Zarébeszamolo

»A Rho/Rac csalad GTPaz fehérjéire hatoé aktivalé proteinek kifejezé6dése és

részvétele specifikus sejtmiikodésekben” c. kutatasi témarol

A kutatasi terv f6 célkitlizése a kis G-fehérjék Rac/Rho csaladjara haté GTPaz
aktivalo fehérjék (GAPok) szdveti eloszlasanak és specifikus élettani hatasainak
vizsgalata volt. A kutatasi periodusban a palyazat munkatervében vallalt f6

feladatokat teljesitettuk.

1. A Rac/RhoGAPok kifejez6dése kiilonb6z6 szovetekben.

Nyilvanos adatbazisokra alapozva proteomikai kutatast vegeztink. A human
genom projekt adatai alapjan mintegy 70 fehérje rendelkezik olyan konszenzus-
szekvenciaval, ami Rac/RhoGAP aktivitasra utal. Ezen lehetséges fehérjék kb. 50%-
a még nem kerdlt kifejezésre, tehat tényleges Rac/RhoGAP aktivitasuk nem ismert.
Sajat kutatasainkban a lehetséges 70 fehérje kozll 54 fehérjét sikerult azonositani
EST adatbazisokban és meghataroztuk ezek el6fordulasi gyakorisagat egészséges,
valamint tumor szdvetekben. Osszehasonlithatd korlilmények kdzott végzett
mikroarray kisérletek adatbazisaiban 45 Rac/RhoGAP fehérjét sikerult
azonositanunk. Ezek kifejez6dési szintjét a GAPDH szintre vonatkoztatva fejeztik ki
20 szovetre vonatkozoan. Ezenfelul 0sszegyujtottuk 70 Rac/RhoGAP-ra vonatkozoan
a kilonbozd adatbazisokban szerepld hivatkozasi szamot, az dsszes szinonim nevet,
a kromoszémalis lokalizaciét valamint a fehérje varhatd hosszat. Adatainkat az
egységes nomenklatura alkalmazasaval k6zoltik a Small GTPases cim(, a
szakterulet profiljaba vago, a kdzelmultban inditott folyoiratban. Kutatasainkkal
els6ként nyujtottunk informaciot a kulonb6zd szdvetek és sejtféleségek Rac/RhoGAP
Lrepertoire’-jara vonatkozéan. Ez a szdveti ,GAP-térkép” jelentésen tamogatja sajat

munkacsoportunk és masok tovabbi kutatasait is.

2. Rac/RhoGAPok specifikus élettani szerepe.

Az altalunk kidolgozott adatbazis hivta fel a figyelmunket az ARHGAP25

fehérjére, amely Northern blot analizisben vérsejt-specifikusnak bizonyult, és



granulocitakban jelentés mennyiséglinek tiint. El6kisérleteinkben megklénoztuk ezt a
fehérjét és megallapitottuk, hogy a csalad tagjai kozul kizarélag a Rac fehérjével

reagal. Tehat egy veérsejt-specifikus RacGAPot azonositottunk.

Sikerult sajat fejlesztésben megbizhat6 antitestet kifejlesztentink és ezzel
meghataroztuk a fehérje kifejez6dését. Minden vizsgalt vérsejt-tipusban (granulocita,
T és B limfocita, monocita) megtalalhato, és kifejezddik a granulocita-funkcidk
vizsgalatara alkalmazott modell sejtben, a PLB-ben is. Hianyzik viszont a masik
gyakran hasznalt modell sejtbdl, a COS-Phox sejtbél. Az ARHGAP25 sejtélettani

szerepét ebben a két modell sejtben vizsgaltuk.

A COS-Phox sejtek kifejezik a fagocita NADPH oxidaz enzim 6sszes
alkotorészét, valamint rendelkeznek IgG-kotd Fe receptorral és jol transzfektalhatoak.
Ebben a modell sejtben els6ként az ARHGAP25 sejten beluli szubsztrat-
specificitasat vizsgaltuk. A Rac-aktivitas fokozédasara jellemzé sejtfodrozodast és a
fibrillaris aktin felszaporodasat a lamellipédiumokban konfokalis mikroszképban,
festett sejteken vizsgaltuk. Megallapitottuk, hogy a fluoreszcens jelzéssel ellatott
ARHGAP25-ot kifejez6 sejtekben kevesebb, mint 30%-ra csokkent az EGF-fel
stimulalt fodrozédas. A Rho-aktivalodast jelzb stressz rost képzédésben viszont nem
lattunk kulonbséget. Tehat az ARHGAP25 sejtes kortlmények kdzott — az in vitro

mérésekkel megegyezéen — RacGAP hatasunak bizonyult.

