil granulocitdk szuperoxid-termelését 10 perces oxidalt 1-palmitoil-2-
arachidonil-sn-glicero-3-foszforilkolin (0XPAPC) el6kezelés utan. Azt talaltak, hogy
PMA ¢s fMLF hatasara csokkent ROS-termeléssel valaszoltak az eldkezelt sejtek,
valamint az alkalmazott oxPAPC koncentracidja és a szuperoxid-termelés sebessége
kozott forditott aranyossag van. Nem csokkent viszont a szuperoxid-termelés sebessége
a mar aktivalt neutrofilekhez hozzaadott oxPAPC hatasra. Hasonl6 eredményre jutottak
mas oxidalt foszfolipid-szarmazékokkal is (0XPLPC, oxPAPS, oxPAPG), de talaltak
olyant is, amelyik nem befolyasolta a ROS-termelést (0XPAPE). Az oxidalt lipidek
valoszintileg nem az AA szekvesztralasa révén fejtik ki hatasukat, mert a ROS-termelést
befolyéasoltdk a p38MAPK ¢és ERK1/2 fehérjék aktivaciojat, és nem talaltak kiilonbséget
az oxidaz citoszolban talalhato alkotorészeinek membran-kihelyezddésében sem [94].
Az oxidalt foszfolipidek kozvetlen hatasat a NADPH-oxidaz enzimkomplexre nem lehet
egész sejtes rendszerben Vizsgalni, mivel ép sejtek esetén nem zarhato ki az oxPL-ek
hatasa a jelatviteli utakra. A munkacsoportunk altal hasznalt sejtmentes rendszerben
azonban jol vizsgalhato a foszfolipidek kozvetlen hatasa az oxidazra, mivel az
enzimkomplex dsszeépiilést nem jelatviteli folyamat, hanem altalunk adott AA valtja ki.

Ezzel kapcsolatos eredményeinket a dolgozat 6.1 fejezetében mutatom be.

3.4.2.2 A Rac miikodését befolyasolé fehérjék

A Rac kis G-fehérje kivalo célpont a NADPH-oxid4z enzimkomplex szabalyozasara.
Az enzimkomplex Osszeépiilés¢hez GTP-kotott, aktiv Rac-ra van sziikség. A fehérje
azonban idézitett kapcsoloként miikodik: sajat GTP-az aktivitasa bizonyos id6 elteltével
hidrolizalja a GTP gamma helyzetli foszfat csoportjat, igy a fehérje inaktiv, GDP-kotott
allapotba keriil, és az enzimkomplex elektronszallitasa megsziinik. A Rac endogén
GTP-az aktivitasat a GTP-az aktivalo fehérjék (GAP) fokozhatjak, ezaltal gyorsitva a
szuperoxid-termelés leallasat. A GDP-GTP cserét, azaz a fehérje aktiv formaba
keriilését a GEF-ek segitik eld. A Kkis G-fehérjék miikodését befolyasold harmadik
szabalyoz6 fehérje a GDI, amely a kis G-fehérjét inaktiv allapotban tarthatja (11. abra)
[77]. A fagocita oxidaz esetében a GEF-ek az oxidaz Gsszeépiilésében, a GAP-ok a mar

miik6do oxidaz ledllitdsaban jatszhatnak szerepet.
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11. abra: A kis G-fehérjék GTP-az ciklusa. A Rac GTP-dz aktivitasa bizonyos idé
elteltével hidrolizalja a GTP terminalis foszfat csoportjat, igy a fehérje inaktiv, GDP-
kotott allapotba keriill. A Rac endogén GTP-az aktivitasat a GAP-ok fokozhatjak, a
GDP-GTP cserét a GEF-ek segitik el6. A GDI a kis G-fehérjét inaktiv allapotban tartja.

34.22.1 A GEF fehérjék

A GEF-ek G-fehérjecsalad-specifikusak. A Rho/Rac/Cdc42 csaladra hatd6 GEF-ek
mikodésének  alapja, hogy képesek a kis G-fehérjékhez  kotddni  és
konformaciovaltozast el6idézni a nukleotidkotd zsebben [95]. A GEF kotédését
kovetden a GDP Kkikeriill a kotézsebbdl, és GTP kotddik be. A GEF-ek nem
befolyasoljak a kis G-fehérjék guanin-nukleotidok iranti affinitasat, az GTP beko6tddése
annak koszonhetd, hogy a citoplazméaban mintegy tizszer tobb GTP talalhatd, mint GDP
[96]. A fagocita NADPH-oxidaz aktivalasaban tobb GEF lehetséges szerepét is
felvetették mar. A legmegalapozottabb a P-Rex1 [97], a Dock2 és DockS5 [98], illetve a

Tiam1 és a Vavl1 aktivalo szerepe [99].

3.4.2.2.2 A GDI fehérjék

A Rho/Rac/Cdc42 GDI-k a GEF-ekkel ellentétesen miikodnek. Stabilizaljak a
citoplazmaban a Rac-GDP allapotot. Az oxidaz Osszeépiiléséhez elengedhetetlen, hogy
a Rac levaljon a GDI-r6l és a membranba helyezédjon. A Rho/Rac/Cdc42 GDI-k
szerkezetére jellemz6 az N-terminalisan 1év6 szabalyozo egység, amely a kis G-
fehérjéhez kot és gatolja a nukleotidok kicserélédését. A Rho/Rac/Cdc42 GDI-knek
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jelenleg harom képvisel6jét ismerjiik (RhoGDI1, RhoGDI2, RhoGDI3). Koziiliikk csak
az éaltalanosan eléforduldé RhoGDI1 (més néven RhoGDla) fejezddik ki a neutrofil

granulocitakban és jatszik szerepet a NADPH-oxidaz miikodésében [100].

3.4.2.2.3 A GAP fehérjék

A GAP fehérjék a kis G-fehérjék endogén GTP-az aktivitasat fokozzak. Ha a GAP
domén a kis G-fehérjéhez kot, akkor az abban talalhato katalitikus arginin kapcsolatot
létesit a GTP terminalis foszfatjaval és a kis G-fehérje hidrolitikus aktivitasért felelds
glutaminjaval. Az ilyen méodon atalakitott Katalitikus hely gyorsabban hidrolizalja a
terminalis foszfatot [101]. Az emberi genomban koriilbeliil 70-re teheté a Rho, Rac, és
Cdc42-re hatd GAP-ok szama. Munkacsoportunk korabbi microarray vizsgalatokon
alapuld in silico kutatasaban bemutatta, hogy a szervezet egyes sejtjei mely GAP-0k
MRNS-¢ét fejezik ki. Ebbdl jol lehet arra kovetkeztetni, hogy egyes szdvetekre milyen
GAP-készlet jellemz6. Az emberi neutrofil granulocitakban tobb, bizonyitottan a Rac-ra
is hato GAP-ot azonositottak [102]. Kisérletes munkankban ezek koziil azokra
koncentraltunk, amelyek a neutrofil granulocitakban fehérjeszinten is nagy
mennyiségben fejez6dnek ki (ARHGAP1 [103], ARHGAP25 [104]), vagy amelyeknek
korabban felvetették kapcsolatat a NADPH-oxidazzal (ARHGAP1, ARHGAP35, Bcr)
[78, 103, 105, 106]. A GAP-0k szabalyoz6 szerepét a fluoriddal elvégzett kisérletek
tamasztjak ala. A szuperoxid-termelés jelent6sen novekszik fluoridvegyiiletek hatasara
[107, 108], mert a fluorid gatolja a GAP-ok hatasat [109]. A fluoridnak ugyanakkor
nincs hatasa a szuperoxid-termelésre, ha az oxidaz rekombinans fehérjékbdl, GAP-ok
nélkiil épil fel [78].

3.4.22.3.1 ARHGAP1

Az ARHGAP1 (mas néven p50RhoGAP, Cdc42GAP) 439 aminosav hosszlisagu, a
szervezetben altalanosan el6forduld fehérje, amely az N-terminalis vége fel6l egy
lipidkotésért felelos Secl4 (vagy CRAL-TRIO) doménbol, egy kozbiilsé prolingazdag
régiobol, valamint egy C-terminalisan elhelyezkedd GAP doménbdl all. A fehérje 282-

crer

mutacidja esetén a fehérje elvesziti GAP funkcidjat (12. abra) [102, 110].
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12. abra: A dolgozatban bemutatiasra keriilé RacGAP-ok doménszerkezete.
Roviditések: PH: pleckstrin homolég domén; CC: coiled coil domén; C2:
kalciumfiiggd lipidkoté domén; P: prolingazdag domén; S/T Kindz: szerin/treonin-
kinaz domén; Secl4: Secl4-szertii domén; FF: két konzervalt fenilalanint tartalmazo
domén; PBR: polibazikus régié (forras: [35, 110], médositva).

Az izolalt GAP domén in vitro koriilmények kozott egyarant képes a Rac, a Rho és a
Cdc42 GTP-hidrolizisét fokozni [111]. Az ARHGAPL sejten beliil a citoszolban, de a
membranokhoz kotédve is megtalalhato [103]. A membrankotést a Secl4 lipid- és
fehérjekotd képessége teszi lehet6vé [112]. Laborunk korabbi munkatarsanak, Patryk
Moskwa-nak  sikeriilt feltairni az ARHGAP1 intramolekularis szabalyozd
mechanizmusat. Ennek alapjan az N-terminalis Sec14 domén rahajlik a GAP doménre,
ezaltal gatolva a GAP-aktivitast. Ezt a zart konformaciét nyitja a Rac C-terminalisara
poszttranszlacios modosulas utjan keriild geranil-geranil oldallanc, megsziintetve az
autoinhibiciot [81]. Az ARHGAPL sejtmentes rendszerben dozisfiiggéen gatolja a
szuperoxid-termelést [103]. Az ARHGAP1 génhianyos egereknél tovabba nagyfoku
perinatalis elhalalozast figyeltek meg, tovabba a megsziiletett egerek testének és
szerveinek mérete lényegesen kisebb volt, mint a vad tipust tarsaiké. A megfigyelt
vérképzési rendellenességek hatterében a megnovekedett JNK aktivitasbol eredd
fokozott apoptodzis allt. A génhianyos neutrofilek esetében migracios zavarokat figyeltek
meg, de az in vitro eredményekkel szemben nem szamoltak be ROS-termelés zavarrol

[113, 114].
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3.4.2.2.3.2 ARHGAP25

Munkacsoportunk 2012-ben klonozta meg ¢és jellemezte ezt a neutrofil
granulocitakban kifejez6dé Rac-specifikus GAP-ot. A 645 aminosav hosszsagu fehérje
a GAP doménen kiviil N-terminalisan egy PH domént, valamint C-terminalisan egy
szuperhelikalis ,,coiled coil” szakaszt tartalmaz [102, 104]. A GAP doménen beliil, a
12. abra mutatja. A sejten beliil f6képp a citoszolban talalhato meg, de a PH és coiled
coil doménje lehetévé teszi a membranhoz ko6tddését is. Sejtes rendszerben a fehérje
csendesitése fokozta az opszonizalt zimozan kivaltotta szuperoXid-termelést, de nem
befolyasolta a PMA kivaltotta szuperoxid-termelést. A latott eredmények értelmezését
neheziti, hogy az ARHGAP25 csendesitése fokozza a sejtek fagocitozisat, tehat
elképzelheté, hogy a latott szuperoxidtermelés-fokozodas a nagyobb fagocitozis
kovetkezménye és nem a GAP direkt hatasa a NADPH-oxidazba épiilt Rac-on [104]. Az
ARHGAP25 NADPH-oxidazra kifejtett kozvetlen hatdsat nem vizsgaltdk eddig

sejtmentes rendszerben. Erre vonatkozo eredményeinket a 6.2 fejezetben mutatom be.

3.4.2.2.3.3 ARHGAP35

Az ARHGAP35 (vagy pl90A-RhoGAP) altalanosan kifejez6dé 1513 aminosav
hosszu fehérje. Szerkezetére N-termindlisan egy még ismeretlen funkcioji GTP-kotd
domén, egy kozépsd, difenilalanin motivumokat és SH3 domént kotd szakaszokat
tartalmazo régio, valamint C-termindlisan egy polibazikus régio ¢és egy GAP domén
jellemz6 (12. abra) [102, 110]. Az ARHGAP35 a Rac-kal és a Rho-val egyarant képes
egyiittmikodni [115]. Munkacsoportunk megfigyelte, hogy a fehérje foszfolipidekhez
torténd kotddése, vagy foszforilacigja befolyasolja a ARHGAP35 kis G-fehérjék iranti
affinitasat [80]. Mas munkacsoportok kimutattdk, hogy stimulalt neutrofilekben az
ARHGAP35 a citoszolbdl a plazmamembranhoz helyezddik [116]. Paul G. Heyworth és
munkatarsai azt tapasztaltak, hogy in vitro koriilmények kozott képes szabalyozni a
fagocita oxidazt [106]. Ugyanakkor az in vitro koriilményekkel szemben az
ARHGAP35 génhianyos csontveldvel transzplantalt egerek neutrofiljei nem mutattak
eltérést a vad tipusu egerek szuperoxid-termeléséhez képest (az ARHGAP35 hianya

embrionalis elhalashoz vezet, ezért volt sziikség a csontveld-transzplantaciora) [117].
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3.4.2.2.3.4 Bcer

A ber gént kronikus mieloid leukémia egy tipusa kapcsan azonositottak. EgQy
kromoszéma mutéaciot kovetden (Philadelphia kromoszoma) a 22-es kromoszoéman
kodolt ber a 9-es kromoszoman kodolt abl tirozin-kinaz génnel egy kiméra-proteint hoz
l1étre [118]. A Bcer szerkezetében nagyon hasonlit a nala rovidebb Abr fehérjéhez. N-
terminalisan egy szerin/treonin kindz domént talalunk, ezt koveti egy RhoGEF domén,
melyen keresztiil serkentheti a Rho fehérjék mikodését [119]. Ezutan szorosan egy PH
domén taldlhatd, mely a fehérje membranhoz vald kapcsolodasat teszi lehetdvé. A
kovetkezd egy C2 domén, ami a fehérje kalcium-fliggd lipidkotéséért felel, végiil ezt
koveti a RhoGAP domén. A GAP domén Katalitikus argininje a 1090-es aminosav
vitro koriilmények kozott képes a Rac, a Rho és a Cdc42 GTP-az aktivitasat fokozni
[102, 110, 119]. A Bcr az ARHGAP1-hez hasonldan in vitro sejtmentes rendszerben
dozisfiiggden gatolja a szuperoxid-termelést [103]. Egy tanulmanyban a Ber génhianyos
egerek fokozott immunvalaszt mutattak LPS-kezelésre, majd két nappal a kezelés utan
elpusztultak. Ennek hatterében a neutrofilek aktivaciora torténd fokozott szuperoxid-
termelése allt. Nem egyértelmti azonban, hogy a fokozott ROS-termelés hatterében a
Ber kozvetlen, NADPH-oxidazt gatlo hatasanak hianya all. Megfigyelték ugyanis, hogy
a génhianyos sejtek membranjaiban haromszor tobb Rac volt jelen, mint a vad tipusu
allatok esetében, ami a Bcr GAP-aktivitasatol fiiggetleniil is okozhatta a megnovekedett
szuperoxid-termelést [105, 120].

A bemutatott GAP-ok hatasat a szuperoxid-termelésére egymastol fiiggetlentil és
nem Osszehasonlithatd modon vizsgaltak (sejtes és sejtmentes rendszerekben,
génhianyos allatokban). Nem késziilt eddig olyan tanulmany, amely az oxidazzal
Osszefiiggésbe  hozott GAP-okat azonos koriilmények  kozott, egymadssal
Osszemérhetden vizsgalna, vagy a membranokban talalhaté endogén, teljes hosszlisagu
GAP-ok funkcidjat mutatna be. Az egyenlé Rac-GAP aktivitassal rendelkezé6 GAP-ok
azonos koriilmények melletti, szimultan vizsgalatit a NADPH-oxidaz mikodésére,
valamint az endogén, membrankotott GAP-ok hatasat az oxidaz mikodésére a dolgozat

6.2 fejezetében mutatom be.
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3.5 Az extracellularis vezikulak altalanos bemutatasa

A neutrofil granulocitdk nem csak a sejten belill, a fagoszoméban veszik fel a
kiizdelmet a koérokozokkal, hanem a sejtek kozotti térben is képesek elpusztitani a
patogéneket. A nagy tudomanyos figyelmet kap6 neutrofil extracellularis csapda (NET)
[17, 18] képzése mellett a neutrofil képes antibakterialis extracellularis vezikulak (EV)
elvélasztasara is. A NET kialakuldsdhoz és antibakteridlis hatdsahoz sziikség van a
NADPH-oxiddz miikodésére, azonban eddig nem rendelkeztiink adatokkal NADPH-
oxidaz és a neutrofil granulocita eredetii EV kapcsolatarol.

Az extracellularis vezikuldk sejtekbdl szdrmazo, foszfolipid kettésmembran altal
hatarolt, valtozo méretli struktirak. Szamos kilonféle elnevezésiikkel taldlkozhatunk az
irodalomban (mikropratikula, exoszoma, mikrovezikula, ektoszoma, prosztaszoma,
onkoszoma, szubcellularis vezikula stb.), amelyek méret, eredet, vagy egyéb
tulajdonsag alapjan probaljak az EV-k egy csoportjat megnevezni [121]. A jelenleg is
tartd nevezéktani vita egyetértésen alapuld kozos pontja, hogy Osszefoglaldé néven
extracellularis vezikulanak hivhatjuk 6ket. Dolgozatomban is ezt a kifejezést fogom
hasznalni.

Az extracelluldris vezikuldk vilaga egy viszonylag Uj teriilete a biologiai kutatasnak.
Eloszor az 1960-as évek derekan emlitették a ,,cellular dust”-nak elkeresztelt
vérlemezke eredetii EV-kat a szakirodalomban [122].  Sokaig azonban csak
sejttormelékként tekintettek rajuk és a teriilet dinamikus fejlédése joval késobb, a 2000-
es évek elejétdl indult meg. Mara alaptételként fogalmazhatjuk meg, hogy minden eddig
vizsgalt eukariota sejttipus, de a prokariota sejtek jelentds része is képes EV-k
termelésére. EV-k keletkezhetnek spontan és aktivacio hatasara, de nagy mennyiségben
valasztodnak el programozott sejthalal soran is. Fizikai tulajdonsagaik és feltételezett,
vagy bizonyitott biologiai funkcioik legalabb annyira sokfélék, mint ahany sejtbol
szarmazhatnak [123-125]. Leirtak szerepiliket a véralvadasban [126], a transzferrin-
receptor transzportban [127], az antigén bemutatasban [128], daganatos folyamatokban
[129], illetve szamos autoimmun betegségben is [130]. A sejtek EV-k termelésével
képesek felszini hirvivoket, aktivalt receptorokat, méasodlagos hirvivoket, s6t MRNS-t
[131], miRNS-t [132], r- és tRNS-t juttatni egy masik sejtbe [133, 134]. Osszefoglaldan
a sejtek kozotti kommunikacié egy 1) formdja rajzolodik ki az EV mikodésének

alaposabb megismerésével. Az EV vilaganak feltarasa nem csupan egyes élettani és
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korélettani folyamatok miikddésének pontosabb megértését teszi lehetové, hanem uj
terapias [135] és diagnosztikai [136] lehetdséget is jelent.

