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Kutatasaink alapvetden a palyazathoz benytjtott munkaterv szerint torténtek. El6szor
ezen eredményeket foglalom 6ssze. Az eredeti tervektdl tortént eltérést a beszamolo végén
0sszegzem.

A p50GAP intracelluldris eloszlasanak és sejtélettani szerepének vizsgalata

A p50GAP és a transzferrin receptor (TfR) kozott kordbban észlelt kolokalizaciorol
kinetikai vizsgalatok alapjan megallapitottuk, hogy csak a késdi endoszémakon jon létre, mig
a TfR endocitézis kezdeti szakaszaban a két fehérje elkiiloniilt vezikula populacidoban
talalhatd. A lokalizaciéban a pSOGAP Sec-14 doménje jatszik szerepet, a GAP-domén viszont
nem rendelkezik meghatarozo jelentdséggel. A pSOGAP lehetséges in vivo szubsztratjai
vonatkozasaban megallapitottuk, hogy nyugvo sejtekben a Cdc42 kis G-fehérje és a pSOGAP
azonos vezikula populacion helyezkedik el, de a Golgi szerkezet megzavarasa (nocodazol
vagy brefeldin A kezeléssel) esetén a két fehérje eltérd lokalizaciot mutat. Tehat sejten beliil
valdsziniileg nem a Cdc42 a pSOGAP szubsztratja. A kis G fehérjék koziil a Rab csalad két
tagjaval (Rab11 és Rab5) talaltunk olyan kolokalizacioét, ami az érintett vezikuldk manipulasa
esetén is tartosnak bizonyult. BRET modszer alkalmazasaval mindkét Rab fehérjével pozitiv
jelet kaptunk, ami szoros molekularis interakciora utal. In vitro koriilmények kozott a Rab
fehérjék nem bizonyultak a pSOGAP szubsztratjanak. Ezen kisérleteinkkel el6szor mutattunk
ki molekularis kapcsolatot a Rho/Rac csalad valamint a Rab fehérjecsalad kozott.

Lentivirus alkalmazasaval megprobaltuk a pSOGAP kifejezését a korabban hatasosnak
bizonyult siRNS szakaszok segitségével leszoritani. Az eljaras azonban nem hozott nagyobb
mértékli expresszid-csokkenést, mint korabbi eljarasaink. A lentivirussal kezelt sejteken sem
talaltunk egyértelmii fenotipus-valtozast. Igy ezt a kisérleti iranyt abbahagytuk.

Sikeres volt viszont a pSOGAP fluoreszcens forméjanak kifejezése (overexpression)
HelLa sejtekben. Megéllapitottuk, hogy az igy mddositott sejtekben a transzferrin felvétel
lassul a kontroll sejtekhez képest. A hatés kifejezésében a pSOGAP lokalizacidja volt
lényeges, mivel a Sec14-domén lokalizacids szignaljdnak modositasa kivédte, viszont a GAP-
doménben a kritikus arginin modositasa nem befolyésolta a transzferrin felvétel valtozasat.

Eredményeinket a Journal of Biological Chemistry folyoiratban tettiik kozzé
(Sirokmany et al.2006), valamint ebbdl a t¢émabol készitette el dr. Sirokméany Gébor a PhD
értekezését.

RacGAP szerepe a fagocita NADPH oxidaz szabdlyozdsaban

Nyilvéanos adatbazisokban felfedeztiink egy potencialisan RacGAP aktivitdssal
rendelkezd fehérjét, az ARHGAP25-6t, amely csak hemopoetikus sejtekben fejezddik ki.
Fuzios fehérje formajaban eldéllitottuk a fehérjét teljes hosszusagban, valamint az izolalt
GAP doménjét és eldszor in vitro koriilmények kozott teszteltiik az aktivitasukat.
Megallapitottuk, hogy a lehetséges szubsztratok koziil elsdsorban Rac-al reagal, mig Rho-ra
valamint CDC42-re gyakorlatilag nem fejt ki GAP-hatast. A teljes hosszasagu fehérje
valamint az izolalt GAP-domén azonos aktivitdsu mind prenilalt, mind nem-prenilalt Rac-on,
tehat a pSOGAP-pal és p190GAP-pal ellentétben, ennek a fehérjének a hatasat a kis G-fehérje
prenilaltsagi foka nem befolyasolta.