Ezt kdvetéen megvizsgaltuk az ARHGAP25-6t kifejez6 COS-Phox sejtek
fagocitozis képességét konfokalis mikroszkdpos mérésekben. Fluoreszcensen jelzett,
opszonizalt élesztét alkalmazva, a transzfektalt sejtek szignifikansan kisebb
aranyban és kevesebb szamu részecskét vettek fel, mint a nem transzfektalt kontroll

sejtek, vagy a hatastalan GAP domét tartalmazé ARHGAP25-tel transzfektalt sejtek.

Meglepé mddon, egy masik RacGAP, a pS0GAP (ujabb nomenklaturaban
ARHGAP1) transzfekcidja nem csdkkentette a COS-Phox sejtek fagocitézisat, bar ez
a fehérje hasonldan intenziv RacGAP hatassal rendelkezett sejtes korilmények
kozott, mint az ARHGAP25. Elékisérleteink szerint viszont a p190GAP az
ARHGAP25-h6z hasonléan csOkkentette a fagocitozist. Itt tehat a RacGAP-ok kozotti

»,munkamegosztas” egy konkrét jelét detektaltuk.

PLB sejtekben az ARHGAP25 a differenciacio soran jelenik meg, és 7. napon,

amikor a neutrofilokra jellemz6 funkciok maximalissa valnak, az ARHGAP25 is jol



detektalhaté. Ezekben a sejtekben a fehérje csendesitését a differenciacioé soran
alkalmazott ismételt sShRNS kezeléssel értlik el. A csendesitett sejtekben a teljes
szérummal opszonizalt éleszt6 fagocitdzisa szignifikansan emelkedett. Ugyancsak
emelkedett az ARHGAP25-csendesitett sejtekben a polimerizalt aktin mennyisége,
valamint a fagocitozist kisér6 szuperoxid termelés. A fagocitdzis fokozédasat az

ARHGAP25 csendesitését kdvetben primer human monocitakban is megfigyeltik.

Mind transzfektalt COS-Phox sejtekben, mind izolalt human neutrofil
granulocitdkban az ARHGAP25 dusulasat észleltuk a fagoszomak korul. ARHGAP25
transzfekcids és a csendesitési kisérleteink ellentétes iranyu valtozast
eredményeztek a vizsgalt sejtek fagocitozisaban. A COS-Phox sejtekben Fc receptor
fejez6dik ki, méréseink szerint a PLB sejtek viszont els6sorban komplement-receptort
tartalmaznak. Mindezek alapjan megallapitottuk, hogy az ARHGAP25 a fagocitdzis
negativ szabalyozdja, ami feltehet6leg mindkét tipusu opszonin-receptor (Fc-és
komplement-receptor) altal elinditott szignal-utban szerepel. Eredményeinket a
Blood folyéirat (IF= 9,8) kdzolte 2012-ben.

A sejtkultura laboratoriumunkban bekovetkezett sulyos fert6zés kovetkeztében
a kutatasi periodus végére sajnos mindkét jol bevalt modell sejtvonalunkat
(csendesitett PLB és transzfektalt COS-Phox) elveszitettlik. A hosszas transzfekcids-
szelekcids eljaras megismétlése — ami még mindig csak modell sejteket
eredményezett volna — helyett mas kisérleti megkodzelitést hataroztunk el. Az
ARHGAP25 élettani szerepének tanulmanyozasaban tobb eredmény varhato teljes
allatmodell vizsgalatatol. Ezért beszereztik az ARHGAP25 gén-deficiens
egértorzset. A tenyésztést sikerult beallitanunk, és megkezdtik az izolalt granulocitak
vizsgalatat. Ez a megkozelités primer sejteken tobb funkcid parhuzamos és élettani

meghatarozasat teszi lehetéve.

3. Rho/RacGAP fehérjék szabalyozasa.

A p190GAP fehérjérdl korabban, in vitro korilmények kozott megallapitottuk,
hogy a polibazikus részen keresztuli foszfolipid kotés megvaltoztatta a szubsztrat-
specificitasat, csokkentve a RhoGAP és ndvelve a RacGAP hatast. A polibazikus
részen bellli szerin és treonin aminosavak foszforilacios szintje befolyasolja a

savanyu foszfolipidekhez tortén6 kotédést. Ez egy eddig példa nélkuli szabalyozasi



mechanizmus, ami a Rac és Rho fehérjék szamos sejtben megfigyelt
antagonizmusat helyileg nagyon finoman szabalyozhatja. Megfigyeléseink
ellentétesek voltak a néhany korabbi, szintén sejtes rendszerben kdzolt eredményre
alapozott altalanos hittel, amely szerint a p190GAP csak a Rho-fehérjére hat. Jelen
kutatasi periédusban sejtes rendszerben végzett kisérleteinkkel egyértelmien
bebizonyitottuk, hogy a p190GAP sejten belll is képes RacGAP-ként mikodni, és
ebben a polibazikus régio kulcs-szerepet jatszik, hasonléan a korabban, in vitro

koralmények kozott nyert eredményeinkhez.

