RESZLETES SZAKMAI BESZAMOLO

1. A Renox (Nox4)-deficiens egérmodell létrehozasa

Az OTKA palyazat keretében végzett kutatasok egyik legfontosabb eredménye, hogy
sikerilt Iétrehozni egy Nox4 (Renox)-deficiens egértorzset. Ezt a munkat Dr Thomas Leto
(NIH) laboratériumaval egyuttmiikodésben vegeztik. A Nox4-deficiens allatok fenotipusanak
analizise jelenleg is folyamatban van es egyelére még nem tudtuk azonositani a kiesé Nox4
muikddés kovetkezményét. A Nox4-deficiens allatok életképesek és jol szaporodnak ami
alapjan kimondhatjuk, hogy a Nox4 enzim nem elengedhetetlen az élethez. Az OTKA
palyazatom munkatervében vazoltam azt a hipotézist, hogy a veseben expresszalodd Nox4
oxigénerzékeloként mikodhet és fontos szerepe lehet az eritropoetin (EPO) termelés
szabalyozasaban. Ezt az elképzelésiinket arra alapoztuk, hogy korabban szamos kisérleti adat
utalt arra, hogy az EPO termelést szabalyozé oxigén-érzékel6 egy szabadgyok-termeld
hemoprotein lehet. A Nox4-deficiens allatok hematoldgiai paramétereit vizsgalva
megallapitottuk, hogy azok normalisak. Ez alapjan elmondhatjuk, hogy a Nox4 nem jatszik
szerepet a konstitutiv vérképzés szabalyozasaban. Fontos azonban megjegyezni, hogy a
vesében folyd EPO termelés nyugalmi korilmények kozott szinte kimutathatalan, azonban
kilénbdzo stressz helyzetekben (pl. hipoxia, vérzes) jelentésen fokozodik. Kovetkezé
kisérleteinkben azt szeretnenk vizsgalni, hogy a Nox4-nek szerepe van-e ilyen kérilmények
kozott a vérképzés szabalyozasaban. Az elmult években kimutattak, hogy a Nox4 fehérje a
vesén Kivil még szadmos szervben, szdvetben megfigyelhets. Ezek kozil kiléndsen
izgalmasnak tiinik az endothel, ahol szamos megfigyelés szerint a Nox4 tiinik az elsédleges
reaktiv oxigén forrasnak. Dr Benyd Zoltannal (SE, Klinikai Kisérleti Kutatd- és
Humanélettani Intézet) egylttmikodésben azt kezdtik vizsgalni, hogy a Nox4 vajon szerepet
jatszik-e az artérias vérnyomas szabalyozésédban. Munkahipotézisink szerint ugyanis az
endothel sejtekben Nox4 altal termelt szuperoxid anion reagélhat a nitrogen monoxiddal és
mérsékelheti annak értagitd hatasat.

A NADPH oxidazok kutatasaban nagy nehézséget okoz a megfelel6 antitestek hianya.
A Nox4 enzim ellen sem ismert olyan antitest amely alkalmas lenne a fehérje detektalasara.
Jelenleg tobb kiilonbdz6 stratégiaval probalunk olyan Nox4-ellenes antitestet elallitani amely
megbizhatéan mikddhet Western blot kisérletekben és immunfestésre is alkalmas lehet. A

Nox4-deficiens egér az antitest fejélesztésben is komoly segitséget nyujt, ugyanis az



allatokbol szarmazo szovetek kontrollkent szerepelhetnek az antitest specifitasat vizsgalo

kisérletekben.

2. A p50 RhoGAP fehérje funkciéjanak jellemzése

Rho GTPazok szamos kiulénb6zé sejtfolyamatban vesznek részt, mint példaul a
sejtmozgas, génatiras, membranforgalom, szuperoxid termelés. A human genom adatai
alapjan a Rho GTPazok szadméat 20-25 kozottire becsilhetjik, ugyanakkor szabalyozé
fehérjeik szama, mint pl. a kicserélé faktorok és a GTPaz aktivald proteinek (GAP), legalabb
haromszorosa ennek. Ez a kiilénbség azt sugallja, hogy egy GTPaz minden egyes sejten beluli
funkciojat egy bizonyos szubcellularis kdrnyezetben a szabalyoz6 fehérjék egy adott, kiilén
csoportja irdnyitja. Az ilyen szabéalyozé molekula komplexek kialakulasa fehérje-fehérje és
fehérje-lipid interakcidkon keresztil jon létre.