A fenti fehérjéken kiviil eldallitottuk az ARHGAP25-nek egy feltehetdleg
fehérjékkel nyulakat immunizaltunk, és 2 kiilonboz6 poliklonalis antitestet nyertiink. Mindkét
antitest nagy érzékenységgel felismeri a tisztitott fehérjét, de mindkét esetben a specificitassal



problémaink adodtak. Ezért elkezdtiik egy monoklonalis antitest kifejlesztését, amely azonban
négyszeri probalkozas utan és tovabbi varhatéan immunogén fehérje-szakaszok
felhasznalasaval sem jart sikerrel, bar az orszag Osszes, antitest-termelésben tapasztalattal
rendelkez0 kutatojaval konzultaltunk. Igy a tervezett immunfestési kisérletek
kivitelezhetetlenné valtak.

Sikeriilt viszont hatasos siRNS-t eléallitani, amely PLB sejtekben igen jelentdsen
lenyomta az endogén fehérje szintjét. A kezelt sejtekbdl stabil klont allitottunk eld, amely
megorizte az alacsony ARHGAP25 szintet. Azonban a PLB sejtek differencialodéasa soran az
ARHGAP2S5 fehérje szintje megemelkedett, de tovabbi siRNS kezeléssel és klonozéssal
végiilis sikeriilt olyan stabil sejtvonalat eldallitani, amely nagyobb kdpia-szamban tartalmazza
az siRNS-t, és a differencialt sejtben is alacsonyan tartja a fehérjét.

A csokkent ARHGAP2S szinttel rendelkezé PLB sejtek funkcionalis vizsgalata soran
megallapitottuk, hogy a teljes szérummal opszonizalt élesztd fagocitozisa az alacsony
ARHGAP2S5 tartalmu sejtekben szignifikansan magasabb, mint a kontroll siRNS-
szekvenciakkal kezelt sejtekben. A szérum 56 °C-on torténd kezelését kvetden a fagocitozis
mértéke jelentdsen lecsokkent, és a kiillonbség a csendesitett és normal ARHGAP25-tartalmu
sejtek kozott minimalis lett. Ez az eredmény arra mutat, hogy az ARHGAP2S a komplement-
receptoron keresztiili fagocitdzis szervezésében jatszhatna szerepet.

Ezt a feltevéstlinket tovabb teszteltiik a szuperoxid-termelés mérésével. A csendesitett
¢s normal ARHGAP25-tartalmu sejtek kozott nem talaltunk kiilonbséget, ha a protein kinaz
C-t direkt stimulalo forbolészterrel (PMA) stimulaltuk a sejteket. Viszont ha szérummal
opszonizalt zimozan volt a stimulus, akkor az alacsony GAP-tartalmu sejtek Iényegesen tobb
szuperoxidot termeltek mint a kontroll sejtek. A kiilonbséget teljes szérummal opszonizalt
baktériumokat mint stimuldlo agenst alkalmazva is megfigyeltiik.

Eddigi kisérleteink alapjan megalapozottnak latszik, hogy az ARHGAP25 a
fagocitakon kifejez6dé CR3 komplement receptorbol kiindul6 jelpalyaban szerepel. Az
¢lettani funkcid specificitasanak jellemzéséhez a CR3 receptor célzott liganddal torténd
stimulalasa mellett néhany tovabbi aktivalo agens (TNFa, integrin-ligandok) hatdsat is meg
kivanjuk vizsgalni. A feladatot neheziti, hogy a PLB sejtek nem rendelkeznek a fagocitakra
jellemzd kemotaktikus (pl. fMLP) receptorokkal.

