A neutrofil granulocitak alapvet6 szerepet jatszanak a szervezet mikroorganizmusokkal
szembeni vedekezé reakcidiban. Kemotaktikus ingerek hatasara a keringé granulocitak
elhagyjak az érpalyat és a szdvetek kdzott a mikréba megjelenési helyére vandorolnak.
Aktivalodasukat szuperoxid (O2”) és tovabbi toxikus oxigén metabolitok termelése, valamint
a granulumokban raktarozott enzimek felszabadulasa kiséri. Ezzel parhuzamosan torténik a
mikroorganizmus bekebelezése (fagocitdzis). A folyamatok dsszessége vegulis a mikréba
elpusztitasat (killing) és lebontasat eredményezi. A behatolé mikroorganizmus elpusztitasahoz
mindegyik reszfolyamat létfontossagu; mind a vandorlasi (integrin) defektus, mind a
szuperoxid termelés hidnya (kronikus granulomatézis, CGD), mind a granulumok
keletkezésének zavara egyforman sulyos fert6zésekkel jaro, gyakran korai életkorban halalos
megbetegedéseket idéz elo.

A Oy -termelésért a granulocita jellegzetes enzime, a NADPH oxidaz felelés. Ez a
tobb alegységbdl (gp91, p22, p47, p67, Rac) allé enzimkomplex aktiv allapotaban a
plazmamembranban valamint a kialakulé fagoszoma membranjaban helyezkedik el. Nyugvé
sejtekben az alegységek egymastol elkuldndlten talalhatok és aktivalddaskor a citoszolikus
fehérjek (p47, p67, Rac) athelyezédnek a membranba és kdtédnek a gp97 és p22 altal képzett
dimérhez. Az aktiv enzim egy elektront visz at a citoszolikus NADPH-rél az extracellularis
vagy intrafagoszémalis O,-re, tehat elektrogén mukddési. A folyamatos O, termelés
alapfeltétele a megfelels toltéskompenzalas.

Bar az enzimkomplexben résztvevé molekuldk ismertek és azok egymas kozotti
interakcidirdl igen sok informacio jelent meg az elmult 10 évben, szamos kérdés nyitott
maradt. Nem eldontétt, hogy milyen ionok vesznek részt a téltéskompenzalasban, milyen
mértékben szerepel a baktériumok elpusztitdsdban maga a O, anion, ill. a termelését kiséré
ionmozgasok; nem ismert az aktiv enzim sorsa, az aktivitas finom szabalyozasanak részletei,
valamint ismeretlen, hogy milyen tényez6k vezetnek a O, -termelés megsziinéséhez. Kisérleti
programunk célja a NADPH oxidaz enzim szabalyozasanak valamint a
baktériumdlésben jatszott szerepének részletes vizsgalata volt. Elért eredményeinket
harom problémakdr koré csoportositva foglalom dssze.

1. A NADPH OXIDAZ ELEKTROGEN MUKODESENEK KOVETKEZMENYEI

1.1. A NADPH oxidaz aktivitdsa megvaltoztatja a granulocita Ca** haztartasat. Korabbi
években gatloszerekkel nyert kisérleti eredményeinket most genetikailag médositott
sejtvonalakon erésitettik meg. A kovetkezé megallapitasokat tettik:

- Normél PLB-sejtek valamint vad-tipusu gp91-el retranszfektalt sejtek PMA hataséara
intenziv O, -termelést végeznek és plazmamembranranpotencialjuk ezzel parhuzamos
csokkenést mutat.

- gp91 hianyos vagy elektron-transzportra képtelen mutans gp91-et tartalmazo sejtvonal
PMA-stimulalasra nem termel O, -t és benne nem jon létre depolarizacio.

- Az intracelluléris Ca**-raktarak kiliritése intenziv Ca®*-bearamlast indit el, amelyet a normél
sejtek PMA-kezelése gatol. Mutans gp91-t tartalmazd valamint a gp91-hianyos sejtvonalban
ilyen gatlas nem mutathato ki.