Az EV-k legelfogadottabb csoportositasa méretiik alapjan tesz kiilonbséget az egyes
alcsoportok kozott. A legkisebb méretii EV-kat exoszémaknak (30-100 nm) hivjuk.
Ezek a vezikuldk a multivezikularis testek exocitozisaval keletkeznek. Az exoszomak
keletkezésiiknek megfeleléen endoszoémalis markereket hordoznak (pl.: CD63, CD9,
CD81, Alix, Tsgl01), ezaltal viszonylag konnyen azonosithatok. Szintén jellemz6 rajuk
a viszonylag nagy suriiségiik. Szachardzgradiens ultracentrifugalassal viszonylag jol
tisztithatéak a 1,13-1,19 g/ml-es siirliségii frakciobol. Ezek a vezikulak koleszterinben
és szfingomielinben gazdag lipidraftokat hordoznak, emellett foszfatidil-szerin (PS)
jelenik meg a kiils6 felsziniikon [137, 138].

A valamivel nagyobb EV-kat (100-1000 nm) mikrovezikulaknak nevezziik. Ezek a
vezikuldk a plazmamembranrol flizédnek le, ennek megfeleléen az anyasejtre jellemzd
markereket hordoznak felsziniikon. Azonositasuk ezek és a kiils6 foszfolipid-rétegben
megjelend PS segitségével végezheto el [138].

Az egy mikrométernél nagyobb EV-kat hagyomanyosan apoptotikus testeknek
nevezi az irodalom. Jellegzetességiik, hogy a PS felszini megjelenése mellett DNS-t

tartalmaznak [138]. Az EV-k méret szerinti csoportositasat a 13. abran mutatom be.

30 - 100 nm 100 nm - 1 ym 1um-5pum 8-12pm
£
e d J
| virusok | | baktériumok | | vérlemezkék |

exoszéma || mikrovezikula | | apoptotikus test |

13. abra: Az EV-k méret szerinti csoportositisa. A) sematikus abran, B)
transzmisszios elektronmikroszkopos felvételen (forras:[130, 138]).

A bemutatott felosztds legnagyobb hianyossaga, hogy a kiilonféle biologiai
folyamatokban nem csak egyik, vagy masik mérettartomanyba esé EV-populacio

keletkezik. Apoptozis soran példaul keletkeznek 1 mikronnal kisebb atmérdjli vezikulak
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Is (ezt a 6.3. fejezetben én is bemutatom). Talalhatd olyan sokat idézett kdzlemény,
amely ezért az EV keletkezést jellemzd biologiai folyamat alapjan elnevezett
apoptorikus vezikulakrol beszél, melyek mérete rendkiviil valtozatos (50-5000 nm
kozotti) [139]. Tovabbi kérdéseket vet fel a beosztas helyességével kapcsolatban, hogy
a minta-elokészités, a preparacio és az alkalmazott vizsgalati eljaras is befolyasolhatja a

vezikulak méreteloszlasat [139, 140].

3.5.1 A neutrofil granulocita EV-i

A neutrofil granulocita eredetli EV-k 1étezését viszonylag koran bemutattak [141,
142], élettani szerepiikr6l mégis keveset tudunk. A kiilonféle aktivaciokra keletkezd
neutrofil EV-k fizikai jellemzését nagy alapossaggal végezte el Jirg Schifferli és
munkacsoportja. Kézleményeikben ektoszomanak nevezik az fMLF és PMA stimulusra
keletkez6 EV-kat. Ezek az EV-k 200-500 nm kozotti atmérdvel rendelkeznek, és
szelektineket, integrineket, komplementreceptort, HLA-1-et, FcyRIII-t, CD66b markert
¢és foszfatidil-szerint hordoznak a felsziniikon [143]. Bemutattak, hogy ezek az EV-k
megvaltoztatjdk a monocita/makrofag sejtek citokintermelését. Az EV-k hatasara a
monocitak anti-inflammatérikus citokineket valasztottak el [143-148]. Eredményeik
Osszecsengenek mas, szintén neutrofil eredeti EV-k hatasaival foglalkozo
munkacsoportok kozleményeivel [149, 150].

A neutrofil EV-k endotélsejtekre gyakorolt hatasaval is tobb kézlemény foglalkozik.
Az endotélen alvadasi folyamatokat serkentd sejtfelszini valtozasokat, és fokozott
szoveti faktor leadast igazoltak [141, 142]. Leirtdk a neutrofil EV-k protrombotikus
hatasat N. meningitidis infekcioban is [151]. A hatas hatterében az EV-k PAF [152]
leadasa, illetve az EV-k felszinén jelenlévé aktivalt konformacioja Mac-1
integrinkomplex vérlemezke-aktivalo hatasat talaltak [153].

Munkacsoportunk az eddigiektdl eltérd, 0ij megkdzelitésben vizsgalta a neutrofilek
EV-it. Kimutattuk, hogy opszonizalt S. aureus bekebelezése utan a sejtek erételjesen
fokozzak EV-termelésiiket a nyugvo sejtek spontan EV-termeléséhez képest. A neutrofil
természetes ellensége, az opszonizalt baktérium vagy gomba altal kivaltott EV-k (aEV)
nem csak mennyiségiikben, hanem fehérje-6sszetételiikben €s funkcionalisan is eltérnek
a nyugalomban termelt EV-ktdl (sEV). A sEV-hoz képest tobb granulumfehérjét és

sejtfelszini receptort tartalmazo aEV frakcionak bakteriosztatikus hatasa van a Gram-
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pozitiv S.aureus-ra és a Gram-negativ E. coli-ra, de nincs hatassal a P. mirabilis-re. Az
antibakterialis hatas hatterében egy opszonizaciotdl fliggetlen aggregatumképzodést
talaltunk az aEV-k és a baktériumok kozott, aminek 1étrejottéhez glukozra, ép
vezikulaszerkezetre és aktinvazra, illetve miikodéképes PI3K-ra van sziikség (14. abra)
[154]. Nem ismert azonban, hogy az antibakteridlis hatasban van-e szerepe a reaktiv
oxigénszarmazékoknak, egyaltalan képesek-e ROS-kat termelni ezek a neutrofil eredetii

EV-k. Ezzel kapcsolatos eredményeinket a 6.3-as fejezetben mutatom be.

Opszonizalt E. coli

o
¢ e

[y
°,

v‘.!v

’°a

Opszonizalt
S. aureus

A baktérium-
novekedés
csokkenése

EV-baktérium .i‘

aggregatum

14. abra: Az opszonizalt baktériumok hatasira keletkezett aEV-k antibakterialis
hatasa (forras:[155], médositva).

A neutrofilek nagy szdma, rovid életideje €s a szervezet szdveteire is veszélyes
eszkOztara miatt, gondosan szabalyozott folyamat soran kell eltavolitani a szervezetbol
az elhald sejteket. Ennek elsd 1épése, hogy az elhalé neutrofil olyan morfologiai
valtozasokat mutat, amelyet a monocita/makrofag rendszer sejtjei felismernek ¢és
fagocitozissal eltakaritjak a sejt maradvanyait [156]. A folyamat jelent6ségét jelzi, hogy
karosodasa esetén autoimmun betegségek jelentkezhetnek [157-159]. Bar a morfologiai
valtozasok alapjan a neutrofil haldlanak tobb lehetséges modja is ismert (apoptdzis,
autofagia, onkozis, proptozis, fagocitozis indukalt sejthalal, NETozis), kevés kisérletes

adat talalhaté az irodalomban a sejthaldl kozben képzddd EV-krol. Egyes attekintd
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tanulmanyok a neutrofil esetében az apoptotikus test kifejezést a lekerekedd magot is
tartalmazé sejttest megnevezésére hasznaljak. Ezek a munkék nem tartjak jellemzdonek
az in vitro neutrofil apopt6zis soran membranhdlyagok képzodését és leflizédését [23,
160]. Ezzel szemben az altalunk és masok altal jellemzett in vitro neutrofil eredetli EV-
k szamos tulajdonsagukban osztoznak az apoptotikus testekkel [143, 154].
Munkacsoportunk eredményeit a neutrofil spontan halala soran képz6dé EV-krol az

6.3.2 fejezetben mutatom be.

3.6 Az EV-kutatas lehetoségei és korlatai

Az olyan klasszikus vizsgalomodszerek fejlddése, mint az 4ramldsi citometria,
elektronmikroszkopia, konfokalis mikroszkopia, illetve a kimondottan kisméretii
részecskék vizsgalatara kifejlesztett eljarasok, mint a nanoparticle tracking analysis
[161] ¢és a tunable resistive pulse sensing [162] lehetGséget teremtenek egy 1j
mérettartomany vizsgalatara a bioldgiaban. Az EV-K vilaga pont olyan izgalmasan uj
teriiletnek tiinik, mint a mikroszkopikus vilag felfedezése Robert Hooke szamara. A
folyamatosan béviild lehetdségek mellett, azonban szamos technikai tényez6 neheziti a
vezikuldk izolalasat, elemzését. A mintavétel mddja, a vizsgalati anyag el0készitése €s
az EV-preparalas megvaltoztathatja a vizsgalt minta tulajdonsagait [140]. Példaul a
leginkabb elfogadott izolalasi eljards, a differenciadlo centrifugalds karosithatja a
vezikulakat, ahogy a szacharozgradiens, vagy a polimer alapi EV-tisztitasi technikak is.
Szamos preparacios 1épésnél veszithetiink el vezikuldkat, de j EV-populacié is
megjelenhet, ha sejtek, vagy nagyobb vezikulak esnek szét a mintaban. Nemkivanatos
EV-populaciot jelentenek a sejtkulturak novesztéséhez hasznalt szérumban 1évé EV-K,
vagy az apoptozis soran keletkez6 EV-k [163, 164]. Nincs kialakult 6sszhang az EV-
mintdk megfeleld tarolasi modjardl sem. A legtobb munkacsoport fagyasztva tarolja a
tisztitott EV-preparatumokat, de eddig nem késziilt atfogd vizsgalat a fagyasztva tarolt
EV-k tulajdonsagainak esetleges megvaltozasarol [161, 165, 166]. Munkacsoportunk
EV téarolassal kapcsolatos megfigyeléseit €s ajanlasat a 6.3 fejezetben mutatom be.
Elénk vita zajlik a leggyakrabban hasznalt vizsgaléeljarasok helyes beallitasarol is. Az
aramlasi citométeres vizsgalatoknal a ,tomegdetektalas” jelensége torzithatja az
adatokat [162], az elektronmikroszkopos és atomerd-mikroszkopos felvételeknél a

fixalas és beagyazas soran elszenvedett deformaciok kisziirése a f6 kihivas. Az tjonnan
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fejlesztett vizsgalomodszerek esetében az eddig még nem felismert felhasznalasi
korlatok is téves kovetkeztetéshez vezethetnek [167]. Az EV-kutatok korében a felsorolt
nehézségek miatt az az altalanosan elfogadott iranyelv, hogy tobb kiilonb6zo

vizsgalomodszerrel érdemes a megfigyeléseket alatamasztani [168, 169].
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4 Célkituzések

Az értekezés alapjaul szolgalé munkam soran a fagocita NADPH-oxidaz szuperoxid-
termelését szabalyozd mechanizmusokkal foglalkoztam és a kovetkezd kérdésekre

kerestem a valaszt:

1. Befolyasoljak-e az oxidalt foszfolipidek a fagocita NADPH-oxidaz
enzimkomplex osszeépiilését és szuperoxid-termelését?

2. Szabélyozza-e az ARHGAP25 fehérje a fagocita NADPH-oxiddz szuperoxid-
termelését sejtmentes rendszerben?

3. Mely membrankotott GAP-ok szabalyozhatjak a fagocita NADPH-oxidaz
szuperoxid-termelését?

4. Termelnek-e a neutrofil granulocita eredetii EV-k, kiilonosképpen az
antibakterialis hatdssal rendelkezd aEV-k szuperoxidot, és van-e szerepe a

reaktiv oxigénszarmazékoknak az antibakterialis hatasban?
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5 Modszerek

5.1 Neutrofil granulocitak preparalasa

Meéréseinkhez egészséges véradok periférids vérébdl, vagy az Orszagos Vérellatd
Szolgalattol beszerzett ,,buffy coat” készitményekbdl preparaltunk polimorfonukledris
sejteket (PMN) — a Semmelweis Egyetem etikai engedélyében meghatarozott eljaras
szerint — Ficoll-gradiens centrifugalassal. A PMN készitményben a neutrofilek aranya
95% koriil alakult (May-Griinwald Giemsa festés utan mikroszkopban vizsgalva). A

szennyez0 sejtek eozinofil granulocitak és vorosvértestek voltak [170].

5.2 Neutrofil granulocita citoszol- és membranfrakcié tisztitasa

A vérkészitménybdl nyert PMN sejteket protedzgatlokat tartalmazo pufferben (0,34
M szachardoz, 10 mM HEPES, 1 mM EGTA, 1 mM PMSF, 100 uM leupeptin PBS-ben;
pH 7,0) szuszpendaltuk fel és 10 percig 1 mM diizopropil-fluorofoszfattal kezeltiik 6ket
jégen. Ultrahang segitségével feltartuk a sejteket (30 W / 3 x 15 masodperc), és a
keletkezett lizatumot 1200 g gyorsulassal centrifugaltuk 10 percig. A sejtmagoktol és a
fel nem nyilt sejtektdl mentes feliiliszot szacharozgradiensre  (17%/40%
tomegszazalékos) rétegezve, 160 000 g gyorsulassal ultracentrifugaltuk 30 percig. A
citoszolfrakciot a gradiens tetejérél gyiijtottiik, a membranfrakciot a 17% és 40%-0s
szachar6éz rétegek hatarar6l [78]. A frakciok fehérjekoncentraciojat Bradford-

modszerrel hataroztuk meg.

5.3 Fehérjemennyiség-meghatarozas

Mintaink fehérjemennyiség-meghatarozadsat a Bradford szerint leirtak alapjan
végeztikk [171]. Ismert mennyiségii albumint tartalmazé oldat segitségével 600 nm-es
hullamhosszon optikai denzitas (OD) kalibraciés egyenest vettiink fel, amely
segitségével meghataroztuk a hasonld koriilmények mellett megmért minta OD-a

alapjan a fehérjekoncentraciot.
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5.4 A felhasznalt rekombinans fehérjéket kifejezo baktériumtorzsek

A glutation-S-transzferazzal (GST) kapcsolt Racl-et, Ber-t és ARHGAPI1-et kodold
plazmidokat hordozé E. coli baktériumtorzset Alan Hall-tol kaptuk (London, Egyesiilt
Kirdlysag). A p67°"™-ot és a pd47""™-ot kodolo plazmidot kifejezé E. coli
baktériumtorzset Frans Wientjes-t61 kaptuk (London, Egyesiilt Kiralysag). A GST-vel
kapcsolt ARHGAP25 plazmidot hordozoé E. coli baktériumtdrzset Csépanyi-Komi
Roland munkatarsam allitotta el6 [104]. A GST-vel kapcsolt 1191 aminosav hosszlisagu
ARHGAP35-6t kodold plazmidot hordozo E. coli baktériumtorzset Lévay Magdolna

munkatarsam allitotta el6 [80].

5.5 Rekombinans fehérjék eloallitasa

A GST-faziésfehérjék eldallitasahoz az E. coli baktériumokat 10 oran keresztiil
37°C-on 50 pug/ml ampicillint tartalmaz6 LB oldatban (1% tripton, 0,5% élesztokivonat,
0,5% NaCl, 1 mM NaOH-dal 7,0-ra allitva a pH-t) novesztettiik. A fehérjetermelést 0,5
mM IPTG-vel inditottuk, majd 4 dras 37°C-0s (a p47°" és p67°"* fehérjék esetében 12
oras, 30°C-0s) inkubacio utan a baktériumokat leiilepitettiik (4°C, 4000 g, 15perc). Az
iilepitett baktériumokat proteazgatlokat (2 uM pepstatin, 10 uM leupeptin, 10 pg/ml
aprotinin, 1 mM PMSF) tartalmaz6 6 ml hideg feltar6 pufferben (50 mM Tris-Cl (pH
7,6), 50 mM NaCl, 5 mM MgCl,, 1 mM DTT) vettiik fel. A baktériumokat ultrahang
segitségével (30 W / 5 x 1 perc) tartuk fel. Centrifugalassal (4°C, 6500 g, 30 perc)
valasztottuk szét a baktériumfalat ¢s membrantérmeléket tartalmazo tiledéket és a
megtermelt fehérjéket tartalmazo feliiliszot. Az dvatosan leszivott feliiluszot glutation-
Sepharose gyongyokkel 30 percig, 4°C-on forgattuk. A gyongydket ezutan
centrifugaltuk (4°C, 1000 g, 1 perc) és feltaro pufferrel 6tszor mostuk. A fehérjét 500 ul
glutationos pufferrel (5 pg/ml glutation, 50 mM Tris-Cl (pH 8,0), 150 mM NacCl, és 1
mM DTT) oldottuk le a gyongyokrol, és a felhasznalasig -80°C-on taroltuk.