Eddigi eredményeinket hazai konferencidkon (Magyar Elettani Tarsasag ill. Magyar
Immunolégiai Tarsasdg Vandorgyiilése, Semmelweis Egyetem PhD Napok) mutattuk be, és
tervezziik el6adés bejelentését a jové évi Eurdpai Fagocita Konferenciara is. A MET-en
bemutatott poszter kisérleti anyaga a beszamolo végén talalhatdo. Az ARHGAP2S funkcio
specificitasanak jellemzésével kiegészitett adataink nytjtjak az elsé informacidt fagocita
sejtekben arrol, hogy az ismeretlen, de mindenképpen nagy szamu (10-50?) Rac/Rho csaladra
haté GAP fehérje egyike egy specifikus jelpalyaban vesz részt. Az 0j informacio
jelentdségének megfeleld szinvonalt folyoiratban (J. of Immunology, J. of Leukocyte
Biology) probaljuk az eredményeinket k6zolni.

A p190GAP szabadlyozdsa

A fehérje 3 kiilonboz06 szakaszat allitottuk eld GST fuzids konstrukt formajaban és
fejeztiik ki baktériumban. Két fehérje (aal135-1499 valamint aal 191-1499 szakaszok)
esetében teljesen azonos lipid regulédciot tapasztaltunk, mint amit kordbban a baculovirusban
kifejezett 1135-1499 szakasz esetében irtunk le. Tehat a regulaciés mechanizmus vizsgélatara
sikeresen tudtuk alkalmazni a baktériumban kifejezett fehérjéket. A harmadik protein (aa
1252-1499) esetében foszfolipidek nem befolyasoltak a GAP aktivitast. Miutan a p190GAP
1213 és 1236 aminosavak kozotti szakasza Osszesen 11 pozitiv toltésii aminosavat tartalmaz,
felmertilt, hogy ez a polibazikus régio lehet felelds a lipid érzékenységért. Feltételezésiinket



egy delécios mutans (A1213-1236) segitségével igazoltuk. Ez a fehérje magas Rac- és
RhoGAP aktivitassal rendelkezik, amit foszfolipidek nem befolyéasolnak.

A protein kinaz C (PKC) foszforilacios helyeinek meghatdrozasa céljabol elészor
megvizsgaltuk a fenti fehérje-szakaszok foszforilaciojat. A 1135-1499 valaminta 1191-1499
fragmensek esetén magas, PKC gatloszerrel teljes mértékben gatolhatd foszforilaciot kaptunk.
A 1252-1499 valamint a A1213-1236 fehérjék azonos koriilmények kdzott nem
foszforilalodtak. Tehat a foszforilacios hely a 1213 és a 1236-0s aminosav kdz¢ esik. Ezen a
szakaszon 2 szerin €s egy treonin talalhatd. Elkészitettiik mindharom aminosav alanin
valamint aszparagin mutansait. Mindhdrom egyes-mutans fehérje (S1221, T1226, S1236)
mutatott foszforilaciot. Ezt kovetden elkészitettiik mindharom lehetséges kettds-mutanst,
amelyek tovabbra is foszforilalodtak. A harmas-mutans fehérjében nem tapasztaltunk
foszforilaciot. Tehat a PKC a p190GAP-ban 3 aminosav foszforilacidjat hozza létre, és ezek a
modositasok egymastol fiiggetleniil kovetkeznek be.