- A Ca?*-belépésben észlelt kiilonbségeket a Mn?* ionok fluoreszcencia-elnyeld hatasa alapjan
is egyértelmtien demonstraltuk

- A kemoattraktans peptiddel (FMLP) kivaltott Ca**-szignal gp-91 hianyos sejtekben jelentss
emelkedést mutatott, féként a jel fenntartott fazisaban

- Egészséges egyénekbél szarmaz6 periférias granulocitakban az fMLP-vel kivaltott Ca®*-
szignal fenntartott fazisaban mérhet6 emelkedést idezett el6 a NADPH oxidaz gatlasa.
Kovetkeztetésiink: a O, "-termelés kovetkeztében létrejové depolarizacid erélyesen gatolja a
Ca**-belépést. CGD-s betegekben a O, -termelés hianyaban allandésul az intracelluléris



kalcium koncentracié emelkedése, ami hozzajarulhat a jellegzetes granulémak
kialakulasahoz. (Rada et al., Clinical and Experimental Immunology, 2003)

1.2. A NADPH oxidaz mind végterméke, a O,", mind elektrogen miikddése révén hozzajarul a
baktériumolési folyamathoz. A NADPH oxidaz elektrogen mikodése kovetkeztében a
szuperoxid-termelés intenzitasat a kompenzalo toltésmozgés lehetésége hatarozza meg. Az
enzim aktivalodasat a sejtmembran jelentés depolarizacidja  kiséri, jelezve a
toltéskompenzalds limitald hatdsat. A depolarizidcié6 maésodlagos ion-mozgasokat indit,
amelyek meghatarozzak a kialakulé fagoszéma elektrolit-Osszetételét és pH-jat.
Kisérleteinkben az oxidaz aktivitasat kis 1épésekben véltoztattuk, és mertiik parhuzamosan a
membran potencial, a K* leadas, valamint a baktériumélés valtozasait. Megallapitasaink:

- mind a membran depolarizacié, mind a K" kidramlas nem-linaris kapcsolatban van a
szuperoxid termeléssel: alacsony intenzitasnal jelentos a valtozas, mig a maximalis sebesség
20%-t meghaladd enzimaktivitasnal stabilizalodik a membranpotencidl és elenyész6
mértékivé valik a K* kiaramlas.

- E. coli esetében a baktériumolés gyakorlatilag fiiggetlen a szuperoxid termelés mértékétol

- S. aureus esetében linearis dsszefliggést tapasztaltunk mind a depolarizacio, mind a K+
kidramlas és a baktériumolés kozott

- teljes meértéki baktériumalés csak maximalis intenzitasu O, termelés mellett kovetkezett be

Kovetkeztetésiink: a NADPH oxidaz kettds szerepet jatszik a baktériumdlésben: mind az
elektrogén miikddése kovetkeztében Iétrejové ionvandorlasok, mind az enzimreakcid
végterméke, a szuperoxid kémiai hatasa érvényesil. (Rada et al., Blood, 2004)

1.3. A O, termelés csokkenését a depolarizacio ndvekedése részlegesen kompenzalni képes.

- A kompenzald H+-efflux gatldsa Zn2+ ionokkal a szuperoxid termelés csdkkenését, viszont
a depolarizacio és a K* kiaramlas fokozdodasat eredményezi

- Zn*" ionok jelenlétében — az alacsonyabb szuperoxidtermelés ellenére - a baktériumélés nem
csokkent.

Kovetkeztetésiink: ion-csatornak aktivitasanak modositasaval esetleg befolyasolni lehet a O,”
termelés mértékét es a baktériumolés intenzitasat. (Rada et al. Philosophical Transactions of
the Royal Society, 2005)

2. ANADPH OXIDAZ MOLEKULAKOMPLEX KIALAKULASA

2.1. ANADPH oxidaz molekularis kapcsolatai a sejtmembranban. Egyre tdbb szignal atviteli
folyamatban valik nyilvanvaldva, hogy az egyittmtikddo partnerek a sejt valamely részén,
gyakran a sejtmembranban szoros molekulakomplexet alkotnak, amelynek kialakitasaban - és
esetleg stabilizalasaban is - specifikus lipidek vesznek részt. Kisérleteinkben a neutrofil
granulocitak el6futaraiban, PLB-985 sejtekben vizsgaltuk meg a koleszterin-kivonas hatasat a
kemotaktikus receptorokon keresztul kivaltott sejtvalaszokra. Megallapitasaink:

- a koleszterinben gazdag szigetek intakt szerkezete elengedhetetlen mind az alacsony, mind a
magas affinitasi fMLP-receptorok stimul&lasaval kivaltott degranul&ciéhoz -a
kemotaktikus receptorok altal aktivalt O, -termeléshez ugyancsak sziikséges a koleszterinben
dus szigetek intakt szerkezete