5.6 A szuperoxid-termelés vizsgalata sejtmentes rendszerben

Sejtmentes rendszerben a szuperoxid-termelést a citokrom c¢ szuperoxid-dizmutazzal
(SOD) gatolhato redukciojan alapulé modszerrel mértiik. Nyers (crude) rendszerben a
PMN sejtek membranfrakciojat (10 pg fehérje) és citszolfrakciojat (50 pg fehérje)
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tartalmazo minta szuperoxid-termelését mértiik 125 uM citokrom ¢, 1 mM MgCl,, 20
uM FAD ¢és 3 uM GTP-y-S jelenlétében. A félrekombinans rendszerben a citoszolt
rekombinéns Gton eldallitott GST-fuzios p47°"™ (0,3-1 pg) és p67°"™ (0,3-1 pg)
fehérjékkel helyettesitettiik. Ebben a felallaisban a NADPH-oxidaz Osszeépiiléséhez
sziikséges Rac a membranfrakcioban talalhato. A fagocita NADPH-oxidaz
Osszeéplilését arachidonsav hozzaadasaval inditottuk. A sziikséges AA-mennyiség
meghatarozasara minden membran- és citoszolprepaparatum esetében AA-kalibraciot
készitettink az 50 és 800 pM-0s koncentracidtartomanyban (15. abra). Az AA
hozzaadasa utan 10 percig inkubaltuk szobahémérsékleten a mintankat, ezalatt épiilt
0ssze a NADPH-oxidaz az alegységekbdl. A szuperoxid-termelést 250 uM NADPH
hozzaadasaval inditottuk, és 20 percig kovettiikk. Parhuzamosan 100 ug szuperoxid-
dizmutazt tartalmazé mintak citokrom redukcidjat is mértiikk. A termel6dott szuperoxid
mennyiségét a citokrom ¢ SOD-zal gatolhatd redukcidja alapjan hataroztuk meg. A
citokrom redukcidja soran az OD aranyosan novekszik a termelt szuperoxid
mennyiségével az 550 nm hullamhosszusagh tartomanyban. Az OD leolvasasat
Labsystems iEMS Microplate Reader segitségével félpercenként végeztiik. A kapott
redukcios gorbe kezdeti linearis szakasza alapjan szamoltuk a termelt szuperoxid

mennyiségét a citokrom ¢ abszorpcios koefficiensét (21000 M™«cm™) hasznalva [172].
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15. abra: A NADPH-oxidaz osszeépiilésének és a szuperoxid-termelésnek AA-
koncentracio-fiiggése 1 pM GTP-y-S jelenléte mellett, félrekombinans rendszerben
(reprezentativ abra). Minden membranfrakcio-preparatum esetében meghataroztuk
az optimalis AA-koncentraciét. A méréseinket a tovabbiakban a legnagyobb
szuperoxid-termelést mutato AA-koncentracio jelenlétében végeztiik.
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5.7 Anti-ARHGAP1 és anti-ARHGAP25 antitestek tisztitasa

A poliklonalis ARHGAP1 ¢s ARHGAP2S specifikus ellenanyag eléallitdsa soran
Csépanyi-Komi Roland munkatarsam nyulakat immunizalt a GST-ARHGAP25 (509-
619 aminosavak kozti rész) és a GST-ARHGAP1 (198-439 aminosavak kozti rész)
rekombinans fehérjerésszel. A termelt ellenanyag szérumbdl torténd tisztitasahoz,
glutation-agar6z gyongyhoz kapcsolt GST-t, GST-ARHGAP1-et és GST-ARGAP25-6t
allitottunk elé. A gyongydt 50-szeres térfogatnyi NETN pufferben (0,5% NP-40, 20
mM Tris-Cl (pH 8,0) 100 mM NaCl, 1 mM EDTA) szuszpendaltuk, majd 1 percig 770
g gyorsulassal centrifugaltuk. Ezt kovetdéen 12 oran at 4°C-on forgattuk 10-szeres
térfogatnyi NETN pufferben, majd ismételt centrifugalas utan 1 ml NETN pufferben
taroltuk. A gyongyoket a felhasznalas el6tt kozvetleniil mostuk 10 ml NETN pufferben,
majd kétszer 0,1 M borat pufferben (pH 8,0). Ezutan egyszer mostuk 0,1 M-0s pH 9,0-s,
majd még egyszer 0,2 M-0s, pH 9,0-s borat pufferben. A GST-fuzids fehérjék
keresztkotését 40 mM-os dimetilpimelinidat (0,2 M pH 9,0-s borat pufferben oldva)
oldattal végeztiik. Ennek soran a gyongyoket 1 6ran at forgattuk 4°C-on. A gyongyoket
kétszer mostuk 0,1 M borat pufferben (pH 8,0), majd 40 mM etanolaminban (0,1 M, pH
8,0 borat pufferben oldva) 45 percig forgattuk 4°C-on. A gyongyoket haromszor mostuk
hideg PBS-sel, illetve egyszer 0,2 M glicin-HCI (pH 2,5) oldattal, és egyszer mostuk 1
M K;HPO,-tal, majd kétszer ismét PBS-sel. A mosasi [épések utan eldszor a GST-t kotd
gyongyokhoz adtuk a megtisztitandd 8 ml higitott nytlszérumot (a higitds soran 4 ml
szérumhoz 4 ml PBS-t adtunk, amely tartalmazott 0,2% Tween20-at). Az ezt kdvetd
inkubalast forgdkeverdben 4°C-on, 4 oOran at végeztik. Miutan eltavolitottuk a
szérumbol a GST-t felismerd ellenanyagok jelentds részét, a GST-gyongyrol
visszanyert feliiluszot tovabb forgattuk a GST-ARHGAPL, illetve GST-ARHGAP25
fehérjerészt kotott gyongyokkel, 4 oran at, 4°C-on. Ezt kovetden az ellenanyagokat
megkotott gyongyokbdl iivegesdben oszlopot készitettiink, amelyet hdromszor mostunk
10 ml, 0,2% Tween20-at tartalmazé PBS-sel, majd még kétszer tiszta PBS-sel. A
kotodott ellenanyagokat 0,2 M-os glicin-HCI (pH 2,5) oldattal elualtuk 1,5 ml-es
mikrocentrifuga csovekbe (6t, egyenként 750 pl-es frakciot szedtiink), melyekbe
elézdleg 250 pl, 1 M-os KoHPO, oldatot tettiink. Ezt kdvetden Bradford modszerével

meghataroztuk a frakciok fehérjemennyiségét, majd a legmagasabb fehérjetartalmat
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mutatd frakciokat Osszeontottik. Az ellenanyagot tartalmazé mintat 1000 ml

PBS/glicerin oldatban (PBS:glicerin arany 1:1) 12 6ran at dializaltuk 4°C-on.

5.8 Neutrofil granulocita membranfrakciéjanak immundepléciéja

A  membranfrakciot 40 mM végkoncentracidju  oktilglikoziddal (oktil-p-D-
glukopiranozid) kezeltiik 20 percig 4°C-on. Ezutan antitestekkel telitett protein A-
Sepharose (anti-ARHGAPL, anti-ARHGAP25 és poliklonalis nyal kontrollantitest),
vagy protein G-Sepharose (anti-ARHGAP35 ¢és monoklonalis IgG; izotipus
kontrollantitest (mindkett6 BD Transduction Laboratories)) gyongyokkel forgattuk 15
percen keresztiil 4°C-on. A forgatds utdn a mintat mikrocentrifuga sziirén (0,45 um
porus) keresztiili centrifugalassal (20 000 g, 2 perc, 4°C) sziirtiik. A gyongyok a szlir6n
fennakadtak, a depletdlt membranfrakcid a sziirletbe keriilt. Uj deplécios gyongyok
jelenlétében még kétszer ismételtiik a forgatast és a szlirést. A deplécio hatékonysagat

Western blot segitségével ellendriztiik.

5.9 SDS gélelektroforézis és Western blot

Egyenld fehérjemennyiségeket tartalmazd mintdkat négyszeres toménységii
Laemmli-puffer (252 mM Tris-HCI, 40% glicerin, 8% SDS, 0,04% bromfenolkék, 4%
B-merkaptoetanol, pH 6,8) hozzaadasaval 10 percig forraltunk 100°C-on. A fehérjék
méretszerinti szétvalasztasat 10%-0s SDS-poliakrilamid gélelektroforézis segitségével
veégeztiik. A szétvalasztott fehérjéket nitrocelluloz membranra blottoltuk, majd ezt
kovetéen a membranokat 5%-0S, zsirszegény tejport és 0,1% Tween20-at tartalmazo
PBS oldattal blokkoltuk 12 éran at. A blokkolt membrant anti-ARHGAP1 poliklonalis
ellenanyaggal (1:1000 higitasban), anti-ARHGAP25 poliklonalis ellenanyaggal (1:1000
higitasban), illetve anti-ARHGAP35 monoklonalis ellenanyaggal (1:1000 higitasban)
inkubaltuk. Masodik ellenanyagként kecskében termeltetett, tormaperoxidazt kotd
antitesteket hasznaltunk 10000-szeres higitasban (Sigma-Aldrich). Az els6é és masodik
ellenanyagokkal torténé inkubaldsok utan a membranokat 5-6-szor mostuk 0,1%
Tween20-at tartalmazdo PBS-ben. Az ilyen moédon kezelt membranokhoz ECL
szubsztratot adtunk és az enzimreakcio soran keletkezett kemilumineszcens jelet FUJI

Super RX filmeken rogzitettiik. A denzitometrias kiértékelést ,,Image)]” programmal
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(1.4 verzid, National Institutes of Health, USA) végeztik a hattér denzitdsanak

levonasaval.

5.10 GTP-az aktivitas mérése sejtmentes rendszerben

A rekombinans fehérjék GTP-az aktivitasat a Self és munkatarsai altal leirt
nitrocellul6zkotés modszerrel mértiik [173]. A Rac radioaktiv GTP-vel torténé toltése
soran 3-4 pg rekombindns Racl fehérjét 5 percig inkubaltunk szobahdmérsékleten
radioaktiv [y-*P]GTP-vel (tobb, mint 5000 Ci/mM), alacsony Mg?*-koncentracidja
pufferben (16 mM Tris-HCI (pH 7,5), 20 mM NaCl, 0,1 mM DTT, 5 mM EDTA és 100
nM [y-2P]GTP). Ezt kovetéen 20 mM MgCl,-t adtunk az oldathoz, hogy a tovabbi
nukleotidcserét gatoljuk, illetve az oldatot jégen tartottuk, hogy csokkentsiik a Racl
GTP-4z enzimaktivitasat. A GTP-az reakcid soran 3 ul [y-2P]GTP-vel toltott kis G-
fehérjét adtunk 27 pl 20°C-o0s reakciopufferhez (16 mM Tris-HCI (pH 7,5), 0,1 mM
DTT, 1 mg/ml albumin, ImM nem jelolt GTP), amely mar tartalmazta a vizsgalni
kivant GAP fehérje készitmény 1 pl-ét. Ezen keverékbdl 5 pl mennyiségeket vettiink 5
perces id6kozonként, és 0,45 um porusméretii nitrocellul6z membranon sziirtiik at. A
membranokat ezutan kétszer mostuk 5-5 ml 4°C-os mosopufferrel (50 mM Tris-HCI, 5
mM MgCly; pH 7,7). Vakuumos szaritas utan a membranokat szcintillacios kiivettakba
tettik, majd a radioaktivitast Beckman LS 5000TD folyadék-szcintillacids
spektrométerben olvastuk le [80].

5.11 Extracellularis vezikulak preparalasa

Az extracellularis vezikulakat minden esetben egészséges véradok periférias vérébol
szarmazd PMN sejtekbdl nyertiik. A preparalt sejtek aktivacio nélkiil is elvalasztottak
EV-kat. Ezeket hasonloan tisztitottuk, mint az aktivacidé utan, vagy a sejtek spontan
sejthalala kozben keletkezd vezikulakat. Az EV termeltetés soran 107 db sejtet fél oran
at inkubaltunk 50 ml-es polipropilén csovekben, aktivaldo anyag jelenlétében, vagy
hianyaban, enyhe linearis razatas (80 rpm) mellett, 37°C-on. A mintakat
mikrocentrifuga-csovekbe mértiik (minden csébe 1 ml keriilt) és a sejtes elemektdl
centrifugalassal (500 g, 5 perc, 4°C) tisztitottuk meg. A centrifugalas utdn a

feliiluszoban maradhattak még sejtek, vagy sejttormelék, ezért a feliiluszo felsé 500 pl-
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ét egy 5 um porusu sziirén csepegtettiik 4t nyomas alkalmazasa nélkiil, a gravitacio
kihasznalasaval. Az igy kapott sziirletbdl egy masodik centrifugalassal iilepitettiik az
EV-kat (15 700 g, 10 perc, 4 °C-0s). Ezt az iiledéket 500 ul HBSS-ben vettiik fel
(Sigma-Aldrich). A spontan sejthalal kodzben termelédott EV-ket hasonld modon
tisztitottuk. Ez esetben az EV-preparaciot megelézéen a sejteket 1, 2, vagy 3 napig
DMEM médiumban (Sigma-Aldrich) tartottuk 5%-0s CO; koncentracié mellett 37°C-
on. Az EV tisztitasi stratégiankat a 16. abra szemlélteti. Ezzel a moddszerrel
valosziniileg nem iilepitettiikk a mintaban eléforduld 6sszes EV-t. A kisebb, exoszoma
méretli vezikulak jelentds része a masodik centrifugalas feliilluszojaban maradhatott és

az is valoszinti, hogy az els6 centrifugalasi 1épésnél is elveszitliink nagy méretii EV-Kat.

FelGluszo
. (fehérjék,
/, Felilusz6 ———> Ulepités kisméret(i EV-k?)
N szlirés 15700 g
PMN Ulepités (5 um) 10 perc \
500 g EV
+
= ., 5 perc
Opszonizalt P Sejtek Frakcié
részecske

20 perc, enyhe
razatas, 37°C

16. abra: Az EV-preparacio stratégiank.

5.12 Az extracellularis vezikulak aramlasi citométeres vizsgalata

Az extracellularis vezikuldk 4aramléasi citométeres vizsgalatihoz az EV-ket
fluoreszcens anti-CD11b-RPE antitesttel (Dako) jeloltiik (30 perc, 37°C). A jelolés utan
HBSS-sel mostuk az EV-kat. A méréseket FACSCalibur citométeren végeztiik (Becton
Dickinson). A kapuzasi stratégiankat a 17. abran szemléltetem. Tiszta HBSS
vizsgalataval meghataroztuk a késziilék sajat zajszintjét és az SSC szerint felhelyezett
detektalasi kiiszobot a zaj folé helyeztik (17. abra A). Az EV-k FSC és SSC szerinti
mérettartomany meghatarozasdhoz 3,8 pm-es fluoreszcens gyongyoket (SPHERO
Rainbow Alignment Particles, Spherotech) és GFP-t kifejez6 S. aureus baktériumokat
hasznaltunk (17. abra B). Az EV kapu (R1) fels6 értékét a 3,8 um-es gyongyokhoz
igazitottuk. A biologiai membrannal hatarolt baktériumok (atmérdjiik dinamikus

fényszoras alapjan kb. 800 nm) refraktiv indexe sokkal kozelebb esik a foszfolipid-
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membrannal hatarolt EV-k refraktiv indexéhez, mint a mesterséges gyongyoké [174,
175], ezért a kaput ugy allitottuk be, hogy a teljes baktériumpopulacio beleférjen. A
FACSCalibur altal megbizhatéan detektalt legkisebb részecske koriilbeliil 300 nm-es
lehet [175]. A fluoreszcens kapu (R2) az izotipus Kkontrollantitesttel jelzett EV
populacio jele folott keriilt felvételre (17. abra C). Azok az események keriiltek EV-ként
szdmszerusitésre és jellemzésre, amelyekre egyarant érvényes az R1 és R2 kapu (17.
abra D). A mért események vezikularis természetének igazolasahoz 1%-0s TritonX-100
detergenssel kezeltik a mintdinkat. A detergenskezelés utan az EV-feltételeinknek
megfeleld eseményszamot (kb. az események 5%-a) levontuk az EV-k
szamszerUsitésénél, mert ezek valdsziniileg immunkomplexek vagy

fehérjeaggregatumok voltak (17. abra E) [140].
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17. abra: Kapuzasi stratégiank az dramlasi citométeren az EV szim meghatirozas soran.
A) detektalasi kiiszobot a nagytisztasagi HBSS oldat mérése utan allitottuk be. B) Az
FSC és SSC mérifejek erdsitését 3,8 pm-es gyongyok és 0,8 pm-es fluoreszcens
baktériumok segitségével allitottuk be. Az R1 kapuba a 3,8 pm-es és annal kisebb
események Kkeriiltek. C) Az R2 kaput RPE-izotipus kontrollantitestekkel kezelt EV-
preparatum fluoreszcens jelénél intenzivebb tartomdnyra hatiroztuk meg. D)
Vizsgalatainkban EV-nak tekintettiink azokat az eseményeket, amelyek RPE-anti-CD11b
antitesttel jelolve egyarant megjelentek az R1 és az R2 kapukban. E) A szamszeriisités
soran a detergenskezelésre nem érzékeny eseményszamot levontuk az eredménybél.
Reprezentativ abra.
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A tomegdetektalas elkeriilése céljabol fluoreszcens baktériumok segitségével
hataroztuk meg az optimalis aramlasi sebességet. ODggo=1 toménységli baktérium
oldatbol 10-szeres higitasokat készitettliink, és ezeket szamszerlsitettiik az aramlési
citométerben (18. abra). Jo korrelaciot talaltunk a mért események szama €s a higitas
mértéke kozott az 1:1000000 és 1:100 higitasi tartomanyban. Az 1:100 higitasnal a
detektalt eseménygyakorisdg 2000 esemény/mdasodperc volt. A tdmegdetektalds
elkeriilése ~ miatt  tovabbi  méréseinkben az  eseménygyakorisagot 1000

esemény/masodperc alatt tartottuk.
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18. abra: A FACSCalibur aramlasi citométer mérési tartomanyanak meghatarozasa.
Fluoreszcens S. aureus szuszpenzié 600 nm-es hullamhosszon mért OD-at 1-es értékre

srer

és abrazoltuk a higitas fiiggvényében. A grafikonon hiarom fiiggetlen kisérlet atlagat és
hibajat (+S.E.M.) abrazoltam.

5.13 Baktériumok és elolt éleszto sejtek preparalisa és opszonizalasa

A kisérleteinkhez hasznalt S. aureus torzset (ATCC: 29213) a Semmelweis Egyetem

crcr

600 nm-en 1-es értékre. Az ilyen oldatokban a baktériumkoncentracio kb. 10° sejt/ml-
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nek tekinthetd [176]. Ezt S. aureus esetében egy higitasi sor aramlasi citométeres
vizsgalataval ellendriztiik (18. abra). Ez alapjan ODggo=1 értéknél kb. 5x108
baktérium/ml értékkel szamolhattunk. A baktériumok opszonizaciojat legalabb 3
egészséges donorbol szdrmazd kevert szérummal végeztiik 30 perces enyhe razatas
mellett, 37°C-0s inkubacioval. Az opszonizalt baktériumokat PBS-sel mostuk és HBSS-
ben vettiik fel. A siitoélesztot kiskereskedelmi aruhazban vasaroltuk, desztillalt vizben
oldottuk és féztiik 95°C-on 1 oran at. A Biirker-kamra segitségével szamszerUsitett

¢lesztd sejteket a baktériumokhoz hasonldé modon opszonizaltuk.

