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Roviditések jegyzéke

6PG 6-foszfo-glukonat

ACAT acil-KoA:koleszterin-aciltranszferaz
Arg/R arginin

AT aciltranszferaz

bp bazispar

cDNS komplementer DNS

DAPI 4,6-diamidin-2-fenilindol

DGAT diacil-glicerin-aciltranszferaz

DMEM ,Dulbecco’s Modified Eagle Medium”
DTT ditiotreitol

EDTA etilén-diamin-tetraecetsav

ER endoplazmas retikulum

Erol ER-oxidoreduktaz 1

EST »expressed sequence tag”

FAD flavin-adenin-dinukleotid

FBS fotalis marhaszérum (,,fetal bovine serum”)
FFA szabad zsirsav (,,free fatty acid™)

G6P gluk6z-6-foszfat

G6PD gluk6z-6-foszfat-dehidrogenaz

G6PT gluk6z-6-foszfat-transzporter

GAPDH glicerinaldehid-3-foszfat-dehidrogenaz
GFP z0ld fluoreszcens fehérje

GIn/Q glutamin

Glu/E glutamat

Gly/G glicin

GSH glutation

GSSG glutation-diszulfid

H6PD hex6z-6-foszfat-dehidrogenaz

HDL nagy slriiségi lipoprotein (,,high density lipoprotein’)

HEK293T  human embrionalis vesébdl izolalt sejtvonal (,,Human Embryonic
Kidney 293T”)



HepG2
HRP
11BHSD1
11BHSD2
IRE-1
kB

JNK

kb

KoA

LB

LXR
MODY

MOPS
MRNS
MUFA
NAD*
NADH
NADP*
NADPH
NEFA
NF-«B
PAGE
PBS
PCR
PDB
PDI
PERK
PPAR
PUFA
PVDF
gPCR
ROS
RT-PCR
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huméan hepatoma sejtvonal

tormaperoxidaz (,,horseradish peroxidase”)

1-es tipusu 11B-hidroxiszteroid-dehidrogenaz

2-es tipust 11p-hidroxiszteroid-dehidrogenaz
,,inozitol-requiring enzyme 1”’

inhibitor kappa B

c-Jun N-terminalis kindz

kilobazis

koenzim-A

Luria-Bertani taptalaj

Lliver X receptor” transzkripcios faktor

feln6tt diabétesz, amely fiataloknal jelentkezik (,,maturity-onset diabetes
of the young”)

3-N-morforlin-propanszulfonsav

messenger vagy hirvivé RNS

egyszeresen telitetlen zsirsav

oxidalt nikotinamid-adenin-dinukleotid

redukalt nikotinamid-adenin-dinukleotid

oxidalt nikotinamid-adenin-dinukleotid-foszfat
redukalt nikotinamid-adenin-dinukleotid-foszfat
nem észteresitett zsirsav

nukledris faktor-xB

poliakrilamid gélelektroforézis

foszfatpufferes sooldat (,,phosphate buffered saline™)
polimeraz lancreakcio (,,polymerase chain reaction”)
,,Protein Data Bank”

proteindiszulfid-izomeraz

,RNA dependent protein kinase-like ER kinase”
,peroxisome proliferator-activated receptor”
tobbszordsen telitetlen zsirsav

polivinilidén-fluorid

kvantitativ vagy valds idejii PCR

reaktiv oxigén intermedierek (,,reactive oxygen species”)

reverz transzkripciot koveté PCR



SCD
SDS
SFA
SNP
SREBP-1c

TAE
TG

UPR
VLDL
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sztearil-KoA-deszaturaz

natrium-dodecil-szulfat (,,sodium dodecyl sulfate™)

telitett zsirsav (,,saturated fatty acid”)

egypontos nukleotid polimorfizmus (,,single nucleotide polymorphism”)
szterol szabalyozo elemet koto fehérje (,,sterol regulatory element-
binding protein-1c”)

Tris-acetat-EDTA puffer

triglicerid

olvadaspont (,,melting temperature™)

,unfolded protein response”

nagyon alacsony striiségil lipoprotein (,,very low density lipoprotein’)
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1. Irodalmi attekintés

1.1. Az endoplazmas retikulum redox rendszerei

Az endoplazmas retikulum (ER) a sejtmagmembranhoz kapcsolddva,
ciszternakbol ¢és tubulusokbol 4ll6 Osszefiiggd membranrendszert alkot Kkiterjedt
haloézattal a sejtek citoplazmajaban. Az egybefliggd membran egyben meghatarozza a
citoplazmatol teljesen elkiiloniild belsé teret, a lument, amely a sejt teljes térfogatanak
atlagosan 10%-at teszi ki [1]. Szdmos biokémiai, farmakolodgiai és genetikai adat ta-
masztja ald, hogy membranjanak barrier funkcidja és specifikus transzportfolyamatai
révén az ER a sejt onalld6 metabolikus kompartmentjeként jellemezhetd [2].
Az organellumban ezaltal jellegzetes luminalis mikrokdrnyezet alakul ki, amelyet a
citoplazmaval  Osszehasonlitisban  magas Ca®*-,  aszkorbat/dehidroaszkorbat-
koncentracio, valamint alacsony [tiol]:[diszulfid] arany jellemez [3-5]. A szelektiv és
gyakran sebességmeghatarozo transzport folyamatok nagymértékben befolyasoljak a
megfeleld luminalis enzimek aktivitasat, kinetikai jellemz0it és szubsztratspecificitasat
egyarant [6]. Az igy kialakulo specialis milié egyben elengedhetetlen az ER-ben zajlo
szdmos enzimatikus reakcié megfeleld aktivitasdhoz. Az intenziv fehérjeszintézis és -
érés mellett az organellum ad helyet a szénhidrat- és lipidanyagcsere, valamint a
biotranszformacio egyes reakcioi szamara [7]. Az ER-hez kotheté redox-reakciokat az
organellum lumenében elhelyezkedd és membranjahoz kotott (luminalis vagy citoplaz-
mai aktiv centrummal rendelkezd) enzimek katalizaljak. Hasonloan a citoplazmahoz az
ER-lumenben is meghatarozé redox-rendszerek a tiol-diszulfid és piridin-dinukleotid
redox-parok, amelyek azonban az ER-membran két oldalan karakterisztikusan eltérd
statuszt (oxidalt/redukalt allapotot) mutatnak [3]. Az értekezés tézisei szempontjabol
nem relevans, azonban nem lehet emlités nélkiil hagyni az ER oxidativ fehérjeérésben
betdltott szerepét. Poszttranszlacios modositaskeént a fehérjék ciszteinil oldallancain tiol
(-SH) csoportjainak oxidaciojaval létrejovo diszulfid hidak stabilizaljak a szekréciora
keriilé és membranfehérjék harmadlagos és negyedleges szerkezetét [8]. A nativ fehérje
ciszteinil tioljainak elektronjait a proteindiszulfid-izomeraz (PDI) veszi at és az ER-
oxidoreduktaz 1 (Erol) flavoprotein juttatja a végsé elektronakceptor oxigén molekula-
ra, hidrogén-peroxid keletkezését eredményezve. A folytonos elektrontranszfer

kovetkeztében jellemezheté az ER-lumen tiol-oxidalé kornyezetként [5]. A luminalis

10
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fehérjetiol-oxidaciot jol tiikrozi a citoplazmahoz képest lényegesen (mintegy
30-100-szor) alacsonyabb (oxidaltabb) [glutation (GSH)]:[glutation-diszulfid (GSSG)]
arany [9]. A membran ugyanakkor nem atjarhato a GSSG és piridin-dinukleotidok
(NAD(P)H) szamara. A luminalis tiol-diszulfid és a piridin-dinukleotid redox-
rendszerek nemcsak citoplazmai megfeleldjiiktdl kiiloniilnek el (fizikailag és funkciona-
lisan), hanem a kozos kompartmentben funkciondlisan egymastdl is. gy lehetséges,
hogy a lumen tiol-oxidalé kornyezete mellett fenntarthato az ER piridin-dinukleotid-
készletének  redukalt allapota  (magas  redukalt-oxidalt  piridin-dinukleotid
(INADPH]:[NADP'] arany). A luminalis NADPH-készletet a hexoz-6-foszfat-
dehidrogenaz (H6PD) tartja fenn, és ez elsésorban a prereceptorialis glukokortikoid-
aktivalashoz sziikséges, melyet a biotranszformaci6 elsé fazisdhoz tartozd enzim, az
1-es tipust 11B-hidroxiszteroid-dehidrogenaz (11BHSDI1) katalizal. Az ER-ben a két
redox rendszer elkiilontilését a glutation-reduktdz enzim luminalis hidnya teszi lehetové
[7, 10].

Az ER membranjaban helyezkednek el a biotranszforméacio6 el6készitd fazisdban
kulesszerepld citokrém P450 monooxigendzok ¢€s a telitetlen zsirsavak szintézisét végzo
acil-KoA-deszaturazok enzimrendszerei is. Ezek az organellum membranjanak integ-
rans fehérjéi, aktiv centrumuk a membran kiilsé felszinén helyezkedik el [11, 12].
A citokrom P450 enzimek és a deszaturazok egy-egy elektrontranszfer-lanc végsé tag-
jaként szerepelnek, ahol membrankotott oxidoreduktazok kozvetitésével NAD(P)H-tol
kapjak az elektronokat. A monooxigenalasi reakcido eredményeként a két elektron altal
az oxigén molekula egyik atomja vizzé redukalodik, a masik oxigénatom a citokromok
altal beépiil a szubsztratba, mig ez a beépiilés a deszaturacio esetében atmeneti, és az

oxigénatom kettds kotés hatrahagyasaval viz formajaban ki is 1ép a szubsztratbol
[13, 14].
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1.1.1. A lumindlis NADP'—NADPH ciklus

A piridin-dinukleotidok a sejt redox haztartasanak kozponti elektronszallitoi.
A katabolikus folyamatok szamos olyan enzimreakciot tartalmaznak, amelyek redukalt
piridin-dinukleotid (NADH/NADPH) termelésével jarnak. Mig a lebonté folyamatok
oxidoredukci6ibol szarmazoé elektronokat a NADH a 1égzési lancba szallitja, addig
foszforilalt analdogja, a NADPH redukalé er6t biztosit a bioszintetikus ¢és
biotranszformacids enzimreakciokhoz, valamint az antioxidans védelem szamara [15].

Az ER is szamos NADPH-fogyaszté enzimnek ad helyet. Ezek koziil a bioszin-
tetikus Iépést katalizal6 vagy a Dbiotranszformacidban résztvevd integrans
membranfehérjék  (pl. citokrom P450-reduktaz, 3-hidroxi-3-metil-glutaril-KoA-
reduktaz, szkvalén-szintdz, biliverdin-reduktaz) aktiv centruma a membran kiilsd
(citoplazma feldli) felszinén helyezkedik el, és igy ezen enzimek a citoszolban termel6-
d6 NADPH-t hasznaljak [3]. Ugyanakkor magaban a lumenben is elhelyezkednek olyan
dehidrogenaz (reduktaz) enzimek, amelyek piridin-dinukleotiddal (NADPH) miikddnek
[16-18]. Fontos azonban kiemelni, hogy mivel az ER membranja nem atjarhat6 ¢ piri-
din-dinukleotidok  szamara, az organellum belsejében zajlo  enzimreakcidok
kofaktorigényének kielégitésére kizarolag a lumen elkiiloniilt NADPH készlete all
rendelkezésre [10].

A periférids szovetek lokalis glukokortikoid-metabolizmusaért a 11p3-
hidroxiszteroid-dehidrogenaz 1-es (11BHSDI1) és 2-es (11BHSD2) tipusu izoenzime
felelds. A két izoenzim intracellularis lokalizacidja és kofaktorigénye eltér, tovabba
jellegzetesen kiilonbozik a glukokortikoid hormonhatas az Oket tartalmazd célszervek-
ben [19, 20]. In vitro mindkét tipusu izoenzim a prohormon kortizon (11-oxo-szteroid)
¢és az aktiv glukokortikoid hormon, kortizol (11-hidroxi-szteroid) reverzibilis egymasba
alakitasat katalizalja. Az in vivo reakcié aktudlis iranyat, azaz, hogy az enzim
reduktazként vagy dehidrogenazként miikodik az adott célsejtben, a kofaktorellatottsag,
vagyis a [NAD(P)H]:[NAD(P)"] arany hatirozza meg [21]. A 11BHSD1 az ER memb-
ranjahoz kototten, intraluminalisan helyezkedik el [17]. Ez az enzim a glukokortikoid-
célszervekben, -szovetekben (majban, vazizomban, valamint a zsirszovetben) jellemzo-
en reduktazként miikodik, vagyis NADPH felhasznéldsaval a kortizon kortizolla torténd
prereceptorialis aktivalasat végzi. In vivo megfigyelések alapjan kivételt képez ez aldl a

szubkutan zsirszovet, ahol a 11BHSD1 éppen ellentétes iranyu atalakulast, a kortizol
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oxidacidjat (inaktivalasat) katalizalja NADP™ felhasznalasaval [22]. E kivételtdl elte-
kintve, a reakcid fiziologids koriilmények kozott a legtobb szovetben megfigyelt iranya
(kortizolképzddés) kozvetett bizonyitékkal szolgal arra vonatkozolag, hogy az ER
lumenében magas a redukalt-oxidalt piridin-dinukleotid [NADPH]:[NADP'] arany,
aminek fenntartasa nyilvan sziikséges az enzim kortizoltermel$ funkciojanak fenntarta-
sahoz. Az ER NADP-fiiggé izocitrat-dehidrogenaz aktivitasanak kimutatasa [23] dacara
altalanosan elfogadott tény, hogy a lumen f&6 NADPH-termel6 enzime a hex6z-6-
foszfat-dehidrogenaz (H6PD) [24, 25]. A H6PD tandem enzimként a pentdz-foszfat
ciklus els6 két 1épését katalizalja az ER lumenében: els6ként a glukoz-6-foszfatot (G6P)
6-foszfoglukonolaktonné oxidalja NADPH képzddése mellett, majd laktonaz aktivitasa
a koztitermék 6-foszfoglukonolakton hidrolizisét eredményezi
6-foszfo-glukonatta (6PG) [26]. Szubsztratellatasat, vagyis a G6P lumenbe torténd
bejuttatasat fehérjemedialt transzporttal, a gluk6z-6-foszfat-transzporter (G6PT) végzi
[27] (1. ébra).

G6P
%
ER lumen
G6P GPG\
NADP* NADPH PFC
Kortizol U Kortizon
Citoplazma 11pHSD1

1. abra. A glukéz-6-foszfat-transzporter — a hexo6z-6-foszfat-dehidrogenaz és az
l-es tipusu 11p-hidroxiszteroid-dehidrogenaz altal alkotott Kkatalitikus triad.
A lokalis glukokortikoid-aktivalodast az endoplazmas retikulumban elhelyezkedd fehér-
jeharmas katalizalja. A glukoz-6-foszfat (G6P) specifikus transzportere, a G6P-
transzporter (G6PT) segitségével jut be az ER lumenébe, ahol a hexdz-6-foszfat-
dehidrogenaz (H6PD) 6-foszfo-glukonatta (6PG) alakitja. Az enzim miikddése soran
termelodd0 NADPH biztositja az 1-es tipusu 11B-hidroxiszteroid-dehidrogenaz
(11BHSD1) altal katalizalt kortizon-kortizol atalakulas kofaktorellatottsagat.
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A H6PD ¢és a 11BHSD1 enzimek luminalis lokalizacidjat aktivitasuk kozel 100%-0s
latencidja is alatamasztja [28], ami egyuttal tovabbi bizonyitékként szolgal amellett is,
hogy az ER membranja nem atjarhato kofaktoruk, a NADP(H) szamara. A két enzim
egymds kofaktorellatasat biztositja, a 11BHSDI hasznadlja a H6PD altal termelt
NADPH-t, ugyanakkor a kortizol prereceptoridlis aktivaloddsa sordn képzé6dd NADP*
pedig a H6PD szubsztratjaul szolgal. Az enzimek kozvetlen fizikai kapcsolatat, fehérje-
fehérje kolcsonhatasat és funkcionalis kapcsoltsagat [29] kofaktorellatottsagukon kiviil
tovabbi biokémia [30] és genetikai [31] bizonyitékok is alatamasztjak. Hepatocitakban
[30], adipocitakban [21] és neutrofil granulocitakban [32] egyarant kimutattak a G6PT,
H6PD ¢és a 11BHSDI1 fehérjék jelenlétét és funkciondlis egyiittmikddését. Szamos
kisérleti eredmény wutal arra, hogy patkany majmikroszOmaban magas a
[NADPH]:[NADP] arany, vagyis hogy a NADPH-NADP" redox rendszer redukalt 4l-
lapotban van [10], ami Osszhangban van azzal a megfigyeléssel, hogy a 11BHSDI1
fiziologiasan a kortizon redukciojat katalizalja. A triad két enzime koziil a 11pHSDI
esetében jelentds indukcio figyelhetd meg példaul differencialodo zsirsejtekben [21], a
H6PD azonban kiilonb6zé patkany és human szovetekben mRNS- és fehérjeszinten
egyarant konstitutivan fejezédik ki [24].

A triad miikodését meghatarozza a transzportfolyamat révén a lumenbe keriild, oxidal-
hatdé G6P mennyisége, amely a taplalkozasi tényezOk szerepét veti fel. A szervezet
tapanyag-ellatottsaga képes tehat befolyasolni az ER luminalis redox allapotat és ezzel
Osszefiiggésben az ER kortizoltermeld kapacitasat. Ezaltal a G6PT-H6PD-118HSD1
rendszer muikodésének, amely Osszekapcsolja az intermedier anyagcserét a
hormonmetabolizmussal, fiziol6giasan metabolikus tapanyagszenzor funkcio tulajdo-
nithato6 [33, 34].

1.1.2. A zsirsav-deszaturdcios elektrontranszfer-lanc

A de novo zsirsav-bioszintézis dominansan a 16-szénatomos telitett palmitinsa-
vat eredményezi végtermékként. A komplex lipidek szintéziséhez sziikséges tovabbi
endogén zsirsavak a palmitinsav szénldncanak két szénatomos egységekkel torténd
hosszabbitasaval (elongacié) és adott pozicidban kettés kotés 1étrehozasaval

(deszaturacio) alakulnak ki [35]. A telitetlen zsirsavak szintézisének elkotelez6 1épése

crer
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(a 9. és 10. szénatom kozott) [36]. Ezt az oxidativ reakciot a nem hem-vasat tartalmazo
sztearil-KoA-deszaturaz (SCD) enzim katalizalja. A 4 transzmembran doménnel ren-
delkez6, és az ER membranjaban (citoszolikus aktiv centrummal) elhelyezkedd enzim
preferalt szubsztratjaiként a 16 szénatomos palmitoil-KoA (C16:0) és a 18 szénatomos
sztearil-KoA (C18:0) szolgal. Az enzim a cisz kettds kotés kialakitasaval az egyszeresen
telitetlen palmitoleil-KoA (16:1 cisz A9) és oleil-KoA (18:1 cisz A9) aktivalt zsirsava-
kat hozza 1étre [37, 38]. A hosszu szénlancu zsiracil-KOA szarmazhat részben a de novo
szintézisbdl részben a taplalékkal elfogyasztott telitett zsirsavakbol. A képzddo telitetlen
zsirsavak fontos szubsztratként szolgalnak a komplex lipidek, azaz glicerofoszfolipidek,
trigliceridek, koleszteril-észterek, szfingolipidek felépitéséhez. Az SCD altal katalizalt
reakcio egyben a nem esszencidlis tobbszordsen telitetlen zsirsavak bioszintézisének
sebességmeghatarozo 1épése. A kiilonbozd specificitasti deszaturdz enzimek a mar A9
helyzetben telitetlen zsirsavban képesek ujabb kettds kotések kialakitasara a A4, 5,
illetve 6-0s poziciokban [12, 39].

A human szdévetekben két SCD-izoformat azonositottak. A f6 deszaturaz enzim,
az SCDI1 széleskorlien megtalalhatd a szovetekben, magas szinten expresszalodik a
majban, tiiddben ¢és a zsirszovetben. Magas szénhidrattartalmt diéta hatdsara nagymér-
tékben indukalodik a gén expresszidja a majban, a vazizomban és a szivben [40].
A human SCD1 85%-0s aminosavszekvencia-azonossagot mutat az egér és patkany
SCD izoformakkal [12]. Az SCDS5 izoformara ez a szekvenciahomologia mar nem jel-
lemzd, megjelenése egyediilalld a foemldsok korében, kifejezédése a kozponti
idegrendszerre és a pankreaszra korlatozodik [41]. Ragcsalokban 4 SCD izoforma
(SCD1-4) fordul elé6. Az SCD1 magas szinten expresszalodik a maj- és zsirszovetben,
az SCD2 az agyban ¢és neuronalis szovetekben fordul eld, az SCD3 pedig specifikusan a
sebocitakban és a Harder-mirigyben, az SCD4 kizardlag a szivben fejezédik ki [35].

