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1. Bevezetés

Amikor reaktiv oxigén szarmazékokrél vagy szabadgyokokrél hallunk,
akkor gyakran e molekulak elénytelen tulajdonsagai keriilnek el6térbe és joggal
érezzik, hogy célszeri elkerUlni a talalkozast ezekkel a vegyuletekkel. A reaktiv
oxigén szarmazékok roviditésének hangzasa a ROS szintén nem éppen elényds
tulajdonsagokat sejtet. A reaktiv oxigén szarmazékokrél korabban valéban azt
gondolték, hogy kizardlag karos hatasokkal rendelkeznek és ennek val6szinileg
az a magyarazata, hogy ROS elleni védekezés mechanizmusait korabban irtak
le, mint a szabalyozott ROS termelés jelenségét. Az elmult néhany évtized
kutatédsai azonban egyértelmlen kimutattdk, hogy ezeknek a molekulaknak
szamos fontos, fiziolégias funkcidja is van. Az MTA doktori értekezésem
fészerepl6i a reaktiv oxigén szarmazékok; az elmult bd tiz évben kisérleteim a
ROS képzddésének és hatdsainak vizsgalatara iranyultak.

2. Tudomanyteriileti hattér
2.1 Reaktiv oxigén szarmazék (ROS)

A reaktiv oxigén szarmazékok (ROS) olyan oxigénbdl kialakuld
molekulak, amelyek igen hatékonyan reagdalnak az él6 szervezetek kiilonb6z6
alkotéelemeivel. Az oxigénbdl kialakuld legfontosabb reaktiv oxigén szarmazékok
a szuperoxid (O;"), a hidrogén-peroxid (H.O,) és a hidroxil-gyok (OH) a szinglet
oxigén (102), valamint az 6zon (O;). Ezen molekulakat gyakran emlegetik
szabadgyokdkként is, azonban csak a szuperoxid és a hidroxil-gyok tekintheté
szabadgyodknek, ugyanis ezek a molekulak tartalmaznak parositatlan elektront a
kilsé elektronhéjukon. A reaktiv oxigén szarmazékok nitrogén monoxiddal

reagélva reaktiv nitrogén szarmazékokat képezhetnek. Ezek kézil legfontosabb a
peroxinitrit (ONOQ’), amely a szuperoxidbdl és a nitrogén monoxidbdl képzddik.

A ROS szintézisének kiinduldsi molekuldja legtdbbszér a szuperoxid
anion, amely a molekularis oxigénbdl alakul ki egy elektron felvételével. A
molekula kiemelkedd reakcioképességét a parositatlan elektron jelenléte
magyarazza. A ROS fontos tulajdonsaga, hogy igen hevesen Iép reakcidba a
szervezet kilonbdz6 alkotéelemeivel, amit gyakran azok szerkezet- és
funkciovaltozasa kovet. Régebben azt gondoltdk, hogy a kilénb6z6 molekulak
ROS-al torténd reakcidja mindenképpen az adott molekula karosodasahoz,
funkciovesztéséhez vezet. Mara azonban egyértelmiivé valt, hogy a médosulas
gyakran fiziolégias folyamat része, ami sokszor reverzibilis. A szabalyozott
fehérjemddositds kulénésen a H,O.—re jellemzd, amelynek a jelatviteli
folyamataiban jatszott szerepe mara egyértelmivé valt.

2.2 A NADPH oxidaz (Nox) enzimek csaladja

A sejtekben zajlé szabalyozott ROS termelésért a NADPH oxidaz (Nox)
enzimek felelések. A Nox enzimek szinte minden tobbsejtli élélényben
eléfordulnak, ami bizonyitja, hogy a ROS szabdlyozott termelése altalanos
jelenség az élévilagban.