5.14 Extracellularis vezikulak szuperoxid-termelésének vizsgalata

Az extracellularis vezikuldk és a pozitiv kontrollként hasznalt PMN sejtek sejten
kiviili térbe iranyuld szuperoxid-termelését a citokrom ¢ SOD-zal gatolhat6 redukcidjan
alapuld modszerrel mértilk. A fagoszoman vagy vezikuldn beliili térbe torténd
szuperoxid-termelés mérésére lucigenint hasznaltunk, mivel a citokrom ¢ nem jut be a
sejtbe, a lucigenin viszont igen. Mindkét médszer esetében 2x10° db sejt, illetve a
vezikulak esetében az 5x10° db neutrofilbél keletkezd vezikula szuperoxid-termelését
vizsgaltuk. Mindkét mérést HBSS oldatban végeztink. A mintdkhoz 50 pg/ml
végkoncentracioban, dimetil-szulfoxidban oldott lucigenint, vagy 100 uM citokrom c-t
PMA, vagy 2x10’ db opszonizalt S. aureus hozzaadasaval inditottuk a szuperoxid-
termelést. A citokrom c-vel mért szuperoxid-termelést a korabban leirt modon (5.6
fejezet) IEMS ELISA reader-rel (Labsystems) kovettiik. A lucigenines mérésekben

Fluoroskan Ascent FI luminométerrel (Labsystems) kovettiik a szuperoxid-termelést.

5.15 Baktériumnovekedési teszt

A PMN sejtek ¢és a kiilonféle extracellularis vezikulak antibakterialis hatasat
baktériumnovekedési teszttel vizsgaltuk. A modszert a korabban a laborunkban dolgozo
munkatarsunk, Rada Balazs fejlesztette ki [170]. Az eljaras Iényege, hogy a
baktériumokat (9 x 10 /ml-es végkoncentracioban) 9 x 10° /ml koncentracioju PMN
sejttel, vagy ugyanennyi PMN sejtbél szeparalt EV-val inkubaltuk 30 percen at, 0,5 ml

Ossztérfogatban, 37 °C-on, enyhe razas mellett. Az inkubacio kezdetén, majd 30 perccel
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késoébb is mintat vettiink és ezt 10-szeres térfogatt jéghideg, 1 mg/ml szaponin tartalmu
HBSS oldatba helyeztiikk, amely leallitotta a tovabbi baktériumndvekedést, illetve
feltarta a sejteket és vezikulakat. A masodik mintavételt kovetéen a mintakat -80°C
fokra hiitottiik, majd 20 perccel ezutan szobahdmérsékletre melegitettiik. A detergens
jelenlétében torténd fagyasztis-felolvasztas ciklus kozel teljes mértékben feltarja a
sejteket, ezaltal a talélt baktériumok Kiszabadulnak. Ez a kezelés nem befolyasolta
lényegesen a baktériumok késObbi osztdodasi képességét. Ezt kovetden egy 10-Szeres
higitasi lépést kozbeiktatva minden mintdt tovabbi 10-szeres higitds mellett LB
tapoldatba helyeztiink. A mintainkban tulélé baktériumokat 96 lyuka lemezen, IEMS
ELISA reader-ben (Labsystems) 37 °C-on, razas mellett, 8-10 6ran at novesztettiik, és
kovettik a mintdk OD valtozdsat 620 nm-es hullamhosszon. A baktériumok
mennyiségét az OD valtozasa alapjan szamoltuk. Az eredményeket a kiindulasi (0.
perces) mintahoz képest szazalékos aranyban abrazoltuk.

A NADPH-oxidéaz és a keletkezett reaktiv oxigénszarmazékok szerepét a mintaink
antibakterialis hatasaban DPI hozzaadasaval vizsgaltuk. A DPI a hem tartalm fehérjék

hatékony, de nem specifikus gatloszere [177-179]. Mintainkat 10 percig kezeltiik el6 1

crer

5.16 Dinamikus fényszorasmérés

A dinamikus fényszorasmérések szobahOmérsekleten ALV ~goniométer ¢és
MellesGriot diodalézer (hullamhossz: 457,5 nm) segitségével késziiltek nagy tisztasagu
HBSS-ben. Az események atmérdjét szférikus kozelitéssel szamoltuk. A dinamikus
fényszorasi teszteket a Semmelweis Egyetem Biofizikai és Sugarbiologiai Intézetében
végeztiik Veres S. Daniel segitségével. O végezte a mérkésziilék beallitasat és a
tényleges adatgyljtést. Munkacsoportunk a mintak el6készitését ¢és a kapott

méretmegoszlasi adatok kiértékelését végezte.

5.17 Elektronmikroszképos felvételek készitése

A EV-kat az elektronmikroszkdpos vizsgalatainkhoz a 15700 g gyorsuldsu
centrifugalast kovetden 4% paraformaldehiddel fixaltuk 60 percen at. A mintak 30

perces utofixalasa 1%-0s OsO, oldattal tortént szobahémérsékleten. Az etanolos

46



DOI:10.14753/SE.2015.1815

dehidralas utan 30 perces 1% uranil-acetat és 50% etanol kezelés tortént. A beagyazast
Taab 812 segitségével végeztiik. A blokkok 12 6ras, 60 °C-on végzett polimerizaciot
kovetéen  keriiltek  metszésre. A metszetek  vizsgalatat Hitachi  7100-as
elektronmikroszkoppal, illetve Veleta, 2k x 2k MegaPixel side-mounted TEM CCD
kameraval (Olympus) végeztiik. A kapott felvételek nem torzitd feldolgozasat ,,Adobe
Photoshop CS3” segitségével végeztiik. A vizsgélatot az utdfixalastol Kittel Agnes és
munkatarsai végezték a Magyar Tudomdnyos Akadémia Kisérleti Orvostudomanyi
Kutatointézetében. Laborunkban a mintak elokészitése, fixalasa €s a kapott abrak

utélagos értékelése zajlott.

5.18 Tomegspektrometria vizsgalat

A tomegspektrometria vizsgalatot Kenneth R. McLeish végezte a Department of
Medicine, University of Louisville-ben. Laborunkban a mintdk el6készitése és a

kimutatott fehérjék minéségi és mennyiségi (emPAI érték alapjan) értékelése zajlott.

5.19 Statisztikai analizis

A kisérletek elemszamat az abraalairasokban feltiintettem. Az adatok statisztikai
elemzéséhez egymintas t-probat, vagy kétmintas t-probat hasznaltunk. A szignifikancia
hatarat minden esetben a p<0,05 értéknél huztuk meg. A statisztikai analiziseket a

STATISTICA 7.0 programmal végeztiik (Statsoft).
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6 Eredmények

6.1 Foszfolipidek hatasa a NADPH-oxidaz miikodésére sejtmentes rendszerben

Kollaboracids partnereink eredményei az oxidalt foszfolipidek ROS-termelést gatld
hatasar6l [94], irodalmi adatok az oxidaz in vivo és in vitro mikodésének AA-
fliggésérol [84], és munkacsoportunk korabbi eredményei a gliikkocerebrozidok
gatlohatasarol [89] arra sarkallottak minket, hogy megvizsgaljuk az oxidalt és nem
oxidalt foszfolipidek kozvetlen hatdsat a fagocita NADPH-oxiddz Osszeépiilésére és

szuperoxid-termelésére.

6.1.1 Foszfolipidek hatasa a NADPH-oxidaz enzimkomplex 6sszeépiilésére

Félrekombinans rendszerben vizsgaltuk az oxidalt ¢és az oxidalatlan
foszfolipidek hatasat a fagocita NADPH-oxidaz Osszeépiilésére és miikodésére. Az
oxidalt és oxidalatlan foszfolipideket kollaboracids partneriinktél, Johannes Stockl-t6l
kaptuk. Ok az Avanti Polar Lipdis-t6l szerezték az oxidalatlan format. A lipidek
oxidaciojat 72  Ords szabad levegén tartdssal érték el, az oxidaciot

tomegspektrometriaval ellendrizték [180].
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19. abra: Nagy koncentracioban adott foszfolipidek hatiasa a NADPH-oxidaz dsszeépiilésére
és a O, -termelésére félrekombinins rendszerben. Az oxidalt foszfolipidek jelenléte
szamottevoen (*:p<0,05; kétmintas t-préba) csokkentette a O, -termelést a kontrollmintahoz
viszonyitva. A O, -termelés mértékét az egyedi kontrollmintik esetében mért maximalis
termelés szazalékaban dbrazoltam. A diagramon harom fiiggetlen kisérlet atlagat és hibajat
(+S.E.M.) abrazoltam. 450 pM AA-koncentriaciénal a termelt O,” mennyiségének atlaga
151,48 nmol/perc/mg membranfehérje volt (S.E.M.=38,00).
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A membranfrakciot 10 percig kezeltiik elé nagy koncentracioban (200 pg/ml)
adott PAPC-nal és oXPAPC-nal. Az eldkezelés utan széles koncentracidtartomanyban
adtuk az enzimkomplex Osszeépiilését kivaltd arachidonsavat (AA) a mintakhoz.
Mindkét foszfolipid eltolta az optimalis AA-koncentraciot 450 uM-rél 750 uM-ra, de az
oxPAPC jelenléte minden AA-koncentracidé esetében szadmottevéen csokkentette a
termelt O, mennyiségét, mig a PAPC nem befolyasolta a termelés maximalis
sebességét (19. abra).

Ha a mérésinket a biologiailag valdszinii 30 pg/ml koncentracidban adott PL-ekkel
ismételtiik meg, akkor az optimalis AA-koncentracié csak az OXPAPC-eldkezelés
esetében tolodott el. Ugyanezekben a mintakban kozel felére csokkent a Oy -termelés
sebessége, ami megfelel a 200 pg/ml koncentracioju oxPAPC esetében latottaknak.
Ezzel szemben az oxidalatlan PAPC nem gatolta szamottevéen az enzimkomplex

miikodését (20. abra).
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20. abra: Bioldgiailag valdészinii koncentracioban adott foszfolipidek hatisa a
NADPH-oxid4dz osszeépiilésére és a O, -termelésére félrekombindns rendszerben. Az
oxidalt foszfolipidek jelenléte szamottevoen (*:p<0,05; kétmintas t-préba)
csokkentette a O, -termelést a kontrollmintahoz viszonyitva. A O, -termelés mértékét
az egyedi kontrollmintik esetében mért maximalis termelés szazalékaban abrazoltam
a y-tengelyen. A diagramon harom fiiggetlen Kkisérlet atlagat és hibajat (+S.E.M.)
abrazoltam. 150 pM AA-koncentraciénal a termelt O, mennyiségének atlaga 319,52
nmol/perc/mg membranfehérje volt (S.E.M.=37,12).
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6.1.2 Foszfolipidek hatasa az oOsszeépiilt NADPH-oxidaz enzimkomplex
miikodésére

Megvizsgaltuk a foszfolipidek hatasat a mar 6sszeépiilt fagocita NADPH-oxidazon
is. Ezeknél a méréseknél a PL-eket 5 perccel az AA adésa utan adtuk a mintakhoz. A
mar 6sszeépiilt enzimkomplexre sem az oxidalatlan, sem az oxidalt PL-ek nem fejtettek
ki jelentds hatést, a O, -termelés sebessége megegyezett a kezeletlen kontrollmintaéval
(21. abra). Ezek alapjan az OXPAPC el6zéleg bemutatott gatldhatasa nem az
elektrontranszport valamely 1épését, hanem az enzimkomplex alegységeinek

Osszeszerel6dését gatolja hasonldan a gliikkocerebrozidokhoz.
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21. abra: Biologiailag valoszinii koncentracioban adott foszfolipidek hatisa a mar
osszeépiilt NADPH-oxid4z komplex O, -termelésére. Az oxidalt és oxidalatlan foszfolipidek
jelenléte nem befolyasolta a O, -termelést az kontrollmintihoz viszonyitva (kétmintas t-
proba). A O, -termelés mértékét az egyedi kontrollmintik esetében mért maximalis
termelés szazalékaban abrazoltam a y-tengelyen. A diagramon harom fiiggetlen kisérlet
atlagat és hibajat (+S.E.M.) abrazoltam. 150 pM AA-koncentricionil a termelt O,”
mennyiségének atlaga 368,18 nmol/perc/mg membranfehérje volt (S.E.M.=56,16).

6.2 A szuperoxid-termelés fiiggése a Rac aktivaltsagi allapotatol

A NADPH-oxidaz szuperoxid-termelésének fliggését a Rac kis G-fehérje és az arra
hatdo GAP-ok miikodésétdl a 22. abran mutatom be. A NaF gatolja a GAP-ok
mikodését, ezért a Rac NaF jelenlétében lassan, a sajat hidrolitikus aktivitasanak

megfeleléen hasitja le a terminalis foszfatot a rendelkezésre allo GTP-r6l. A GTP-y-S
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nagyon lassan hidrolizalhat6 GTP-analég, ezért 1 uM GTP-y-S jelenlétében a rendszer

kozel maximalis szuperoxid-termelését mértiik.
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0, nmol/perc/mg membranfehérje

22. abra: A NADPH-oxiddz O, -termelésének fiiggése a Rac és az arra hato GAP-ok miikodésétdl
(reprezentativ abra, minden O, -termelés vizsgalat soran mértiik ezen anyagok hatisat). A NaF
jelenlétében novekszik a O, -termés, mert a fluorid gatolja a GAP-okat. 1 pM GTP-y-S jelenlétében a
rendszer kozel maximalis szuperoxid-termelését mértiik. A citokrém SOD jelenléte mellett latott, O, -
tol fiiggetlen redukciojat minden minta eredményébél levontuk a kiértékelés soran.

6.2.1 Rekombinians GAP-ok hatisa a NADPH-oxiddaz enzimkomplex
osszeépiilésére és szuperoxid-termelésére

A fagocita NADPH-oxidaz 0Osszeépiilését és milkodését szabalyozd6 GAP-(0k)
azonositasahoz félrekombinans rendszerben vizsgaltuk a szakirodalom altal korabban
megnevezett GAP-okat (ARHGAP1, ARHGAP25, ARHGAP35 és BCR). Kisérleti
felallasunkban a rekombinans GAP-ok a citoszolban 1évé GAP-okat modellezték. A
vizsgalt GAP-ok, beleértve a korabban sejtmentes rendszerben nem vizsgalt
ARHGAP25-6t is, kivétel nélkiil dozisfiiggben csokkentették a O, -termelést, ha az

enzimkomplex Osszeépiilése el6tt adtuk azokat a mintainkhoz (23. abra).
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23. abra: Rekombinins GAP-okat tartalmazé fehérjepreparatumok mennyiségfiiggo
hatisa NADPH-oxiddaz O, -termelésére félrekombindans rendszerben. A statisztikai
probat minden esetben a kontrollmintdhoz képest végeztiik el (*:p<0,05; egymintas t-
proba). A diagramon harom fiiggetlen kisérlet atlagat és hibajat (+S.E.M.) abrazoltam. A
kontrollmintak termelésének atlaga 323 nmol O,"/perc/mg membranfehérje volt

(S.E.M.=61,22).

Az szolubilis GAP-ok membranko6tott Rac iranti hozzaférhetdségének vizsgalatahoz
GAP-aktivitas

a rekombinans GAP-preparatumainkon eldzetes

végeztiink radioaktivan jelzett GTP segitségével. Egyenld GAP-aktivitist mutatd
mintak esetében az oxidaz kiilonbozé mértékii gatlasa azt jelentené, hogy egyes GAP-ok
nagyobb valdszintiséggel lehetnek az membrankd6tott, endogén Rac partnerei, mint
masok. Azért volt sziikséges minden egyes fehérjepreparatum esetében a GAP-aktivitas

vizsgalatot elvégezniink, mert az egyes GAP-ok kiilonb6z6é napokon késziilt

preparatumai eltérd aktivitassal rendelkezhettek (24. abra).
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24. abra: A rekombinins ARHGAP1, ARHGAP25, ARHGAP35 és a BCR fehérjék
hatasa a radioaktiv GTP-vel toltott Racl GTP-hidrolizisére. Hat (Rac), ot
(ARHGAP25, BCR, ARHGAP1, ARHGAP35) fiiggetlen kisérlet atlagat és hibajat
abrazoltam. *:minden GAP-ot tartalmazé mintira p<0,05 a kontrollhoz (GST-Rac)
képest (kétmintas t-proba).
A négyféle GAP-preparatumbol egymassal megegyezd GAP-aktivitassal rendelkezd
mennyiséget adtunk az oxidaz alegységeit tartalmazo mintdkhoz. Ot percig inkubéltuk

el6 a mintat Szobahdmérsékleten, majd AA-val inditottuk az enzimkomplex

Osszeépiiléseét.

mPBS MW GTP-y-S

O," termelés (relativ egység)
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25. abra: Az AA indukalta enzimkomplex-osszeépiilés el6tt adott rekombinins GAP-ok
hatdsa a O, -termelésre. Mindegyik alkalmazott Rac-GAP szamottevéen (*:p<0,05;
egymintis t-préba) csokkentette a termelt O,  mennyiségét a Kontrollmintihoz
viszonyitva. A diagramon o6t fiiggetlen kisérlet atlagat és hibajat (+S.E.M.) dbrazoltam. A
kontrollmintak atlaga 72,6 nmol O, /perc/mg membranfehérje volt (S.E.M.=14,2).
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A vizsgélt GAP-ok, az egyenld GAP-aktivitdsnak megfelelden, egyenlé mértékben
csokkentették O, -termelés sebességét, vagyis nem volt kiilonbség a Rac irdnti
hozzaférhetéségben a vizsgalt GAP-ok kozott. A GTP-y-S-t tartalmazd parhuzamosok
minden esetben a hozzdadott GAP-ot nem tartalmazé kontrollmintaval megegyezd
mennyiségii O, -0t termeltek. Ez bizonyitja, hogy a GAP-ok jelenlétében mért csokkent
O, -termelés a GTP felgyorsult hidrolizisének kovetkezménye, nem a rekombinans

mintak egyéb, aspecifikus hatasa (25. abra).