A fehérje lipid-kotésének vizsgalatat kereskedelmi forgalomban elérhet6 lipid
blotokkal kezdtiik el. Megallapitottuk, hogy a 1135-1499 valamint 1191-1499 szakaszok
egyforma intenzitasi kotddést mutatnak az dsszes foszfoinozitidhez, mig a 1252-1499
valamint a A1213-1236 fehérjék nem mutatnak lipid-kotést. A planaris lipid blotokkal
kapcsolatos kritikak ismeretében egy lipid-vezikula kotési modszert is beallitottunk. A
megkotddott €s az oldatban maradt fehérjét centrifugalassal torténd elvalasztas utan SDS-
PAGE-ban mutatjuk ki és mennyiségét denzitometridsan hatarozzuk meg. Ezzel a modszerrel
egyértelmiien sikeriilt kimutatni a vad-tipusu fehérje kotddését foszfatidilszerinhez (PS), és a
PS/PC arany valtoztatasaval megallapitottuk, hogy ez a kotés alacsony affinitasu.

A tovabbiakban a PKC-vel katalizalt foszforilacio hatasat vizsgaltuk a GAP
aktivitasra, valamint a lipid kotésre. Megallapitottuk, hogy a foszforilacié 6nmaga nem
befolyasolja a p190GAP aktivitasat, viszont kivédi a lipidek modositod hatasat. Tehat solubilis
formaban a p190 hatékony RhoGAP és gyenge RacGAP, PS jelenlétében viszont gyenge
RhoGAP ¢s aktiv RacGAP. A foszforilalt fehérje azonban PS jelenlétében is hatékony
RhoGAP és gyengiil a RacGAP aktivitasa. Lipid-kotési kisérleteinkben megallapitottuk, hogy
PKC-vel torténd foszforilacid megakadalyozza a p190 kotddését PS vezikuladkhoz.

A korabban elkészitett, a PKC-foszforilacids helyeken alanint vagy aszparagint
tartalmazo mutansaink segitségével megallapitottuk, hogy a harom, PKC-vel foszforilalhato
aminosav nem egyforma szerepet jatszik a szabalyozasban: a foszfolipid kdtés modositasdhoz
a S1221 valamint T1226 aminosavak foszforilacidja sziikséges, mig a S1236 foszforilacioja
nem befolyasolja a lipid kotési képességet. A kritikus pozicidkban aszparagin nem tudja
helyettesiteni a foszforilalhato aminosavakat.

Kisérleteinkben el6szor mutattuk ki, hogy a kovalens mddositds 6nmagaban nem
befolyéasolja egy GAP fehérje katalitikus aktivitasat, viszont meghatarozza lokalizacigjat, €s
ezen keresztiil a p190 szubsztrat specificitasat.

Az eredményeinket 6sszefoglald kéziratot 2007-ben elkiildtiik a Journal of Biological
Chemistry-nek, amely sejtes rendszerben végzett kiegészitd kisérleteket kivant. A kiilonb6zd
mutansainkat tartalmazo fehérjéket zold vagy piros fluoreszcens fehérjékhez kapcsoltan
kifejeztiik COS valamint NIH3T3 sejtekben és megvizsgaltuk eloszlasukat. Id6kozben
megszereztiink olyan fluoreszcens probakat, amelyek a PS felszin, valamint a foszfolipid
felszin toltésstirliségének jellemzésére voltak képesek. Konfokalis mikroszkopos
vizsgalatokban meghatéaroztuk a vad-tipusu és a mutans p190 fehérjék kolokalizaciojat ezen
probakkal. Ezen kisérleti eredményeinkkel kiegészitett kéziratunkat még mindig nem fogadta
el a JBC. Ezutan kozel egy éven keresztiil 6sszesen 6 folyodiratnak kiildtiik be az adott
eléirasoknak megfelelden modositott kéziratot, mig végiil 2009 juniusaban a Biochemistry c.
folyoirat elfogadta (Lévay et al. 2009).




Egy tovabbi munkéban megvizsgaltuk a GSK-3 enzimmel torténd foszforilacié hatasat
a pl190 fehérje GAP aktivitasara. Azt talaltuk, hogy a PKC-vel tortént foszforilaciotol
eltérden, a GSK-3-al végzett kovalens modositas csokkenti mindkét szubsztratra (Rho
valamint Rac) kifejtett GAP-hatast. Ezek az eredmények 2008-ban megjelentek a Journal of
Biological Chemsitry-ben (Jiang et al. 2008).