- forbol eszter alkalmazésaval kimutattuk, hogy az aktiv NADPH oxidaz enzimkomplex
kialakulasa elmarad a koleszterin-dus szigetek elroncsolasakor



- neutrofil granulocitiban a koleszterinben gazdag mikrodomének fenntartasahoz a
mikrofilamentumok is hozzajarulnak. (Kaldi et al., Biochemical Biohysical Research
Communication, 2003)

2.2. Kimutattuk, hogy a kemoattraktans fMLP receptorbol kiindulé és az aktiv NADPH
oxidaz enzimkomplex kialakulasat eredményezé jelpalyaban egy brefeldin-A érzekeny ARF
fehérje szerepel, amely viszont nem vesz részt a kemoattraktans receptortdl a degranulaciohoz
vezet6 szignalizacios uton. (Kaldi et al., Journal of Leukocyte Biology, 2002)

2.3. A NADPH oxidaz molekulakomplex kialakulasat glukocerebrozid gatolja. Gaucher
korban a lebonto enzim hianya miatt glukocerebrozid halmozodik fel a sejtekben, és korabbi
vizsgalatok kimutattak, hogy ilyen betegekben mind a O, -termelés mind a baktérium 6lési
képesseg csokkent. Sajat kisérleteinkben megallapitottuk, hogy

- a glukocerebrozid koncentracio-fliggé modon gatolja a NADPH molekulakomplex és ezzel
az elektrontranszportra képes enzim kialakulasat

- a glukocerebrozid nem gatolja a mar kialakult komplex katalitikus aktivitasat

- izolalt rendszerekben végzett kisérleteinkkel alatdmasztottuk, hogy a glukocerebrozid
tdmadaspontja a két, fagocitara specifikus oxidaz alkotorész, a p47 valamint p67.

Kovetkeztetésiink: A NADPH oxidaz molekulakomplex kialakulasanak defektusa hozzajarul
a Gaucher korban észlelt immundeficienciahoz. (Moskwa et al., Biochimica et Biophysica
Acta, 2004)

3. ANADPH OXIDAZ ENZIM DEAKTIVALASA

3.1. Az oxidaz-komplexben részt vevé Rac monomer G-fehérje GTP-kotott allapota
elengedhetetlen a folyamatos enzimaktivitas fenntartasahoz. Megallapitasunkat a kbvetkezo
megfigyelésekre alapoztuk:

- GDP hozzéaadasa az 6sszeallt, aktiv enzimkomplexhez kiszoritja az aktivalashoz alkalmazott
GTP[S]-t és idében parhuzamosan gatolja a szuperoxid termelést.

- Az oxidaz-komplex esszencialis alegysége, a p67 gatolja a Rac fehérje GTP-hidrolitikus
aktivitasat, a tobbi alegyseég viszont nem befolyasolja azt

- A Rac GTPaz aktivitasat fokozo szabalyozo fehérje (Rac-GAP) jelenléte az aktivalasi
fazisban csokkenti a szuperoxid termelést

- Az enzimkomplex kialakulasa utan azonban egyetlen Rac-al reagalo fehérje (Rac-GAP,
Rho-GDI, PAK domén) szolubilis formaja sem képes befolyasolni a szuperoxid termelést

- Membréanhoz kotott Rac-GAP fehérjék a kialakult enzimkomplexben is képesek fokozni a
Rac GTP-hidrolizisét és ezaltal csokkenteni a NADPH oxidaz aktivitasat.

Kovetkeztetésiink: a Rac GTPaz aktivitasat fokozo fehérjék (Rac-GAPoK) lényeges szerepet
jatszanak a NADPH oxidaz szabalyozasaban. (Moskwa et al. Biochemistry, 2002; DeCoursey
and Ligeti, Cellular and Molecular Life Sciences, 2005)

3.2. A membran lipid-6sszetétele szabalyozza Rac/Rho-GAP fehérjek szubsztrat specificitasat.
Izolalt fehérjékkel végzett kisérleteinkben megallapitottuk, hogy

- foszfatidilszerin gatolja a p190GAP (GTPaz aktivalo protein) molekula Rho-GAP
aktivitasat, fokozza viszont Rac-GAP aktivitasat

- hasonl¢ hatéast fejt ki a Pl és a PIP, is, mig a PC és PE teljesen hatastalan

- SDS parhuzamosan gatolja a p190 Rac-GAP és a Rho-GAP aktivitasat



- a p50GAP, amely szintén kifejt GAP hatast mind a Rac, mind a Rho kis G-fehérjén, nem
mutat semmilyen lipid-fliggo6 aktivitas-valtozast.