Az SCD1 gén expresszioja taplalkozasi tényezok (glukdz, fruktdz, koleszterin,
telitett/telitetlen zsirsavak), hormonok (inzulin, leptin) €s szamos transzkripcios faktor
(SREBP-1c, LXRa és 5, PPAR¢, £, yand o) altal szabalyozott [12, 42].

A human AS és A6 deszaturazokkal ellentétben, amelyek mintegy fuzios fehér-
jeként citokrém b5-szerli és deszaturdz doménekbdl allnak, a A9 deszaturdz enzimek
nem rendelkeznek ,,bels6” citokrom b5-szeri doménnel [43, 44]. A mikodésiikhoz

sziikséges elektronokat kiilonallo elektronszallitok biztositjak, amelyek az ER integrans
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membranfehérjéiként elektrontranszfer-lancot alkotnak [45]. Az enzim molekularis oxi-
gént és a lancon keresztiil NAD(P)H-t6l szarmaz6 elektronokat hasznal szubsztratként.
Az SCD1 az elektrontranszfer-lanc terminalis tagjaként szerepel, ugyanis a mikodésé-
hez sziikséges és NAD(P)H-t6l szarmazo elektronokat a NAD(P)H citokrom b5-
reduktaz (bSR) flavoprotein és az elektron-karrier citokrom b5 (b5) hemoprotein kdzve-
titésével kapja. A NAD(P)H elektronjait a citokrom b5-reduktdz egyenként tovabbitja a
hozza asszocialodd citokrom b5 enzim hem prosztetikus csoportjanak, a fehérje Fe®*
ionjat Fe®* jonna redukalva. Az elektronok ezt kdvetden keriilnek a deszaturdz enzim
Fe** ionjara, majd az oxigén molekula egyik atomjat vizzé redukaljak. A masik oxigén
atom a zsirsav két szomszédos szénatomjardl szarmazé hidrogénekkel viz formajaban
1€p ki és ezaltal a cisz kettds kotés kialakulasaval a sztearil-KoA-bol oleil-KoA jon 1étre

[12, 14, 46] (2. 4bra).

Sztearil-KoA
)ok/\/\/\/g\/\/\/\/\
KoA-S 10
NAD(P)H+H* Citokrém b5-reduktaz 2 citokrém b5 o
(FADH,) Fe2+ 2
NAD(P) Citokrém b5-reduktaz 2 citokrém b5 .mz ho
(FAD) Fed 2
1 S 10
KoA-S N
Oleil-KoA

2. abra. A sztearil-KoA-deszaturaz altal katalizalt reakcio és a hozza kapcsolodé
elektrontranszfer-lanc. Az ER integrans membranfehérjéi altal alkotott elektrontransz-
fer-lanc tagjai a NAD(P)H citokrom b5-reduktaz flavoprotein, az elektronok
tovabbitasaban szerepet jatszo citokrom b5 enzim és a kevert funkcidjii oxigenazként
miikod6 sztearil-KoA-deszaturaz. Az SCD1 az elektrontranszfer-lanc végsé tagja, a
miikodéséhez sziikséges és NAD(P)H-t6] szarmazo elektronokat a citokrém b5-reduktaz
(b5SR) és a citokrém b5 (bS) kozvetitésével kapja. Az enzim molekuléris oxigént hasz-
nal, amely soran az egyik oxigén atom a NAD(P)H hidrogénjeivel képez vizet. A masik
oxigén atom a zsirsav két szomszédos szénatomjardl szarmazo hidrogénekkel viz for-
majaban 1ép ki, mikozben a A9-deszaturaz enzim a kettds kotés kialakitasaval sztearil-
KoA-bol oleil-KoA-t képez [12].
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A deszaturaz enzimek tehat az endogén vagy exogén forrasbol szarmazo telitett zsirsa-
vakbol egy vagy tovabbi kettdés kotés kialakitdsaval egyszeresen (MUFA) vagy
tobbszordsen telitetlen (PUFA) zsirsavakat hoznak 1étre. Funkcidjuk meghatarozo sze-
reppel bir a lipidmetabolizmusban. A telitetlen (oleat) és telitett (sztearat) zsirsavak
egymashoz viszonyitott aranya (illetve a zsirsavak telitetlenségi foka) nagymértékben
meghataroz6 a membranfluiditas szempontjabol. Ezen tilmenden a tobbszordsen telitet-
len zsirsavak (pl. arachidonsav) fontos szignal molekulak szintézisének prekurzoraiként
szolgalnak. A létrejovo egyszeresen telitetlen zsirsavak sziikségesek a komplex
lipidekbe torténd beépitéshez. Az oleat az acil-KoA:koleszterin-aciltranszferaz (ACAT)
¢és a diacil-glicerin-aciltranszferaz (DGAT) enzimek preferalt szubsztratja, amely enzi-

mek a koleszteril-észterek és trigliceridek szintézisét végzik [42].

1.2. Az endoplazmas retikulum redox rendszerei és a diabétesz

Az ER-nek mint az eukariota sejtek 6nallé metabolikus kompartmentjének meg-
hatarozo6 szerepe van az intracellularis homeosztazis fenntartasaban. Az ER érzékenyen
reagdl a kiilsd és belsd kornyezet valtozasaira, és kiemelkedd szerepe van a cellularis
adaptacioban [2, 7]. Egyre nagyobb figyelem iranyul az ER redox rendszereit és az alta-
luk szabalyozott cellularis mechanizmusokat érinté hatasok szerepére a metabolikus
szindroma és 2-es tipust diabétesz szempontjabol kulcsfontossagu inzulinrezisztencia
és B-sejtkarosodas kialakulasaban [47-49].

Az organellum miikddését szdmos szélsdséges hatds zavarhatja meg, amelyek
végsGsoron a poszttranszlaciés modositasok folyamatat, vagyis a fehérjeérést érintik, és
ezaltal ER-stresszt idéznek el. ER-stresszt okozhat a luminalis tiol-diszulfid redox
statusz eltolodasa (an. redox-stressz), a tapanyaghiany, kiillonésen a glukozé
(fehérjeglikozilacid zavara), a Ca®* homeosztazisaban bekovetkezett zavar, a szekrécios
fehérjék szintézisének hirtelen fokozodasa, aminek hatterében akar virusfert6zés is all-

hat. Ezekben az allapotokban a fehérjeérés elégtelensége a helyteleniil, illetve

crcr

crer

az ,,unfolded protein response” (UPR) jelatviteli mechanizmusat. Az UPR elsddlegesen
az adaptaciot szolgalja [50-52], de az autofagia és apoptozis aktivalodasat is okozhatjak
[53, 54].
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Az organellum miikodését és metabolizmusat érinté hatasok szamottevéen az
ER luminalis redox rendszerein keresztiil képesek hatni a regulacido egyes elemeire.
Az oxidativ fehérjeérés zavarat el6idézo stresszhatasok alapvetéen az UPR jelatviteli
utvonalainak aktivalasat valtjak ki. Azok (az els6sorban taplalkozasi) a kovetkezdkben
részletezendd tényezok, amelyek a lumen piridin-dinukleotid redox statuszanak eltolo-
dasat eredményezik, a prereceptoridlis kortizoltermelés befolyasoldsa révén hatnak a

sejt tovabbi anyagcserefolyamataira [55].

1.2.1. A prereceptoridlis kortizoltermelés és a metabolikus szindroma

Az ER a sejt tapanyagszenzoraként miikodik. Egyes anyagcsere-intermedierek
(példaul a koleszterin, triglicerid, zsirsavak, G6P) szintje és luminalis redox rendszerei-
nek statusza altal képes érzékelni a sejt aktudlis metabolikus allapotat. A tipanyag-
ellatottsag érzékelésében az ER endogén jelatviteli Utvonalai aktivalodnak vagy
prereceptorialis hormonmetabolizmusa moédosul. A fiziologias szabalyozas erbteljes,
illetve hosszan elnyulé zavara szamos betegség patomechanizmusanak alapjaul szolgal-
hat [3, 7].

In vivo kisérlet tamasztja ala, hogy mig éhezés soran fokozatosan csokken a maj-
sejtek mikroszomalis [NADPH]:[NADP'] arinya és ezzel Osszefiiggésben a
kortizonredukald kapacitasa, addig jollakott allapotban NADPH-tulsuly és az
organellum kortizoltermeld kapacitasanak fokozodasa észlelhetd. A sejtek tapanyag-
ellatottsaga tehat jelentdsen befolyasolja a lokalis glukokortikoid hormonaktivalast, a
G6PT-HG6PD-11BHSD1 katalitikus triad mikodését [33]. A fruktoz-6-foszfat (FO6P) a
G6P-hoz hasonldan képes hozzajarulni a H6PD 4altal katalizalt NADPH-termeléshez és
ezaltal a kortizolaktivalas fokozasahoz [56]. A tapanyagkinalat tilsulya és folyamatos
fennallasa azonban nagymértékii terhelést okoz a fizioldgids koriilmények kozott finom-
szabalyozast megval0sitd szenzor szamdra, amely a glukokortikoid-hatds koros mértékii
modulélasaval képes valaszolni. Egyre tobb adat utal arra, hogy a glukokortikoid-
célszervek lokalis kortizolmetabolizmusanak jelentés fokozodasa — a plazma
kortizolszintjének emelkedése nélkiil — képes hozzajarulni az elhizés, inzulinreziszten-
cia és ezaltal a metabolikus szindroma és 2-es tipusii cukorbetegség kialakuldsahoz

[26, 57].

18



DOI:10.14753/SE.2018.2105

A 11BHSDI enzimet a majban, illetve a zsirszovetben szelektiven tultermeld,
transzgenikus egerekben metabolikus szindroma alakul ki, azonban a tiinetek eltérnek
az egyes szOveti overexpresszid hatdsara. A majban kifejezett 11BHSDI1 transzgén
hatasara az elhizas kivételével a metabolikus szindréma valamennyi tiinete kialakul az
egérben [58]. Zsirszoveti taltermeltetése esetén a metabolikus szindroma Osszes tiinete
jellemezhetd, ugymint a viszceralis elhizds, hiperténia, inzulinrezisztencia, glu-
kozintolerancia, diszlipidémia [59]. A kortizol prereceptorialis aktivalodasanak tartds
fennallasa tehat hasonldéan képes a hiperkortizolémian alapulé Cushing-szindromahoz
hasonl6 tiinetek kivaltasara [60]. Ezzel szemben a 11BHSD1 knock-out egerek ellenal-
l6ak a metabolikus szindréma kialakulasédval szemben, magas zsirtartalmu taplalas sem
okoz elhizast [20, 61]. Az allatok inzulinérzékenysége fokozott, szérum lipidprofilja
kardioprotektiv mintdzatot mutat, alacsony szérum-trigliceridszinttel és emelkedett
HDL-koleszterinszinttel jellemezve [62]. A HO6PD génkiiitott egérmodellben is csokkent
sulygyarapodas, hipoglikémia ¢és  fokozott inzulinérzékenység alakul ki.
A kortizonredukcié a NADPH ellatottsagat biztositd enzim hidnya kovetkeztében nem
biztositott, a 1 1BHSD1 dehidrogenaz aktivitasa valik meghatarozova [63, 64]. A G6PT
specifikus gatlasa képes kivédeni in vitro a GO6P adasaval jar6 fokozott
kortizoltermelddés hatasat [10].

A 2-es tipusu diabétesz kisérleti allatmodelljében a 11BHSDI szelektiv gatlasa
szintén egyiitt jart az inzulinérzékenység fokozodasaval és sulyvesztéssel [65].
A metabolikus szindréma ¢és a diabétesz kezelése szempontjabdl éppen ezért igéretes
gyogyszercélpontnak bizonyult a 11BHSD1 gatlasa [28]. Fontos kérdés, hogy egyes
taplalkozasi tényezOk hogyan befolyasoljak a luminalis piridin-dinukleotid redox

statusz alakulasat.

1.2.2. A zsirsav-deszaturdacio és lipotoxicitds

A zsirsavak jelentds energiaforrast jelentenek a legtobb aerob anyagcserét foly-
tatd sejt szdmara a human szervezetben. Néhany szovet, példaul az agy szamdara
korlatozott a plazmalipidek elérése, mig a legtobb szdvet ezeket a tapanyagokat
lipoproteinekbe csomagolva (kilomikron, VLDL) vagy kozvetleniil szabad zsirsavak
(FFA), mas néven nem-¢észteresitett zsirsavak (NEFA) formajaban veszi fel. A zsirsavak

albuminhoz kotott forméaban szallitodnak, és szérumszintjiik rendszerint elhizodo éhe-
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z¢€s vagy megerOltetd fizikai aktivitds soran emelkedik a zsirsejtekben raktarozodo trig-
zsirraktarakbol az alacsony inzulin/glukagon arany mellett a glukokortikoid és
katekolamin stressz hormonok stimulaljak. A kiegyensulyozott zsirsav-metabolizmus
kritikus szereppel bir az energiahomeosztazis, a membranfluiditas és az intracellularis
jelatvitel modulalasaban [66]. Koros allapotban (pl. elhizas kovetkeztében) a szabad
zsirsavak hosszan tartd talkindlata kiilonb6z6 sejtekben metabolikus és jelatviteli
stresszfolyamatokat indit be. A zsirsavellatottsag felborult egyenstlya és mindezen
karos, cellularis diszfunkciot eredményezd hatasai jelentik a lipotoxicitast, amely egy-
ben a sejtek programozott halalat, lipoapoptozisat is okozhatja [67]. A kiilonb6z6
zsirsavak fehérjemedialt transzportfolyamat révén [68] jutnak a citoplazmaba, ahol el-
s6ként koenzim-A-val (KoA) aktivalodnak, ¢és ilyen formaban (zsiracil-KoA)
metabolizalodnak. Magas zsirsavszint kovetkeztében az intracellularis zsiracil-KoA-
tulkindlatot a mitokondridlis B-oxidacié és a kapcsolt oxidativ foszforilacid intenziv
miikddése révén a reaktiv oxigénszarmazékok (ROS) fokozott keletkezése kiséri. Az igy
kialakulo FFA-indukalt oxidativ stressz az inhibitor-kB-kinaz (1kB) komlex és a c-Jun
N-terminalis kinaz (JNK) aktivalasa altal vesz részt a gyulladasos jelatviteli folyamatok
kialakitasaban [69, 70].

A zsiracil-KoA citoplazmai felhalmozodasa az ER normal mikodését is befolya-
solja. Egyrészt a hosszu lancu acil-KoA (palmitoil-KoA) membranpermeabilizalo
hatasa [71] révén idézi eld a luminalis milid megvaltozasat, féként az organellum Ca?*-
homeosztazisdnak zavarat. Masrészt a telitett zsirsavak (palmitat) sejtfelszini
receptorhoz (FAT/CD36) kotédve, foszfolipaz C (PLC) aktivalédasan keresztiil is az
ER Ca**-deplécidjat valtjak ki [72]. A Ca** kisramlasa a kalciumfiiggd chaperonok és
foldazok elégtelen miikddése kovetkeztében jarul hozza a fehérjeérés ¢és
mindségellendrzés zavarahoz, és ezaltal az éretlen fehérjék luminalis felhalmozodasa az
ER transzmembran receptorai kozvetitésével alakitja ki az UPR-t [5]. A zsirsavtaltengés
kovetkeztében kialakuld oxidativ és ER-stressz szinergisztikusan aktivalja a c-Jun
N-terminalis kinazt (JNK), amely az inzulin jelatvitelének gatlasat is okozza az inzulin-
receptor-szubsztrat (IRS) fehérjék szerin oldallancon torténd foszforilaciojaval [73]
(3. abra). A p-sejtek vonatkozasaban az inzulinrezisztencia kialakulasaban és a

lipoapoptodzis indukcidjaban foként a p38 MAPK jatszik szerepet [74].

20



DOI:10.14753/SE.2018.2105

SFA (palmitat, sztearat)

SFA-KoA (palmitoil-KoA, sztearil-KoA)
MUFA-KoA
NAD(P< \ (palmitoleil-KoA,
\ < oleil-KoA)
Stresszkinazok b5 SCD1

NAD(P)H_ <y
aktivalodésa (pl. JNK) N > TG

ER-stressz
NADPH NADP*
“iero
6PD

Apoptozis

6PG G6P

Kortizol

Inzulin-
rezisztencia

Kortizon

B-SEJTEK

. Citoplazma
PUSZTULASA

3. abra. A telitett zsirsavak (SFA) toxikus hatiasa és a mikroszomalis acil-KoA
deszaturacio. A telitett zsirsavak sejtfelszini receptorokhoz kotédve, illetve a sejtekben
koenzim-A-hoz kapcsolodva (SFA-KO0A) jelatviteli és metabolikus stressz folyamatokat
inditanak be, amelyek végso soron az inzulin-jelpalya gatlasat (inzulinrezisztenciat) és a
sejtek apoptozisat eredményezik. Az SCDI az aktivalt telitett zsirsavakbol (SFA-K0A)
egyszeresen telitetlen zsirsavakat (MUFA-K0A) képez, amelyek aciltranszferazok (AT)
szubsztratjaként hozzajarulnak a trigliceridek (TG) szintéziséhez. Az SCD1 a miikodé-
séhez sziikséges NAD(P)H-t a citoszélbol az ER bSR ¢€s b5 integrans membranfehérjéi
kozvetitésével kapja. A vékony, sziirke nyilak atalakulast, a vastag, fekete nyilak a
lipotoxicitas mechanizmusat jelolik.

Szamos in vivo és in vitro tanulmany kisérleti eredményei tamasztjak ala, hogy a telitett
zsirsavak (pl. palmitat; 16:0 és sztearat; 18:0) toxicitasa Iényegesen feliilmulja a telitet-
lenekét (pl. oleat; 18:1 ciszA9), st az utdbbiak sokszor képesek csokkenteni vagy akar
kivédeni a telitettek karos hatasait [75-80].

Egyre inkabb nagy figyelem iranyul a szisztémas magas zsirsavszint €s a telitett
zsirsavak karos hatdsainak patologias allapotokban betoltott szerepére €s azokra az
endogén mechanizmusokra egyarant, amelyek képesek lehetnek a metabolizalandd
zsiracil-KoA tulkinalat csokkentésére. A telitetlen zsirsavak sziikségszerti épitdelemként
(acil-KoA donorként) vesznek részt (sn-2 pozicioban) a trigliceridek szintézisében a

telitett zsirsav komponensek hozzajarulasa mellett [81]. Igy ha a telitett zsirsavak (nagy
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aranya) mellett biztositott a telitetlenek kindlata is a kiilonb6zo szoveti sejtekben, akkor
a lipotoxikus hatdsok kivédésére (a zsiracil-KoA felhalmozddas csokkentésére) iranyulod
ektopias zsirraktarozasnak — ¢€les ellentétben korabbi allaspontokkal — protektiv szerep
tulajdonithato [82] (3. abra). M4j, harantcsikolt izom, szivizom ¢és pankreasz B-sejteken
In vitro egyarant megfigyelhetd, hogy az exogén vagy endogén modon rendelkezésre
allo telitetlen zsirsavak e menekiilé utvonal biztositdsaval (a palmitat trigliceridekbe
épiilésének elésegitésével) eredményezik a lipoapoptozis elkeriilését [77, 83, 84]. Ha a
zsirsavak egymashoz viszonyitott aranya oly mértékben tolddik el, hogy a telitetlen
zsirsavak kinalata korlatozott, akkor a sejtek tulélését ily modon segitd trigliceridek
képzése =zavart szenved, és az intracellularis telitett acil-KOA intermedierek
felhalmozodasa stlyosbitja a sejtkarosodast [66, 85]. A telitett és telitetlen zsirsavak
eltérd cellularis hatdsai a membran foszfolipidek telitettségi allapotanak befolyasolasan
keresztiil is megvalosul. Az ER IRE-la és PERK stresszreceptorai transzmembran
doménjeik altal képesek érzékelni a membran lipidkomponensei telitett-telitetlen zsirsav
aranyanak eltolodasat. A membran telitettségének fokozodasa kozvetleniil — éretlen fe-
hérjék luminalis felhalmozodéasanak érzékelésétol fiiggetlentil — 6nalld stimulusként
eredményezi az UPR aktivalodasat [66, 86].