P190GAP-on végzett kisérleteink nyujtjak az elso kiterjedt vizsgalatot arrdl, hogy egy
GAP molekula eltérd helyen, eltéré enzimmel torténd modositasa nagymértékben eltérd
hatassal jarhat. Ebbdl a kisérleti anyagbol késziti el dr. Lévay Magdolna a PhD értekezését,
amelyet varhatéan jovo év elején fog benyujtani a Semmelweis Egyetem Doktori Iskolajaban.

A neutrofil granulocitak 616 funkciojanak szabdlyozasa

Eredeti célkitiizésiink a pl90GAP szerepének vizsgalata volt. A tervezett kisérleteket
el is végeztiik Dr. Mdcsai Attila munkacsoportjaval egyiittmiitkodésben. Megszereztiik a
p190A™ egértorzset Settleman professzor bostoni munkacsoportjatol. Ezek az egerek
tobbnyire halva sziiletnek, vagy a sziiletést kdvetd néhany 6ran beliil elpusztulnak.
Granulocitaik vizsgalata igy csak az embriokbol kinyert csontveld atiiltetését kdvetden
lehetséges. Mocsai dr. bedllitotta idehaza az egerek besugérzasat és csontveld
vizsgalatat. A mi munkacsoportunk az 6lési teszteket végezte el, amelyekben semmilyen
kiilonbséget nem tapasztaltunk a normal, nem-kezelt allatok sejtjeihez képest. A standard
modon alkalmazott baktériumdlési tesztiinket tobb irdnyban is modositottuk, annak
érdekében, hogy esetleges kicsi kiilonbségeket is detektalni tudjunk, de semmilyen
koriilmények kozott nem talaltunk kiillonbséget. Tehat a p190GAP részvétele nem tlinik
sziikségesnek a neutrofil granulocitak baktériumolési tevékenységéhez.

A negativ eredmények kozlése nem kecsegtet sok reménnyel, de az dsszes adat
egyiittes kozlésével megprobalkozunk.

A kutatasi periddusban viszont felmeriilt egy érdekes jabb probléma: a téméaban
korabban alapvetd felfedezéseket tevéd A.W.Segal munkacsoportja nagyhatasu kozleményt
jelentetett meg a Nature-ben arrol, hogy a fagocitdk baktériumdlésében alapvetd szerepet
jatszana egy Ca”-al aktivalhato, nagy-poérusu K csatorna. Kisérletei egy részét
megismételtiik, de nem tudtuk eredményeit reprodukalni. Eredményeinket bemutattuk
nemzetko6zi konferencidkon is (Eurdpai Fagocita Konferencia, Gordon Konferencia), ahol
kidertilt, hogy egyetlen munkacsoportnak sem sikeriilt a Nature-ben megjelent eredmények
koziil barmit is reprodukélnia. Egy kozos kozleményt készitettiink, amelyben 4 kiilonb6z6
laboratorium elektrofizioldgiai, immundetektalasi, valamint funkcionalis méréseit
Osszegeztiik. Hosszu kiizdelem utan a J. of General Physiology-ban jelent meg a kdzlemény
(Femling et al. 2006)

Segal professzor felvetésébdl kiindulva részletesen megvizsgaltuk mind a human
vérbol, mind az egér csontvel6bol preparalt neutrofil granulocitdk baktériumolési képességét
eltérd ion-dsszetételii (alacsony ill. magas K vagy CI tartalmu) kdzegben. Sem a K sem a
CI" koncentracidé nem gyakorolt Iényeges hatast a baktériumolésre. Eredményeinket a
Seminars in Immunopathology-ban kozoltiik (Rada et al. 2008).