Kisérleteinkkel egy alapvetéen (j, a G-fehérjék tertiletén eddig egyéltalan nem ismert
mechanizmusra vilagitottunk ra.

Kovetkeztetéslink: a lipid kdrnyezet valtozasa a GAP aktivitds modositasan keresztil a
NADPH oxidaz aktivitas Iényeges szabalyozo tényezéje lehet. (Ligeti et al. Journal of
Biological Chemistry, 2004; Ligeti and Settleman, Methods in Enzymology, 2006)

3.3. A p50GAP fehérje aktivitasat intramolekularis interakciok gatoljak. A p5S0GAP fehérje a
neutrofil granulocitdkban legnagyobb mennyisegben jelenlevé, Rac/Rho csaladra specifikus
GAP.

- Eleszté két-hibrid rendszert alkalmazva a p5ORhoGAP molekulan beliil interakciot
tapasztaltunk az N-terminalis szakasz (1-255 aminosavak) valamint a C-terminalis GAP
domén kozott.

- Ebben az interakcidban kitlintetett szerepet jatszott az N-terminalis végi 48 aminosav.
Ugyanez a szakasz a kis G-fehérje prenil csoportjat is felismerte.

- Radioaktiv GAP aktivitds mérésekben kimutattuk, hogy a molekula N-terminalis végén két
aminosav szakasz, az 1-48 és a 168-186 réegio felelés a molekulan beltli interakcidért.

- A GAP esszében nyert adatainkat sikertilt a NADPH oxidaz teljesen tisztitott rendszerben
torténo aktivalasaval, azaz egy, a RacGTP mennyiségét tiikr6zé komplex enzimreakcioban is
megerositeni.

- Tehat a p50RhoGAP molekula nativ formaban zart (autoinhibited) konforméacidban van
jelen, amit a reagal6 kis G-fehérje prenil csoportja nyit ki és teszi a GAP domént
hozzaférhetové szubsztratja szamara.

Kovetkeztetés: a prenil csoport nemcsak a kis G fehérje membranhoz kapcsoldsaban, hanem a
szabalyozo fehérjével valo interakcioban is jelentds szerepet jatszik. Sejten belul a
preniltranszferazok aktivitasanak csokkenése a GAP hatas csokkentése Utjan fokozhatja a
NADPH oxidaz aktivitasat. (Moskwa et al. Journal of Biological Chemistry, 2005)

3.4. A p5S0RhoGAP intracelluléris eloszlasa. Ezeket a vizsgalatokat neutrofil granulocitakon
kezdtik, de az itt mutatkozd nehézségek miatt egy kdnnyebben manipulalhaté modell sejtet, a
HelLa sejteket valasztottuk. Sajat fejlesztésii antitestjeink segitségével kimutattuk, hogy

- a p50RhoGAP a sejtmag koruli, sapka szerii elhelyezkedést mutat, ami nyugalomban mutat
kolokalizaciot feltételezett szubsztratjaval, a Cdc42-vel, de a Golgi rendszert éré behatasokra
a két fehérje eltér6 mdédon vandorol

- immunfluoreszcens mikroszkopiaval vizsgalva a p5S0GAP kolokalizaciét mutat az
endosomakon mind a transzferin- mind az EGF receptorokkal

- a p50GAP lokalizaciojaert a molekula Sec14 doménje felels

- megndvelve a p5S0GAP mennyiségét, vagy az izolalt Sec14 domén kifejezésekor a
transzferrin felvétel lelassul

- a p50GAP ugyancsak mutat kolokalizaciot a Rab11 és a Rab5 fehérjékkel

- in vitro korilmények k6zott a p5S0GAP nem serkenti a Rab molekuldak GTP hidrolizisét

- BRET-technikat alkalmazva sikerlt egyértelmt interakciot kimutatni a p5S0GAP valamint a
Rab7 kozott, a molekulakomplex lokalizacidjaban a Sec14 domeén szerepel.
Kovetkeztetésiink: a p50GAP kapcsolatot teremt a Rho valamint a Rab kis G-fehérjék kdzott.
(Sirokmany et al., Journal of Biological Chemistry, 2006)
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