6.2.2 Rekombinans GAP-ok hatasa a mar 6sszeépiilt NADPH-oxidaz miikodésére

Nem csokkentették a O, -termelést ugyanezen rekombinans GAP-ok, ha az AA
indukalta enzimkomplex-6sszeépiilés utan adtuk Oket a sejtmentes rendszerhez (26.
abra). Ezek alapjan a mar 0sszeépiilt enzimkomplexben 1évé Rac-GTP-hez méar nem
volt hozzaférése a folyadékfazisban 1évé GAP-oknak. A GTP-y-S-t tartalmazo
parhuzamosok esetében megfigyelt nagymértékli O, -termelésnek két valdszinii
magyarazata lehet. Egyrészrdl a lassan hidrolizalhato GTP-analég a Rac endogén GTP-
az aktivitasat jelentdsen lelassitotta. Masrészrél a membranfrakcidban talalhatdé GAP-
ok, nem tudtak hatasukat Kifejteni GTP-y-S jelenlétében. A tovabbi kisérleteinkkel ezen

membrankotott GAP-ok szerepét vizsgaltuk az oxidaz szabalyozasaban.
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26. abra: A vizsgalt Rac-GAP-ok nem csokkentették a termelt O, mennyiségét, ha
mar az enzimkomplex 6sszeépiilése utin keriiltek a mintakhoz (n.s.: nem szignifikans
a kontrollmintahoz képest; egymintas t-proba). A diagramon harom fiiggetlen kisérlet
atlagat és hibajat (+S.E.M.) abrazoltam. A kontrollmintak termelésének atlaga 69,7
nmol O, /perc/mg membranfehérje volt (S.E.M.=13,95).
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6.2.3 Membrankotott GAP-ok hatisa a NADPH-oxidaz enzimkomplex
miikodésére

A membrankotott GAP-ok szerepének vizsgélatira gatldszeres megkozelitést
valasztottunk. A fluoridvegyiiletekrél korabban leirtak, hogy hatékonyan gatoljak a
GAP-ok miikodését [109]. Munkacsoportunk korabban azt is bizonyitotta, hogy a F
nem befolyasolja a kis G-fehérje sajat GTP-az aktivitasat [78]. Félrekombinans
rendszeriinkben a NaF novelte a O, -termelést mind az enzimkomplex Osszeépiilése
elétt, mind az Osszeépiilés utan adva (27. abra). Az Osszeépiilés utan latott F-hatas
valészinlisiti, hogy vannak olyan membrankotott GAP-ok, amelyek a mar
Osszeszerelddott enzimkomplexben is képesek a Rac-hoz férkdzni és hidrolitikus

aktivitasanak fokozasaval az enzimkomplex szétesését eldsegitent.
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27. abra: A GAP-ok hatiasa a NADPH-oxiddzra a komplex 6sszeépiilése elott és utan.
A NaF jelentésen (*: p<0,05; kétmintas t-préba) novelte a O, -termelést a komplex
AA-indukalta osszeépiilése utan is. Diagramon harom fiiggetlen kisérlet atlagat és
hibajat (+S.E.M.) dbrazoltam.

6.2.4 Membrankotott GAP-ok immundeplécidja

Annak kideritésére, hogy a latott GAP-hatasért pontosan mely membrankotott
fehérjék felelések, immundeplécioval csokkentettik az egyes GAP-ok mennyiségét a
membranfrakcioban. Az ARHGAP1 ¢s az ARHGAP2S5 ellen poliklonalis antitestet
készitettiink nyulak immunizalasaval. Az ARHGAP35 ellen elérheté monoklonalis
antitest jol mikodott az immundeplécio soran, de a kiprobalt Ber elleni antitestek nem
vezettek sikerre. Ezek valoésziniileg olyan epitopot ismertek fel a Bcr-on, amely a
membrank6tott, vagy harmadlagos szerkezetét mutato fehérjében nem hozzaférheto.

Amint a 28. abra A részének reprezentativ Western blotjain lathato, a haromlépcsds

GAP-depletalassal sikeriilt specifikusan csokkenteniink egyes GAP-ok mennyiségét a
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membranfrakcidoban. Az izoldlt ARHGAPI-deplécié esetében az izotipus
kontrollantitesttel kezelt mintaban kimutathat6 ARHGAPI mennyiségének 32%-ara
sikertiilt csokkenteni az ARHGAPI mennyiségét. Az ARHGAP25 esetében a deplécio
36%-ra az ARHGAP35 esetében 34%-ra csokkentette az adott GAP mennyiségét a
membranban. Az ARHGAPI ¢és ARHGAP25 egyiittes deplécidjat kevert
antitestkoktéllal végeztiik. A deplécidé egyedi GAP-okra esé sikeressége elmaradt az
onallo depléciok hatékonysagatol (a kontroll 41%-a az ARHGAPI és 55%-a az
ARHGAP25 esetében, 28. abra B). A kezeletlen és az izotipus kontrollantitesttel kezelt
mintakban egyenlé mennyiségli GAP-0t mutatott a Western blot, a mintdk egyenld
Osszfehérje-mennyiségének megfeleléen. Vagyis a deplécids eljaras nem valtoztatta
meg szamottevéen a GAP-ok mennyiségét a membranfrakcidoban, és a tobbi mintanal

latott valtozasok a specifikus depléciok kovetkezményei.
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28. abra: A Rac-GAP-immundepléciéo hatékonysaganak ellendrzése Western blottal. A) Az
ARHGAP1 és ARHGAP25 antitestekkel, illetve az ARHGAP35 antitesttel immundepletalt
membran reprezentativ \Western blot képe (2013.02.05.). A zsebekbe egyenlé
fehérjemennyiséget toltottiink, toltéskontrollként a nem depletalt GAP-okat hasznaltuk. B)
Tizenot (ARHGAP1), tizennégy (ARHGAP2S) illetve nyolc (kettés depletalt) fiiggetlen
kisérlet denzitometrias elemzése. A B diagramon a kisérletek atlagat és hibajat (S.E.M.)
abrazoltam. *:p<0,05 az izotipus kontrollhoz képest (egymintas t-préba). C) négy fiiggetlen
ARHGAP35 immundepléciés Western blot denzitometrias elemzése. A diagramon a
kisérletek atlagat és hibajat (S.E.M.) abrazoltam. *:p<0,05 az izotipus kontrollhoz képest
(egymintas t-prdéba).
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6.2.5 Membrankotott GAP-ok immundepléciéjanak hatasa a NADPH-oxidaz
miikodésére

A GAP-depletidlt membranfrakciok szuperoxid-termelését a félrekombinans
rendszeriinkkel vizsgaltuk. Minden deplécio utan egyedileg meghataroztuk az optimalis
AA-koncentraciot. A  deplécid6 gyakran megvaltoztatta a membranfrakcid
fehérjemennyiségre vonatkoztatott maximalis O, -termelését. Ezért a mintdk O;"-
termelését korrigaltuk a GTP-y-S-t tartalmazd parhuzamosoknal latott maximalis Oy -
termelés értékével, mint a miikodoképes enzimkomplex-mennyiséget jellemz6 értékkel.

Az izotipus kontrollantitesttel kezelt és az immundeplécionak nem kitett membranok
atlagos szuperoxid-termelése nem kiilonbozott egymastol. Az izotipus kontrollantitesttel
kezelt membranhoz viszonyitva azonban szamottevoen, a kétszeresére fokozodott az
ARHGAPI1 és ARHGAP25 depletalt membranok O, -termelése. A két GAP egylittes
depléci(')ja utdn az enzimkomplex aktivitasa tovabb nétt, hozzavetdleg az egyes GAP-0k
aktivitasnovekedést az ARHGAP35-deplécid esetében (29. abra). Ez a megfigyelés
egybehangz6 a Németh Tamas és munkatarsai altal korabban leirt eredményekkel [117].
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29. abra: Az immundepléciok hatasa a NADPH-oxidaz O, -termelésére. Az ARHGAPI1 és az
ARHGAP?2S5 izolalt immundeplécidja szimottevéen novelte a termelt O, mennyiségét. A két
GAP egyiittes deplécidja esetén a O, -termelés tovabb nétt. Nem talaltunk kiilonbséget a O,
-termelésben, ha az ARHGAP35-6t depletaltuk (*:p<0,05; n.s.: nem szignfikans; egymintas t-
proba). A O, -termelés mértékét a kontrollminta termeléséhez viszonyitva abrizoltam. A
diagramon tizenét (ARHGAP1), tizennégy (ARHGAP2S5), nyolc (kettés depletalt), illetve
négy (ARHGAP35) fiiggetlen kisérlet atlagat és hibajat (+S.E.M.) dabrazoltam. A
kontrollmintak atlaga 39,5 nmol O, /perc/mg membranfehérje volt (S.E.M.=9,2).
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Az ARHGAP35 immundeplécidjanak hatdstalansdga a szuperoxid-termelésre felveti
annak a lehetdségét, hogy a NADPH-oxiddz valamilyen GAP-szelektivitassal
rendelkezik. Ez alapjan bizonyos GAP-ok képesek az 6sszeépiilt enzimkomplexben 1évo
Rac-hoz férkdzni, ugyanakkor mas GAP-ok szamara a Rac hozzaférhetetlen.

Az ARHGAP1-re és ARHGAP25-re egyiittesen depletalt membranok és az izotipus
kontrollantitesttel kezelt membranok NaF jelenlétében ugyanannyi O, -t termeltek, de a
F hatasa Iényegesen kisebb volt a kétszeresen depletadlt membran esetében, mint a
kontrollmintanal (30.abra). A kettés depletdlt membran esetében a F megfigyelt
hatasanak magyarazata az lehet, hogy bar a depléciok jelentdsen csokkentették a GAP-
ok mennyiségét a membranfrakcioban, kozel sem depletaltak az 6sszes ARHGAPI1 és
ARHGAP25 fehérjét. Tovabbi lehetséges magyardzat a részben megtartott
fluoridhatasra, hogy mas membrankotott GAP-ok, példaul a Ber és rokona az Abl is

képesek hatni az oxidazba épiilt Rac-ra, és ezeket tovabbra is gatolta a fluorid.
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30. Abra: A NaF hatdsa az immundepletalt membranok O, -termelésére félrekombinéns
rendszerben. Az ARHGAP1 és az ARHGAP2S5 egyiittes immundeplécioja szamottevéen
novelte a termelt O,” mennyiségét az izotipus Kkontrollmintahoz viszonyitva. NaF
jelenlétében mindkét minta esetében novekedett a O, -termelés (*:p<0,05; kétmintas t-
proba). Nem volt Kkiilonbség a két NaF-os minta O, -termelésében (n.s.: nem
szignifikians; kétmintas t-proba. A diagramon harom fiiggetlen kisérlet atlagat és hibajat
(+S.E.M.) abrazoltam.
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6.3 Neutrofil granulocita eredetii EV-k vizsgalata

Az eddig altalam bemutatott eredmények €s munkacsoportunk korabbi megfigyelései
alapjan, a neutrofil granulocitdban Osszetett szabalyozds mukodik a ROS-termelés
megfeleld térbeli és idObeli korlatozasa érdekében. Kivancsiak voltunk, hogy a neutrofil
koriiltekintd ROS-kezelése Kkiterjed-e a nem régiben leirt neutrofil eredetii EV-kra.
Kiilondsen érdekes volt szamunkra, hogy megvizsgaljuk az aktivaciora keletkezd EV

esetleges szuperoxid-termelését, és annak szerepét az EV-K antibakterialis hatasaban.

6.3.1 A tarolasi koriilmények hatasa a neutrofil granulocita eredetii EV-k
tulajdonsagaira és bioldgiai funkcidjara

Az EV-k vilaga uj teriilet a biologidban, ezért szamos olyan technikai nehézségbe
utkoztiink kisérlettervezésiink soran, amire nem talaltunk valaszt az irodalomban. A
hosszadalmas EV-preparacios folyamat miatt a legtobb fejtorést az EV-kat tartalmazo
mintak megbizhatd tarolasa jelentette. A szakirodalomban fellelheté iranymutatasok
inkabb megszokasokon és elgondoldsokon alapultak, nem taldltunk jol kontrolallt
Osszehasonlitd vizsgalatot a kiillonbozd tarolasi hdmérsékletrdl és fagyasztdooldatokrol.
A Timar Csaba munkatarsam altal leirt és alaposan jellemzett opszonizalt részecskék
hatasara keletkezett aEV-kat és azok antibakterialis hatasat hasznaltuk modellként az

EV-tarolas idedlis koriilményeinek meghatarozasara.

6.3.1.1 Neutrofil granulocita eredetii EV mintak vezikulaszamanak valtozasa 1
honapos tarolas soran

Aramlési citométerrel vizsgaltuk a neutrofil granulocita eredetii aEV szdmanak
valtozasat 1 nap, 1 hét és 1 honapos tarolas utdn. A preparacid utan azonnal megmértiik
az anti-CD11b-vel jel616d6 vezikulak szamat, mig a szintén jeldlt parhuzamosokat négy
eltér6 homérsékleten, fénytdl védett helyen taroltuk. A +20°C-on, a +4°C-on ¢€s a
-20°C-on tarolt mintakat HBSS-ben tartottuk, a -80°C-on tarolt mintak esetében
HBSS alapt fagyasztdoldatokat is. A glicerint ¢s DMSO-t tartalmaz6 oldatok azonban a
vezikulak azonnali lizisét okoztdk — az dramlési citométerrel detektalt események nem

feleltek meg az EV kapuzasi feltételeinknek.
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A +20°C-on és +4°C-on tarolt mintak esetében a kapuzasi stratégianknak megfeleld
EV-szam a tarolasi id0 ndvelésével jelentésen csokkent. A -20°C-on és a -80°C-on
tarolt mintak esetében 1 honapos tarolasi idétartam alatt a vezikulaszam nem mutatott
valtozast (31. dbra A). Szintén nem taldltunk vezikulaszam-valtozast, ha a -80°C-on
tarolt mintakat folyékony nitrogénben fagyasztottuk, és a felolvasztast 37°C-0s
vizfiirddben végeztik, vagy ha 1 mg/ml albumin jelenlétében taroltuk a mintdkat

(31.abra B).
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31. abra: A tarolds hatasa az EV-szamra. A) A preparalds utin azonnal megmért EV-
szamhoz viszonyitva a +20°C-on és a +4°C-on tarolt mintak EV-k szama a tarolasi ido
novelésével folyamatosan csokkent. A -20°C-on és a -80°C-on tarolt mintakban az EV-szam
nem valtozott. A diagramon nyolc illetve négy (-80°C) fiiggetlen kisérlet atlagat és hibajat
(+S.E.M.) abrazoltam (*:p<0,05; egymintas t-préoba). B Nem befolyasolta vezikulaszamot,
ha a -80°C-on tartott mintat gyorsfagyasztottuk, vagy albumin jelenlétében taroltuk. A
diagramon négy fiiggetlen kisérlet atlagat és hibajat (+S.E.M.) abrazoltam.

6.3.1.2 Neutrofil granulocita eredetii EV-k aramlasi citométeres tulajdonsagainak
valtozasa 1 honapos tarolas soran

Az aramlasi citométerben mért EV-szdm nem véltozott a -20°C-on ¢és a -80°C-on

tarolt mintdk esetében, azonban megvaltozott az EV-populacié megjelenése FSC és

SSC tulajdonsagok szerint. Az FSC és SSC értékek a vezikuldk fényszorasi

képességétol fliggenek. Minél nagyobb egy vezikula, annal nagyobb a fényszoérasa és az

Ot jellemzd FSC és SSC értékek is. A friss mintdhoz képest a -20°C-on tarolt mintaknal
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az EV-populacio a nagyobb FSC és SSC értékek irdnyaba tolddott el, ami valosziniien a
vezikulak duzzadasat jelentette. Ilyen valtozas nem, vagy csak alig volt megfigyelhet6 a
-80°C-on tarolt mintdk esetében (32. abra A-C). A populacié méretbeli tulajdonsagainak
valtozasat jol jellemzi a mintdk FSC és SSC szerinti geometriai atlaganak valtozasa. A
-20°C-on tarolt mintadk esetében a taroldsi idd elérehaladtaval a geometriai atlag értéke
folyamatosan nétt. A -80°C-on tarolt mintdk geometriai atlagai nem kiilonboztek a

frissen megvizsgalt mintak atlagaitol (32. abra D-E).
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32. abra: A tarolas hatasa az EV-frakcié aramlasi citométeres tulajdonsagaira. A-C:
reprezentativ pontdiagramok az EV-K aramlasi citométeres megjelenésérol. A) A
preparacio utan azonnal megvizsgalt frakcio. B) Az 1 honapig -20°C-on tarolt frakeié. C)
Az 1 honapig -80°C-on tarolt frakcié. D) A vizsgalt frakciok SSC geometriai atlaga. E) A
vizsgalt frakciok FSC geometriai atlaga. A D és E diagramon harom fiiggetlen kisérlet
atlagat és hibajat (+S.E.M.) abrazoltam (*:p<0,05; kétmintas t-proba).

6.3.1.3 A tarolt EV-Kk méretmegoszlasanak valtozasa tarolas hatasara

Az aramlasi citométeres méret-meghatarozas pontossagat tobb tényezo is korlatozza,
kiilondsen nehéz a méret-meghatarozas a kisméreti bioldgiai mintak esetében [174,
175]. Megbizhatobb ¢és pontosabb vizsgalatot tesz lehetévé a dinamikus fényszorason

(DLS) alapuld vizsgalomodszer. A Semmelweis Egyetem Biofizikai és Sugarbiologiai
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Intézetben mikddd DLS vizsgalokésziilékkel mértik meg az EV-k méretvaltozasat
Veres S. Daniel segitségével. A preparacio utan azonnal megvizsgalt aEV mintaban két
jellemzd populacidt talaltunk. Egy, az exoszomak méretének megfeleld, 100 nm-es
atmérével rendelkezé populaciot és egy 600 nm korili, mikrovezikula méreti
populacidt. A -20°C-on tarolt mintdt 1 pm korili vezikuldk jellemezték. A nagyobb
vezikulaatméré megfelel az aramlasi citométerben latott FSC és SSC valtozasnak,
vagyis mindkét modszer szerint duzzadtak a -20°C-on tarolt vezikuldk. A -80°C-on
tarolt mintdkban a megdrzott megjelenésli exoszomafrakceido mellett kiszélesedett, 800

nm-es csticesal jellemezheté mikrovezikula populaciét talaltunk (33. abra).
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33. abra: A tarolas hatdsa az EV-k méret szerinti megoszlasara. A) A preparacié utan
azonnal megvizsgalt aEV. B) Az egy honapig -20°C-on tarolt minta. C) Az egy
honapig -80°C-on tarolt minta. Reprezentativ abrak.