A prenil csoport szerepe a kis G-fehérje és GAP interakciéban

Korabbi kisérleteinkben a pSOGAP esetében jelentds kiilonbséget tapasztaltunk a
rovarsejtben kifejezett, poszttranszlacidosan modositott (prenilacid, hasitas, metildlas) valamint
a baktériumban kifejezett, modositatlan G-fehérjével valo interakcidoban. Ujabb



kisérleteinkben kimutattuk, hogy ez nem kizardlag a pSOGAP-ra jellemzd tulajdonsag, mivel
a pl90GAP esetében ugyancsak jelentds kiilonbséget tapasztaltunk a prenilalt és nem-
prenilalt Rac-ra és Rho-ra kifejtett GAP-aktivitasban. Ezenfeliil nem-prenilalt G-fehérjék
alkalmazasakor az el6zdekben részletezett lipidregulacio sem figyelheté meg.

A prenilacié mddositod hatdsa azonban nem tekinthetd a Rho/Rac csaladra haté6 GAP
fehérjék altalanos tulajdonsaganak, mivel az altalunk felfedezett ARHGAP25 esetében ez
nem volt megfigyelhetd.

A prenil csoport szerepére vonatkozé adatainkat a Methods in Enzymology specidlis, a
Rho/Rac csaladdal foglalkozo kotetében jelentettiik meg (Ligeti and Settleman, 2006).

Oxidalt lipidek hatisa a NADPH oxidaz miikodésére

Ezek a kisérletek nem szerepeltek a palyazat eredeti munkatervében. A Bécsi
Orvosegyetem Immunologiai Intézetének munkacsoportja keresett meg azzal a
megfigyeléssel, hogy oxidalt foszfolipidek gatoljak izolalt granulocitdk szuperoxid termelését.
Azonban a mechanizmust nem tudtak azonositani, mivel nem tudtak az oxidazt izolalt
koriilmények kozott aktivalni. A mi laboratoriumunk viszont a korabbiakban tobb
kozleményben is beszamolt ilyen eredményekrdl. Ezért javasoltak nekiink egytittmukddést.

In vitro aktivalasi rendszeriinkben vizsgalva az oxidalt foszfolipidek hatasat
megallapitottuk, hogy azok gatoljak az aktiv enzim-komplex Osszeépiilését a membranhoz
kotott és citoszolikus alegységekbdl, viszont nem befolyasoljak a kialakult fehérje-komplex
katalitikus aktivitasat.

Az eredményeinket tartalmazo kozlemény 2008-ban jelent meg a Journal of
Immunology-ban (Bliiml et al. 2008).




1. abra: A; a monomer G fehérjék szabalyozoi;

Az ARHGAP25 a Rac kis G fehérjén keresztil szabalyozza
a neutrofil granulocitak fagocita funkcioit
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; az ARHGAP25 doménszerkezete

A

3. abra: az ARHGAP25 in vitro a Rac kis G fehérje GTP hidrolizisét serkenti (A),
Cdc42-re, és RhoA-ra nem hat (B, C)
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4. abra: siRNS kezeléssel mintegy 20%-ara csékkentettik az ARHGAP25 fehérje
mennyiségét a PLB985 sejtekben. Kontrollként a hatékony siRNS szekvencia minimalis
modositasat alkalmaztuk (A, B).
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2. abra: az ARHGAP25 Iépben és a periférias vér sejtjeiben talalhato jelentds
mennyiségben (A). Kimutathaté granulocitakban (PMN), mononuklearis sejtekben
(PBMC), T és B sejtben (B). PLB985 neutrofil sejtvonalban expresszi¢ja a
differencialtatas soran névekszik (C).
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5. abra: a hatékony siRNS-sel kezelt PLB sejtek fagocitalo képessége - a kontroll
siRNS-sel kezelt sejtekhez képest — héinaktivalt savoval opszonizalva csak csekély,
mig normal, kevert savéval opszonizalt élesztok esetében szignifikans kiilonbséget
mutatott (A). Az siRNS kezelés hatédsara megemelkedett a PLB sejtekben az
f-aktin mennyisége (B).
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