EmlGs sejtekben a szabalyozott ROS termelésre az elsé példa a fagocita
sejtek Un. oxidativ robbanasa (respiratory burst) volt, amelyért a fagocitakban
kifejez6d6 NADPH-oxidaz felelés. Az oxidativ robbanas az a jelenség, melynek
soran a fagocitaldé fehérvérsejtek oxigénfogyasztdsa jelentésen fokozdodik.
Kezdetben Ugy gondoltdk, hogy ennek magyarazata a kérokozdk
bekebelezéséhez szilkséges ,extra” energia termelése, azonban a fokozott
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oxigénfogyasztas érzéketlennek bizonyult a mitokondridlis 16gzés gatloszereire.
Késébb deriilt fény arra, hogy az extra oxigénfogyasztas szuperoxid termelésére
forditédik és a folyamat kulcsfontossagu a kérokozok elpusztitasdban. Az elmult
tiz évben kuldnféle szdvetekben tdbb, a fagocita-oxidazzal homolég enzimet
fedeztek fel, melyeket ma a NADPH-oxidazok Nox enzimcsaladjaként ismerlnk.
Az enzimcsalddnak emlés6kben dsszesen hét tagja van: a Nox1, Nox2, Nox3,
Nox4 és Nox5 fehérjék, valamint a Duox1 és a Duox2. A Nox fehérjék mikddésik
soran elektront transzportdlnak a NADPH-rél a molekularis oxigénre, ami
szuperoxid anion képz6édését eredményezi. A NADPH-oxidazok altal katalizalt
reakcio tehat a kdvetkezé:
NADPH +2 0, — NADP" + H" + 2 O,™

2.3 A peroxidaz enzimekrol

A szuperoxidbdl képz6dé H,O, él6 szervezetekben kialakulé hatasai
gyakran peroxidaz enzimek kdzvetitésével jénnek Iétre. A peroxidaz enzimcsalad
tagjai egyarant megtalalhatok prokariétakban, gombakban, ndvényekben és
allatokban. A hem-kété peroxidazoknak két szupercsaladja létezik. Az egyik
szupercsaladba a gomba, névényi és bakterialis peroxidazok tartoznak. A masik,
az éllati peroxidazok szupercsaladja, amelynek tagjai az evolicié folyaman az
elébb emlitett enzimektél figgetlendl alakultak ki és valtak hasonlé enzimatikus
funkciéval rendelkezé fehérjékké. Az éllati peroxidazok hemet kot fehérjék,
amelyek kilonb6z6 szubsztratok oxidalasat katalizaljak H.O, jelenlétében. Az
allati peroxidazok molekulaszerkezete nagymértékben konzervalt az élévilagban,
a peroxidazok 4&ltal katalizélt reakcié6 pedig szdmos biokémiai illetve élettani

folyamatban alapveté jelentéségl. Az éllati peroxidazok kézé tartozik a

mieloperoxidaz (MPQ), laktoperoxidaz (LPO), eozinofil peroxidaz (EPO),
tireoperoxidaz (TPO) és a peroxidazin (PXDN). Az MPO a neutrofil granulocitak
terméke, amely hipd képzésén keresztll vesz részt a baktériumok és gombak
elpusztitasaban. Az EPO az eozinofil granulocitak granulumaiban talalhaté, és az
MPO-hoz hasonléan a koérokozdk, azon belll is a Kkilénbdzé parazitak
elpusztitasaban jatszik szerepet. Az LPO kiilonb6z6 exokrin szekrétumokban,
tejoen, nyalban és kdnnyben talalhaté nagy mennyiségben és a nyalkahartyakhoz
két6édé immunitas fontos szerepldje. Az eddig ismertetett peroxidazoktol eltéréen
a TPO nem immunvédekezé folyamatokban, hanem hormonszintézisben fontos,
a PXDN pedig a Drosophila extracellularis matrixdnak szintézisében jatszik

szerepet.
3. Célkitlizések

1. A fagocita oxidaz aktivalédasanak végsé Iépéseirél mar meglehetésen sokat
tudunk, azonban az enzimkomplex Osszedllasahoz vezet6 jelatviteli Utvonalak
kevésbé ismertek. A plazmamembran receptorokon keresztil hatd és az oxidazt
aktivalé stimulusokra jellemzé, hogy az intracellularis Ca®*-szint emelkedését
hozzak létre. Nem volt vildgos azonban, hogy a Ca2+-szignélnak milyen szerepe
van a szuperoxidtermelés elinditdsaban. Munkankban ezért célul tiztik ki annak
megismerését, hogy a neutrofil granulocitadkban kialakulé Ca®*-szignalnak milyen
szerepe van a NADPH oxidaz aktivaciéjaban.