Ez a jelenség egyben rairanyitja a figyelmet a zsirsav-deszaturdcioés enzimek,
elsésorban a folyamat sebességmeghatarozd Iépését katalizdld SCD1 enzim
aktivitasanak szerepére. A telitett zsiracil-KoA szubsztratokban A9-es pozicidban cisz
kettds kotést kialakité SCD1 enzim kozremiikodése, az (endogén) telitetlen acil-KoA-
készlet eldallitasa révén meghatarozo a trigliceridek szintézise szempontjabol.
Az osszehangolt mikddéshez hozzajarul, hogy az SCD1 az ER-ben a diacilglicerin-
aciltranszferaz 2 (DGAT2) enzimmel kolokalizalt [35]. Bebizonyosodott, hogy az
SCD1-deficiens sejtek fokozottan, mig az SCD1-tultermel6 sejtek kevésbé érzékenyek a
lipotoxicitasra [87-90]. Ezzel latszolagos ellentmondasban all az SCD1 gén kiiitése ko-
vetkeztében kialakulod fenotipus. A génkiiitott egerekben (SCDl*/*) jelentds a zsirszovet
allomanyanak csokkenése (sovany testalkatiiak), és egyuttal rezisztensek a taplalkozas
(magas zsir/szénhidrat-tartalmu diéta) okozta elhizassal szemben. A jelenség magyara-
zata, hogy az enzim hianya akadalyozza a komplex lipidek, koztiik trigliceridek
szintézisét, és igy az adipocitak miikodését és a raktarzsir felhalmozasat is [91]. Az en-

zim majra korlatozott inaktivacidja véd a magas szénhidrattartalmu étrend okozta
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elhizassal szemben, de ez a hatds mar nem érvényesiil magas zsirtartalmua étrend esetén.
Ez mutatja a hepatikus SCD1 kulcsszerepét a magas szénhidratellatottsag altal indukalt
lipogenezisben [92]. Telitett zsirsavakkal in vitro kezelt kiilonb6z6 tipusu sejtek eseté-
ben a deszaturacid kapacitasdnak fokozasa védelmet jelent, mig a deszaturaz defektusa
stlyosbitja a lipotoxicitas altal okozott karosodast [87, 90, 93, 94]. A pankreasz -sejtek
kiilondsen érzékenyek a telitett zsirsavakra. A lipotoxicitas jelensége egyarant megfi-
gyelhetd a B-sejtek diszfunkcidjaban és apoptozisaban, amelyhez az oxidativ és ER-
stressz, valamint a gyulladasos folyamatok aktivalodasa egyarant kothetd [95, 96].
MING6 egér B-sejtekben az SCD1 kifejezddésének csendesitése fokozta a telitett zsirsa-
vak (palmitat) citotoxikus hatasat [89]. INS-1 patkany p-sejtekben az SCDI1 gatlasa
vak hozzijaruldsit a komplex lipidek képzéséhez. Ez a palmitat altal kivaltott
ER-stressz ¢s apoptdzis erdsdodéséhez vezet. A deszaturdz fokozott expresszidja
[-sejtekben pedig védelmet jelent mindezen hatasok ellen. Az in vitro megfigyelésekkel
Osszhangban a B-sejtek SCD1 és SCD2 indukcidja protektiv hatasként megfigyelhetd
Zucker patkanyok prediabétesz stddiumaban. Mig a mar kialakult diabéteszben az
SCDI1 ¢s SCD2, valamint a zsirsav elongaz 6 (Elovi6) mRNS expresszidja jelentdsen

csokken a szigetsejtekben [97].

1.3. A NAD(P)H citokrom b5 oxidoreduktaz

A NAD(P)H citokrom-bs-oxidoreduktaz enzimet (Ncb5or vagy Cyb5R4) Hao
Zhu és munkatarsai, a kansasi egyetem kutatoi irtak le els6ként mintegy masfél évtizede
[98]. Az 1j fehérje azonositiasat bioinformatikai eszkozokkel végezték. Az EST
(expressed sequence tag”) adatbazisban a human citokrom b5-reduktaz (Cyb5R3)
fehérjeszekvencia felhasznaldsaval meghatdrozott NAD(P)H és FAD kotéséért felelos
konzervalt szekvencia motivumok alapjan BLAST (tblasn) keresési modszerrel harom
citokrom b5-reduktaz fehérjehomoldgot azonositottak, koztiik az Ncb5or-t és a Cyb5R1
és Cyb5R2 izoformakat (4. abra).
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4. abra. Az azonositott CybSR izoformak és szekvencia motivumainak sematikus
abraja [98].

A human citokrom b5-reduktaz négy izoformdja kiilonithetd el tehat (CybSR1-
Cyb5R4), amelyek egyarant a ferredoxin-NADP”-reduktaz szupercsalad részei. A fehér-
je-szupercsalad valamennyi tagja rendelkezik FAD prosztetikus csoport és NAD(P)H
koenzim kdot6hellyel. A négy izoenzim koziil a Cyb5R3 varidnsai mirisztoil csoport ré-
vén az ER és a mitokondrium kiils6 membranjaban egyarant el6fordulnak. A Cyb5R1
szintén tartalmaz N-terminalis membranhorgonyzo régiot, ami azonban a Cyb5R2 és
Cyb5R4 homolégokbdl hidnyzik. Az Ncb5or (Cyb5R4) az egyediili b5-reduktaz
izoforma, amely tobb szerkezeti domént tartalmaz. A citokrom b-tipusi NAD(P)H
oxidoreduktaz természetes fuzios fehérjeként keriilt azonositasra [99]. A human fazi6s
fehérje ortoldgjai egérben, patkdnyban, fonalféregben egyarant megtalalhatok. A human
¢és az egér aminosav-szekvencidk Osszehasonlitdsa alapjan a kapocs régio
(CS domén) kevésbé konzervalt struktira szemben a b5- és b5SR-szerli domének eseté-
ben megfigyelt nagyfokt homologiaval [98].

A human NCB50R gén a 6. kromoszoma hossza karjan, a 6q14.2 régioban he-
lyezkedik el. A gén 16 exont tartalmaz konzervalt splicing helyekkel. Erdekesség, hogy
patkanyban és egérben azonositottak egy splice-varianst, amely emberben hianyzik.
Az alternativ splicing soran a 12-es exon kiesése (,,exon skipping”) torténik és az igy
1étrejovéo mRNS, illetve a rola képzddo fehérje expresszidja a patkany €s egér agy, vaz-
izomzat €s here szoveteire korlatozodik. Feltételezik e varidns oxidativ stressz elleni
védekezésben betdltott szerepét ezekben a kitiintetett szovetekben [100]. NCB50R "
egerek hasnyalmirigy szigetsejtjein végzett microarray analizisének eredményeként azt
talaltak, hogy az antioxidans enzimek koziil kiilondsen a glutation-peroxidaz (Gpx-2-4)
enzimek expresszidja fokozodott jelzetten. Rovid ideig (1h) tartd terc-butil-hidrokinon

antioxidans kezelés hatassal volt a promoter aktivitasara [101]. Az Ncb5or antioxidans
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crer

ARE (antioxidadns valasz elem) szekvencia is megerdsiti. A promoter régio karakteriza-
lasa soran meghatdroztak a transzkripcids starthelyet és a szabdlyozasban résztvevo
proximalis promoter elhelyezkedését. Az alap promoter aktivitdsaban meghatarozo a
GC gazdag régid, amely kritikus a transzkripci6 inicidcidjaban azoknal a promotereknél,
ahol hianyzik a TATA-box, akarcsak az NCB5OR gén esetén. Az azonositott
transzkripcids faktor kotohelyek (c-Maf, NRSF) a proximalis promoéter région beliil

Az Ncb5or fehérje valamennyi human szévetben (és human eredetii sejtvonalak-
ban egyarant) kifejezédik [98]. Kiilonb6z6 egér szoveteket vizsgalva a legmagasabb
expresszids szintek a hasnyalmirigyben, a szivben és a vesében voltak kimutathatok.
Ugyanakkor jelentés mennyiségii Nch5or fehérje van jelen a majban, a vazizomban és
az agyban is [102].

A fehérjérol elséként megjelent publikacidban szubcellularis lokalizaciojat is jel-
lemezték. Elhelyezkedését tranziensen transzfektalt COS-7 sejtekben, konfokalis
mikroszképidval vizsgaltdk. Zhu és mtsai az altaluk akkor még b5+b5SR fuzios
flavohemoproteinnek nevezett fehérje citoszolikus, perinuklearis térhez kozeli lokaliza-
ciojat allapitottak meg [98]. Ot évvel késdbb ugyanez a munkacsoport a lokalizaciora
iranyulo, ujabb eredményeket k6zolt. Ezhttal szubcellularis frakcionéalast végeztek egér
majbol, illetve a HepG2 sejtekben endogén, a COS-7 sejtekben pedig exogén modon
kifejez6dd Ncb5or elhelyezkedését fluoreszcens immuncitokémiaval vizsgaltak.
A szubcelluléris frakciok és a mikroszkopos felvételek analizise soran az NcbSor
kolokalizacigjat észleltek az ER markerfehérjéjeként hasznalt kalretikulinnal (szoltibulis
ER-dajkafehérje) [103], és az irodalom ettd] kezdve az Ncb5or-t mikroszomalis fehérje-
ként tartja szamon.

A citokrom bS5-fehérjecsaladban egyediilallo az NcbSor bS-szeri doménjének
hemkotd kornyezete. Ennek rontgen krisztallografias modszerrel meghatarozott szerke-
zetében a két hemkotd hisztidin (His® és His™?) imidazol gylirii kozel ortogonalis
sikban helyezkednek el, szemben a fehérjecsalad egyéb ismert tagjaiban észlelt geomet-
riaval. Kozel ortogonalis hisztidin  ligandokkal rendelkez6 hemoproteint a
mitokondrialis 1égzési lancban talalunk még, a citokrom be; komplex esetén. Az Ncb5or

b5-szeri doménjének hemkdtd régidja kevesebb negativ toltési aminosavat tartalmaz,
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igy a klasszikus citokrom b5 fehérjéhez (Cyb5A) képest kevésbé negativ felszin jel-
lemzi [99].

1.3.1. Az Ncb5or doménszerkezete és feltételezett funkcioja

Szamos olyan természetes fuzids fehérje ismert, amely a b5-szerti domén mellett
egy masodik redox-aktiv szerkezeti elemet is tartalmaz. Ilyen enzimek példaul a szulfit-
oxidazok, a A5, A6 zsirsav-deszaturdzok, a nitrat-reduktazok algakban és ndovényekben,
a laktat-dehidrogendz és A9 zsirsav-deszaturaz élesztOben. Az Ncb5or azonban a
citokrom bs enzimcsalad egyetlen olyan tagja, amelynek szerkezete harom, jol elkiilonii-
16 doménbdl all. A fehérje a mikroszomalis citokrom b5 (b5) hemoproteinnel és
citokrom b5-reduktaz (b5R) flavoproteinnel homolég doméneket tartalmaz. Az 521
aminosavbol allo, 58 kDa nagysagu fehérje N-terminalisan helyezkedik el a b5-szerti
domén, amelyet a mintegy 90 aminosav hosszu kapocs régié (CS: CHORD-SGT1) kot
Ossze a fehérje C-terminalis b5R-szeri doménjével. A b5 és b5R fehérjékhez hasonldan
az Ncbb5or b5-szerli doménje hem, a bSR-szerti domén FAD prosztetikus csoportot tar-
talmaz, és utobbi NAD(P)H koenzim kotésére képes. A flavohemoprotein azonban a
klasszikus b5R és b5 fehérjékkel ellentétben nem rendelkezik membranhorgonyz6 régi-
6val, tehat nem integrans membranfehérjeként, hanem szolubilis formaban van jelen a

sejtekben [98, 99] (5. abra).

citokrom b5- _ citokréom b5-reduktaz-
szeri kapocs régio szerl
(CS)
I ~130 AS ~90 AS I ~300 AS '
hem FAD NAD(P)H

5. abra. Az Ncb5or fehérje doménszerkezete. Az 521 aminosav hosszi fehérje
N-terminalis részén taldlhatdo a hemkotd citokrom b5-szerli domén, C-terminalis régio-
jdban a FAD és NAD(P)H kotésére képes citokrom b5-reduktdz-szerli domén
helyezkedik el. A két, a mikroszomalis Cyb5 (Cyb5A) és Cyb5SR (Cyb5R3) fehérjékkel
homoldg domént a koriilbeliil 90 aminosavbol allé kapocs régio, a CHORD-SGT1 kon-
zervalt motivumokat tartalmaz6 CS domén kot 6ssze ([99] alapjan).

A CS domén (CHORD-SGT1) szekvencia motivumai prokaridtakban, eukariotakban
egyarant reprezentaltak, és a kiilonb6z6 fehérjecsaladokban a fehérjeszerkezet stabilita-

saban és/vagy a fehérje-fehérje kolcsonhatasok kozvetitésében vesznek részt. A domén

crer
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chaperonjaval [104]. Az Ncb5or fehérje vonatkozasaban a redox aktivitassal nem ren-
delkez6 domén funkcidja még nem minden részletében tisztazott. A kapocs régid
meghatarozo a fuzios fehérje NAD(P)H-oxidoreduktaz aktivitasdban. A kapocs régiot
nem tartalmazo rekombinans fehérje esetében sem NAD(P)H reduktaz, sem NAD(P)H
oxidaz aktivitds nem mérhetd in vitro, ezért e szekvenciarészletnek fontos szerepe lehet
a megfeleld konformacid és a két funkcionalis domén kozotti elektronaramlas biztosita-
saban a b5- és b5R-szerti domének fizikai kozelségének kialakitasaval. A kapocs régio
azonban valosziniileg tobb mint egyszer(i strukturalis 6sszekotd elem, az itt talalhato
szekvenciarészletek részt vehetnek eddig ismeretlen fehérjékkel torténd kolcsonhatas-
ban, eddig még ismeretlen funkciok betdltésében [98].

A rekombinans Ncb5or fehérje abszorpcids spektrumabol kideriil, hogy
NAD(P)H hozzaadasakor az elektronok b5R-szerti doménen (FAD) keresztiil torténd
transzferével a b5 domén hem prosztetikus csoportja azonnal redukalddik. Kinetikai
mérésekkel kimutattak, hogy az egér és human Ncb5or feleslegben hozzaadott NADH
vagy NADPH jelenlétében szamos mesterséges szubsztratot, ugymint a citokrom c-t,
methemoglobint, ferricianidot és molekularis oxigént képes in vitro redukalni [98, 103].
A citokrom b5-fehérjecsalad egyes tagjainak Osszehasonlitasaban az Ncb5or-t hem
redox centrumanak viszonylag alacsony redox potencialja (Eo=-108 mV) igen haté-
kony elektrondonorra teszi [103].

In vitro rekonstrukcios kisérletek is jol mutatjak, hogy a SCD1 enzim altal kata-
lizalt reakcioban, vagyis a zsirsav-deszaturacio mitkodésében a mikroszomalis citokrom
b5 (Cyb5A) és citokrom b5-reduktaz (Cyb5R3) enzimek hatékonyan vesznek részt
elektrondonorként [45, 105]. Meglepd modon a Cyb5A génkiiitott egerek
hepatocitaiban az telitetlen/telitett zsirsavak SCD1 miikddését jelzd aranya nem valtozik
meg jelentésen [106]. Ellentétben a fenotipusnak az NCB50R gén kiiitése esetén tapasz-
talt markans valtozasaival, amelyeket karosodott SCD1 aktivitas, lipoatrofia és
inzulinfiiggd diabétesz jellemez [107]. Az eredmények arra utalnak, hogy bar in vitro jol
demonstralt az ER-membrankotott CybS és CybSR fehérjék kozremiikddése a zsirsav-
deszaturaciohoz, ez azonban nem jelenti azt, hogy kizarolagos redox partnerei a SCD
enzimeknek. Alternativ in vivo elektronforras is kozremiikodhet a A9 deszaturacidban,
amely funkciot az Ncb5or képes lehet betolteni [108]. A szolubilis Ncb5or fehérjét al-

koto egy-egy b5R- és b5-szerli domének jelenléte, azaz a szerkezeti hasonlosag is arra
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utal, hogy az oxidoreduktaz képes lehet a zsirsav-deszaturacio enzime, az SCD1 szama-
ra alternativ elektrondonorként szolgalni in vivo [109]. Feltételezett funkcidjahoz
kapcsolédoan bizonytalan szubcellularis lokalizaciojanak tisztazasa elengedhetetlen
(6. abra). Fontos annak megallapitasa, hogy az Ncb5or fehérje a citoplazma redox rend-
szerét hasznalja-e, amely a b5R és b5 enzimek kozvetitésével amugy is tapldlja a
zsirsav-deszaturaciot vagy az ER lumenében elhelyezkedve képes az organellum elzart
NAD(P)H-készletét hozzaférhetové tenni az SCDI1 szamara. Az Ncb5or fehérje
luminalis elhelyezkedése esetén felvetddik az ER-ben zajlo glukokortikoid-aktivalodas
¢s a zsirsav-anyagcsere funkcionalis kapcsoltsaganak lehetdsége, ami fizioldgias és

patologias szempontbol egyarant nagy jelentdséggel birna.

+
SFA (palmitat, sztearat) NAD(P)H  NAD(P)

|
SFA-KoA (palmitoil-KoA, sztearil-KoA) @
: MUFA-KoA
NAD(P{ \ { (palmitoleil-KoA,
% oleil-KoA)

NAD(PH_ \sR" b5™ scD1
4 \

ER-stressz @

Stresszkinazok
aktivalodasa (pl. JNK)

|\

Apoptézis
Inzulin- G6P
rezisztencia Kortizon Kortizol
B'SEJTEK, Citoplazma
PUSZTULASA

6. abra. A telitett zsirsavak (SFA) lipotoxikus hatasa és az Ncb5or feltételezett
funkcidja a zsirsav-deszaturacioban. Az SCD1 a miikodéséhez sziikséges NAD(P)H-t
a citosz6lbol az ER b5SR és b5 integrans membranfehérjéi kozvetitésével kapja.
Az Ncb5or fehérje alternativ elektrondonorként szolgalhat az SCD1 szamara. Ha azon-
ban az ER elkiiloniilt NAD(P)H-készletét hasznalja, akkor egyuttal a kortizoltermelést
is funkciondlisan dsszekapcsolja a deszaturacioval. A vékony, sziirke nyilak atalakulast,
a vastag, fekete nyilak a lipotoxicitas mechanizmusat jelolik.
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1.3.2. Az Ncb5or génkiiitott egeér jellemzoi

Hao Zhu és munkacsoportja Ncb5or génkiiitott egerek (NCB5OR™)
létrehozasaval els6ként jellemezte a fehérje hianyaban kialakulé fenotipusos
valtozasokat és az Ncb5or lehetséges biologiai szerepét in vivo. Egerekben az NCB5OR
gén célzott inaktivacidja nincs hatdssal a normalis embriondlis és magzati fejlddésre,
valamint nem befolydsolja az embriok életképességét. Az allatok négy hetes kordban
normal vércukorszint mérhet6, de csokkent glukoztolerancia és szérum inzulinszint,
valamint az izolalt pankreasz csokkent in vitro inzulinszekrécidja figyelheté meg,
vagyis prediabetikus allapot alakul ki. Az NCB50OR’ egerek hét hetes kordban
hiperglikémia 1ép fel, hdromszor magasabb vércukorszint mérhetd jollakott és éhezd
allapotban egyarant a vad tipust egerekhez képest. Inzulintolerancia teszt alapjan a
szovetek inzulin irdnti érzékenysége nem valtozott. A hisztokémiai vizsgalatokbol
kideriil, hogy NCB50OR"" egerekhez hasonléan az NCB50OR™ egerek Langerhans-
szigeteiben 4 hetes korban még nagy tomegben vannak jelen az inzulinjel6léssel
pozitivan festddo, inzulintermeld B-sejtek, amelyeknek szama azonban 6-7 hetes korra
drasztikusan lecsokken, és a sejtek elhalasa az allatok 21 hetes koraig folyamatos.
A B-sejtek ily modon megfigyelt progressziv pusztuldsa kovetkeztében az NCBSOR ™
egerek 4-6-hetes korara teheté az inzulinfiiggd diabetes mellitus kialakulésa.
A B-sejtekben megfigyelhetd ultrastruktaralis valtozasokra a kitagult ER-ciszternak és a
mitokondriumok méretének és szamanak jelentés mértékii novekedése jellemzo [107,
110, 111]. Az NCB50OR gén kiilitése a Langerhans-szigetek egyéb endokrin,
hormontermeld sejtjeinek életképességére nincs hatassal, s6t az a-sejtek nagy aranyban
reprezentaltak 21 hetes korra a csekély szamban megmarado B-sejtek mellett (7. abra).
A gén Kkilitése tehat szelektiven okozza a pankredsz [-sejtjeinek elhaldsat. Az
NCB50R"" heterozigota egerekre a vad tipushoz hasonléan normal vércukorszint €s
glukdztolerancia jellemzd €s a fehér zsirszovet tomege sem valtozik, ellentétben az
NCB5OR " egerekkel, ahol a fehér zsirszovet erteljes csokkenése, lipoatrofia
figyelhetd meg [107, 110]. Az NCB50OR™™ egerek stilygyarapodasa 5 hetes kortdl
elmarad a vad tipushoz képest, a teljes testzsirtartalom sem novekszik, jelentdsen
alacsonyabb érték mérhetd a vad tipus Osszehasonlitdsdban. Az NCB50R ™ egerek
fehér zsirszovetdllomdnyanak progressziv atrofidja a preparalt gonadalis zsirszovet

méretének jelentds csokkenésében is megfigyelhetd [109].
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7. abra. Immunhisztokémia a Langerhans szigetsejtek inzulin- és
glukagontermelésére. Az immunhisztokémiai vizsgalat soran inzulin és glukagon
elleni antitesteket alkalmaztak az NCBSOR™* és NCB5OR ™~ kiilonboz8 idépontokban
izolalt pankreasz o és B szigetsejteinek jelolésére [107].