Célunk a szamos sztvetben expresszalodd pSORhoGAP fehérje tanulmanyozasa volt,
mely N-termindlisan tartalmaz egy igen érdekes, ismeretlen funkcioju Secl4 homoldg
domént. A sejten bellli lokalizacié megallapitasahoz poliklondlis antitestet termeltettink a
fehérje ellen és GFP-fuzids formajat allitottuk el6. Azt taldltuk, hogy erés kolokalizaciot
mutatott a korai és a reciklizalé endoszoma markerekkel (transzferrin-receptor és Rabl1) és
ezt a lokalizacidt egyértelmiien a Sec14 homoldg domén hatarozta meg. A p5S0RhoGAP és a
Rabll kozott mért biolumineszcens rezonancia energia transzfer alapjan ugy ttnik, hogy az
endoszomalis membranokon molekularis komplexet képez a Rabll kis G fehérjével és ez a
kapcsolat is a Sec14 domentsl fiigg. Mindazonaltal — in vitro GTPaz méréseink alapjan — a
p50 egyértelmiien nem hat GAP-ként a Rab fehérjékre. Immunfluoreszcencia jel6léses
Kisérleteket is végeztiink a p5S0RhoGAP és a Rho csalad tagjai lokalizacidjanak dsszevetésére.
Eredményeink szerint a p5SO0RhoGAP kapcsolatot teremthet a Rho és Rab csalad GTPazai
kozott. Az endoszomalis membranforgalomban részt vevoé fehérjek funkcidjanak
tanulmanyozéséra széles korben alkalmazott a transzferrin felvétel és reciklizacid mérése,
ezért fluoreszcens transzferrin assay-ket alkalmaztunk abbdl a célbdl, hogy a p5SORhoGAP
overexpresszidjanak hatasait vizsgaljuk az endoszomalis korforgas folyamataiban.

Osszefoglalva eredményeink a GTPaz aktivalé fehériék egyéb doménjeinek
jelent6ségét hangsulyozzak, melyek meghatarozoak lehetnek a GAP aktivitas tér- és idobeli
szabalyozasaban.

3. A Racl fehérje szerepe a Nox enzimek szabalyozasaban




A fagocita sejtekben taldlhatd NADPH oxiddz enzimkomplex fontos része a Rac
kismolsulyu GTP-koto fehérje. Kisérleteinkben azt vizsgaltuk, hogy vajon a nem-fagocita
sejtekben taldlhato NADPH oxidaz enzimek szabalyozasaban is szerepet jatszhat-e a Racl. A
Nox1 és Nox3 fehérjekre azért esett a valasztasunk mert, részben sajat eredményeink alapjan,
tudjuk, hogy ezek a membranfehérjék kolcsonhatasba lépnek citoszolikus szabalyozo
fehérjékkel. A Nox1 citoszolikus regulatorai a NOXO1 (Nox Organizer 1) és NOXAL1 (Nox
Activator 1). A Nox3 aktivitasa kevésbé fligg a citoszolikus fehérjéktsl de valdszini, hogy a
NOXOL1 a Nox3-nak is fontos partnere.

Kisérleteinkben Racl mutansok és Racl expressziot spcifikusan csokkenté SiRNS
technika segitségével kimutattuk, hogy a Racl szerepet jatszik a Noxl és a Nox3
aktivitdsdnak szabalyozdsdban. Azt is kimutattuk, hogy a Racl ezt a hatdsat a NOXA1
fehérjéhez kotve fejti ki és a kotddés mechanizmusa nagyon hasonld a Racl fehérje p67°"-
hoz valo kotédesehez, amely a fagocita oxidaz aktivalédasanak fontos mozzanata. Tovabbi
Kisérletekben azt talaltuk, hogy ha a NOXALl-et egy iranyitd szekvencia segitségével a
plazmamembranhoz vissziik akkor a Nox1 szuperoxidtermelése fliggetlenné valik a NOXO1-
t6l, vagyis a NOXO1 szerepe elsésorban a NOXAL membranhoz torténd iranyitasa. Erdekes
maodon azonban még ilyen korilmények kozétt is fligg a szuperoxidtermelés a Racl-t6l, ami
arra utal, hogy a Racl fehérjének szerepe van az enzim aktivalodas folyamatanak végsé
Iépéseiben is.