6.3.1.4 A tarolt EV-K elektronmikroszkopos megjelenése tarolas utan

A tarolas nélkiil fixalt és beagyazott aEV-k meglehetdsen heterogén kinézetliek az
elektronmikroszkopos felvételeken. Az aramlasi citométer és a DLS altal meghatarozott
mérettartomanyba esd, egyszeres membrannal hatarolt vezikuldk valtozatos bennékkel
rendelkeztek. Voltak a citoplazmaéhoz hasonlé megjelenésii bennéket tartalmazo
vezikulak, talaltunk egészen elektrondenz és egészen vilagos bennéket mutatod
struktarakat is. A vezikuldk formaja nem szabalyos kor volt, inkabb ellipszis, vagy
szabalytalan alaku. Elvétve taldltunk ,,vezikula a vezikuldban” jelenséget, amikor egy
nagyobb EV-ban kisebb vezikula lathato (34. abra A). A -20°C-on és -80°C-on 1
honapig tarolt EV-k megjelenése nem kiilonbozott latvanyosan a friss mintaé¢hoz képest.
Valtozatos megjelenésii 100-600 nm-es vezikuldkat talaltunk, amelyek minden emlitett

szempontbol hasonlitottak a friss EV-khoz (34. abra B, C).
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34. abra: A tarolas hatiasa az EV-k elektronmikroszképos megjelenésére. A) A
preparacio utan azonnal fixalt frakcié. B) Az egy honapig -20°C-on tarolt minta. C) Az
egy honapig -80°C-on tarolt minta. Reprezentativ abrak.

6.3.1.5 A tarolt aEV-k antibakterialis hatasanak valtozasa

Munkacsoportunk bemutatta, hogy az aEV-k antibakterialis hatassal rendelkeznek.
Ha S. aureus-t 30 percen keresztiil 37°C-on, enyhe razatas mellett a frissen preparalt
aEV-kal inkubaljuk, akkor a behatasi id6 elteltével a baktériumok 20-30%-kal lassabb
felnovekedést mutatnak, mint a kezdeti baktériumkolonia. A lassabb felnovekedés
hatterében vagy a lecsokkent baktériumszam vagy egy bakteriosztatikus hatas all. Ezt az
ismételhetd és szamszeriisithetd biologiai hatast hasznaltuk a tarolds EV-funkcidra
gyakorolt kovetkezményeinek vizsgalatdra. A frissen megvizsgalt aEV minta
antibakterialis hatasat 100%-nak vettiik és ehhez hasonlitottuk a kiilonféle koriilmények
mellett tarolt parhuzamosok antibakterialis hatasat. A teljesen denaturalédott EV-minta
modellezésére 10 percig 100°C-on f6z6tt EV-frakciot hasznaltunk. Ebben a denaturalt
mintdban 30 perc alatt a baktériumok 40%-kal gyorsabb novekedést mutattak, mint a
friss aEV-k esetében. A +20°C-on és a +4°C tarolt EV-k esetében az antibakterialis
hatds mar 1 hetes tarolas utan teljesen eltint. A -20°C-on tarolt EV-K esetében az
antibakterialis hatds részben megtartott maradt az 1 hetes tarolasi id6 alatt, de az 1
honapig tarolt frakciok esetében a baktériumok mar jelentés novekedésgyorsulast
mutattak. A -80°C-on tarolt minta esetében tapasztaltuk az funkcio legkisebb romlasat,
azonban a tarolasi id6 novelésével az antibakteridlis hatds itt is tendencidzusan csokkent
(35. abra A). Nem javitott a tarolt EV-k antibakterialis hatasan a folyékony nitrogénes

gyorsfagyasztas, vagy az albumin jelenléte a fagyasztooldatban sem (35. abra B).
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35. abra: A tarolds hatasa az EV-k antibakteridlis hatisira. A preparalias utan frissen

vizsgalt minta antibakterialis hatasahoz viszonyitva a hédenaturalt EV-frakcié 40%-kal

rosszabb antibakterialis hatast mutatott. A) A +20°C-on, a +4°C-on és a -20°C-on tarolt
mintak antibakteridlis hatasa a tarolasi id6é novelésével folyamatosan csokkent. A -80°C-on

tarolt mintak antibakterialis hatasa kisebb mértékben csokkent a tarolasi idé novelésével. A

diagramon hat, illetve négy (-80°C) fiiggetlen kisérlet atlagat és hibajat (+S.E.M.)

abrazoltam (*:p<0,05; egymintas t-proba). B) A tarolas hatdsfokat nem javitotta a

gyorsfagyasztas, vagy az albumin jelenléte. A diagramon négy fiiggetlen kisérlet atlagat és

hibajat (+S.E.M.) dbrazoltam (*:p<0,05; egymintas t-proba).

Nem talaltunk olyan tarolési koriilményeket, amelyek alkalmazdsaval hosszutavon
tarolni lehet az EV-kat. Bar a rovid, 1 hét koriili -80°C-on torténd tarolds nem okozott
lényeges megjelenésbeli, vagy funkcidvesztéssel jard valtozasokat, a tovabbi
vizsgalatainkhoz az EV-kat frissen preparaltuk és teszteltilk. A tomegspektrométeres

vizsgalatok 3 napig -60°C-on tarolt és szallitott EV-kbol késziiltek.

6.3.2 A spontan sejthalil soran keletkezé EV jellemzése

Munkacsoportunk az EV-k képzédését egy dinamikus folyamatnak gondolja, ahol a
sejtek a kiilonféle biologiai kdrnyezet hatdsdra mas és mas dsszetételli és funkcioju EV-
termeléssel valaszolnak. Ezen elgondoldst kovetve a neutrofilek hdrom biologiailag
valoszinli allapotaban képzodott EV-it vizsgaltuk. A nyugvo, de aktivalhato sejtek altal
termelt EV-kat (SEV), a neutrofilek természetes ellenségei (opszonizalt baktériumok

vagy gombak) hatasara termelt EV-kat (aEV) és a neutrofilek spontan sejthalala kzben
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termel6dott EV-kat. A sEV és az aEV éltalanos jellemzését Timar Csaba munkatirsam
végezte el, én a kiilonféle EV-k szuperoxid-termelését és a spontan sejthalal soran
keletkez6 EV-Kat vizsgaltam.

A neutrofil granulocitak rovid életidejii sejtek. Sejtmédiumban 37°C-on, 5% CO,
mellett tartott nyugvo sejtek hamar a sejthalal jeleit mutattak in vitro. A frissen preparalt
sejtek mindossze 8%-a jel6l6dott a PS-hez nagy affinitassal k6t6do annexin V-FITC-tal
(BD Pharmigen) és a DNS-hez kot6dé PI-dal (Sigma-Aldrich). Egy nap elteltével
azonban a sejtek 53%-a jel6l6dott annexin V-tel és tovabbi 12% mar PI-dal is. A PS
tartos kihelyez0dését a sejtfelszinre a korai sejthaldl jellemzdjének, a PI jelolodést a
kés6i sejthalal jellemzo6jének tartjak [181, 182]. Tovabbi 1, illetve 2 nap elteltével az
aramlési citométerrel detektalhato sejtek tulnyomo tobbsége a késoi sejthalal allapotaba
keriilt (36. dbra A). A sejtszam a hiarom napos inkubdcio alatt a kiindulasi érték
toredékére csokkent (36. abra B). A sejtszam csokkenésével ellentétesen valtozott a
mintabol preparalt 300 nm és 3,8 um kozotti atmérdvel rendelkezé, CD11b markert
hordozé EV-k mennyisége. A 3. napra sejtenként kb. 10 vezikula képzddott (36. abra
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36. abra: A neutrofilek spontan halila és az ekézben megfigyelt EV-termelédés. A) A
sejtek életképességének idobeli valtozasa. A grafikonon harom fiiggetlen kisérlet atlagat
és hibajat (+S.E.M.) abrazoltam. B) A sejtszam csokkenésével parhuzamosan né az
aramlasi citométerrel detektalhaté EV-k szama. A diagramon harom fiiggetlen kisérlet
atlagat és hibajat (+S.E.M.) abrazoltam.
A tobb nap alatt képz6dott EV-k aramlasi citométerrel detektalhatd szama és
Osszfehérje-tartalma 1ényegesen nagyobb volt, mint a félora alatt képz6d6 sEV-k, vagy
a szintén féloras opszonizalt élesztd aktivacio kivaltotta aEV-k szama és Osszfehérje-

tartalma (37. abra A). A kiilonféle EV-mintak vezikuldinak atlagos fehérjetartalmat
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kiszamolva, a félora alatt képz6dott SEV és az aEV esetében 1,2 pg/vezikula koriili
értéket kaptunk. A spontan sejthalal soran képz6dé vezikulaknal az atlagos vezikula-

fehérjetartalom folyamatos csokkenését talaltuk (37. abra B).
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37. abra: A) A neutrofilek spontan halala kozben képzédott EV-K szamanak és
fehérjetartalmanak osszevetése az SEV és az aEV-k szamaval és fehérjemennyiségével. A
diagramon 5 fiiggetlen kisérlet atlagat és hibajat (+S.E.M.) abrazoltam (*:p<0,05; kétmintas
t-préoba a SsEV-k szamahoz viszonyitva; #:p<0,05; kétmintas t-proba a SEV-k
fehérjemennyiségéhez viszonyitva). B) Az atlagos vezikula-fehérjetartalom a sEV, az aEV és
a spontan sejthalal soran képz6doé EV-frakciékban. A diagramon 5 fiiggetlen kisérlet atlagat
és hibajat (+S.E.M.) abrazoltam (*:p<0,05; kétmintas t-préba a s EV-khoz viszonyitva).

Osszhangban van az egyedi vezikuldk fehérjetartalmanak valtozasaval az EV-k
elektronmikroszkopos megjelenése is. A rovid id6 alatt keletkez6 EV-k elektrondenz
bennékkel rendelkeznek, ami a fehérjedis strukturakra jellemz6. Ezzel szemben a
spontan sejthalal soran képz6dott EV-k esetében ritkan lathato elektrondenz bennék. A
sEV és az aEV esetében €ép hatarolomembrannal rendelkez0, kor vagy ellipszis formaju,
tulnyomodan elektrondenz, vagy a citoplazméhoz hasonlé megjelenésii bennékkel
rendelkezd, 100 nm és 500 nm kozotti heterogén vezikuldkat talaltunk. A spontidn
sejthalal soran képzddd EV esetében az anyasejtek koranak eldrehaladtival egyre
kevesebb ép hatarolomembrant talaltunk. Ezzel parhuzamosan fogynak az elektrondenz,
vagy citoplazmatikus megjelenést mutaté bennékkel rendelkezd struktarak is. A
vezikuldk deformalddtak, nem ritkan 500 nm-nél lényegesen nagyobb atmérét mutatnak

(38. abra).

66



DOI:10.14753/SE.2015.1815

38. abra: A sEV (A) az aEV (B) és a spontan sejthalal (C: 1 napos, D: 2 napos, E: 3 napos
neutrofilek) soran keletkezé EV-k elektronmikroszkopos képe. A rovid idé alatt keletkezé
EV-k ép hatarolomembrannal és elektrondenz bennékkel rendelkeznek. A spontan sejthalal
soran képzdédott EV-k nagyobbak, a hatirolomembranok nehezen kivehetdk, elektrondenz
bennék ritkan lathatdé. Reprezentativ EM felvételek.

Az elektronmikroszkopos felvételek altal mutatott méretbeli kiilonbséget DLS-en
alapulé méretmeghatarozassal is megvizsgaltuk. A sEV és az aEV-frakciok kozott nem
rajzolodott ki jellemzd kiilonbség tobb mérés eredményének Osszevetése utdn sem. A
6.3.1.4 fejezetben leirtakhoz hasonléan az aEV-k egy exoszéma méreti 100 nm-es
csuccsal €és egy nagyobb, a mikrovezikula mérettartomanyba esé 500-600 nm-es
csucesal jellemezhetd populaciot mutattak. A spontan sejthalal soran nyerheté EV-k
széles megoszlast mutattak a 150 és 1000 nm kozotti tartomanyban. Ezt a heterogén

populaciot leginkabb egy 250 nm-es és egy 800 nm-es cstcs jellemezte (39. abra).
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39. abra: Az aEV és a spontan sejthalal
0.00 E soran  képz6dSé EV-ok dinamikus
10 100 1000 fényszoras alapjan  meghatarozott
Atméré (nm) jellemzé atmérGi. Reprezentativ abra.
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6.3.3 Neutrofil granulocita eredetii EV szuperoxid-termelése

Eredeti kérdésiinkhdz, hogy a neutrofil granulocitak EV-i termelnek-e szuperoxid-ot
csak mindezen kontroll és tulajdonsag meghatarozo mérések utan tudtunk visszatérni.

A PMN eredetii EV-k szuperoxid-termelését SOD-zal gatolhat6 citokrém redukcion
alapulé modszerrel vizsgaltuk. A pozitiv kontrollként hasznalt PMN sejtek a PKC-t
erdteljesen aktivalo farmakoldgiai stimulus, a PMA hatdsara intenziv szuperoxid-
termeléssel valaszoltak. Azonban a PMA sem a nyugvo sejtekbdl szarmazo SEV-K, sem
az aEV-k, sem a spontan sejthalal kozben keletkez6 EV-k esetében nem okozott
citokrom redukciot (40. abra A).

A sejten, vagy vezikulan beliili térbe torténd O, -termelést kemolumineszcencia-
valtozason alapuld modszerrel vizsgaltuk. A PMN sejtek mind PMA-ra, mind
opszonizalt baktériumok hatasara jol detektilhato O, -termeléssel valaszoltak. A
kiillonféle modon keletkezett EV-k ezzel a mddszerrel sem mutattak detektalhaté O, -
termelést (a 40. abra B részén az attekinthet6ség kedvéért az EV mintak koziil csak az
aEV esetében mutatom az opszonizalt Dbaktérium hozzidaddsa utdn mért

kemolumineszces jelet).

A
0,6 - PMN PBS 1,5 ——PMN PMA
-=-PMN PMA PMN S. aureus
—-+—aEV PMA —-+—aEV PMA
-=-sEvV PMA aEV S. aureus
——3 napos EV PMA -=-sEV PMA
04 - 1 _|—®=3 napos EV PMA
a
a 2
(@) oc
0,2 - 0,5 -
YTTTTTTTTTTTTTTTTTY fffffff
0 o= EETTEIII o . _
0 5 10 15 20 25 0 10 20 30 40
1d6 (perc) 1d6 (perc)

40. abra: A kiilonféle EV-frakciok O, -termelése. A) Egyik EV-frakcié sem mutatott
citokrom ¢ redukciéval kimutathaté O, -termelést PMA aktivaciéra. A diagramon 6
(PMN), 5 (aEV, sEV), illetve 4 (sejthalil soran képzédo EV) fiiggetlen kisérlet atlagat
és hibajat (+S.E.M.) abrazoltam B) Egyik EV-frakci6 sem mutatott
kemolumineszcencia-valtozassal kimutathato O, -termelést PMA, vagy opszonzialt S.
aureus aktivaciora. A diagramon 3 fiiggetlen Kkisérlet atlagat és hibajat (+S.E.M.)
abrazoltam.

68



DOI:10.14753/SE.2015.1815

6.3.4 A NADPH-oxidaz alegységeinek tomegspektrométeres kimutatasa a
neutrofil granulocita eredetii EV-kban

A fagocita NADPH-oxiddz alegységeinek jelenlétét az EV-frakciokban
tomegspektrométerrel vizsgalta meg szamunkra Kenneth Mcleash. Az éltala elvégzett
mérés egy félkvantitativ moddszer, amely a fehérjék mennyiségével aranyos
exponencialisan modositott fehérje gyakorisagi indexet (emPAl) adja eredményiil. Az
emPAI szam a vizsgalt fehérje méretével korrigalja a fehérjére jellemzo, azonositott
peptidek szamat, és nagymértékben korrelal egy fehérje abszolit mennyiségével az
adott mintaban [183]. Az oxidazalegységekre vonatkozo emPAI értékeket tiintettem fel
az II. tablazatban. Az aEV-frakcidban kimutathatok voltak a membrankotott
oxidéazalegységek (gp91P"™, p22°"* ¢s Rac), és megtalalhato volt a citoszolikus p67°"™
fehérje is, de hidnyzott az oxidaz Osszeépiiléséhez elengedhetetlen p47°"™, és a
funkcidjat bizonyos esetben betdlts pd0P"™. A tdbbi EV-frakcioban minden

oxidazalegység jelen volt.

Il. tablazat: Az EV-frakciokban kvantitativ tomegspektrometriaval kimutatott
NADPH-oxidaz alkotorészek. A feltiintetett szamértékek a spektrilis szamon
alapulo emPAI értékek.

gpo1Phox  pogPhox  pg7Phox p47Phox Rac1/2 pAQPhox

aEV 0,77 0,78 0,12 - 4,96 -

SEV 0,68 0,68 0,14 0,40 5,22 0,22
1 napos EV 0,35 0,41 0,23 0,77 3,37 0,13
2 napos EV 0,57 1,89 0,32 0,93 5,06 0,09
3 napos EV 0,44 0,57 0,17 0,83 3,00 0,12
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6.3.5 A reaktiv oxigénszarmazékok szerepe az aEV-k antibakterialis hatasaban

A reaktiv oxigénszarmazékok esetleges szerepét a PMN eredetii aEV-k
antibakterialis hatdsaban baktériumnovekedés-teszttel vizsgaltuk. A aEV-mintak atlagos
antibakterialis hatdsa a vizsgalati id6 30 perce alatt az eredeti baktériumnovekedés 61%-
ara csokkentette az S. aureus novekedési titemét. Ugyanennyi nem aktivalt sejtbél
képzddd sEV-n a baktériumok szaporodni tudtak, és a 30 perc elteltével a
baktériumnovekedés 7%-kal gyorsult a kezdeti értékhez képest. Még latvanyosabb
baktériumszaporulatot lattunk a spontan sejthalal soran képz6dott EV-k esetében. A S.
aureus novekedési sebessége a kezdeti értek 150%-ra ndtt. (41. dbra)

Az aEV esetében latott antibakterialis hatast DPI jelenlétében is megvizsgaltuk. A
DPI a hem csoportot tartalmazo fehérjék nem specifikus gatloszere, a ROS-képzés
folyamataban gatolja a fagocita NADPH-oxidaz és a micloperoxidaz miikodését is.
PMN sejtek esetében a DPI ROS-termelést gatld hatdsa megmutatkozik a sejtek
antibakterialis hatasanak csokkenésében is [170]. Az aEV-minta 1 uM DPI-vel torténd

elokezelése utan nem talaltunk kiilonbséget az antibakterialis hatasban a DPI-vel nem

kezelt aEV-frakciohoz képest (41. abra).