A négy hetes, Ncb5or-hianyos allatok B-sejtjei rendkiviil érzékenyen reagaltak a
streptozotocinkezelésre. A streptozotocin szelektiven halmozodik fel a 3-sejtekben, ahol
hidrogén-peroxid generalasaval és DNS-fragmentacio eldidézésével fejti ki toxikus
hatdsat. A streptozotocinnal kezelt NCB5OR ' egereket stlyosabb B-sejtkarosodas,
nagyobb mértékben csokkent glukdztolerancia és jelentésebben emelkedett vércukor-
szint jellemezte a kezelést nem kapott NCB5OR ' ¢s a streptozotocinkezelt NCB5OR ™

egerekhez képest. Az in vivo megfigyelésekkkel osszhangban, az NCB50OR '

[-sejtek is
a vad tipusuaknal nagyobb mértékli életképesség-csokkenéssel reagaltak az in vitro
streptozotocinkezelése [101, 107]. Az 5 hetes egerekbdl szarmazo NCB5OR '~ B-sejtek
kiillonbozé glukodzkoncentracidval vald kezelésekor szignifikdnsan magasabb oxidativ
stresszvalasz és magasabb ROS-képzddés volt mérhet6 [110]. Mindezek alapjan feltéte-
lezhet6, hogy a flavohem reduktaznak szerepe lehet a B-sejtek oxidativ stressz elleni
védelmében.

A fehérje funkcidjanak pontosabb megismerése céljabol vizsgaltak, hogy a ki-
alakulo lipoatrofia kozvetleniil az Ncb5or-hiany kovetkeztében, vagy a megvaltozott
anyagcsere, a feler6s6dd katabolikus folyamatok kovetkezményeként kiséri a kialakulo
cukorbetegséget. Ezen hatdsok elkiilonitésére szigetsejt-transzplantaciot végeztek az
NCB50R " egerek 6-hetes koraban. A génkilitott egerek a sikeres transzplantacio hata-
sara 12 hetes korukban normal vércukorszinttel rendelkeztek, és glukoztolerancia
tesztjiik is negativ volt. A diabétesz metabolikus hatdsainak megsziintetésével azonban a

-

lipoatrofia tovabbra is fennallt a szigetsejt-transzpalntacion atesett NCB50OR™ egerek-

ben, amelyekben sikeriilt a szénhidrat-anyagcsere fiziologias szabalyozasanak
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visszaallitasa a prediabétesz stddiumaban. Az epididimalis fehér zsirszovet csokkenésé-
vel Osszefliggésben rendkiviil alacsony leptinszintek mérheték a vad tipushoz képest.
A szigetsejt-transzplantacioval kapott eredmények alapjan az NCBS5OR™™ egerekben
megfigyelhetd lipoatrdofia tehat onmagéaban az enzim hianyanak tulajdonithaté. Kidertilt
tovabba, hogy a karosodott zsirsav-deszaturacié valdsziniileg nagyban hozzdjarul az
NCB50OR " egerek diabéteszt és lipoatrofiat mutatd fenotipusahoz. Az egyszeresen teli-
tetlen/telitett zsirsavak egerek majabol meghatarozott aranya (palmitoleat/palmitat;
oleat/sztearat), valamint ezzel Osszefliggésbe hozhatéoan a triglicerid-, diglicerid-,
koleszteril-észter-szint szignifikansan csokkent a vad tipusu majszovet lipidprofiljahoz
képest [109]. A deszaturacios kapacitas csokkenése ellenére a maj SCD1-expresszidja
jelentésen megemelkedett. Tovabba az NCB50R™ primer hepatocitak fokozott érzé-
kenységet mutattak palmitatkezeléssel szemben, ami oledtkezelés esetén nem volt
megfigyelhet6 [108, 109, 112].

A prediabétesz stadiumu (4 hetes) Ncb5Sor génkilitdtt egerek madajaban a
deszaturacios indexszel jellemzett egyszeresen telitetlen/telitett zsirsavak aranya a vad
tipustt majban mért értékekhez képest szignifikansan alacsonyabb, és 12 hetes korra a
kiilonbség haromszorosra tehetd. Microarray analizisbol kideriil, hogy prediabétesz sta-
diumban az NCB5OR ™~ majban emelkedik a mitokondrialis biogenezisben (PGC-1a), a
zsirsav-deszaturacioban (SCD1, SCD2), a zsirsavszintézisben (zsirsav-szintdz), a zsir-
savfelvételben (lipoprotein-lipaz), a zsirsavaktivacioban (acil-KoA-szintetaz-3),
oxidativ stressz valaszban (GST izoenzimek) ¢és az ER-stressz jelatvitelében
(elF2s1/elF2a) szerepet jatszo gének expresszioja. Fehérjeszinten is kifejezett a PGC-
la, Scdl és a foszforilalt elF20 emelkedett szintje, valamint a maj oxidalt glutation
(GSSQ) tartalma is magasabb, mint a vad tipust szovetben. A m4;j trigliceridtartalma
prediabéteszben (5. hét) és a diabétesz kialakulasat kovetden (12. hét) egyarant szignifi-
kansan alacsonyabb. Az alacsony trigliceridtartalommal Osszefiiggésben az azt alkotd
zsirsav szubsztituensek koziil a telitetlen oleat szintje csokkent szignifikdnsan
NCB50R " hepatocitdkban a vad tipushoz képest. A jelenséget NcbS5or hidnyaban a
16 és 18 C-atombdl allo telitetlen/telitett zsirsavak csokkent deszaturacids indexe is jol
magyarazza.

A NCB50R™~ egerek fokozott zsirsavérzékenysége abban is kifejezddik, hogy

magas zsirtartalmu tdpon nevelve Oket, a hiperglikémia eldbb jelentkezik és vele egytitt
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a diabétesz is mintegy 1 héttel kordbbra tehetd, mint a normal tdpon tartott génkiiitott
egerekhez képest. A magas zsirtartalma diéta hatdsara az 5 hetes egerek inzulinpozitiv
B-sejtjeinek szama is szignifikans csokkenést mutat [110, 111].

Az NCB50R™" egerekben megfigyelhetd zsirszoveti atrofia €s a karosodott
zsirsav-deszaturacid nagyfoka hasonldsagot mutat az egerekben az SCD1 gén kiiitése
kovetkeztében kialakuld fenotipussal [113]. Az Ncb5or-génkiiitott egerek majanak
megvaltozott lipidmetabolizmusara a fokozott zsirsavfelvétel €s -szintézis, ugyanakkor
novekvé akkumulécio és zsirsavoxidacio, a zsirsav-deszaturacid csokkent kapacitasa €s
egyarant csokkent triglicerid-felhalmozas jellemzd. Ezek a hatdsok nagymértékben ha-
sonlitanak az SCD17" egerek esetében tapasztalt zsiranyagcsere-valtozadsokhoz, igy e

gének hianya nagymértékben hasonl6 biokémia defektust eredményez [108].

1.3.3. Humdn NCB50R-variansok

Az NCB50R gén kiiitése kovetkeztében az egerekben kialakuld diabétesz
ismeretében a human NCB50OR gén variansait, valamint azok nem autoimmun folyamat
Andersen és munkatarsai 22 1j NCB50R nukleotid varianst azonositottak MODY-X
tipusu diabétesszel rendelkezOk és 2-es tipust, valamint gesztacios diabétesz betegek
soran [114]. Specialis diabéteszforma a genetikai eredetli (monogénes oroklésmenetii)
»felndtt diabétesz, amely fiataloknal jelentkezik” (MODY) és amelyet egy-egy gén
heterozigdta mutacioja okoz. Az eddig azonositott mutaciok a -sejtek funkciézavarat,
karosodott inzulinszekréciot eredményeznek. Tovabbi csoportot alkotnak azok az
esetek, amelyeknél nem ismert, hogy mely gén érintettsége kdvetkeztében alakul ki
a B-sejt diszfunkciot eredményezé MODY fenotipus (MODY-X) [115].

Az tjonnan azonositott NCB50R varidnsok eset-kontroll analizise soran végzett
genotipizalas eredményeként egy esetében (IVS5+7del(CT) varians) talaltak szignifi-
kans asszociaciot 2-es tipust diabétesszel. Osszefliggés azonban nem volt kimutathat6 a
prediabétesszel és/vagy az elhizassal kapcsolatos metabolikus paraméterek kozott.
A gesztacids diabétesz csoportbol azonositott GIn187Arg varianst nagyobb gesztacios
diabéteszes populdcioban is genotipizaltdk, azonban tovabbi hordozot nem taléltak.

Az aminosavcserét okozd varians a fehérje citokrém b5 és citokrom bS-reduktaz
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doménjeit 6sszekotd kapocs régid (CS domén) kddold szekvencidjaban lokalizalodik.
A citokrom b5-reduktdz domént érinté His223Arg varians sem mutatott asszociaciot a
vizsgalt 2-es tipust beteg populéacioval, amelyhez hozzdjarulhat az aminosavcsere neut-
ralis jellege [114]. A vizsgalt polimorfizmusokkal kapcsolatban azonban meg kell
jegyezni, hogy e két aminosaveserét eredményezé kivétellel intronikus variansok szere-
peltek az elemzésben. Ugyanakkor nem ismert, hogy ezek és tovabbi misszensz
mutaciok milyen hatassal vannak az Ncb5or fehérje szerkezetére és funkciojara és ezal-
tal mennyiben jarulhatnak hozza a diabétesz patomechanizmusahoz.

Az egyes génvariansok szerepére iranyulo vizsgalatok fontossagat erdsiti, hogy
teljes genomsziirés soran a 6-os kromoszoman, kézel az NCB5OR 16kuszhoz (6q14.2)
mikroszatellita markerek alapjan kapcsoltsagot talaltak a korai életszakaszban kezdddo,
nem autoimmun diabétesz fenotipusokkal (MODY-X) [116]. Finn populacioban, a 2-es
tipusu diabéteszes testvéreken ¢€s (a betegséggel nem érintett) csaladtagjaikon elvégzett
teljes genom analizist kovetéen szintén kapcsoltsagot talaltak a 6-os kromoszéma
NCB5O0R régiojahoz kozel a betegséggel Osszefliggésben [117].

Az egyetlen eredeti kozlemény mellett az online adatbazisok is szdmos informé-
ciot tartalmaznak az NCB50OR gén azonositott szekvenciavariansairél. Az Ncb5or
fehérje funkcidinak pontosabb megismeréséhez fontos informéciokkal szolgalhat az
exonikus, aminosavcserével jaro mutaciok elemzése, amelyek hatassal lehetnek a fehér-
je szerkezetének kialakuldsdra és stabilitdsdra, valamint fehérje kolcsonhatésaira.
A human Ncb5or esetén ilyen variansok vizsgélatara vonatkozo tanulmanyt még nem

kozoltek.
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2. Célkituzeések

Az Tjonnan felfedezett természetes fuzios fehérjér6l, az Ncb5or-rél
doménszerkezete ¢s a génkiiitott allatmodelljében tapasztalhatd fenotipusos valtozasok
alapjan feltételezhetd, hogy kozremiikddik a zsirsav-deszaturacioban, azaz képes lehet
redukald erdt biztositani a telitetlen zsirsavak szintéziséhez. Tényleges bioldgiai szerepe
kapcsan ugyanakkor szamos kérdés még megvalaszolatlan. Mindenekel6tt tisztazasra
szorul a flavohem reduktaz enzim intracellularis lokalizacioja. Az irodalomban els6ként
citoplazmai, majd késébb ER-ben valo elhelyezkedését kozolték. Szolubilis fehérjérdl
1évén sz6, az ER-ben val6 elhelyezkedés csak lumindlis lokalizacioként értelmezhetd.
Alapvet6 jelentéséggel bir annak tisztazasa, hogy a mikroszomalisként emlegetett fehér-
je az ER-membran melyik oldalan talalhat6. ER-beli elhelyezkedése felveti azt a
lehetdséget, hogy a zsirsav-deszaturacié luminalis NADPH-t fogyaszthat, vagyis Gssze-
kottetésben allhat a prereceptorialis kortizoltermeléssel is. Az Ncb5or-hianyos
egerekben megfigyelt B-sejtpusztulas és diabétesz megalapozza azt a feltételezést, hogy
a human NCB50R gén egyes mutécidinak szintén szerepe lehet a diabétesz kialakulasa-
ban. Az Ncb5or fehérje hianya és a diabétesz kialakulasa kozott allatmodellben
egyértelmiien kimutatott Osszefiiggés ellenére a human génvaridansok — kiillondsen az
exonikus mutaciok — lehetséges szerepérdl rendkiviil kevés adat all rendelkezésre az
irodalomban.

Célul thiztiik ki az Ncb5or fehérje szubcelluléris lokalizacidjanak tisztazéasat és
annak vizsgalatat, hogy a human NCB50R gén néhany természetes exonikus misszensz
mutacidja hogyan befolyasolja a fehérje mennyiségét in vitro (sejtes) rendszerben.

Munkénk soran tehat az alabbi vizsgalatokat kivantuk elvégezni:

Az NcbSor fehérje intracellularis lokalizaciojanak tisztazasat:

- lokalizacios szigndlok keresése a human Ncb5Sor ismert aminosav-
szekvenciajaban és a kapott adatok alapjan az elhelyezkedés in silico
predikcioja;

- fluoreszcens Ncb5or-EGFP konstrukcid 1étrehozasa és az exogén fuzids
fehérje fluoreszcens mikroszkdppal vald detektalasa transzfektalt HEK293T

sejtekben;
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az endogén Ncb5or fehérje kimutatasa immunoblot modszerrel human sejt-
vonalakbol, valamint patkany majszovetbol preparalt szubcellularis
frakciokban;

az endogén fehérje detektalasa fluoreszcens immuncitokémia modszerével

human hepatéma sejtvonalban.

Természetes human NCB50R misszensz mutaciok hatiasanak vizsgalatat in
vitro sejtes rendszerben:

az adatbazisokban (a vizsgalat megkezdésekor) rendelkezésre allo
szekvenciainforméciok alapjan a human NCB50R gén egyes természetesen
eléforduld, aminosavceserét eredményez6 variansainak in silico azonositasa;
az NCB50R gén kivalasztott misszensz mutacioit kodolé pcDNA3.1- alapt
expresszios konstrukciok létrehozasa ,,overlap extension” mutagenezissel,

a vad tipusu és mutans variansok kifejezése transzfektalt HEK293T sejtek-
ben, és a fehérjeszintek 6sszehasonlitasa Western blot modszerrel,
monitorozasa Western blot segitségével, valamint a fehérje féléletidejének
meghatarozasaval,

a természetes mutaciok hatasainak tovabbi tanulmanyozasat mesterséges
variaciok létrehozasaval és kifejezésének nyomon kdvetésével,

a fehérjeszintet befolyasold6 mutaciok térszerkezetre gyakorolt hatdsanak

modellezését szerkezeti predikcios programok segitségével.
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3. Modszerek

3.1. Insilico analizis

A human NCB50R gén természetes, aminosav-kicserélddést okoz6 mutacidinak
in silico keresését (a vizsgalat idejében fellelhetd, addig ismert misszensz mutacidinak
azonositasat), valamint az egyes mutaciok fehérjeszerkezetre gyakorolt hatasat bioin-
formatikai modszerekkel vizsgaltuk. Elemeztik tovabba az Ncb5Sor fehérje
szubcellularis lokalizaciojat kiilonbozd, fehérjeszekvencia alapt predikcios programok

segitségével.

3.1.1. Intracellularis lokalizdcio predikcidja

A vizsgalt fehérje sejten beliili elhelyezkedésének elemzéséhez, eldzetes joslasa-
hoz hat kiilonb6zd, az interneten szabadon hozzaférhetd, a fehérjék szubcellularis
lokalizéaciojat prediktald programot és hattéradatbazist hasznaltunk. Ezek egymaéstol
eltéré algoritmusok és kiértékelési metodikak alapjan képzik taldlati listajukat.

A predikcios vizsgalatokhoz hasznalt online eszk6zok adatait a 1. tablazat tartalmazza.

1. tablazat. Az Ncb5or fehérje sejten beliili elhelyezkedésének joslasahoz hasznalt
programok és azok elérhetoségei.

Roviditett név Teljes név Website Hivatkozas
BaCellLo Balanced subcellular http://gpcr2.biocomp.unibo.it/
Localization predictor bacello/ [118]
CELLOVv.25 Subcellular Localization | http://cello.life.nctu.edu.tw/ [119]
predictor
eSLDB Eukaryotic Subcellular | http://gpcr.biocomp.unibo.it/e
Localization DataBase sldb/ [120]
Euk-mPLoc Predicting subcellular http://www.csbio.sjtu.edu.cn/
2.0 localization of bioinf/euk-multi-2
eukaryotic proteins [121]
including those with
multiple sites
ProteinProwler | Subcellular Localisation | http://bioinf.scmb.ug.edu.au: [122]
Predictor version 1.2 8080/pprowler webapp 1-2
YLoc Interpretable Subcellular | http://abi.inf.uni-
Localization Prediction | tuebingen.de/Services/YLoc/w [123]
ebloc.cgi
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3.1.2. Mutdciok keresése

Az NCB50R génben taldlhatd misszensz mutaciok azonositasat az NCBI SNP

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez) és az 1000 Genom

(http://www.1000genomes.org/) adatbazisokbol végeztiik. A génhez kapcsolodo

szekvencia adatokat szintén az NCBI génbankjabol toltottiik le.

3.1.3. Fehérje térszerkezetének predikcioja

A vad tipusi human Ncb5or fehérje bS5 doménjének haromdimenzios szerkezetét

a PDB (Protein Data Bank) adatbazisabol (http://www.rcsb.org/pdb/explore/

explore.do?structureld=3LF5) nyertilk. A vizsgalt mutaciok fehérjeszerkezetre
gyakorolt hatasat az I-TASSER (http://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER/)

online elérhetd, fehérjeszerkezet-j6slé program segitségével elemeztik és a

DeepView/Swiss-Pdb  Viewer version 4.0.2 (www.expasy.org/spdbv/) program

segitségével jelenitettiik meg.

3.2. RNS-izolalas, cDNS-szintézis

A génexpresszios vizsgalatokhoz HEK293T és HepG2 sejtekbdl RNAqueous® -
4PCR kit (Ambion) segitségével Ossz RNS-t izolaltunk a gyartd utasitdsai szerint.
Az esetleges DNS szennyez6dést DN-azos emésztéssel eliminaltuk. A tisztitott RNS-ek
mindségérdl agaroz gélelekroforézissel (1,5% agaroz gél, 1x TAE elektroforézis puffer-
ben) gydzddtink meg, koncentracidjukat NanoDrop spektrofotométer segitségével
mértiik. A reverz transzkripci6 soran 0,2-0,5 pg RNS-t hasznaltunk. A cDNS-szintézis
random primerrel, SMART High Capacity RNA-to-cDNA Kit (Life Technologies)

felhasznalasaval tortént.

3.3. RT-PCR, gPCR

A szemi-kvantitativ PCR soran a ¢cDNS-b6l az NCB50OR mRNS-re specifikus,
267 bp hosszusagu szakasz sokszorositasat az NCB5OR sense (5' - ATG AAC TAA
TGA GAG CAG CAG - 3'") és az NCB5OR antisense (5' - TGG CAA TGG TGA CTA
AAG AG - 3") primerekkel végeztiik. A PCR reakciokat HotStarTaq DNA-polymerase
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kit (Qiagen, Valencia, CA) segitségével allitottuk Ossze, és az alabbi termociklust al-
kalmaztuk. A ciklus 95 °C-on 15 percig tartd elédenaturaciéval kezdddott, amely soran
a HotStarTaq polimeraz enzim is aktivalodott. Ezutan 28 ciklus kovetkezett, cikluson-
ként harom 1épéssel: denaturalas (94 °C, 30 sec), annealas (50 °C, 30 sec), €és extenzid
72 °C, 1 perc. A végso extenzio 72 °C-on 10 percig tartott a PCR utolso 1épéseként,
majd a mintdkat a gép 8 °C-ra hiitotte le a felhasznalasig, illetve a -20 °C-on torténd
tarolasig. Kontroll génként a human GAPDH (glicerinaldehid-3-foszfat-dehidrogenaz)
261 nukleotid hossziisagu szakaszat sokszorositottuk fel a GAPDH sense 5' - GTC CAC
TGG CGT CTT CAC CA - 3' ¢és a GAPDH antisense 5'- GTG GCA GTG ATG GCA
TGG AC -3' primerek hasznalataval. E kontroll gén esetében Harper és munkatarsai
altal kidolgozott Gn. pszeudogénmentes amplifikacios koriilményeket alkalmaztunk
[124].