Eredményeink arra utalnak, hogy a vastagbél epithel sejtjeiben funkciondld Nox1
szabalyozésa nagyon hasonld a fagocita oxidaz szabalyozasahoz (1. 4bra), ami felveti annak

a lehet6ségét is hogy a két rendszer funkcidja is igen hasonlé lehet.



NADP* + H*

NADP* + H*

1. dbra A fagocita- és colon oxidaz aktivacidjanak mechanizmusa

4. Eqy Uj emberi peroxidaz azonositasa

A humén peroxidazin egy ismeretlen funkcioju peroxidaz, amely szdmos szdvetben

expresszalodik (2. abra).
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2. abra A peroxidazin mRNS expresszija kiilonbozé human szévetekben



A human peroxidazinnal nagymértékben homoldg, Uj emberi peroxidazt
azonositottunk, amelyet peroxidazin 2-nek, vagy sziv peroxidaznak (cardiac peroxidase,
CPO) neveztink el (Génbank szdm: AAX70929). Ennek egy részét kodolé human DNS-
szekvenciat génbankban tortént homologiakeresés soran talaltuk. Ennek a szekvencianak egy
darabjat probaként felhasznalva Northern blot analizist végeztiink. Ugyanazokat a széveteket
vizsgaltuk, mint a human peroxidazin 1 esetében, és meglepé eredményt kaptunk. Amint az
ennek nyoman adott név is mutatja, a CPO mRNS-ét kizéardlag a szivben detektaltuk (3.
abra). Nem volt megtaldlhaté a vazizomban, a vastagbélben, a thymusban, a lépben, a
vesében, a majban, a vékonybélben, a placentaban, a tldében, az agyban és a
fehérvérsejtekben sem. Tovabbi Northern blottal végzett vizsgalataink alapjan a peroxidazin 2
az aortat kivéve a felnétt human sziv minden részében megtalalhatd, azaz a szivcsicsban, a
bal és jobb pitvarban, a bal és a jobb kamréban. A magzati teljes szivbdl sz&rmaz6 mintaban
is detektalhatd a peroxidazin2 mRNS-e, azonban sokkal kisebb mennyiségben (abra). A
kisérletek alapjan a teljes mRNS val6szinti mérete kb. 4,5 kb-nak adddott.
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3. &bra A peroxidazin 2 (CPO) mRNS expresszidja human szovetekben

A legnagyobb, ehhez a génhez tartoz6 cDNS-darab is, amelyet az adatbazisokban
talaltunk, joval kisebb volt ennél a feltételezett méretnél. Az igy talélt szekvenciarészlet az
MRNS 3’, azaz a fehérje C-terminalisan talalhaté darabjat kodolta, tartalmazta a peroxidaz

domén nagy részét és a stop kodont is. Az 5’-vég keresése soran az addig ismert szekvencia



helyét a human genomon belil a 8. kromoszéman azonositottuk. Itt az 5’véget
feltételezhetéen kodold régiét minden lehetséges leolvasasi keretben leforditva kapott
aminosavsorrendet homol6gidba allitottuk a peroxidazinl-vel. A homoldg részek nagy
valdszintiséggel kodold szekvenciaszigeteketnek felelnek meg. Ezek peroxidazin 1-en belili
elhelyezkedése és konzervalt doménekhez vald viszonya alapjan azonositottuk a peroxidaz
domén hianyz0 részét, és tovabbi, az 5’vég iranyaba esé doménrészeket.

A teljes kddol6 szekvenciat SMART RACE (= rapid amplification of cDNA ends)
technika segitsegével azonositottuk.

A kodold szekvencia alapjan meghataroztuk az aminosavsorrendet, majd ennek

segitségével a fehérje masodlagos szerkezetét ( 4. abra).
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4. abra A peroxidazin 2 (CPO) szerkezete

Ez a szerkezet nagymértékben hasonldo a peroxidazin 1 felépitéséhez, szintén
tartalmazza az arra jellemzé f6 doméneket: az extracelluléris szignal peptidet, a leucin-
gazdag-régiot, a négy lg-hurkot, a peroxidaz domént és a C-terminalis cisztein-gazdag részt.
Az ezekre a peroxidazin 1 esetében leirt jellemzék és valdszindsitett szerepek a peroxidazin 2-
re is érvényesek. A fehérje ellen antitestet termeltettiink és jelenleg a fehérje sziven beluli

lokalizaciojat vizsgaljuk.
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