200 - *

150 - *
100 - ___ns. I
o HE ' '

PMN akEv aEV + DPI sE 3 napos
EV

41. abra: A kiilonféle EV-k antibakterialis hatdasa. Az y-tengelyen a baktériumnovekedést
abrazoltam a kezdeti baktériumnovekedés szazalékaban. Az aEV-frakcio DPI-vel nem
gatolhato modon csokkentette a S. aureus novekedési képességét. A sEV-Kkon és a spontan
sejthalal soran keletkezé EV-kon a baktériumok novekedést mutatnak. A diagramon 4
(PMN, aEV, aEV+DPI, sEV), illetve 8 fiiggetlen kisérlet atlagat és hibajat (+S.E.M.)
abrazoltam (*:p<0,05; kétmintas t-préba).

Baktérium novekedés (%)
3
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Azokban a EV-frakciokban, ahol kimutattuk minden NADPH-oxidaz alegység
jelenlétét, nem volt antibakterialis hatas, ugyanakkor ahol volt antibakterialis hatast ott
nem volt jelen minden oxidéaz alegység. Ezzel a megfigyeléssel 6sszhangban van, hogy
a DPI nem gatolta az antibakterialis hatast, vagyis a fagocita NADPH-oxidaz nem

jatszik szerepet a munkacsoportunk altal leirt aEV-k antibakteridlis hatdsaban.
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7 Megbeszélés

Az irodalmi attekintés soran igyekeztem hangsulyozni, hogy a megfeleld helyen,
idoben ¢és mennyiségben termelt reaktiv oxigénszarmazékok 1étfontossagu
folyamatokban vesznek részt, de a ROS-termelés szabalyozdsanak kisiklasa, stlyos
betegségek kialakulasahoz vezethet. Az alulmikodéses allapotok jellemzden ritka
el6fordulastt  genetikai betegségeket takarnak, a talzott ROS-termeléssel zajlo
korfolyamatok azonban széles tomegeket érintd, az életmindséget stlyosan csokkentd
betegségekért tehetok felelossé. Az utdbbiak az egészségiigyi ellatorendszert is egyre
nagyobb kihivasok elé allitjak. PhD-munkam soran azokat a szabalyozo
mechanizmusokat vizsgaltam, amelyek egészséges koriilmények kozott kordaban tartjak
a neutrofil granulocita NADPH-oxidazanak ROS-termelését.

Munkam elsé részében a gyulladdsos oxidativ stressz soran képzd6dd oxidalt
foszfolipidekkel foglalkoztam. Valery N. Bochkov elképzelésén tovabbhaladva
egylittmiikddé partnereink kimutattdk, hogy az oxidalt foszfolipidek ugy gatoljak a
neutrofilek oxidativ robbanasat, hogy a sejtek aktivalodasa szempontjdbdl 1ényeges
jelatviteli utakat (ERK és p38MAPK foszforilacio) és a fagocitdzist nem gatoljak.
Ennek hatterében részben az az éltalunk sejtmentes rendszerben megfigyelt hatas allhat,
hogy az oxPAPC gatolja a NADPH-oxidaz szuperoxid-termelést. Nem gatolja azonban
a mar Osszeépiilt NADPH-oxidazt, igy valoszinli, hogy az oxPL-ek kozvetleniil az
enzimkomplex Osszeéplilését zavarjdk meg, nem az enzim aktivitasat. Sejtes
rendszerben az oxPL-ek hatasa kifejezettebb volt a ROS-termelésre, mint a sejtmentes
rendszeriinkben, ami felveti, hogy az oxPL nem csak kozvetleniil gatoljak az
enzimkomplex dsszeépiilését, hanem valamilyen kozvetett, jelatvitelhez kapcsolt médon
is. Ezt tamasztja ala az is, hogy sejtmentes rendszerben nem tapasztaltuk a nem oxidalt
PL-ek szuperoxidtermelés-fokozo hatasat, amit kollaboracios partnereink megfigyeltek
sejtes rendszerben. Osszegezve Ugy gondoljuk, hogy egyes PL-ek szdveti
oxidativstressz-érzékelok, amelyek negativ visszacsatoldssal kozvetlen és kozvetett
moédon gatoljak az akut gyulladasok legjelentésebb ROS-forrasat, a fagocita oxidazt
(42.4bra).

72



DOI:10.14753/SE.2015.1815

Szoveti sejtek Szbveti sejtek

Granulumok ROS/' \ Granulumok

Kialakulé fagoszéma Kialakulé fagoszoma
Y oXPAPC 7
4 RRS,
< p67-pa7
~ S
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/
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Kérokozé Kérokozé Nox2

42. abra: A foszfolipidek ROS-szenzor miikodése. A) Az aktivalodott neutrofil altal
termelt ROS oxididlja a kornyezd szoveti sejtek foszfolipidjeit. B) Az igy keletkezé
OXPAPC egyrészt kozvetleniil gatolja a NADPH-oxidaz alegységeinek oOsszeépiilését,
masrészt valésziniileg gatolja a ROS-termelést kivalto jelatviteli ut(aka)t is. (Az abrahoz
a ,,medical-dictionary.thefreedictionary.com/phagocytosis” oldalon talalhaté rajzot
hasznaltam fel.)

A neutrofil granulocitdkban kifejez6d0 RacGAP-ok szintén a szuperoxid-termelés
negativ szabalyozoi. Az altalunk vizsgalt GAP-ok membranhoz nem kotott formaban a
NADPH-oxidaz enzimkomplex 0Osszeépiilésének gatloi lehetnek. Nem talaltunk
kiilonbséget a rekombinans ARHGAP1, ARHGAP25, ARHGAP35 és a Ber
membrankotott Rac-GTP iranti hozzaférhetdségben. A folyadékfazisban talalhatdé GAP-
ok azonban nem kozvetlen szabalyoz6i a mar Osszeépiilt NADPH-oxidaz
enzimkomplexnek. Ennek valdszinli magyardzata, hogy az Osszeépiilt komplexben a
Rac, olyan helyzetbe keriil, ahol nem férnek hozza a szolubilis GAP-ok. Azonban
fontos megjegyezni, hogy kisérleteinkben rekombindns modon eldallitott, GST-fuzios
GAP-okat vizsgaltunk. Elképzelhetd, hogy ezen GAP-ok endogén szolubilis formai az
altalunk megfigyeltektdl eltérdéen viselkednek in vivo.

A szuperoxid-termelés szabalyozasaban membrankotott GAP-ok is részt vesznek.
Ezt tdmasztja ald a félrekombindns rendszerben kordbban is és most is megfigyelt
fluoridhatas, amely a szuperoxid-termelést a GAP-ok gatlasan keresztiil fokozza [78].
Nincs lényeges kiilonbség a fluoridhatisban az enzimkomplex Osszeépiilése eldtt €s
utan, vagyis a membranfrakcioban 1évé GAP-ok az 0Osszeépiilt komplexben is
szabalyozzak a Rac-ot. fgy a membrankotott GAP-ok nem csak az enzimkomplex
Osszeépliilésének gatlasaval, hanem a mar miikodé6 NADPH-oxidaz szabalyozasaval is
csokkenthetik a szuperoxid-termelést. A membranban 1évé kisméreti GAP-ok, az
ARHGAP1 (50 kDa) és az ARHGAP25 (73 kDa) mennyiségének csokkentésével

novekedett a szuperoxid-termelés sebessége. Ezzel szemben a 1ényegesen nagyobb, 190
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kDa méreti ARGAP35 mennyiségének csokkentése nem befolyasolta a szuperoxid-
termelést. A megfigyelt GAP-szelektivitas hatterében a vizsgalt GAP-ok eltéré mérete,
vagy egy fehérje-kolcsonhatas allhat, ami szelektivitassziiroként egyes GAP-okat a Rac-
hoz enged, masokat nem. Ilyen szelektivitassziird kapcsolatot megfigyeltek mar kis G-
fehérje, a ra hatdé GEF és a kis G-fehérje célfehérjéje kozott, ahol a célfehérjéje
,»valasztja meg” a GEF-et a Rac szamara [184, 185]. Susan M. E. Smith (Department of
Biology and Physics, Kennesaw State University, USA) kollaboracios partneriink a kis
G-fehérjék hasonlosagat kihasznalva megvizsgalta, hogy milyen viszonyba keriil a Rac

célfehérje p67°"™

¢s a Rac-ra p
hat6 GAP egymassal, ha
mindketten a Rac-hoz kotnek. A
mér meglévd Rac-p67™"* (a
Rac-kotésben fontos p67°">*TRP
domén kristalyszerkezete
ismert) [186] ¢és  Cdc42-
ARHGAP1 (csak a GAP domén
kristalyszerkezete ismert) [101,
187, 188] fehérjekapcsolatok

kristalyszerkezeteit a kis G-

fehérjék egymasnak  valo

megfeleltetésével ]
g eteseve egymasra ARHGAP1

vetitette, és a kapott GAP-Rac-
p67P"ox komplexben
megvizsgalta, hogy van-e térbeli
itkdzés. Azt taldlta, hogy a
GAP ¢és a p67™™  eltérd

felszineken kapcsolddik a Rac-
43. abra: A p67phox-Rac-ARGAP1 trimer szamitison
alapulé lehetséges szerkezete. A) A Rac és a CDC42
minimalis térbeli titkozést talalt  hasonloé szerkezetét Kkihasznialé szalagmodell. A kék
phox — ) aminosav a GAP domén a Katalitikus argininje. A kék
a pé7 N-termindlisa és a ellipszis a térbeli iitkozést jelzi. B) A trimerszerkezet
GAP domén kozdtt (43. abra). felszineinek bemutatisa. A harom fehérjerész ugy fekszik
ossze, hogy szabad marad a rac ,inzert” régidja, ami a
A fehérjevegek  gp91P"™ kitésében vehet részt.

kal, ¢és mindGssze egy
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mozgékonysaga miatt ez az litk6zés valdszinilileg nem jelenti tényleges gatjat a fehérjék

phox

kolcsonhatasanak, sot ez, illetve a GAP és a p67 szamottevd Osszefekvd felszinei

alapjai lehetnek a megfigyelt GAP-szelektivitasnak. A p67°"™- és a GAP-koté felszinek
77], tovabba marad elég hely a p67""* TRP doméntél C-terminalisan elhelyezkedd
részének és az ARHGAP1 GAP doménen kiviili részeinek is.

Mindezek alapjan ugy gondoljuk, hogy az 0Osszeépiilt fagocita NADPH-oxidaz
gatlasdban, ¢és ezaltal a szuperoxid-termelés ledllitdsaban legalabb két, kiilonb6zd,
membrankotott GAP jatszhat szerepet. Az ARHGAP1 és ARHGAP25 in vitro
helyettesithetdségének lehetséges magyarazata, hogy a miikodo sejtben eltérd jelatviteli
utak célpontjai lehetnek a kiilonféle GAP-ok. Szamos példa ismert egyes GAP-ok
aktivitasat és lokalizaciojat megvaltoztatd foszforilacion és lipid-fehérje kdlesonhatason
alapulo jelatviteli folyamatra [189]. Ez a szabalyozasi soksziniiség teszi lehetévé az
olyan kis G-fehérje kapcsolt biologiai folyamatok finom szabalyozasat, mint a
szuperoxid-termelés. Elképzelésiinket NADPH-oxidaz GAP-ok altali szabalyozasarol a

44. abran Osszegzem.

" ARHGAP

35

',/\ -@@

@ Citoszol GAP-ok

44. abra: Az osszeépiilt NADPH-oxidaz leallitisaban valdésziniileg nem jatszanak
kozvetlen szerepet a citoszol GAP-jai és a membrankotott ARHGAP35. Ha azonban az
addig a citoszolban talilhaté ARHGAP1 és ARHGAP25 Kkiilonféle jelatviteli utak
hatasara kihelyezédnek a membranhoz, akkor képesek a Rac-hoz férkdzni és a NADPH-
oxidazt gatolni.
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PhD munkdm tovabbi részében a neutrofil granulocita eredetli extracellularis
vezikulak reaktiv oxigénszarmazék-termelését megvizsgaltam. Azonban ahhoz, hogy
hiteles és megbizhat6é eredményeket kapjunk sziikség volt a funkciovesztés nélkiili EV-
tarolas koriilményeinek meghatarozasara. A szobahémérsékleten, vagy 4°C-on tarolt
EV-mintdk esetében mar 1 hét leforgdsa alatt jelentdés vezikulaszdm-valtozast
tapasztaltunk. Ezzel 6sszhangban az antibakterialis hatassal rendelkezé aEV-K teljesen
elvesztették funkcidjukat ugyanezen tarolasi 1d6 alatt. A -20°C-on, fagyasztva tarolt
EV-k esetében, bar nem tapasztaltunk jelentdés szambeli valtozast az 1 hoénapos
vizsgalati 1d0 alatt, de a vezikulak jelentés morfoldgiai valtozasokat mutattak aramlasi
citométerrel ¢és DLS-sel vizsgalva. A latott valtozasokat valoszinlleg duzzadas
kovetkeztében szenvedték el az EV-K. Az 1 honapos tarolasi idétartam alatt szamottevo
mértékben csokkent a -20°C-on tarolt aEV antibakterialis hatidsa is. A legkisebb
mértékii morfoldgiai valtozast és funkciovesztést a -80°C-on tarolt EV-k esetében
tapasztaltuk, fiiggetleniil a fagyasztds és a felolvasztas sebességétl. Sajnos az
antibakterialis hatds romlisa a tdrolasi id0 novelésével ebben a mintaban is
tendenciozusan erdsodott. Ezen eredmények alapjan gy itéltiik meg, hogy funkcionalis
vizsgélatokhoz célszerli frissen készitett EV-mintdt haszndlni, illetve ha technikai
okokbol a tarolas elkertilhetetlen, akkor az EV-kat -80°C-on érdemes tartani.

Munkacsoportunk a neutrofil granulocita harom, biologiailag valdszinli allapotaban
képzett EV-ival foglalkozott. A neutrofilek nyugvo és aktivalt allapotban is jol
detektalhaté mennyiségben termelnek EV-kat. Szamos EV képzddik azonban a sejtek in
vitro spontan sejthalala kdzben is. Bar ez utobbi esetben Iényegesen hosszabb id6 alatt
képz6dott vezikulakat szamszerisitettiink, mégis fontos felhivni a figyelmet arra, hogy
egy bioldogiai mintaban — példaul szovetkulturakban — mindig megfigyelhet6 a sejtek
egy részénél a programozott sejthalal valamilyen formaja. Kiilondsen igaz ez a rovid
¢életideji neutrofil granulocitdkat tartalmazd készitményekre. A legtobb neutrofil
eredeti EV-kal foglalkozo publikacioban nem talalhaté adat az EV-kat termeld
neutrofilek életképességérdl, igy nem zarhato ki, hogy a megfigyelt hatdsok egy részéért
a neutrofilek sejthalala soran képz6dott EV-k a felelosek. Ezt tamasztja ala a neutrofil
eredeti EV-K tobb munkacsoport altal is megfigyelt anti-imflammatorikus hatésa is
[144, 145, 147], ami hasonld az apoptotikus neutrofilek bekebelezése altal kivaltott anti-

imflammatorikus makrofag valaszokhoz [23]. A neutrofilek spontan sejthalala kdzben
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képzodott EV-k szamos tulajdonsdgukban hasonlitanak az aktivaciora képzodott és
specifikus hatissal rendelkezd EV-kra. Aramlasi citométerrel vizsgalva széles
mérettartomanyban megoszld, helyes orientaltsagi (a foszfolipid kettés membran
eredetileg is kiilsé rétege talalhatdo kiviil), vezikuldris természettel rendelkezd
eseményeket talaltunk, amelyek az aktivaciora keletkezett EV-khoz hasonldéan
jelolodtek annexin V-tel és az anyasejtre jellemz6 felszini markerrel (CD11b). DLS
vizsgalatnak alavetve az aEV-kal nagyban atfedé méretmegoszlast talaltunk a sejthalal
kivaltotta EV-knal, amelyben exoszoma és mikrovezikula méretli részecskék egyarant
el6fordulnak. Elképzelhet6, hogy a nagyobb vezikulak (amelyeket az irodalom
hagyomanyosan apoptotikus testnek nevez) a mintakészitési eljarasunk elsé, 500 g
gyorsuldsu centrifugéldsandl leiilepednek, ezért nem taldlunk 1 pm-nél lényegesen
nagyobb atmérdjl vezikulakat. Az eddigi eredményekt6l eltéréen 1ényeges kiilonbséget
talaltunk a spontan halal soran képz6d6 EV-k és az aktivaciora képz6d6 EV-k elektron
mikroszkdpos megjelenésében. Mig utobbiakra elektrondenz és citoplazma megjelenésii
bennék a jellemzO, addig a spontan sejthalal eredeti EV-k sokkal ritkabban
tartalmaznak jellemzd bennéket. Az utdbbi vezikuldk mérete eltolodott a nagyobb
struktarak fele, és az 1d6 elérehaladtaval egyre kevesebb €p hatarolomembrant talaltunk.
Ennek megfeleléen az egyedi vezikuldk atlagos fehérjetartalma a sejthalal
elérehaladtaval egyre alacsonyabb. Szintén a sejthalal soran képz6dd EV-ra jellemzd
munkacsoportunk azon megfigyelése, hogy az aEV-t6l és a SEV-tol eltéréen az spontan
sejthalal kivaltotta EV-kban kimutathatd mennyiségben talalhatd DNS (nem publikalt
eredmény). A kiilonféle EV-frakciokra jellemzé tulajdonsagokat a Ill. tablazatban

foglalom 6ssze.
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I11. tablazat: Az neutrofil eredetii EV-k jellegzetességi.