2. A Rac kis G fehérje aktivacibja elengedhetelen az aktiv fagocita oxidaz
enzimkomplex 6sszedlldsahoz. A Rac nukleotid-k6té éallapotanak médositasa
tehat a szuperoxidtermelés szabalyozdsanak lehetéségét jelenti. A Rac GTP-az
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aktivitasat GTP-az aktivalé fehérjék (Rac-GAP fehérjék) modulaljak, azonban a
neutrofil granulocitakban talélhaté Rac-GAP fehérjékrél nagyon keveset tudtunk.
Ezért célul tlztik ki a neutrofil granulocitdkban talalhaté Rac-GAP aktivitasu
fehérjék jellemzését.

3. Régéta ismert volt, hogy ROS termelésre nemcsak a fagocita sejtek, hanem
szamos mas sejtféleség is képes. A nem-fagocita sejitek ROS termelésének
enzimatikus hattere azonban ismeretlen volt. Munkankban célul tlztik olyan,
korabban ismeretlen enzimek azonositasat és jellemzését, amelyek képesek
ROS eléallitasara.

4. A Nox enzimek gyakran mikddnek egyutt peroxidaz enzimekkel, ahol a
peroxidazok felhasznaljak a Nox fehérjék altal termelt szuperoxidbdél kialakul6d
H,O.-t. Az allati peroxidazok kézll a laktoperoxidaz és a peroxidazin enzimek
vizsgdlatat tlztlk ki célul. Azért esett erre a két enzimre a valasztasunk, ugyanis
az esetikben felmertlt annak a lehetésége, hogy szerepuk Ilehet az

extracellularis matrix oxidativ médositasaban.

4. Kisérleti megkozelités

ROS termelés mérése: A szuperoxidtermelést fotometrias Uton a ferricitokrom ¢
festék szuperoxid dizmutaz (SOD) érzékeny redukcidja alapjan mértik. Ez a
modszer elsésorban a fagocita oxid4z aktivitasanak vizsgélatara alkalmas, mert
az nagy mennyiségben termel szuperoxidot. A szuperoxidtermelést érzékenyebb,
kemilumineszcens modszerrel is mértlk a Diogenes nevi reagens

felhasznalasaval. H,O, termelés mérésére az Amplex Red technikat hasznaltuk,

ahol a torma peroxiddz H,O, jelenlétében fluoreszcens termékké oxiddlja az
Amplex Red reagenst.

Intracellularis Ca’*-koncentrdcié mérése: Az intracellularis Ca**-koncentracio
méréséhez a Fura-2 Ca®*-érzékeny fluoreszcens festéket hasznaltuk.

Poliklonalis antitestek el6allitasa: A poliklonalis antitestek eléallitdsahoz
szilkséges antigéneket GST fuzidés fehérje formajaban allitottuk elé E. coli
baktériumokban és affinitds kromatografia segitségével tisztitottuk meg a sejtek
lizdtumabdl. Az immunizalds sordn standard immunizalasi protokollt
alkalmaztunk. A célfehérjére specifikus antitesteket GST-vel kimeritett szérumbdl,
affinitds kromatogréfia segitségével tisztitottuk meg. A szérumot és a tisztitott
antitestet Western blot kisérletekben teszteltik.

A GTP-4z és Rac-GAP aktivitdas mérése: A Rac GTP-az aktivitdsat nitrocellul6z
filterhez vald kotédés segitségével mértik. A neutrofil granulocitak citszélikus és
membran frakciéinak Rac-GAP hatasu fehérjéit overlay technikaval vizsgaltuk.

mRNS detektalasi technikak: Az mRNS expressziét Northern blot, kvantitativ
PCR (QPCR) és in situ hibridizacié technikakkal vizsgaltuk.