A kvantitativ génexpresszios vizsgalatokat real-time PCR (qPCR) segitségével
¢s az NCB50OR (Hs00953391 ml), illetve a referencia génként alkalmazott GAPDH
(Hs99999905_m1) specifikus Taq Man® probak (Life Technologies) és primerek alkal-
mazasaval végeztiik el. A qPCR 15 pl-es végtérfogatban zajlott, a reakcidelegy a
kdvetkezd komponenseket tartalmazta: 1x ABI PCR Master Mix (AmpliTaq Gold®
DNS Polimeraz, UNG: uracil-N-glikozilaz, ANTP Mix dUTP-vel, TagMan PCR Puffer
és MgCl,), 1x NCB5OR, illetve GAPDH specifikus TagMan® proba és primerek, vala-
mint 3 pL cDNS. Az amplifikacié és a detektalas ABI 7300 Real-Time PCR
késziilékben zajlott (Life Technologies), a termociklus 10 perces denaturacidval kezdo-
dott 95 °C-on. Ezutan 40, két 1&pésbdl allo ciklus kovette egymast: 15 mdasodpercig
95 °C majd 1 percig 60 °C. A génexpresszidos méréseket harom fiiggetlen biologiai ki-
sérletsorozat cDNS mintdin is elvégeztiik, valamint a qPCR reakciét haromszori
ismétlésben mértiik 6ssze az egyes templatokbol. Negativ kontroll esetén ,,templatként”
RN-azmentes vizet hasznaltunk. A kiiszob-ciklusszamot (Ct) a 7300 System Sequence
Detection Software 1.3 segitségével gy hataroztuk meg, hogy a PCR exponencialis

fazisaba essen, ahol a fluoreszcens jel aranyos a kiinduladsi DNS mennyiségével. A rela-

tiv génexpresszid szamitdsahoz a 2744CT modszert alkalmaztuk, melyhez elsdként a
transzfektalt és kontroll mintdk mindegyikénél a vizsgalt gén (NCB5SOR) és a referencia
gén (GAPDH) Cr értékeit a harom ismétlés atlagaval hataroztuk meg. A normalizalast a

vizsgalni kivant gén Ct értékébol a referencia gén Cy értékének kivonasaval (ACt) vé-
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geztiik el. A 44C+ értékek megadasa a kovetkezd képlet szerint tortént: ACt (vizsgalt
gén a transzfektalt mintdkban) - 4C+ (kontroll, transzfektalatlan minta).

Az NcbSor kiilonb6zd variansait kifejez6 plazmidokkal transzfektalt mintdk
qPCR analizise fokozott koriiltekintést igényelt. Mivel a sejtek rendelkeznek endogén
NcbS5or expresszidval, valamint az expresszios vektorok szintén intron nélkiili géneket
tartalmaznak, a fals eredmény elkeriilése végett tobb normalizacids 1épésre is szlikség
volt. A transzfektalt mintdk esetén tapasztalt NCB5SOR-specifikus jelbol egyrészt levon-
tuk az endogén NCB5OR mRNS-nek megfeleld jelet. Ezen kiviil az RNS mintakat még
a cDNS-szintézis elott erdteljes DN-azos emésztésnek vetettiik ala, mellyel az esetleges
plazmidszennyezddésektdl tudtunk megszabadulni. Ennek sikerességét kontroll méré-
sekkel ellendriztiik. Az igy elokezelt és modositott NCBSOR-specifikus jelet

normalizaltuk GAPDH-ra a fent leirt modon.

3.4. PCR-termékek elvalasztasa gélelektroforézissel

Az amplifikaciok sordn kapott fragmentumokat agardz gélelektroforézissel va-
lasztottuk el. A PCR-termékek méretétdl fliggen 1-2,5%-0s agaroz géleket futtattunk,
amelyek 0,5 pg/ml koncentracidoban etidium-bromidot tartalmaztak. Az elektroforézis
1x TAE puferrel (10 mM Tris-acetat pH = 8,5; 2mM Na,EDTA) feltoltott futtatobkadban
tortént 110 V fesziiltség alatt 1 6ran at. A fragmentumok megjelenitése UV fény megvi-

lagitassal, BioRad GelDoc 1000 géldokumentacids rendszerrel tortént.

3.5. Expresszios vektor készitése
3.5.1. Fuzios-fehérjét kifejezd vektor eloallitisa

Az Ncb5or fehérje lokalizaciojanak fluoreszcens mikroszkoppal torténd vizsga-
latdhoz egy Ncb5or-GFP fuzids fehérje termeltetéséhez sziikséges plazmid konstrukciot
hoztunk létre. Els6ként a célfehérjét kodold génszakasz amplifikalasat végeztik az
alabbi két primer segitségével: NCB5SOR_ Xhol sense 5° - AAA TTT CTC GAG GGG
TTT GAA GAT GCT GAA C - 3, NCB5OR_HindIII antisense 5° - AAA TTT AAG
CTT TGC TGT AAA ACT ATG GAT CTC - 3°. A sense primer az Xhol, az antisense a

Hindlll restrikcidos endonukleaz hasitohelyét tartalmazza. Pozicidjukat a szekvencia
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alahuzott része jelzi. Templatként HepG2 sejtekbdl, RNS-izolalast kovetd reverz
transzkripcidval nyert cDNS szolgélt. A PCR utan a keletkezett terméket 1%-os agardz
gélelektroforézissel tettiik lathatova, majd gélbdl oszlopon tisztitottuk a gyartd proto-
kollja alapjan (PureLink Quick Gel Extraction and Combo Kit, Invitrogen). Ezt
kovetden a tisztitott inszertet és a gyari p.EGFP-N1 (Clontech) vektort Xhol és HindllI
FastDigest (Fermentas) restrikcios endonukleazokkal emésztettiik 37 °C-on 20 percig.
Az emésztést kovetden, ujboli gélelektroforézis segitségével valasztottuk el az emésztett
termékeket, kontrollként emésztetlen PCR-termék €s plazmid futtatasa mellett. A DNS-
ek oszlopon végzett tisztitdsat kovetden a létrehozott ragadds végli inszertet és
plazmidot egy éjszakan at 4 °C-on ligaltuk 5 U/ul T4 ligdz enzimmel (Fermentas) 10 pl
Ossztérfogatban. A ligatumot (5 pul) XL10-Gold ultrakompetens sejtekbe (50 ul, Agilent
Technologies) transzformaltuk az alabbiak szerint. A -80 °C-rdl kiolvasztott kompetens
sejteket, a hozzajuk adott ligaitumot és 4 V/V% merkaptoetanolt tartalmazo elegyet
20 percig jégen tartottuk, majd a transzformalast 42 °C-os, 30 masodpercig tartd
hésokkal végeztiik. Ujboli 2-perces jégen vald inkubaciét kovetden 200 ul gyari SOC
oldatot pipettaztunk a baktériumszuszpenziohoz, majd 220 rpm-en 1 éran at 37 °C-0S
termosztatban razattuk. Az inkubéci6 elteltével kanamicintartalmu szildrd LB taptalajra
sz€lesztettik a baktériumszuszpenzidt, a lemezt pedig egy ¢&jszakan at 37 °C-0S
légtermosztatban inkubaltuk. A kiilonallé koldnidkat tartalmazd lemezekrdl egy-egy
telepet kanamicin tartalmu folyékony LB tapoldatba oltottunk le. A konstrukcié termel-
tetését kovetden PureLink Quick Plasmid Miniprep Kit (Invitrogen) segitségével
izoldltuk a plazmidot. Az inszert beépiilésérél és a bazissorrend helyességérdl
szekvenalassal (Macrogen, Hollandia) gy6z6dtink meg. Nagyobb mennyiségii
plazmidot Qiagen Plasmid Midi Kit segitségével tisztitottuk, és a prepardtumokat -

20 °C-on taroltuk a késdbbi felhasznalasig.

3.5.2. Ncb5or expresszios vektor konstrukciok készitése ,,overlap extension PCR”
modszerrel

Az Ncb5or fehérje kifejez6dését in vitro sejtes rendszerben vizsgaltuk. Az ehhez
sziikséges konstrukciokat a pcDNA3.1- eukaridta expresszios vektor segitségével
hoztuk létre. A vad tipust NcbSor klonozasdhoz HepG2 sejtekbdl RNS-t izolaltunk, és
ebbdl készitettiik el a templatként szolgdldé cDNS-t. A génszakasz amplifikalasat az

alabbi, Xhol és Hindlll hasitohelyet hordozé primerek segitségével végeztiik:
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NCB5SOR_Xhol sense 5° - AAATTT CTC GAG GGG TTT GAA GAT GCT GAAC -
3’, NCB5OR_HindIII antisense 5° - AAATTT AAG CTT GTT GAA TAA AGG ACA
ATG ACA G - 3°. (A restrikcids endonukledz hasitési helyét a szekvencidban aldhtizas
jeloli.) Az NcbSor misszensz mutéciot tartalmazé variansait (lasd 5.2.2. fejezet) kodolod
konstruktokat (p.E87G, p.E93G, p.E118A, p.R140H, p.N249S, p.E87G_p.E93G,
p.E87Q, p.E93Q) a vad tipust expresszids vektorbol kiindulva, PCR-alapt, tn. ,,overlap
extension” mutagenezissel hoztuk 1étre. A modszer soran a létrehozni kivant mutéacio
kornyékére az eredeti DNS-sel komplementer sense €s antisense primereket terveztiink,
melyek csupan egyetlen (a mutaciot jelentd) nukleotidban tértek el a vad tipusu
szekvenciatol. A hét, mutagén primerpar szekvenciaja €s jellemzodi a 2. tablazatban
Osszefoglalva megtalalhatok. A mutagén primerekkel kétlépéses PCR reakciot
végeztiink iProof High-Fidelity DNS-polimeraz segitségével (Bio-Rad). Az elsé PCR
reakciok sordn a mutagén és a klonozod primer segitségével kiilon reakcioban
amplifikaltuk a gén 5° és 3’ részét. A mutagén primereknek kdszonhetéen az igy
képz6dott termékek mar hordozzak a 1étrehozni kivant mutéciot, valamint — szintén a
mutagén primer okan — egy rovid, egymadssal atfedd régiot is. Ennek megfeleléen a
masodik PCR reakciéban az 5° és 3° génszakasz egyiittesen szolgalt mintaként.
Az atfedd szakasz miatt a mutdciot is tartalmazo teljes gén felsokszorozhato a
klonozéashoz hasznalt, un. kiilsé primerek segitségével (1asd feljebb).

A vad tipus, valamint a p.E87G és a p.E93G variansok esetében elkészitettiik a
Glu-Glu epitop cimkével ellatott valtozatokat is. Ennek a glutamat gazdag jel6lésnek
eldonye egyfeldl a kivalo immundetektalhatosag, masfeldl hogy a cimke segitségével
konnyen elkiilonithetd a plazmidrol kifejez6d6 fehérje az endogén expressziotol.
A konstrukciokat a fentebb mar részletesen ismertetett ,,overlap PCR extension” mod-
szerrel készitettiik el a 2. tdblazatban feltlintetett Glu-Glu specifikus mutagén primerek
segitségével. Az elkésziilt PCR-termékek vektorba klonozasa a 4.5.1 fejezetben leirtak-

kal megegyezben tortént.
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2. tablazat: A mutagenezishez hasznalt primerparok és jellemzé6ik. A tablazat tar-
talmazza a mutagén primerek nevét, az altaluk létrehozott bazis- és aminosavcserét,
szekvencidjukat ¢€s a szamitott Tm értékeket. A szekvencidban a cserélni kivant
cio altal érintett aminosav helyét jeloli, a szam eldtt az eredeti aminosavat, a szam
mogott az eredetit cserélé aminosav betlijelzése talalhato.

E: glutamat, G: glicin, A: alanin, R: arginin, H: hisztidin, N: aszparagin, S: szerin, Q:
glutamin. A primerek nevének végén az S: sense primer, az AS: antisense primer.

primer  AMIN0- pis T
; sav Szekvencia (5°—3) m
név csere °O)
csere
E87G_S ELG A—G GCCTTATATGGG GTATCATCCT £3.0
E87G_AS - T—-C AGGATGATACCCCATATAAGGC ’
E93G_S A—G CCT GGT GGA GGA GAT GAACTA
E—G 54,4
E93G_AS T-C TAGTTCATCTCC TCC ACC AGG
E118A S EA A—C GTCAATTATGCATCCATGCTG E0.5
- )
E118A AS T—-G CAGCAT GGATGC ATAATT GAC
R140H_S ROH G—A AAAGAC TAT CAT GAG GAG GAA 185
— )
R140H_AS C-»>T TITCCTCCTCAIGATAGTCTTT
N249S S NoS A—G CAA AAA AAA GAG AGTACTTCTT GG 0.6
N249S_AS - T—-C CCAAGAAGTACTCTCTTTTITTTG ’
E87Q S G—>C GCCTTATATGCAGTATCATCCT
E87Q_AS C—->G AGGATGATACTG CATATAAGGC
E93Q_S G—-C CCTGGT GGA CAA GAT GAACTA
E—Q 52,4
E93Q_AS C—>G TAGTTCATC TTG TCC ACC AGG
Ncb5or_GluGlu tag
GluGlu_S GAA TAT ATG CCT ATG GAATAATGA AGA GCT GTCATT
B GTCCTT 52,3
GluGlu_AS TTC CAT AGG CATATATTC TGC TGT AAAACT ATG GAT 50.6

CTCATT
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3.6. Sejtes rendszerek
3.6.1. Sejtvonalak

Kisérleteink soran humén embrionalis fibroblaszt (HEK293T) ¢és human
hepatoma (HepG2) sejtvonalat hasznaltunk. A sejtkultardk tenyésztését 10% FBS-sel
(magzati borjuszérum), 1% antibiotikum/antimikotikum oldatottal (100 egység/ml peni-
cillin, 100 pg/ml sztreptomicin, 0,25 pg/ml amfotericin B) kiegészitett és 4,5 g/l
D-gliikozt és L-glutamint tartalmaz6 DMEM médiumban végeztiik 37 °C-on, 5%-0s
CO,-koncentracio mellett. A sejttenyésztéshez hasznalt anyagokat a Thermo Fisher

Scientific cégtdl szereztiik be.

3.6.2. Patkdny mdjszovet

Kisérleteinkhez egy éjszakan at éheztetett, him Wistar patkanyok majat is fel-
hasznaltuk. Dekapitalast kovetéen hosszanti bemetszést ejtettiink a hasfalon és a
peritoneumon, majd mindkét izolalt majlebenyt kimetszettiik és felhaszndlasukig fizio-
l6gias sooldatba tettiik. A majszovetbdl a 3.6.5. fejezetben leirtak szerint sejtfrakciokat

izolaltunk.

3.6.3. Tranziens transzfekcio

A HEK293T és HepG?2 sejteket kb. 6x10°, illetve 5x10° sejt/well aranyban osz-
tottuk szét 6-, valamint 12-lyuka lemezre 24 oraval a transzfekciot megel6zoen.
A HEK293T sejtvonal tranziens transzfekciojat Lipofectamine® 2000 reagenssel
(Invitrogen) végeztiik a gyartd protokollja alapjan. A transzfekcid hatékonysagat zold
fluoreszcens fehérjét (GFP) kifejezd plazmid hasznalataval fluoreszcens mikroszkdpos
vizsgalattal ellendriztiik. A HEK293T esetén a transzfekcio minden alkalommal mini-
mum 80%-os hatékonysagu volt. A technikailag nehezebben transzfektalhato HepG2
sejtek esetében az ExGen 500 (Fermentas) reagenst alkalmaztuk a gyartd utasitdsai
alapjan. E sejtvonal esetén a transzfekcios hatékonysagot 50% koriilinek mértiik.

Az Ncb5or expressziojanak transzfekciot kovetd dinamikajat Western blot-tal
vizsgaltuk. Azt tapasztaltuk, hogy a transzfekci6é utdn mindossze négy oraval a fehérje
szintje mar jol detektalhato. A termel6dd fehérje mennyisége a transzfekciot kovetd 36

¢és 48 ora kozott éri el a maximumat, majd lassi csokkenést mutat, azonban még hdrom
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nap elteltével is jelentds kifejezddés detektalhatd. Mindezek alapjan a sejtek begytijtését
altalaban 36 o6raval a transzfekciot kovetden végeztiik el.

A fehérjestabilitas és proteaszomalis degradacié vizsgalata soran a transzfekciot
kovetéen 12 oraval médiumcserét végeztiink, ¢és a friss médium tartalmazta a
transzlaciogatld cikloheximid (50 pg/ml) vagy a kétféle proteaszomainhibitor, az
MG132 (2 uM) vagy a laktacisztin (5 uM) egyikét. A kiilonboz6 inhibitorokkal 1, 2, 4
¢és 24 oran keresztiil kezeltiik a sejteket. Minden kisérleti 6sszeéllitasnal alkalmaztunk
egy nem transzfektalt, valamint GFP expresszids vektorral transzfektalt kontroll kisérle-

ti pontot.

3.6.4. Sejtek begyiijtése, feltardsa

A transzfekcio, illetve a kezelési id6 lejarta utan a médiumot leszivtuk, a sejteket
kétszer mostuk 1ml PBS-ben, majd 100-150 ul gyari lizis pufferben (Promega)
gyujtottik be Oket mikrocentrifuga csovekbe. Idonkénti vortexelés mellett, 15 perc
szobahdmérségleten torténd inkubalas utan a mintakat 5 percig, 13 000 rpm-en 4 °C-on
centrifugaltuk. A feliiliszot felhasznélésig -20 °C-on taroltuk.

A nativ p.EGFP-NCB5OR fehérje fluoreszcencidjanak vizsgélata soran a
transzfekcidt kovetd sejtfeltarast haromszori, 15 masodpercig torténd fagyasztas (folyé-
kony nitrogénben) - olvasztas (37 °C-on) ciklussal végeztiik.

crer

Scientific) segitségével, marha-szérumalbumin standarddal hataroztuk meg.

3.6.5. Sejtfrakciok készitése ultracentrifugdldssal

A kiilonb6z6 szubcellularis sejtfrakciok (sejtmag, mitokondrium, mikroszoma és
citoplazma) differencial-centrifugalassal torténd elvalasztasat mind HEK293T és
HepG2 sejteken, mind patkany majszovetbol elvégeztiik. A posztmitokondrialis feliil-
uszOobol ultracentrifugalassal iilepedd mikroszoma frakcié valdjaban mesterséges
vezikulumokbdl all. E vezikulumok membranja — sejt-, illetve szovettipustol fiiggden
eltérd aranyban ugyan — mégis leginkabb az ER-b6l és a plazmamembranbdl szarmazik.
A sajatosan nagy mennyiségli plazmamembrant (pl. mielin) tartalmazé idegszovettol
eltekintve a mikroszomaban az ER-bdl keletkezett vezikulumok dominalnak. Majszovet

esetén a mikroszoma 90-95%-a ebbdl az organellumb6l szarmazik, ezért a
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majmikroszéma az ER vizsgalatanak kiterjedten alkalmazott in vitro modellje. Raadasul
tobbszordsen bebizonyitott és altalanosan elfogadott tény, hogy a feltards sordn a
mikroszomalis vezikulumok megtartjak eredeti orientaciojukat, és az intravezikularis tér

az eredeti organellum luminalis kompartmentjének felel meg.

3.6.5.1. Szubcellularis frakciok készitése HEK293T és HepG?2 sejtekbol

A 10 cm-es Petri-csészében tenyésztett sejteket PBS-sel végzett kétszeri mosast
kovetéen, 1 ml PBS-ben az erre a célra hasznalt kapar6 eszkozzel (,,scraper”’) mechani-
kusan felszedtik a lemez aljarol. A sejtmembranokat Dounce homogenizatorban
roncsoltuk szét, majd az igy nyert sejthomogenizatum Osszetevoit tobblépéses differen-
cidl-centrifugalassal valasztottuk kiilonallo frakciokra. Az els6 1épéssel (800 x g, 2 perc,
4 °C) megszabadultunk az inhomogén sejttormeléktdl, és a kiilonbozd sejtalkotdkat tar-
talmazo feliiliszoval dolgoztunk tovabb. A masodik centrifugalas (1000 x g, 10 perc,
4 °C) soran iilepedett ki a sejtmagi frakcio. A feliiliszd wjabb centrifugalasakor
(11 000 x g, 20 perc, 4 °C) a mitokondrialis fazis keriilt a pelletbe. Utolsé 1épésben a
»posztmitokondrialis” feliiluszot ultracentrifugaltuk (100 000 x g, 60 perc, 4 °C), igy
elvalasztva a kiiilepedé mikroszomalis frakciot a feliiluszoként megmaradt citoszolikus
frakciotol. Az igy eléallitott, pelletbe keriilt sejtfrakciokat egyarant 1 ml PBS-ben
szuszpendaltuk és 4 °C-on taroltuk. A preparalt szubcellularis frakciok ,.tisztasagat” a

sejtmag, mitokondrium, citoszol és ER egy-egy altalunk valasztott specifikus markerfe-

crer

3.6.5.2. Szubcellularis frakciok készitése patkany majszovetbol

A differencial-centrifugalast patkdny mdj homogenizatumbol is elvégeztiik.
Az eltavolitott maj egy darabjat (kb. 1 cm x 1 cm) szachar6z-HEPES puffer oldatban
(0,3 M szachar6z, 20 mM HEPES, pH 7,0), Potter-Elvehjem késziilék segitségével
homogenizaltuk. A kapott szuszpenziét ugyanebben a szacharoz-HEPES pufferben
Otszorosére higitottuk és a sejteknél alkalmazott és az el6z6 fejezetben leirt centrifuga-
lasi Iépéseket hajtottuk végre. A kapott pelleteket a feliiliszoval megegyezd térfogatt
MOPS-KCI pufferben (100 mM KCI, 20 mM NaCl, 1 mM MgCl;, 20 mM MOPS,
pH 7,2) szuszpendaltuk. A sejtfrakciokat rendszerint frissen hasznaltuk fel, de késdbbi
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vizsgalatok céljabol folyékony nitrogénben is fagyasztottunk és taroltunk beldliik
mintakat.
A preparalt szubcelluldris frakciok ,tisztasdgat” a sejtmag, mitokondrium,

crer

blottal torténd kimutatasaval ellendriztiik.