Anyasejt PSazEV  Neutrofil EM , ROS-  Antibakte-
o ] Atméré DNS
életképessége  Kkiilsején marker megjelenés termelés rialis hatas
AnnV7; PI Elektrondenz és 100 és
nem mutatja citoplazmaszerit 500 nm . . .
SEV ' Van Van o ' Nincs Nincs Nincs
jeléta bennék; ép koriili
sejthaldlnak hatdrolomembrén  cgycsok
AnnV7; PI Elektrondenz és 100 és
nem mutatja citoplazmaszeri 500 nm . .
aEV _ Van Van o _ Nincs Van Nincs
jeléta bennek; ép korili
sejthalalnak hatdrolémembran  cgycsok
Sejt- AnnV™; Pi* Ures struktarék, 250 ¢s
Korai, és sériilt 800 nm ) )
halal Van Van Nincs Nincs Van
késoi membrantoredé- korili
EV o kek
apoptozis jel e cstcsok

A vizsgalt EV-frakciok tovabbi kozos tulajdonsaga, hogy sem PMA, sem opszonizalt
baktérium  jelenlétére nem  valaszoltak  kimutathatd  szuperoxid-termeléssel.
Elképzelésiink szerint ennek hatterében eltéré folyamatok allhatnak az egyes EV-
frakciok esetében. Az aEV-frakcio tomegspektrometridval azonositott viszonylag kevés,
298 fehérjéje kozott nem talalhatdo meg a NADPH-oxiddz Osszeépiiléséhez
elengedhetetlen p47°". Figyelembe véve, hogy a tobbi oxidézalegység, beleértve a
pa7P"™*_szal gyakran komplexben 1évé p67°"™-ot is, az egyéb EV-mintakban kimutatott
mennyiséghez képest hasonld mértékben van jelen, valamilyen szelektalasi,
csomagolasi folyamatot kell feltételezniink a jelenség hattérben. Ez a csomagolasi
folyamat tehetd feleldss€ a munkacsoportunk 4altal bemutatott granulumfehérje-
dasulasért, a lesziikiilt fehérjeprofilért és a p47°"™-hianyaért az aEV-kban [190]. Ettd] a
csomagolasi stratégiatol eltérd képet mutat a nyugalomban és a spontdn sejthalal soran
képzodott EV-k fehérjeprofilja. Az aktivacido nélkill képzédé EV-k Iényegesen
sz¢lesebb ¢€s az antibakteridlis fehérjékre kevésbé kiélezett fehérjeprofilt mutatnak (kb.
700 azonositott fehérje). Ez felveti a lehet6séget, hogy a nyugalomban termel6dott SEV-
k valdjaban a frissen preparalt PMN mintaban is jelenlévd oreg, apoptotizald sejtekbol
szarmaz6 EV-K. Ezt az elképzelésiinket tamasztja ald a tomegspektrometria altal

kimutatott fehérjék mennyiségi sorrendjének megfeleltetése a kiilonféle EV-frakciok
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kozott. A kirajzolodott fehérjegyakorisagi mintazatokat (45. abra A-B) jellemzd

regresszios

koefficienseket

megvizsgalva azt

talaltuk, hogy az

sEV-frakcid

fehérjeprofilja jobban hasonlit a spontan sejthalal kozben képzodott EV-k profiljara,

mint az aEV-kéra (45. abra C). A spontan képz6d6 EV szélesebb fehérjeprofiljanak

koszonhetéen minden oxidazalegység megtalalhato volt ezekben a mintdkban. Az egyik

lehetséges magyarazat arra, hogy ennek ellenére nem tudtunk szuperoxid-termelést

Kimutatni, az, hogy az egyiitt veszélyes oxidazalegységeket a programozott sejthalal

soran eltérd

,.halottaskocsikba”

csomagolja a

sejt.

Szintén magyarazhatja a

megfigyelteket, hogy az alegységek inaktiv, vagy tartésan gatolt formaban vannak jelen

az EV-kban, illetve hianyozhat az 6sszeépiilés elinditasahoz szilikséges jelatvitel is.

A B
800 - 300 -
o * *e *® N
700 - . L .
° . . t.;:o.‘.‘/’ 250 - .1 ’f,.“; vetd Sl o
€ 600 - R AR ’ IR
e AR P ARYR IS ° s ¢, MR
s $e e, ¢ Ry XA €200 | ¢, %ol
S 500 - N ¥ I o % %esd 00, .
> ¢ IR ’00/". PN ] e 2t S LIRS .
D400 | ¢ e feee el e, 2150 | o Bl
*
g 300 { o ‘3: ’06" 0/0 *estenz i o N o . :
g MRS P AR XS K 100 208 o0l
» 0t L& L8 .
™ 200 - .0. ‘:VVQ?O > e ’: ”’ K :%‘ *
R
100 - X go:t{: 0 50 o .z& s .
ALY . ~
0 T T T 0 T T T
0 200 400 600 0 200 400 600
sEV sorrend sEV sorrend
C
R? akEVv SEV 1 napos EV 2 napos EV 3 napos EV
aEVv 1 0,517 0,402 0,436 0,304
sEV 0,517 1 0,624 0,595 0,627
1 napos EV 0,402 0,624 1 0,814 0,732
2 napos EV 0,436 0,595 0,814 1 0,783
3 napos EV 0,304 0,627 0,732 0,783 1

45. abra: A neutrofil EV-k fehérjemintazatainak 6sszehasonlitisa. A) A sEV-mintaban
kimutatott fehérjék mennyiségi sorrendjének megfeleltetése az 1 napos sejtekbdl keletkezo
EV-k fehérjesorrendjének. B) A sEV-k fehérjesorrendjének megfeleltetése az aEV-k
fehérjesorrendjének. C) Az egyes EV-k fehérjesorrendjének megfeleltetésén elvégzett
linearis regresszi6 R’ értékeinek hédiagramja. A piros arnyalat nagy, a zold Kkis

hasonldsagot jelent az adott mintak kozott.

A DPI a NADPH-oxidaz nem specifikus gatloszereként gatolja a neutrofilek ROS-

kozvetitette

baktériumolését

[170].

Jelenlétében

az

altalunk

alkalmazott

vizsgalomodszerek érzékenységi korlatai miatt nem kimutathaté kismennyiségii ROS-
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termelés is gatolt. Az eddigi megfigyeléseknek megfelelden, nem talaltunk kiilonbséget
az aEV-k antibakterialis hatdsdban DPI jelenléte mellett, vagy hidnyaban. Ez alapjan
kimondhatjuk, hogy az aEV-k antibakterialis hatasaban biztosan nincs szerepe a reaktiv

oxigénszarmazékoknak.

Eredményeinket 6sszegezve az rajzolodik ki, hogy a neutrofil granulocita komplex és
kifinomult szabalyozéssal tartja kontroll alatt a konnyen veszélyessé valo NADPH-
oxidazt. Az ellendrzés kiterjed a teljes aktivacio, vagy a sejthaldl allapotaban lefliz6d6
EV-k mikodésére is, nem engedélyezve a kontrollalatlan ROS-felszabadulast. Az olyan
preciz szabdlyozast biztositd faktorok, mint a PLA; és a hozzakapcsolt szabalyozasi
lehetdségek, vagy az értekezésben bemutatott GAP-ok miikodésének alapos
feltérképezése lehetdvé teszi szamunka a koros folyamatok okainak jobb megértését és

Uj terapias megkdzelitések kidolgozasat.
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8 Kovetkeztetések

Az értekezés alapjaul szolgalé munkam soran a fagocita NADPH-oxidaz szuperoxid-

termelését kordaban tarté mechanizmusokkal kapcsolatos eredményeinket ismertettem.

Ezek alapjan az alabbi kovetkeztetéseket vontam le:

1.

Az oxidalt 1-palmitoil-2-arachidonil-sn-glicero-3-foszforilkolin  gatolja a
fagocita NADPH-oxidaz 0sszeépiilését sejtmentes rendszerben. A foszfolipid
oxidalatlan form4ja azonban nincs hatdssal a fagocita oxidazra. Ez alatamasztja
azt az elképzelést, hogy az oxidalt foszfolipidek negativ visSzacsatolassal
gatoljak a gyulladasos sejtek ROS-termelését.

A membranhoz nem kotott ARHGAP1, ARHGAP25, ARHGAP35 és Ber
egyenld mértékben képes a membran kotott Rac-hoz férkdzni és ez altal a
NADPH-oxidaz osszeépiilését gatolni sejtmentes rendszerben. A rekombinans
ARHGAPI, ARHGAP35 ¢és Ber fehérjékhez hasonléan a rekombinans
ARHGAP25 sem képes szabdlyozni a mar 0Osszeépiilt NADPH-oxidaz
enzimkomplex mitkodését.

Az 6sszeépiilt fagocita NADPH-oxidaz enzimkomplex szuperoxid-termelését a
membrankotott ARHGAP1 és ARHGAP25 gatolja sejtmentes rendszerben.
Nincs jelentds gatlohatasa azonban a membrankotott ARHGAP35-nek az
Osszeépiilt oxidazra. A kimutatott GAP-szelektivitas felveti egyes GAP-ok és a
NADPH-oxid4z Rac-tdl eltérd alegységeinek kdlcsonhatasat.

A neutrofil granulocita nyugalomban, opszonizalt részecske felvétele utan és in
vitro spontan sejthalala kdzben elvalasztott EV-i nem termelnek kimutathato
mennyiségii szuperoxid-aniont, és az aEV-k korabban megfigyelt antibakterialis

hatasaban nem jatszik szerepet a NADPH-oxid4z enzimaktivitasa.
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9 Osszefoglalas

A neutrofil granulocitdk altal termelt reaktiv oxigénszarmazékok (ROS)
nélkiilozhetetlenek a megfelelé immunvalasz kialakuldsdhoz. Ugyanakkor a térben és
idoben nem megfeleld6 mértékben termelt ROS népegészségiigyileg is jelentds
korképekért tehetd feleléssé. Munkam céljaul a fagocita NADPH-oxid4az szuperoxid-
termelését szabalyozd folyamatok pontosabb megértését tiiztiik ki.

Sejtmentes rendszerben bemutattuk, hogy az oxidalt foszfolipidek megzavarjdk a
NADPH-oxiddz 0Osszeépiilését, de nem befolyasoljak annak enzimaktivitdsat. Ez
molekularis magyarazatat adja a masok altal sejtes rendszerben megfigyelt oxidalt
foszfolipid hatasnak és alatdmasztja azt az elképzelést, hogy a ROS hataséara képzddott
oxidalt foszfolipidek negativ visszacsatolassal gatoljak a tovabbi ROS felszabadulast.

Tovabbi kisérleteinkben bemutattuk, hogy a Rac-ra hatdo rekombindns GTP-az
aktivalo proteinek (GAP) koziil az ARHGAP1, ARHGAP25, ARHGAP35 és Ber
egyenlé mértékben képes a membrankotott Rac-hoz férkdzni és a NADPH-oxidaz
Osszeéplilését gatolni. Ugyanakkor ezek a nem membranrdgziilt GAP-ok nem
szabalyozzak a mar 0sszeépiilt oxidaz szuperoxid termelését. Munkacsoportunk korabbi
megfigyelésével Osszhangban ismételten bemutattuk, hogy a membrankotott GAP-ok
azonban képesek gatolni a NADPH-oxidazt. Immundeplécios kisérleteinkkel
bizonyitottuk, hogy a gatlasban biztosan szerepet jatszik az ARHGAP1 és ARHGAP2S,
de az ARHGAP35 nem. Fehérjeszerkezet-szamitason alapuld elképzelésiink szerint az
oxidaz GAP-szelektivitdsat egy fehérje-kolcsonhatas biztosithatja a Rac célfehérje
p67°" s a GAP kozott.

Végiil jellemeztik a neutrofil granulocita in vitro sejthalala kozben képzodott
extracellularis vezikulakat (EV). Ezek a partikulak nem termeltek szuperoxid-aniont,
hasonloan a nyugalomban, illetve az opszonizalt részecske felvétele utan elvalasztott
EV-khoz.  Ennek megfeleléen az aktivalt neutrofil eredeti EV-khoz kothetd
antibakterialis hatasban nem jatszik szerepet a NADPH-oxidaz enzimaktivitasa.

Eredményeinket 6sszegezve az rajzolodik ki, hogy a neutrofil granulocita komplex és
kifinomult szabalyozéssal tartja kontroll alatt a kdnnyen veszélyessé¢ valo NADPH-
oxidazt. Az ellendrzés kiterjed a teljes aktivacio, vagy a sejthalal allapotaban leftiz6d6
EV-k mikddésére is, nem engedélyezve a kontrollalatlan ROS-felszabadulast. A preciz
szabalyozast biztositd eszkoztarnak alapos feltérképezése lehetdvé teszi szamunka a

koros folyamatok okainak jobb megértését €s 1j terapias megkozelitések kidolgozasat.
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10 Summary

Reactive oxygen species (ROS) produced by neutrophilic granulocytes are essential
for adequate immune responses. However, the inadequate spatiotemporal regulation of
ROS production leads to epidemiologically significant diseases. The aim of our work
was to investigate new aspects of regulation of phagocyte NADPH oxidase.

We demonstrated that oxidized phospholipids inhibit the assembly of NADPH
oxidase subunits in cell-free system without affecting the enzymatic activity. This result
gives molecular explanation for the previously observed effect of oxidized
phospholipids in a whole-cell system. It also supports the negative feedback effect of
oxidized phospholipids on ROS production.

It was also demonstrated in subsequent experiments that the recombinant forms of
some Rac GTPase activating proteins (GAP), as ARHGAP1, ARHGAP25, ARHGAP35
and Bcr are equally effective in accessing the membrane-bound Rac and in inhibiting
the assembly of NADPH oxidase. In contrast, these soluble GAPs are not able to
regulate superoxide production of the already assembled enzyme complex. In
accordance with previous data from our workgroup, it was demonstrated that the
membrane-bound GAPs are indeed able to regulate the assembled oxidase.
Immunodepletion showed that ARHGAP1 and ARHGAP25 inhibit the superoxide
production but ARHGAP35 does not. Based on structural studies we propose that the

PhoX nderlies the discrimination

interaction of GAP with the Rac effector protein p67
between different GAPs.

Finally we have characterized the extracellular vesicles (EV) derived of neutrophilic
granulocytes undergoing spontaneous death. These particles — similar to spontaneously
formed and phagocytosis induced EVs — are not able to produce superoxide. Therefore
enzymatic function of NADPH oxidase does not have a role in the antibacterial effect of
activation induced EVs.

Our data reveal the complex and sophisticated control of neutrophils over the
potentially dangerous NADPH oxidase. Their function does not allow uncontrolled
ROS production by EVs produced in fully activated state or during spontaneous cell
death. Better understanding of the careful regulation of ROS production by neutrophils
gives us a chance to find better therapeutic targets and to develop new therapeutic

approaches.
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12 A tarsszerzok kozotti munkamegosztas

A doktori értekezésemben bemutatott kutatdsi eredmények 1étrejottében tobb
kutatotarsam is segitségemre volt. Az , Eredmények” fejezetben bemutatott kisérletek
sajat, vagy a felligyeletem mellett dolgoz6 TDK hallgatokkal k6zos munka soran
sziilettek ¢és nem szerepelnek mas PhD értekezés eredményei kézott. A NADPH-oxidaz
mikddését befolyasolo GAP-ok vizsgalataban Lazar Eniké Marina és Szarvas Gabor
Zsombor voltak segitségemre mint TDK hallgatok. Az EV-k megfelel6 tarolasi
koriilményének keresésében Marosvari Krisztina Anna TDK hallgatd segitett. A
neutrofilek in vitro spontan haldla kdzben képz6dott EV jellemzésén Maria Schiitte

TDK hallgatdval dolgoztunk kdzodsen.

Az opszonizalt részecske kivaltotta és spontan keletkez6 EV-k szuperoxid-
termelésének vizsgdlatdt dr. Timar Csaba Istvannal kozos projektiink keretében

végeztem.

Az elektronmikroszkopos felvételek, a dinamikus fényszorasi kisérletek, valamint a
tomegspektrometrias vizsgalatok az adott modszert jol ismerd kutatdtarsak segitségével

késziiltek, a modszerek leirasanal bemutatott megosztasban.

Susan M. E. Smith tarszerz6nk kizarélagos munkédja révén sziiletett
kristalyszerkezet-szamitason  alapuld6 modellezés eredményét az  értekezés

,»MegbeszElés” fejezetében targyaltam.

A felhasznalt rekombinans fehérjéket kifejezd baktériumok elkészitdjét a modszerek

leirasanal feltiintettem.
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14 Fiiggelék

1. fiiggelék: A neutrofil granulocitak legfontosabb receptorai, az dket aktivalo
ligandok és az altaluk jellemzéen Kivaltott sejtvalaszok (forras: [7, 191]).

Receptorcsalad Receptoralcsalad Ligandum Kivaltott sejtvalasz
Formilpeptid- fMLF
receptorok ,
. Klasszikus LTB, ROS-termelés
G-fehérje kapcsolt . Degranulécio
kemoattraktans PAF .
receptorok Kemotaxis
receptorok Cbha
. IL-8, és szamos mas
Kemokinreceptorok CXCL és CCL
ROS-termelés
Fagocitozis
:eTQ'Vt'r‘gipcso't Fe IgG, IgA, IgE Degranulécié
Fc-receptorok P Gyulladasimediator-
termelés
ITIM kapcsolt Fc- G Aktivalodds gatlasa
receptor
Szelektinek és szelektin  PSGL-1, P- és E- Kapcsolat a véredény
ligandok szelektin falahoz (gordiilés)

Adhézids receptorok

Integrinek

ICAM-ek, fibronektin,
iC3b, VCAM-1

ROS-termelés
Kapcsolat a véredény
faldhoz (kitapadas),
Fagocitozis
Degranulacio6
Gyulladasimediator-
termelés

Citokinreceptorok

1-es tipusu
citokinreceptorok

IL-4, IL-6, IL-12, G-
CSF, GM-CSF

Sejtérés
Tulélési jel
Elbaktivacio

2-es tipusucitokin
receptorok

IFN-ok, IL-10

ROS-termelés
Tulélési jel
Gyulladasimediator-
termelés gatlasa

IL-1 receptorcsalad

IL-1, 1L-18

ROS-termelés
Tulélési jel
Gyulladasimediator-
termelés

TNF receptorcsalad

TNFa, FasL

ROS-termelés
eldaktivaciod
Gyulladasimediator-
termelés
Programozott sejthalal

Mintazatfelismerd
receptorok

Toll-szer(i receptorok

Peptidoglikén, LPS,
flagellin, lipoteikolsav

Tulélési jel
Eldaktivacio
Gyulladasimediator-
termelés

C-tipust lektinek

Glukanok, patogénekre
jellemzd szénhidratok

ROS-termelés
Fagocitdzis
Degranulécio6

NOD-szert receptorok

Peptidoglikan

Gyulladasimediator-
termelés

RIG-szerii receptorok

Viralis RNS

Gyulladasimediator-
termelés
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2. fiiggelék: A neutrofil granulocita granulumjainak jellemzé oOsszetevai
(forras:[11-13]).

Azurofil Specifikus Zselatinaz Szekretoros
granulumok granulumok granulumok granulumok
Neutrofil elasztaz CR3 CR3 CR3
Proteinaz 3 NOX2 NOX2 NOX2
Katepszin G TNFR MMP25 MMP25
Lizozim Kollagenaz TNFR Szamos jelatviteli
MPO Zselatinaz Zselatinaz receptor

BPI Lizozim Lizozim

Defenzinek Katelicidinek B-2 mikroglobulin

Azurocidin NGAL

Szialidaz Alfal-anti tripszin
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