A korabban ismeretlen Nox homolégok és szabalyozé fehérjék klénozasanak
menete: A kordbban ismeretlen szekvenciakat a Génbank EST (Expressed
Sequence Tags) adatbazisdban tértént homoldgia kutatas segitségével
azonositottam. Az EST adatbazis hasznalatanak elénye volt, hogy ez az
adatbazis cDNS szekvenciadkat tartalmaz és a huméan genom szekvenald
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projektek befejezése el6tt ez volt a genom expresszalodd részét legjobban
reprezentalé adatbazis. Homolég szekvencidk azonositdsa utan elemeztik a
homolégia fokat és az adott mMRNS expressziés mintazatat. A kibnozast altalaban
olyan sejtvonalbdl vagy szdvetbdl végeztik, amely az expresszids vizsgalatok
eredménye alapjan nagy mennyiségben tartalmazta az adott mRNS-t.

Fehérje detektalasi technikak: A fehérjéket sejtlizatumbdl specifikus antitestek
felhasznalasaval, Western blot technika segitségével mutattuk ki. Ha nem
rendelkeztlink az adott fehérjére specifikus antitesttel, akkor epitéppal jeleztik a
fehérjét és az epitdpot felismeré antitestet haszndltunk a kisérleteinkben. A
fehérjék sejten, illetve szdveten bellli elhelyezkedését immuncitokémia, illetve
immunhisztokémia segitségével vizsgaltuk. Az intracellularis lokaliz&ciét
konfokalis mikroszképia segitségével hataroztuk meg.

Heteroldg expressziés technikak: Fehérjék heterolég expresszidjara legtébb
esetben a pcDNA3.1 eml8s expresszios vektort alkalmaztuk. A plazmidok
transzfekcidjat Geneporter, Fugene vagy Lipofectamine 2000 transzfekciés
reagensek segitségével végeztiik el. A tranziens expresszios kisérletekben a
transzfekcié utan 24-48 Odraval vizsgaltuk a sejteket. A Nox4-et stabilan
expresszal6 sejtek létrehozasanal Geneticinnel végeztik a szelekciot és a sejtek
kihigitdsa utan rezisztens klénokat izolaltunk. Az izolalt klénokat kiterjesztettik és
a Nox4 expressziojat RT-PCR illetve Northern blot technikak segitségével

ellenériztlk.

Génexpressziot gatlo (knock-down) kisérletek: Ezekben a kisérletekben antiszenz
oligonukleotidok vagy siRNS-ek segitségével gatoltuk a génexpressziét. A Duox1

expresszi6  gatlasara léguti  epithel sejtekben  foszfotioat antiszenz
oligonukleotidokat alkalmaztunk, amelyeket Oligofectamine transzfekcids reagens
segitségével juttattunk a sejtekbe. A siRNS technikat alkalmazé kisérleteinkben
Stealth siRNS-t alkalmaztunk, amit RNAIMAX transzfekcios reagens segitségével
juttattunk a sejtekbe. Az siRNS-es kisérletekben a génexpresszié gatlasanak
hatékonysagat Western blot segitségével ellendriztik.

5. Az 0 tudomanyos eredmények dsszefoglalasa

1. Kimutattuk, hogy a fiziolégias tartomanyban Iétrejové Ca®*-szignal Gnmagaban
nem elégséges a neutrofil granulocitak szuperoxidtermelésének aktivalasahoz.
Azt is kimutattuk, hogy a receptor agonista fMLP, Ca**-szignal hianyaban is
képes a NADPH-oxidaz aktivalasara, azonban a maximalis stimulalé hatas csak
emelkedett Ca®*-szint mellett jon Iétre.

2. Sajat kisérletes és irodalmi adatok alapjan Uj hipotézist dolgoztunk ki a
krénikus granulomatézis betegségben megfigyelhetd neutrofil granulocita

funkci6zavar magyarazatara.