3.6.6. Western blot

crcr

50 pg fehérjét tartalmazo mintdk elvalasztasat végeztikk 10-12%-os gélen SDS-PAGE
modszerrel. A mintakhoz futtatas el6tt 2x SDS DTT mintapuffert adtunk, és 95 °C-on,
5 percig inkubaltuk 6ket. Az NcbSor-EGFP fuzids fehérjemintak SDS-poliakrilamid
gélen torténd futtatasakor a mintael6készités soran nem alkalmaztunk DTT-t, illetve
hédenaturalast. A gélfuttatast 1x Laemmlie futtatdé pufferrel végeztiik festett fehérje-
marker alkalmazasaval. A géleken elvalasztott fehérjéket PVDF membranra (Millipore,
Billerica, MA) blottoltuk Bio-Rad transzfer egységgel. A membranok blokkolasat 5%
(m/v) zsirszegény tejport és 0,05% Tween 20-at tartalmazo PBS oldatban (PBST) vé-
geztiik szobahdmérsékleten, 1 oran at billegtetve. Ezt kovetden az elsddleges antitestek-
kel egy ¢jszakan at, 4 °C-on inkubaltuk a membréanokat, majd PBST pufferben torténd
haromszor 10 perces mosast kovetden a HRP-konjugalt masodlagos antitesteket 1 6ran
at szobahdmérsékleten alkalmaztuk.

Az egyes fehérjék és a Glu-Glu jelold cimke detektalasahoz felhasznalt elsédle-
ges antitestek és higitdsaik a kovetkezOk voltak: huméan és patkany NcbSor elleni
poliklondlis kecskeantitest, 1:1000 (Santa Cruz, sc-68684); human Ncb5or elleni
monoklonalis egérantitest, 1:2000 (Santa Cruz, sc-100529); p-aktin elleni HRP-
konjugalt poliklonalis kecskeantitest, 1:2000 (Santa Cruz, sc-1616); Glu-Glu cimke
elleni HRP-konjugalt poliklonalis kecskeantitest, 1:2000 (Abcam, Cambridge, MA;
megallapitasat a degradaciora itélt fehérjék ubikvitinre specifikus poliklonalis antitesttel
(Santa Cruz, sc-9133) torténd kimutatasaval végeztiik 1:5000-es higitasban.

A differencial-centrifugalast kdvetden az egyes sejt- €s szdvetfrakciok tisztasa-
ganak ellendrzését kiilonb6zd organellummarker fehérjek segitségével végeztik a

megadott higitdsban: CREB1 elleni monoklonalis egér, 1:2000 (Santa Cruz, sc271);
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Lamin A/C elleni monoklonalis egér, 1:1000 (Cell Signaling, 4777); Bcl-X. elleni
monoklonalis egér, 1:1000 (Santa Cruz, sc-8392); Cyclophilin D elleni monoklonalis
egér, 1:1000 (MitoSciences, MSA04); PDI elleni poliklonalis nyul, 1: 4000 (Santa Cruz,
sc-20132); prokaszpaz-3 elleni monoklonalis egér, 1:4000 (Santa Cruz, sc7272);
GAPDH elleni monoklonalis egér (Santa Cruz, 6C5), 1:20000 antitesteket hasznaltuk.
A fluorimetrids NAD(P)H-mérést megeldzden a mikroszomalis SCD1 enzim jelenlét-
ének ellenérzését az SCDI1 elleni monoklonalis egérantitesttel, 1:4000-es higitasban
végeztiik. A masodlagos antitesteket 1:2000-1:5000-es higitasban hasznaltuk, amelyek a
kovetkezok voltak: kecskében termeltetett nyul-ellenes 19G-HRP (Cell Signaling
7074S); 16ban termeltetett egér ellenes IgG-HRP (Cell Signaling 7076S) €s szamarban
termeltetett kecske ellenes IgG-HRP (Santa Cruz cs-2020).

A masodlagos HRP-konjugélt antitestek alkalmazasa utdn 0jabb mosasi
1épéseket kovetden a detektalast kemilumineszcens technikaval, SuperSignal West Pico
Chemiluminescent Substrate (Pierce) elnevezésti gyari kit segitségével végeztik.
A specifikus csikokat denzitometriaval értékeltik ki ImageQuant 5.2 program
segitségével. Az értékeket [-aktinra normalizaltuk és az eredményeket relativ

denzitasként tiintettiik fel.

3.6.7. Mikroszomadlis NAD(P)H fluoreszcens detektdldsa

Az intakt patkany mikroszoma endogén redukalt piridin-dinukleotidjait, illetve
ezek szintjének valtozasat fluorimetriaval detektaltuk 1 mg/ml fehérjekoncentracid
mellett MOPS-KCI pufferben. A NAD(P)H-specifikus fluoreszcenciat valds id6ben,
340 nm excitaciés és 460 nm emisszios hullamhosszok alkalmazasaval, Cary Eclipse
spektrofluoriméter (Varian, Woburn, MA) segitségével mértiik. A luminalis piridin-
dinukleotidkészlet oxidacigjat metiraponnal (5 pM), redukcidjat pedig gluko6z-6-
foszfattal (100 uM) valtottuk ki. A sztearoil-KoA-t e kisérletekben a membran-
permeabilizalé hatas [71] elkeriilése céljabol 100 puM-nal kisebb (10és 50 puM)

koncentracidban hasznaltuk.

3.6.8. Impulzus jelolés / izotophigitds kisérletek

A vad tipust és a p.E87G mutécidt tartalmazod Ncb5Sor fehérjék intracelluléris

crer
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A fehérjék féléletidejének meghatarozasdhoz HEK293T sejteket transzfektaltunk e két
fehérjét expresszalé plazmid konstrukcidoval. A sejteket 36 oOraval a transzfekciot
kovetden 45 percig metionin- és cisztein-mentes médiumban tartottuk, majd 100 pCi
°S-Tran-jelslt (MP Biomedicals) [*°S] metioninnal és [*°S] ciszteinnel kezeltiik 1 6ran
at. Ezt kovetéen a médiumot eltavolitottuk, a sejteket hiitott PBS-sel kétszer mostuk,
majd mar jeloletlen metionint és ciszteint tartalmaz6é (2 mM végkoncentracidoban)
DMEM-re cseréltiik. A (6 cm atmérdju Petri csészében novo) sejtek lizisét kiilonbozo
idépontokban (0, 1, 3 és 22 oéra elteltével) végeztiik PBS-es mosast kovetéen 1 ml NP-
40 lizis pufferben (0,15 M NaCl, 10 mM Tris-HCI pH 7,5, 1% NP-40, 0,2% Na-
deoxikolat). Feltaras utan a sejtlizatumot asztali centrifugaval maximalis fordulaton,
5 percig 4 °C-on centrifugaltuk a sejttormelékek eltavolitasa érdekében. A radioaktivan
jeldlt vad tipusu és p.E87G NcbSor fehérjéket immunprecipitacioval, az NcbSor elleni
monoklonalis egérantitest (Santa Cruz, sc-100529) és Protein-A sepharose (Sigma)
gyongyok segitségével kotottiik ki a teljes sejtlizatumbodl. Az immunkomplexhez kotott
gyongyoket ezutdn haromszor mostuk NP-40 mosé pufferben (0,4 M NaCl, 10 mM
Tris-HCI pH 7,5, 1% NP-40, 0,2% Na-deoxikolat), majd SDS-mintapufferben elualtuk.
A fehérjék szeparadlasat 10%-0S SDS-poliakrilamid gélelektroforézissel végeztik.
Akapott gélt szaritas utan kazettdba tettilk és foszfo-screen segitségével 24 oran
keresztiil exponaltuk, majd Typhoon Phosphoimager (Amersham Biosciences)
segitségével hivtuk eld. A relativ radioaktivitas természetes alapu logaritmusat az egyes
vizsgalt idépontok fiiggvényében abrazoltuk, a fehérjedegradacio sebességi allandojat
pedig linedris regresszid segitségével allapitottuk meg. A fehérje féléletidejének

meghatarozasa a t;, = In(2)/k képlet szerint tortént.

3.7. Mikroszkopos vizsgalatok
3.7.1. Fluoreszcens mikroszkopia

Az Ncb5or-EGFP fazios fehérje intracellularis expresszidojat 48 oraval a
p.EGFP-NCBS5OR plazmid HEK293T sejtekbe torténd transzfekcidja utan fluoreszcens
mikroszkoppal vizsgaltuk. A transzfekciot kovetden a sejtekrdl eltavolitottuk a
médiumot, majd haromszor PBS-sel mostuk 6ket. A sejteket 3,7%-0s formaldehid

oldattal 10 percig, szobahOmérsékleten fixaltuk majd 0jboli haromszori mosast
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végeztiink. A mar fixalt sejteket 0,2%-0s Triton X-100-at tartalmaz6é PBS oldattal
permeabilizaltuk 5 percig, amelyet ujboli PBS-sel végzett mosasi 1épés kovetett.
A sejtmagok  festéséhez 4°,6-diamidin-2-fenilindol (DAPI) oldatban (2 pug/ml)
inkubaltuk a sejteket 5 percig. PBS-sel végzett haromszoros mosas utan a sejteket PBS
oldatban hagytuk. Az ER jelélésére BODIPY ™ TR-X thapsigargin (1 uM) (Invitrogen)
oldatot hasznaltunk, amelyet kozvetleniil a floureszcens mikroszkopos vizsgalat elott
adtuk hozzd a sejtekhez. A fluoreszcens felvételeket Leica DMI6000B (DFCUS80

kamera) mikroszkoppal készitettiik.

3.7.2. Immuncitokémia

Az endogén Ncb5or szubcellularis elhelyezkedését HepG2 sejteken vizsgaltuk
fluoreszcens immuncitokémia segitségével. A sejteket mikroszkdpos targylemezre no-
vesztettiik a sejtszuszpenzid kicseppentésétdl szamitott 6 oran keresztiil un. nedves
kamraban 37 °C-on, 5%-0s CO,-koncentracio mellett. A médium PBS-sel tortén6 mosa-
sa utdn a sejteket metanol-aceton 1:1 aranya keverékében fixaltuk 10 percig
szobahOmérsékleten. PBS-sel torténd, haromszori, egyenként 5 percig tartomosast kove-
toen a lemezeket DAKO Serum free protein blocking oldattal (X0909; DAKO, Glostrup
Denmark) blokkoltuk és permeabilizaltuk 1 6ran &t szobahdmérsékleten. A primer és
masodlagos ellenanyagok higitasat egyarant gyari, Gn. Antibody diluent (Ventana)
oldattal végeztik. Kettds jelolésként az NcbSor elleni monoklondlis egér
(1:200 higitasban, Santa Cruz Biotechnology; sc-100529) és a PDI elleni poliklonalis
nyul (1:100 higitasban, Santa Cruz Biotechnology; sc-20132) elsddleges ellenanyagokat
hasznaltuk a vizsgélt fehérje és az ER egyidejii megjelenitésére. Az elsddleges ellen-
anyagokkal egész ¢éjszakan at 4 °C-on inkubdltuk a lemezeket, majd mosasi 1épést
kovetden Alexa Fluor 488 szamar anti-egér IgG and Alexa Fluor 568 kecske anti-nyul
IgG (Life Technologies) fluoreszcens festékkel konjugalt masodlagos antitesteket al-
kalmaztunk 1:200-as higitasban, 1 o6ran keresztiil. A sejtmagokat DAPI-t tartalmazd
Vecteshield fedé6 médiummal (Vector Laboratories, Burlingame, CA) festettiik, ¢s fedo-
lemezzel takartuk le a mintékat.

Az immunfluoreszcens felvételek készitése Leica DM RXA motorizalt
fluoreszcens mikroszkoppal (Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, Germany), Leica
DFC 365FX CCD monokrém kameraval, Leica CW4000 FISH szoftverrel (Leica
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Microsystems Imaging Solutions Ltd., Cambridge, UK) tortént. Nomarski differencial
interferencia  kontraszt (DIC) technikdt hasznéaltunk tovdabba a sejthatarok

vizualizalasahoz.

3.8. Statisztika

Az adatok statisztikai elemzését a Tukey-Kramer féle tobbszords 6sszehasonlita-
si teszttel végeztilk GraphPad InStat program segitségével. Szignifikdnsnak tekintettiik
a kiilonbséget, ha a p értéke kisebb volt, mint 0,01, illetve 0,001.
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4. Eredmények

4.1. Az NcbSor szubcellularis lokalizaciojanak vizsgalata

Egymasnak ellentmondé adatokat kozoltek arra vonatkozoan, hogy a szolubilis
(nem membranhoz kotott) NcbSor fehérje a sejt melyik kompartmentjében (a citoplaz-
maban vagy az ER lumenében) helyezkedik el. A kérdés rendkiviil fontos, mivel a
citoplazma és az ER lumen NADPH-készlete teljesen elkiiloniil egymastol €s ezaltal a
fehérje lokalizaciojatol fiigg, hogy a luminalis vagy a citoszolban termelédé6 NADPH-t
képes-¢ a zsirsav-deszaturacio szamara hozzaférhetévé tenni. A kovetkezékben bemuta-
tott in silico és kisérleti eredményeink a fehérje sejten beliili lokalizacidjanak pontos

meghatdrozasara, annak tisztazasara irdnyultak.

4.1.1. A szubcellularis lokalizdcid in silico predikcidja

A human Ncb5or fehérje aminosavszekvencidjat [NCBI: NP_057314.2] kiilon-
b6z0, online elérhetd, szubcellularis lokalizacidjat prediktaldé programok segitségével
analizaltuk. Az éltalunk hasznalt hat program, illetve adatbazis altal kapott eredménye-
ket a 3. tablazat foglalja Ossze. A tablazat tartalmazza tovabba, hogy a kiilonb6z6
predikcids algoritmusok milyen szempontok (szekvenciainformdaciok) szerint képzik
talalati listajukat. Az eredményeket tekintve az alkalmazott programok egyike sem talalt
szignalpeptid motivumot vagy ER-retencios szignalt a polipeptid lancban. Az egyes
talalati listdk masodik vagy harmadik helyen feltételezik az esetleges mitokondrialis
vagy sejtmagi lokalizacid lehetdségét, azonban a programok mindegyike egybehangzo-

an az NcbSor fehérje citoplazmatikus elhelyezkedését itéli legvaldsziniibbnek.
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3. tablazat: A human Ncb5or fehérje lokalizaciéjanak in silico predikcioja. Az
Ncb5Sor teljes aminosavszekvenciajat [NCBI: NP_057314.2] hat kiilonb6z0, az interne-
ten szabadon hozzaférhetd program segitségével elemeztiik. A tablazat tartalmazza az
altalunk hasznalt programok nevét, a meghatarozott lokalizaciot (illetve lokalizéciokat a
valoszinliségiik csokkend sorrendjében, ahol a program megadott ilyet), valamint a
predikcids algoritmus alapjat cimszavakban, hivatkozva a program miikodését tartalma-

70 eredeti kozleményre.

Program neve Lokalizacio Predikcio alapja
BaCellLo Citoplazma
I o Lo
okalzz?czo m/eg,ha.t.aroza N- és C-terminalis szek-
sanak lepései. o ‘el [118
Intracellularis = Sejtmagi vencia dsszetétel [118]
vagy citoplazmai — Citop-
lazmai
CELLOV.25 Citoplazma
Megbizhatosagi érték:
Citoplazmai: 1.969
Sejtmagi: 1.510 . ) .
Mitokondriglis: 1.092 Aminosav-osszetétel [119]
Peroxiszomalis: 0.049
Plazmamembran: 0.048
ER: 0.032
eSLDB Citoplazma Homologia alapu
annotaciok [120]
Euk-mPLoc 2.0 Citoplazma Funkcionalis domén és
szekvencialis evolucios
informaciok [121]
ProteinProwler Citoplazma N-terminalis szekvencia-
motivumok [122]
YLoc Citoplazma

Lokalizdcio valosziniisége:
Citoplazma: 84.6%
Mitokondrium 9.1%

Sejtmag 6.3%

Szignal szekvencia alapu
predikcio [123]
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4.1.2. Endogén Ncb5or-expresszio

Az Ncb5or fehérje a legtobb human szdvetben és human eredeti sejtvonalakban
egyarant kifejez6dik [98]. A legmagasabb mRNS-szintek a szivben, a vazizomban, a

vesében €és a hasnyalmirigyben mutathatok ki kiilonbozé egér szovetekbdl elvégzett
Northern blot alapjan [102].
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8. abra: Endogén NcbSor mRNS-szintek HEK293T és HepG2 sejtvonalakban,
endogén fehérjeexpresszio patkany majszovetben. A: RT-PCR-t koveté agaroz
gélelektroforézis  elektroforetogramja. A  szemi-kvantitativ. PCR-hez mintaként
HEK293T ¢és HepG2 sejtek cDNS-e szolgalt. Az NcbSor-specifikus primerparokkal
felsokszorozott termék mérete 267 bp, a kontroll génként alkalmazott GAPDH PCR-
termek 261 bp méretli. Az elsd oszlop 100 bp-s létra. A PCR-termékeket 2%-os agardz
gélen futtattuk. B: 4z NCB5OR gén expressziojanak vizsgalata qPCR-rel. Mindkét
sejtvonal relativ expresszids szintjeit tlintettik fel. C: Immunoblot patkany
mdjszovetbol. A gélkép patkany méjszovet total homogenizdtumat (totdl homog.) és
centrifugalast (800 x g, 2 perc, 4 °C) koveto feliiluszo (fu.) frakcidjat mutatja patkany
NcbSor elleni antitesttel vald eléhivas utdn. Belsé kontrollként a konstitutivan
expresszalodo GAPDH szolgalt.
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In silico elemzéseinket kovetden megvizsgaltuk a tervezett kisérleteinkben hasz-
nalni kivant két humén sejtvonal (az embrionalis vese eredeti HEK293T ¢és a human
hepatéma eredetli HepG2 sejtvonalak), valamint patkany majszovet endogén Ncb5or-
expressziojat mRNS-, illetve fehérjeszinten. A két sejtvonalbol teljes RNS-t izolaltunk,
majd cDNS-t készitettiink. A ¢cDNS-b6l torténd PCR-amplifikacié soran az NcbSor-
specifikus primerparok 267 bp, a GAPDH specifikus primerek pedig 261 bp méreti
terméket képeztek genomialis eredetli DNS-szennyez6dés nélkiil. Az RT-PCR eredmé-
nyeként kapott termékeket 2%-0S agardz gélen vélasztottuk el (8./A abra). A kisérlet
soran azt talaltuk, hogy a vart méretii PCR-termékek gélelektroforézissel is jol kimutat-
haté mennyiségben keletkeztek, vagyis mind a HEK293T, mind a HepG2 sejtvonal
kifejezi az Ncb5or génjét. A sejtvonalakban termel6dd endogén NcbSor mRNS relativ
(a belsd kontrollként altalanosan hasznalt GAPDH mRNS-hez viszonyitott) mennyisé-

gét qPCR modszerrel becsiiltik meg. A 8./B abran a relativ expresszids szinteket

(Z'MCT értékeket) tiintettiik fel. A qPCR alapjan az Ncb5Sor endogén mRNS-expresszidja

alacsony, de jol detektalhato. E megfigyelésiinkkel 6sszhangban, a vizsgalt sejtvonalak-
ban, illetve azokbol preparalt sejtfrakcidban az endogén Ncb5Sor fehérje is kimutathatod
volt Western blot modszerrel (lasd 4.1.3.1. fejezet) és immuncitokémia soran (lasd
4.1.5. fejezet).

A patkdny majszovet eldzetes immunoblot analizisét a  teljes
szovethomogenizatumbol, illetve a sejttormelékek iilepitése (800 x g, 2 perc, 4 °C-on
torténd centrifugalds) utan nyert feliiliszo fazisbol végeztiik el. Az immunoblot elvég-
zésével egyben az Ujonnan beszerzett patkany NcbS5Sor elleni antitestet is teszteltiik
(8./C abra). A kisérlet soran mindkét fazisbol sikeriilt az Ncb5or-specifikus jelet detek-

talnunk, bizonyitva ezzel annak fehérjeszintli jelenlétét a patkany majszdvetben.