Elséként specifikus kotéfehérje alkalmazasaval (PAK-pull-down modszer)
megallapitottuk, hogy a teljes p190 fehérje kifejezése nagymértékben csokkenti az
aktiv, GTP-t kotott Rac fehérje mennyiségét, de ez nem kovetkezik be, ha a
transzfekcid a polibazikus domént nem tartalmazé mutanssal torténik. Forditott
eljarasban, a p190GAP hianyaban (deficiens egerekbdél szarmazo sejteken) az aktiv
Rac mennyisége ndvekedett. Ezt kdvetben bioldgiai hatas alapjan, a Rac fehérje
ismert, fodrozddast serkent6 hatasa alapjan bizonyitottuk, hogy a polibazikus régié
szukséges a RacGAP aktivitashoz. Kontroll méréseinkben bemutattuk, hogy a
RhoGAP hatashoz nem sziukséges a polibazikus domén, ellenkezbleg hianyaban
fokozédik a RhoGAP hatas. Ezen kisérleteinket szintén specifikus kétéfehérje
(Rhotekin pull-down) alkalmazasaval, valamint a Rho fehérje aktivitasat tlikr6zé
biolégiai tesztekkel (stressz-rost kepzédeés, sokmagvu sejtek keletkezése) végeztuk.

A kozlemény a Cellular Signaling c. folydiratban jelent meg 2013-ban.

A p190GAP fehérje kritikus aminosavainak (S1221 és T1226) foszforilaciojat
in vivo korilmények kdzott hely-specifikus foszfo-antitestek segitségével egy
amerikai munkacsoporttal egyuttmikodve kezdtuk meg. Parhuzamosan végeztink
kisérleteket aramlasi citométerben, ahol nagy sejtszamon tudtuk a foszforilalédas
tényét megallapitani, és konfokalis mikroszképban, ahol a foszforilalt és nem
foszforilalt fehérje sejten bellli megoszlasat tudtuk vizsgalni. Eddig csak a protein
kinaz C-t direkt stimulalé PMA hatasat vizsgaltuk, ami a S1221 egyértelm{
foszforilaciojat eredményezte. Jelenleg az eredmények proteomikai megerésitésére

varunk, azt kovetdéen kezdjik meg a kiuldénb6z6b fizioldgias stimulusok vizsgalatat.

Megkezdtik a p190GAP foszforilacié szerepének vizsgalatat a fehérje
korabban leirt athelyez6déseében is. El6kisérleteink szerint a polibazikus régié hianya

nem befolyasolta a sejtmembranhoz torténd lokalizacidt. A kulonbozé toltésa régidkat



jelz6 fluoreszcens prébakkal kapott eredményeink nem teljesen egyértelmuek, igy

ezen a teruleten tovabbi vizsgalatok szukseégesek.

A palyazat benyujtasakor terveztik a pS0GAP szabalyozasanak tovabbi
vizsgalatat. Elsésorban a korabbi, in vitro vizsgalataink alapjan leirt auto-inhibicid
megerdsitését és a kis G-fehérje szubsztrat prenilacios allapotanak meghatarozo
szerepét kivantuk alatamasztani. Egy német munkacsoporttal egyuttmikodve a
fehérje kristalyositasat prébaltuk meg. Ehhez mi elkészitettink jelentés szamu
roviditett és mddositott konstruktot, de sajnos a kifejezett fehérjék egyikét sem

sikerUlt kristalyositani. Ezért ezt a kutatasi iranyt atmenetileg felfliggesztettik.

4. Publikacids tevékenység.

A kisérleti adatok kapcsan emlitett kozleményeken kivul tovabbi jelentés
publikaciokat készitettliink. A témavezet6 felkérést kapott az igen rangos
Physiological Reviews folyodirattol a GAPok élettani és patoldgiai szerepét
Osszefoglald kozlemény készitéseére. Ez 2012-ben jelent meg. Ugyancsak felkérésre
készitett a munkacsoport egy kommentart a Rac/RhoGAPok atfed§ ill. specifikus
funkcidirdl a Small GTPases folyéirat szamara, valamint a kis G fehérjéket
szabalyozo fehérjék eltéréseirél endokrin kérképekben a Molecular Endocrinology
folyoirat szamara. A bioldgiai folyamatok leallitasaban szereplé6 mechanizmusokat a
skandinav Acta Physiologica felkérésére, a neutrofil granulocitak kdzelmultban
megismert funkcioit a Pfliger’s Archiv szamara foglaltuk 6ssze. A témavezetd a
Wiley kiado felkérésére egy angol nyelvii farmakolégia tankdnyvben megjelené
fejezetben foglalta 6ssze a kis G-fehérjéhez kotott szabalyozas farmakolégiai

szempontjait. A tankdnyv varhatéan 2014 masodik felében jelenik meg.

A kutatasi periédusban két PhD disszertacio, egy BSC és négy orvosi

diplomamunka szlletett.