3. Neutrofil granulocitdk membrénban elhelyezkedd Rac-GAP fehérjéit vizsgélva
kimutattuk, hogy a sejtek membranjaban megtaldlhaté a p50Rho-GAP és ez a
fehérje felelés a membran dominans, renaturdlhaté Rac-GAP aktivitdsaért,
azonban a nativ membranpreparatum Rac-GAP aktivitdsdban nem jatszik
szerepet.

10
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4. Kimutattuk, hogy a Nox1 nem rendelkezik mitogén aktivitdssal és az
expresszidja fokozddik colon tumor sejtek differencidlédasa folyaman.
Megaéllapitottuk, hogy a Nox1 képes egyiittm{kddni a fagocita oxidaz citoszélikus

komponenseivel.

5. Azonositottuk a Nox1 colon epithel sejtekben expressszalédo citoszolikus
regulatorait, a NOXO1 és NOXA1 fehérjéket. Leirtuk a NOXO1 és NOXA1
mRNS-ek expressziés mintazatat és kimutattuk, hogy a fehérjék hatékonyan

tamogatjak a Nox1 enzim miikédését.

6. Azonositottuk a NADPH oxidaz 4 (Nox4) enzimet és kimutattuk, hogy a Nox4
nagy mennyiségben expresszalédik a vesében, ahol a vesetubulusok epithel
sejtjeiben talalhaté. Felvetettlk, hogy a Nox4 szerepet jatszhat a vese

oxigénérzékelésében.

7. Kimutattuk a Duox fehérjék expressziéjat nyalmirigyben, a vastagbélben és a
nagyobb Iégutakban. Megallapitottuk, hogy a légutak epithel sejtjei Duox-fliggd
moédon H,O.-ot termelnek. Feldllitottuk a Duox-LPO védekez6 rendszer modelljét.

8. Kimutattuk, hogy a Duox1 expresszalddik urothel sejtekben és megallapitottuk,
hogy a Duox1 felelés a sejtek Caz*-szignél altal aktivalt H,O, termeléséért.
Kimutattuk, hogy a Duox1 szerepet jatszik a hugyhdlyag fiziolégids nyomas
valaszainak kialakitasaban.

9. Jellemeztiik a LPO ditrozinképzd aktivitasat és megallapitottuk, hogy az

enzimnek ez az aktivitasa alkalmas sejtek H,O, termelésének mérésére.

11

10. Kimutattuk, hogy a PXDN fehérje rendelkezik peroxiddz aktivitassal és a
sejtek endoplazmas retikulumaban talalhaté. Megallapitottuk, hogy miofibroblaszt
differencialédas soran n6 a PXDN expresszibja és a fehérje szekretdlddik az
extracellularis térbe. Megallapitottuk, hogy ez az eddig ismeretlen matrixképzé

mechanizmus aktivaloédik vesefibrozis kialakuldsa soran.

12
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6. Az eredmények gyakorlati jelentésége

A fagocitdk ROS termelésének megvaltozasa fontos szerepet jatszik
kilénb6zd betegségek kialakuldsdban. Szamos kisérleti adat utal arra, hogy
fagocita oxidaz elégtelen vagy fokozott mikddése egyarant problémat okozhat.
Joggal feltételezhetjik tehat, hogy ez a nem-fagocita sejtekben talalhaté Nox
fehérjék mikodésére is igaz lehet. Az altalunk elséként azonositott Nox4-rél
kimutatték, hogy szerepet jatszik a tidéfibrézis kialakuldsaban és egy, a Nox4-et
és Nox1-et gatlé gyégyszerjeldltet a kdzeljdvében fognak kiprébalni a diabéteszes
vesekarosodds gydgyitasaban (forrds: www.genkyotex.com). A Duox-LPO
veédekezd rendszer azonositdsanak szintén lehet gyakorlati jelentésége. A
dolgozatomban korabban emlitettem, hogy cisztas fibrézisban csdkken a légutak
antibakteridlis aktivitasa. A kdzeljdvében indul egy olyan készitmény kiprébalasa,
amely részben ennek a védekezd rendszernek a stimulalasan keresztll javitana a

CF-es légutak antibakterialis aktivitasat (forras: www.alaxia-pharma.eu).
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