4.1.3. Sejtfrakciondlds

A lokalizaci6 in silico joslasat kovetéen az NcbSor fehérje sejten beliili elhe-
lyezkedését elsoként sejt- ¢&s szovetfrakcionalassal vizsgaltuk. A kiilonbozo
szubcellularis kompartmenteket tartalmazo sejtfrakciokat HEK293T és HepG2 sejtek-
bol, valamint patkdny mdj szovethomogenizatumbol tobblépéses differencial-
centrifugéldssal allitottuk eld. Az igy kapott sejt- és szovetfrakcidk tisztasagat oly mo-

don igazoltuk, hogy az egyes organellumokra (frakciokra) kizarolagosan jellemzo
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,markerfehérjék” jelenlétét immunoblottal ellendriztiik. Ezt kdvetden, szintén specifi-
kus antitest segitségével vizsgaltuk, hogy az Ncb5or jelenléte melyik kompartmentben

kimutathato.

4.1.3.1. Sejtvonalak vizsgalata

A human eredetii HEK293T és HepG2 sejtekbdl eldallitott frakciok tisztasaga-
rol, valamint a differencial-centrifugalés sikerességérol, az egyes sejtalkotokra jellemzd
fehérjék immunoblottjaval gy6zodtiink meg. A sejtmagi frakcid ellendrzését a CREB-1
(CAMP-reszponziv elem kotd fehérje 1) transzkripcids faktor elleni specifikus antitest
alkalmazasaval végeztik. A mitokondrialis frakcioban a Bcl-2 fehérje csalad egy
antiapoptotikus tagja, a Bcl-X, fehérje jelenlétét mutattuk ki. A mikroszoma sejtfrakcio
markerfehérjéjeként az ER lumenében elhelyezkedd, és ott az oxidativ fehérjeérést kata-
lizalo, proteindiszulfid-izomerdaz (PDI) fehérjét vizsgaltuk. A citoszolikus frakcio
tisztasaganak ellenérzéséhez a prokaszpaz-3 fehérjét jeldltiik, amely az apoptozis soran

effektor kaszpaz zimogénjeként a citoplazmaban lokalizalodik (9. abra).
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9. abra: Az endogén Ncb5Sor fehérje lokalizaciéjanak vizsgalata két sejtvonalban.
A HEK293T (A) és HepG2 (B) sejtek homogenizalasat kdvetben az egyes sejtfrakcioi-
kat tobblépéses differencial-centrifugéalassal valasztottuk kiilon. A  frakcidk
tisztasdganak ellendrzésére kiillonbozé organellumspecifikus fehérjéket detektaltunk.
A sejtmagi CREB-1, a mitokondrialis Bcl-X|, a mikroszomalis PDI, a citoplazmara
specifikus prokaszpaz-3 fehérjék elleni antitesteket alkalmaztuk. A képek harom fiigget-
len kisérlet egy reprezentativ Western blot képét mutatjak.

A HEK293T ¢és HepG2 sejtekbdl differencial-centrifugalassal elvalasztott sejtfrakciok
immunoblottjat elvégezve azt tapasztaltuk, hogy sikeriilt az egyes organellumoknak
megfeleld sejtpreparatumokat izolalni. Mind az elGallitott mitokondrialis, mind a
mikroszomalis és a citoszolikus mintakban, az egyes organellumokra specifikus marker
fehérjék jelenléte kizarolag a rajuk jellemzd frakcioban volt kimutathatd. Mindkét
sejtvonal esetében egyediil — a széban forgd fehérje lokalizacidjanak eldontésében
kevéssé relevans — sejtmagi frakcid6 mutatott enyhe mitokondridlis szennyezettséget
(9./A-B abra). A frakcionalas sikerességének ellendrzése utan a mintakat megvizsgaltuk

az Ncbb5or elleni specifikus antitesttel is. Eredményeink egybehangz6an mutatjak, hogy
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a sejtfrakciok koziil az Neb5or kizarolag a citoszolikus frakcidoban volt kimutathato, igy

a differencial-centrifugalas eredménye a fehérje citoplazmatikus elhelyezkedésére utal.

4.1.3.2. Patkany majszovet

A sejtvonalak alkalmazédsa mellett szoveti mintat is vizsgaltunk. Patkdnyméajak
egy-egy darabjat homogenizaltuk majd a sejtekhez hasonléan a maéjszovetbdl is
elvégeztiik a szubcellularis frakciok elvalasztdsat. A sejtvonalaknal alkalmazott
szubcellularis kompartmentekre jellemzé markerfehérjék elleni ellenanyagok
némelyikének patkanyspecifikus valtozata nem allt rendelkezésre, igy ezek helyett mas
organellum-markerfehérjéket valasztottunk. A patkany eredeti mintaknal a szintén jol
definialt lokalizaciojl, sejtmagi lamin A/C, mitokondridlis ciklofilin D, mikroszomalis
PDI, valamint citoszolikus GAPDH fehérjék kimutatasaval ellenériztik a

szovetfrakciok tisztasagat.
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10. abra: Az endogén NcbS5or fehérje lokalizaciéjanak vizsgalata patkany
majszovetben. A patkdny mdjszévet homogenizaladsat kdvetden az egyes frakciokat
tobblépéses differencial-centrifugalassal valasztottuk kiilon. A frakcidk tisztasaganak
ellendrzésére sejtmagi fehérjeként a lamin A/C, mitokondridlis markerként a ciklofilin
D, mikroszomalis markerként az ER-ben lokalizalod6 PDI-t, citoplazmai fehérjeként
pedig a GAPDH-t detektaltuk. Az abra harom fiiggetlen frakcionalas egy reprezentativ
Western blot eredményét mutatjak.

Az ultracentrifugalast kdvetden a patkany majszovetbdl izolalt frakciok tisztasagat szin-
tén immunoblottal ellendriztiik. A sejtmag (lamin A/C), az ER (PDI) és a citoszol
(GAPDH) markerfehérjéi a nekik megfelelé6 kompartmenteket tartalmaz6 mintakbol
voltak egyediil kimutathatok, amely a frakcionalas sikerességét bizonyitja. A HEK293T
és HepG2 sejtek esetében kapott eredményekhez hasonldéan a patkany méjszovetbol
szeparalt mintak koziil a sejtmagi frakcid mutatott némi mitokondriélis eredetli konta-
mindciét (10. abra). Mindez nem befolydsolja azoban annak az eredménynek az
értékelését, miszerint az endogén Ncb5or fehérje patkany majszévet szubcellularis frak-

ci61 koziil is kizarolag a citoplazmatikus frakcidban volt detektalhato.
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4.1.4. Ncb50r-EGFP fuzios fehérje lokalizdciojanak vizsgalata HEK293T sejtekben

Az Ncb5or fehérje intracellularis lokalizaciojat sejtes rendszerben EGFP-vel
jelolten is teszteltik. Elkészitettik az NcbS5or-EGFP fuzids fehérje eukariota
expressziora alkalmas vektorkonstrukciojat, melynek segitségével a fehérje lokalizacio-
jat a sejtek szerkezetének megtartasaval vizsgéltuk fluoreszcens mikroszkdppal.
A konstrukcidval tranziensen transzfektalt sejtekben a morfologiai vizsgalatokat meg-
elézéen ellendriztiik a mesterségesen létrehozott fzids fehérje stabilitasat és az

expresszid hatékonysagat.

4.1.4.1. Az Ncb50r-EGFP fiizios fehérje termelddésének és stabilitasanak ellendrzése

Mivel a sejtekben észlelt zold fluoreszcencia az NcbSor-EGFP fuzids fehérje
mellett az Ncb5or-r6l esetlegesen lehasadd, szabad EGFP fehérjétdl is szarmazhat, a
kisérletek elvégzése elott ellendriztiik a fehérjetermék stabilitasat. A fhzids fehérje
stabil expresszidjanak bizonyitasahoz transzfektalatlan, valamint p.NCBSOR ¢és
p.NCB50R-EGFP vektorokkal transzfektalt sejtek fehérjéit futtattunk redukald és
denaturalo, illetve redukald, de nem denaturdlé poliakrilamid gélen. Ezt kdvetden
kiilon-kiilon ~ detektaltuk az Ncb5or fehérje jelenlétét, illetve az EGFP

autofluoreszcencidjat (11-12. ébra).
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11. abra: Az NcbSor-EGFP fuzios fehérje expressziojanak és stabilitasanak
ellendrzése Western blottal. Kontroll (nem transzfektalt), illetve a p.NCB5OR ¢és
pP.NCB50R-EGFP expresszids vektorokkal transzfektalt HEK293T sejtek begytijtését
48 oraval a transzfekciot kovetden végeztik. A fehérje mintdkbol egyenld
mennyiségeket (50 pg) 12%-0s SDS-poliakrilamid gélen futtattunk, majd PVDF
membranra blottoltunk. A Western blot analizist az Ncb5or elleni specifikus
ellenanyaggal végeztik. Az Ncb5or és az Ncb5or-EGFP fuzios fehérjék szamitott
molekulatomeg értékei 59 kDa és 86 kDa.

A futtatast kovetd, NcbSor-specifikus immunoblotton a fehérjét overexpresszald sejtek
esetében, a vart molekulatomegben (59 kDa) nagymértéki, intenziv jelet tapasztaltunk,
ami az exogén Ncb5or expresszidjanak magas hatékonysagat mutatja (11. abra).
A p.NCB50R-EGFP konstrukcioval transzfektalt sejtek fehérjelizdtumaban kettds jelet
detektaltunk: az intenzivebb jel az EGFP-vel megnovelt fehérjeméretnek megfeleld
sen halvanyabb, 59 kDa-ndl lathato jel az EGFP nélkiili NcbSor fehérjének felel meg.
Az itt tapasztalt jelintenzitdas megegyezik a kontroll mintdkban észlelttel, vagyis feltehe-
téleg az endogén NcbSor expresszidjanak felel meg, amihez nem adodott hozza a fuzios
fehérje hasadasabol szarmazd tobblet. Mindez tehat a plazmidkonstrukcidbol szarmazé
MRNS-rl transzlalodott Ncb5or-EGFP polipeptid megfeleld stabilitisara utal. Osszes-
ségében a Western blot analizis megerdsiti, hogy a p.NCB50R-EGFP-vel transzfektalt
sejtek hatékonyan expresszaljak az Ncb5or-EGFP fuzios fehérjét, és abbol nem keletke-
zik szabad Ncb5or, ugyanakkor mindez nem zérja ki, hogy esetlegesen 6nmagéaban
termeldd6 vagy lehasadt, szabad EGFP fehérje is jelen lehet a sejtekben, ami az Ncb5or

intracellularis lokalizaciojanak értékelését megzavarhatna.
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A fuzios fehérje sejten belilli intaktsdganak tovabbi ellendrzése és a szabad
EGFP jelenlétének kizardsa érdekében az elektroforézissel elvélasztott NcbSor-EGFP
fuziés fehérje autofluoreszcencidjanak detektalasat is elvégeztiik. A HEK293T sejteket
a p.NCB50R ¢és a p.NCB5OR-EGFP, valamint az iires p.EGFP-N1 vektor konstrukci-
okkal tranziensen transzfektaltuk. A 48 o6ras poszttranszfekcios id6 leteltével megfeleld
mintaeldkészités (lasd ,,Mddszerek™ fejezet) utan, a fehérjéket nem denaturalod koriilmé-
nyek kozott végzett SDS-PAGE-vel valasztottuk el, majd a gélben a megfeleld
hullamhosszakkal jellemezhetd fluoreszcenciat Typhoon 9400 variable mode imager

késziilék (Amersham Biosciences) segitségével detektaltuk.
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12. abra: Az Ncb5or-EGFP fuzios fehérje stabilitasanak ellenérzése az EGFP
autofluoreszcenciajanak detektalasaval. Kontroll (nem transzfektalt), illetve a
p-NCB5SOR, p.EGFP ¢és p.NCBSOR-EGFP expresszios vektorokkal transzfektalt
HEK293T sejtek begytijtését 48 oraval a transzfekciot kovetden végeztiik. A fehérje-
mintakbol egyenld mennyiségeket (50 pg) 12%-0s SDS-poliakrilamid gélen, nem
denaturalé koriilmények kozott futtattunk, majd ezt kovetden detektaltuk a gélben az
EGFP riporterfehérje altal kibocsatott zold fluoreszcens fényt (488 nm excitacios €s
509 nm emmisszids hullamhossz mellett) Typhoon 9400 variable mode imager késziilék
segitségével. Az Ncb5or-EGFP fuzios fehérje, az Ncb5or és EGFP fehérjék szamitott
molekulatomeg értékei, 86 kDa, 59 kDa és 27 kDa.

Az EGFP A4ltal emittalt zold fluoreszcens fényt a kizardlag EGFP-t expresszalo sejtek
esetében a fehérje méretének megfeleléen 27 kDa-nal detektaltuk, az Ncb5or-EGFP
fazios fehérje pedig a prediktalt méretének megfelelden csak a 86 kDa-os méretnél adott

intenziv fluoreszcens jelet (12. abra). A gélkép alapjan a fuzids fehérjét kifejezo sejtek
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mintdiban az EGFP-nek megfelelé fluoreszcens jel 27 kDa-nal nem volt detektalhatd,
kizardlag a stabilan termel6dé Ncb5or-EGFP fehérje jelent meg a gélben. Mindez
megerdsiti, hogy intracellularisan az EGFP jel6lé cimke nem hasadt le, é¢s 6nmagaban
nem termelddott, igy a konstrukcid alkalmas a tervezett fluoreszcens mikroszkopia

elvégzésére.

4.1.4.2. Az Ncb5or-EGFP fuzios fehérje intracellularis lokalizacidja

Az Ncb50r-EGFP konstrukciot HEK293T sejtekbe transzfektaltuk. A sejtek fixalasat és
permeabilizalasat  kovetden, kontrollként a sejtmagot DAPI-val, az ER-t
BODIPY ™ TR-X thapsigarginnal jeldltiik. A transzfekcié hatékonysagat meghatérozo
EGFP-expresszid a sejtek tobb mint 80%-aban volt kimutathaté (a vizsgalt 100 sejt

koziil mintegy 80 sejt felett volt detektalhato zold autofluoreszcencia).
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13. abra: Az Ncb5or-EGFP fuzios fehérje lokalizaciéjanak immunfluoreszcens
detektalasa HEK293T sejtekben. A: Az Ncbh5or-EGFP fuzios fehérje intracellularis
expressziojat 48 oraval a p.EGFP-NCB5OR plazmid HEK293T sejtekben torténd
transzfekcidja utan fluoreszcens mikroszkoppal vizsgaltuk; B: Az ER jelolését
BODIPY™ TR-X thapsigargin (piros) fluoroforral végeztiik; C: A sejtmagot DAPI
festéssel tettiik lathatova; D: Az Nch5or-EGFP fuzids fehérje altal emittalt zold fluo-
reszcens fényt 100 sejtbdl tobb mint 80 sejtben detektaltuk (a fizids fehérje 80% folott
transzfekcios hatékonysaggal fejezddott ki); E: B, C és D felvételek egymasra vetitett
képe.

A mikroszkopos felvételeken (13. abra) jol latszik, hogy az Ncbh5or-EGFP fazios fehérje
diffazan kitolti a sejtek citoplazmajat (13./D dbra), és nem mutat ko-lokalizaciot sem a
sejtmag (DAPI, kék), sem az ER (BODIPY ™ TR-X thapsigargin, piros) jelolésével
(13./E abra). Az exogén, fuzios fehérjeként expresszalt NcbSor fehérje sejten beliili

eloszlasa tehat szintén a citoszolikus elhelyezkedést tamasztja ala.
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4.1.5. Endogén Ncb5or vizsgalata immuncitokémiai modszerrel HepG?2 sejtvonalon

Az Ncb5or enzim viszonylag alacsony endogén szintje miatt a fehérje lokaliza-
ciojat elsoként overexpresszalt és EGFP fehérjével fuzionalt formdban vizsgéltuk
HEK?293T sejtekben. A médszer alkalmazédsa mellett azonban felmertil, hogy maga a
fehérje taltermeltetése, illetve az EGFP jelenléte hatassal lehet a fehérje sejten beliili
célba juttatdsara, tényleges intracellularis lokalizaciojara. Eppen ezért a Western blot
kimutatasoknal eredményesen alkalmazott Ncb5or elleni antitest segitségével az endo-
gén, nativ fehérje sejten beliili elhelyezkedését immuncitokémiai modszerrel is
vizsgéltuk. A kettés immuncitokémiai festést kezeletlen, transzfekcidé nélkiili HepG2

sejteken végeztiik el.
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14. abra: HepG2 sejtek endogén Ncb5Sor expresszidjanak fluoreszcens
immuncitokémiai vizsgalata. A kettds immunfluoreszcens festés az NcbSor fehérje
(z61d) szubcellularis lokalizacigjat, valamint az ER markerfehérjéjeként hasznalt PDI-t
(piros) jeloli letapadd HepG2 sejtekben. A: Differencidl interferencia kontraszt (DIC)
felvétel; B: Sejtmagok festése DAPI-val; C: Ncb5or fehérje elleni specifikus elsédleges
ellenanyagot koveté Alexa 488 konjugalt (zold) masodlagos ellenanyaggal torténd
immunfestés; D: Az ER vizualizalasat a PDI elleni specifikus ellenanyag majd az Alexa
568 fluoreszcens festékkel (piros) jelolt masodlagos ellenanyaggal végeztiik; E: B, C és
D felvételek egymasra vetitett képe; F: B, C és D felvételek egyesitett képe DIC alkal-
mazasaval; A képek harom fiiggetlen kettds fluoreszcens immuncitokémiai jelolés egy-
egy tipikus felvételét mutatjak. (eredeti nagyitas: 630x)
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Az NcbSor specifikus (zold) fluoreszcencidja lathatéan kiterjedt a citoplazmaban és
egyértelmiien eltérd mintdzatot mutat az ER (sejtmag koriili) festddésétdl (piros)
(14. abra). A mikroszkopizalas soran ellendriztikk az elsédleges antitest kihagyasaval
késziilt negativ kontroll mintdk festddését, amelyek a masodlagos antitestek altal oko-
zott esetleges nem specifikus jelolodést kizartak. A Nomarski DIC technika alkalmazésa
lehetdvé teszi a sejtek vizualizalasat és a sejthatdrok megjelenitését. Ezzel a faziskont-
raszt eljarassal az optikai Ut denzitaskiilonbségeibdl adoddan térhatasu kép készithetd
(14./F és 15./H abrak). A HepG2 sejtekben expresszaldédd Ncb5or fehérje szintje megle-
hetésen alacsony, de a gyenge festddés ellenére az immuncitokémidval detektalhat6 jel
specifikus. Az Ncb5or-specifikus szignalok (kis, z6ld pontok) hatarozottan a DIC altal
megjelenitett sejthatarokon beliil, a citoplazmaban elszortan lathatok. Bizonyos sejtek-

ben a specifikus festédés a sejt nyulvanyait is kirajzolja (14./E-F abra). Néhany sejt

esetében a zold jelolodés sejtmag koriili akkumulacidja is megfigyelhetd volt.

15. abra: Ncb5or lokalizacioja HepG2 sejtekben. Kettds immuncitokémiai jeldlés az
NcbSor (z6ld) és az ER-t jelold PDI (piros) fehérjére. G és H: 14. adbra E ¢és F
felvételeinek (azonos) kinagyitott részlete.

Mindemellett az endogén NcbSor fehérje kettds fluoreszcens jeldlés soran egyértelmiien

kitolti a sejtek citoplazmajat, és nem mutat ko-lokalizaciot az ER festésével.
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4.1.6. Sztearil-KoA hatdisa a mikroszoma NAD(P)H-készletére

Habar az eddigi citoszolikus lokalizaciét meger6sitd eredményeink nem tamo-
gatjak azt a feltevést, miszerint az Ncb5or képes az ER luminalis NAD(P)H-készletét a
zsirsav-deszaturacid szamara hozzaférhetévé tenni, kisérletesen kozvetleniil is megvizs-
galtuk a sztearil-KoA esetleges hatdsat a luminalis redox allapotokra patkany maj
mikroszoémapreparatumon. A mérés elott Western blot analizissel megbizonyosodtunk
rola, hogy a hasznalni kivant mikroszoma tartalmazza az SCD1 fehérjét.
Az immunoblot soran pozitiv kontrollként SCDI1-transzfektalt HEK293T sejtlizatum
szolgalt (16./D abra). A funkcios vizsgalatunkhoz alkalmazott fluoreszcens moddszer
széles korben elterjedt, és alkalmas a mikroszoma bels6 NADH-, illetve NADPH-
szintjének folyamatos detektalasara, és ezaltal a lumindlis redox allapot eltolodasanak
észlelésére. A kisérlet kivitelezése soran a mikroszémahoz kortizont (16./A &bra),
metirapont (16./B abra), illetve sztearil-KoA-t (16./C abra) és G6P-t adtunk, mikozben
folyamatosan detektaltuk a NAD(P)H jellegzetes fluoreszcencidjat.
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16. abra: A mikroszoma luminalis NAD(P)H-szintjének valtozasa. Intakt patkany
mikroszoma endogén NADH-NADPH szintjét 1 mg/ml fehérjekoncentracid6 mellett
MOPS-KCI pufferben mértilk 340 nm excitacios és 460 nm emisszios hullamhosszok
alkalmazasaval. A fluoreszcens jel csokkenése a luminalis piridin-dinukleotidok oxida-
majd ezt kovetden 100 uM glukoz 6-foszfatot (A és B) adtunk a mikroszomahoz
(a nyilak jelzik a hozzaadott anyagot és a hozzaadas idejét is). A sztearil-KoA (C) hoz-
zdadasanak hatasat 10 és 50 uM-os koncentracioban vizsgaltuk. (D) Az alkalmazott
mikroszomapreparatum SCD1-specifikus Western blot analizise, pozitiv kontrollként
SCD1-transzfektalt sejtek lizatumat alkalmaztuk. Az abran harom fiiggetlen kisérlet egy
tipikus eredménye szerepel.

A NAD(P)H oxidécioja metirapon vagy kortizon (11BHSD1 szubsztratjai) hozzdadasat
kovetden egyarant jol detektalhato volt, és ez G6P (H6PD szubsztratja) (100 uM) hoz-

zdadasaval ellensulyozhat6 volt (munkacsoportunk korabbi kisérleteivel megegyezden).
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Emellett a sztearil-KoA tobbszori hozzaadasaval sem valtozott a fluoreszcens jel, ami
azt jelenti, hogy a lumindlis NAD(P)H-szint sem valtozott a mikroszomalis sztearil-

KoA-deszaturaz (SCD1) kiils6leg hozzaadott szubsztratja hatasara.

4.2. A human Ncb5or természetes variansainak molekularis biologiai
vizsgalata
Az a megfigyelés, hogy az Ncb5or-defektus a knock-out allatmodellben diabé-
tesz kialakuldsdhoz vezet, human vonatkozasban is felveti az enzim hidnya és a
diabétesz kozti Osszefliggés lehetdségét. Munkank soran ezért megvizsgaltuk a human
NCBS5OR gén aminosav-kicserélddést okozo természetes mutacidinak az enzim fehérje

expresszidjara gyakorolt hatasat.

4.2.1. Az Ncb5or overexpresszidja

Az Ncbb5or fehérje kodolo szekvencidjat pcDNA3.1- eukaridta expresszios vek-
torba klénoztuk a moddszerek 3.5.2. fejezetében leirtak szerint. A létrehozott és
szekvenalassal ellendrzott konstrukeidt tranziensen transzfektaltuk HEK293T és HepG2
sejtekbe egyarant. Az overexpresszio hatékonysagat az NCB5OR mRNS-szintek gPCR-
rel torténd meghatarozasaval, valamint a képzddd fehérje expresszidjanak immunoblot
detektalasaval végeztiik. Az mRNS-szintli expresszio szintjének megbizhatdé meghata-
rozésa érdekében nagy gondot forditottunk az esetleges plazmid DNS-szennyezddések

DN-4azos emésztéssel torténod eliminalasara az izolalt RNS-mintdinkbol.
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17. abra: Az NcbSor mRNS és fehérje overexpresszigjanak kimutatasa HEK293T
és HepG2 sejtvonalakban. A: Az NCB50R gén overexpresszidjanak vizsgalata qPCR-
rel. HEK293T és HepG2 sejtek transzfekcidjat kovetd 36 ora elteltével RNS-t izolal-
tunk. Templatként a DN-4azos emésztést kovetden atirt cDNS szolgalt. A diagramon a
specifikus Tagman probakkal végzett qPCR soran kapott, majd normalizalt relativ
expresszios szinteket tiintettilk fel, kontroll génként pedig a GAPDH szolgalt.
B: Az NcbSor fehérje overexpresszidjanak kimutatasa immunoblottal. Kontroll
(transzfektalatlan), illetve p.NCB5OR expressziés vektorral transzfektalt sejtek
lizatumat (50 pg fehérje) 12%-0s SDS-poliakrilamid gélen futtattuk, majd PVDF
membranra blottoltuk. A Western blot analizist az Ncb5or elleni specifikus ellenanyag-
gal végeztiik. A képek harom parhuzamos kisérlet reprezentativ eredményeit mutatjak.

Az oszlopdiagrammal 4brazolt relativ expresszids szintek a HEK293T sejtek esetén
mintegy 300-szoros, a HepG2 sejtekben pedig 170-szeres mMRNS-szintemelkedést mu-
tatnak a kontroll, transzfektalatlan sejtekhez viszonyitva (17./A 4bra). A fehérje szintek
Western blottal torténd ellendrzése soran pedig megallapithatd, hogy mindkét sejtvo-
nalban jelends az overexpresszalt NcbSor fehérje mennyisége, €s az lényegesen
magasabb az endogén fehérjeszinteknél (17./B abra). Az igy kialakitott kisérleti rend-
szer megfelelének bizonyult az NcbSor és természetes variansainak tovabbi mRNS- és

fehérjeszintli vizsgalatahoz.
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4.2.2. Természetes variansok azonositdisa adatbazisok segitségével

Vizsgalataink kezdetekor az NCBI SNP ¢és 1000 Genom adatbazisokban 6t olyan
természetes NCB5OR-génvarianst tudtunk azonositani in  silico, amelyek
aminosavcserét eredményeznek a fehérjében (4. tablazat). Az ilyen jellegli variansok
szdma azota jelentOsen megnétt. Az altalunk fellelt és a tovabbiakban vizsgalni kivant
misszensz mutaciok a kovetkezok voltak: p.ES87G (rs28675051), p.E93G (rs11539439),
p.E118A (rs11539440), p.R140H (rs61762820), p.N249S (rs13194584).

4, tablazat: A human NCB50R gén NCBI SNP és 1000 Genom adatbazisokban
azonositott misszensz mutacidinak osszefoglalo tablazata.

Aminosav-
Rovidités Baziscsere Azonosito Frekvencia
csere

Glug87Gly p.ES7G A—G rs28675051 nincs adat
Glu93Gly p.E93G A—-G rs11539439 nincs adat
Gluli8Ala p.E118A A—C rs11539440 nincs adat
Argl40His p.R140H G—A rs61762820 nincs adat
98% vs. 2%

Asn249Ser p.N249S A—-G rs13194584 nincs adat

A 87-es ¢és 93-as pozicidban 1évé Glu Gly aminosavcserét eredményezd mutaciok a
harmadik exonban, mig a p.E118A, p.R140H és a p.N249S variansok a negyedik, az
otodik és a tizedik exonban foglalnak helyet. E természetesen eléfordulé mutaciok fe-

hérje szerkezetére, illetve funkcidjara gyakorolt hatdsat eziddig még nem vizsgaltak.

4.2.3. Az NcbS5or variansainak mRNS-szintii expresszidja

Az Ncb5or varidnsainak jellemzését kisérleteink dontd tobbségében a konnyebb
transzfektalhatosag miatt HEK293T sejteken végeztik. A human Nch5or egyes
vizsgalni kivant allélvaltozatait tartalmaz6 konstrukciokat iranyitott mutagenezissel
hoztuk létre, ¢és ezekkel a sejteket tranziensen transzfektaltuk. A variansok
tultermeltetése mellett, a kisérleti Osszeallitasban egy indifferens plazmidot (p.GFP),

valamint a vad tipusu fehérjét kifejezé konstrukciot is transzfektaltuk. 36 oraval a
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transzfekciot kovetden végeztilk el az RNS-izolalast, majd DN-azzal végzett kezelés

utan cDNS-re irtuk at a mintakat.
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18. abra: Az NCB50R-génvariansok mRNS-expressziéjanak vizsgalata.
A HEK?293T sejtek begylijtését, illetve az RNS-izolalast 36 oraval a transzfekciot kove-
téen végeztik el. A: Az NCBS5OR-varidnsok mRNS-expresszidjanak vizsgalata
RT-PCR-rel. Az izolalt RNS-mintdkbol c¢DNS-t készitettiink, amely a PCR soran
templatként szolgalt. Az Nch5or-specifikus primerparokkal felsokszorozott termék mé-
rete 267 bp, a kontroll génként alkalmazott GAPDH PCR-termék 261 bp méretii.
A PCR-termékeket 2%-o0s agardz gélen futtattuk és etidium-bromiddal tettiik lathatova.
B: Az NCB50R-variansok vizsgalata qPCR-rel. A diagramon a specifikus Tagman
probakkal végzett qPCR soran kapott, majd GAPDH bels6 kontroll gén expressziojaval
normalizalt relativ expresszids értékeket tlintettiik fel. Az abrak harom fliggetlen kisérlet
egy tipikus eredményét mutatjak. ** P<0,01; *** P<0,001.

A szemi-kvantitativ RT-PCR alapjan elmondhatd, hogy az Ncb5or endogén mRNS-
expressziojahoz (transzfektalatlan, illetve GFP-t kifejezd vektorral transzfektalt sejtek)
képest az egyes NcbSor-varidnsokkal transzfektalt sejtek jelentds Ncb5Sor mRNS-

szintnovekedést mutattak. Az elektroforetogramon lathatdan az egyes NcbSor varidnsok
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kozotti expresszid mértéke kozel azonosnak tekinthetd (18./A abra). Az mRNS-szintek
pontosabb analizisét is elvégeztiik, ehhez az érzékenyebb és megbizhatobb qPCR mod-
szerét hasznaltuk. A kiértékelés soran azt talaltuk, hogy a transzfektalatlan mintakhoz
képest minden kifejezett konstrukcid esetén erdteljes mRNS-expresszid volt mérhetd, az
p.E87G ¢és p.E93G mutansok expresszidja statisztikailag eltért ugyan a vad tipustol

(18./B abra), de a kiilonbség nem volt nagymérték.

4.2.4. Az Ncb5or-varidnsok fehérjeszintii expresszioja

A HEK293T sejtek p.GFP, p.NCB5O0R, p.E87G, p.E93G, p.E118A, p.R140H ¢s
a p.N249S konstrukciokkal torténd transzfekcidjat kovetden fehérjeizolalast végeztiink,

¢és az igy kapott mintdkban vizsgaltuk az egyes Ncb5or-varidnsok intracelluléris fehérje-

szintjét.
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19. abra: Az NCB50R-génvariansok fehérjeexpressziojanak vizsgalata \Western
blottal. A fehérjemintakbol egyenlé mennyiségeket (50 pg) 12%-0s SDS-poliakrilamid
gélen futtattunk, majd PVDF membranra blottoltuk. A: Az Ncb5or variansok fehérje-
szintjei. Kontrollként B-aktin szolgalt. B: Denzitometrias kiértékelés. A jelolodés
intenzitdsanak denzitometrids kiértékelését ImageQuant 5.2 program segitségével
végeztik. Az oszlopdiagramok (3 fiiggetlen kisérletbdl szarmazd eredmények) a
B-aktinra normalizalt €s a vad tipushoz viszonyitott relativ denzitéds értékeket abrazoljak.
** p<0,01; *** P<0,001.
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A p.E87G és a p.E93G természetes varidnsok szignifikansan kisebb mértékben voltak
jelen a sejtekben a vad tipushoz képest (19. abra). A denzitometrias kiértékelés alapjan a
p.E87G ¢és a p.E93G variansok fehérjeszintjei tizede, illetve 6tdde a vad tipusu fehérjé-
nek. A kisérletbdl az is latszik, hogy egy harmadik varians, a p.E118A szintén csokkent
fehérjeszinttel jellemezhetd, mennyisége kb. fele, a vad tipusu fehérjéének. Munkank
soran azonban a nagyobb hatasok kimutatasara és vizsgalatara torekedtiink, ezért a to-
vabbiakban a két Glu-Gly aminosavcserét eredményezé mutacioval foglalkoztunk

részletesen.

4.2.4.1. Glu-Glu jeldlé cimkével ellatott mutansok vizsgalata két sejtvonalban

Az alacsony intracellularis szinttel jellemezhetd p.E87G és p.E93G variansokbol
elkészitettiik a Glu-Glu epitdp ,,tag”-gel ellatott valtozatokat. Erre a C-terminalison 1ét-
rehozott glutamatgazdag jel6lé cimkére rendkiviil specifikus ellenanyag kaphato a
kereskedelmi forgalomban. E jel6lés és a ra specifikus ellenanyag hasznalata a fehérje-
szintek Osszehasonlitasakor kikiiszoboli azokat a hibalehetoségeket, amelyek az NcbSor
elleni antitest kiilonb6zd fehérjevariansok iranti affinitdsanak esetleges eltéréseibol
adodhatnak. A létrehozott jel6ld cimke nagyfoku detektalhatosaga lehetové teszi tovab-
ba, hogy egy masik, kisebb hatékonysaggal transzfektalhato sejtvonalon, a HepG2-n is
vizsgalni tudjuk e két NcbSor-varians expresszios szintjeit. Munkank kovetkezd 1épése-
ként tehat a Glu-Glu epitdép ,tag’-gel ellatott p.NCB5SOR, p.E87G ¢és p.E93G
varidnsokat kifejezd expresszios vektorokkal transzfektaltuk mind a HEK293T, mind
pedig a HepG2 sejteket. A transzfekcidt kovetden elvégeztiik az immunoblot analizist a

Glu-Glu cimkére és a B-aktinra specifikus ellenanyagok segitségével.
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20. abra: A Glu-Glu cimkével ellitott p.E87G és p.E93G NcbSor-mutansok
vizsgalata immunoblot segitségével. Kontroll (p.GFP vektorral transzfektalt), illetve a
Glu-Glu epitop ,,tag”-gel ellatott p.NCB50R, p.E87G ¢és p.E93G expresszios vektorral
transzfektalt HEK293T (A) és HepG2 (B) sejtek lizatumat (50 pg fehérje) 12%-0s SDS-
poliakrilamid gélen futtattuk, majd PVDF membranra blottoltuk. A Western blot
analizist a Glu-Glu tag és a P-aktin elleni specifikus ellenanyagokkal végeztiik.
A jelolédés intenzitasat denzitometriaval szamszerisitettilk ImageQuant 5.2 program
segitségével. Az oszlopdiagramok (3 fiiggetlen kisérletbdl szarmaz6 eredmények) a
-aktinra normalizalt €s a vad tipushoz viszonyitott relativ denzitds értékeket mutatjak.
** P<0,01; *** P<0,001.

A 20. abra A részén lathato, hogy a Glu-Glu epitop ,,tag”-gel ellatott mutans fehérjék
expresszidjanak vizsgalata a cimke nélkiil végzett kisérletekéhez (19. abra) nagyon
hasonlé eredményt mutatnak. Akar jelolve, akar jelolés nélkiil, a p.E87G fehérje jelen-
tdsebb, a p.E93G fehérje pedig valamivel kisebb, de szintén szignifikdns csokkenést
mutat a vad tipushoz képest HEK293T sejtekben. A jelolt konstrukciokat egy masik
sejtvonalban is vizsgaltuk (20./B abra). A HepG2 sejtekkel végzett kisérlet soran szintén
sikeriilt megerdsiteniink az alapjelenséget, a p.E87G fehérje szintje e sejtekben kb. 6to-

de, mig a p.E93G fehérjéé mintegy negyede volt a vad tipusi NcbSor mennyiségének.

75



DOI:10.14753/SE.2018.2105

4.2.5. A mesterségesen létrehozott E/Q mutansok fehérjeszintii expresszioja

Az adatbéazisokbol azonositott NCB50OR misszensz mutaciok koziil a p.E87G és
p.E93G glutamat-glicin aminosavcserét eredményez6 variansok esetében tapasztaltunk
jelentds fehérjeszint-csokkenést a vad tipushoz képest. E két, természetesen eléfordulod
varidns esetében a pontmutacié hatisara a transzlalodo fehérjében a glutamat glicinre
torténd cseréje az aminosav-oldallanc és a negativ toltés elvesztését is jelenti egyben.
Felmertil a kérdés, hogy a fehérje szintjének ilyen mértékii csokkenését a mutaciot
érintd aminosav oldallancanak, toltésének vagy mindkettének egyiittes elvesztése
okozza-e. Ennek kideritésére 1étrehoztunk két mesterséges mutanst, melyek a 87-es,
illetve a 93-as pozicioban glutamat helyett glutamint tartalmaznak (p.E87Q és p.E93Q).
Ezekben a mutansokban az oldallanc mérete nem véltozott, viszont fizioldgias pH-n
toltéssel mar nem rendelkeznek (21. &bra). A mesterséges variansokat expresszalo
konstrukciokat ezutan tranziens transzfekcioval fejeztiikk ki HEK293T sejtekben, majd a

fehérjemennyiségék nyomon kovetését immunoblottal végeztiik.
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p.ES7G
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21. abra. Az E/Q mutansok. A 87-es és 93-as poziciokban 1év6 Glu-Gly, valamint a

mesterségesen létrehozott, Glu-Gln aminosavcserét okozo mutaciok molekulaszerkezet-

re gyakorolt hatdsanak szemléltetése. A szines korok az atomokat (zold: oxigén, lila:
szén, kék: hidrogén, sarga: nitrogén), a vonalak a kovalens kotéseket jelolik.
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Glu-GIn aminosavcserét okozo mutaciok (p.E87Q és p.E93Q) esetében 6nmagaban az

aminosav-oldallanc toltésvaltozasanak fehérjeszintre gyakorolt hatasat tudtuk vizsgalni.
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22. abra. Az E/Q mutaciok hatiasa az Ncb5or fehérje mennyiségére. A HEK293T
sejteket p.E87G és p.E87Q (A), valamint p.E93G és p.E93Q (B) expresszids vektorok-
kal transzfektaltuk, majd a fehérjeszinteket immunoblottal  detektaltuk.
A fehérjeexpressziok kimutatasat Ncb5or és B-aktin elleni specifikus ellenanyagokkal
végeztiik. A jelolodés intenzitdsdnak denzitometrias kiértékelését ImageQuant 5.2 prog-
ram segitségével végeztik. Az oszlopdiagramok (3 fiiggetlen kisérletbdl szdrmazo
eredmények) a f-aktinra normalizalt és a vad tipushoz viszonyitott relativ denzitas érté-
keket mutatjak. ** P<0,01; *** P<0,001.

Az Ncb5or fehérje intracellularis mennyiségét mindkét E/Q mutacid szignifikansan
csokkentette, azonban a Glu-Gly variansokhoz képest kisebb mértékii csokkenést ered-
ményeztek (22. abra). A p.E87Q mutans fehérjeszintje mintegy fele (50%) a vad tipusu
fehérjének és a p.E87G mutaciohoz képest pedig 6tszor nagyobb fehérjeszintet detektal-
tunk (22./A abra). A 93-as pozicioban 1évé Glu-Gly és Glu-Gln aminosavcseréket
vizsgélva hasonld mintazatot kaptunk. Jol latszik az alapeffektus, mely szerint a p.E93G
mennyisége jelentdsen, 6todére csokken, €s ehhez képest a Q mutans ezt meghalado
2,5-szer nagyobb expressziot mutat (22./B abra). A vad tipushoz képest ugyanugy a
fehérje 50%-a mutathato ki. Mindez azt mutatja, hogy a toltés elvesztése, bar csokkenti
a sejten beliil detektalhato fehérje mennyiségét, onmagaban nem felelds a NcbSor fehér-
jeszint markans csokkenésért. Megallapithato ugyanakkor, hogy a toltés megvaltozasa is

hozzéjéarul a fehérje intracellularis szintjének csokkenéséhez.
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4.2.6. Ap.E87G és p.E93G variansok fokozott intracellularis degraddcioja

A p.E87G ¢és p.E93G Ncb5or-variansok mRNS-szintli expresszidjanak a vad ti-
pusé€hoz viszonyitott mérsékelt eltérése ellenére a két mutans valtozat fehérjeszintjének
nagymértéki csokkenését mutattuk ki (4.2.4. fejezet). A hattérben két mechanizmus

lehetdsége vetddik fel: elképzelhetd, hogy a mutacidok kovetkeztében kevesebb fehérje

cre

crer

meghatdrozasaval kovettiik nyomon.

4.2.6.1. A fehérjelebomlas vizsgalata a transzldacio gatlasat kovetoen

A vad tipusu fehérje és a két, Glu-Gly aminosavcserét eredményez6é variansai-
A transzlacio  gatloszereként a  peptidil-transzferaz enzim miikodését  gatlo
sejtpermedbilis cikloheximidet hasznaltuk. HEK293T sejtek tranziens transzfekcidjat
kovetden 12 éraval médiumcserét végeztiink, amely 50 ng/ml végkoncentracioban tar-
talmazta a gatloszert. A transzlacio gatlasat kovetden 1, 2 és 4 ora elteltével gyijtottik
be a sejteket és készitettiink fehérjelizdtumot. A transzlacio ledllitdsdval az egyes mu-
tans fehérjék mennyiségének iddbeli alakulasat tudtuk Western blot segitségével

nyomon kovetni, illetve a vad tipuséval dsszehasonlitani.
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23. abra. Az Ncb5or vad tipusu és p.E87G és p.E93G mutans valtozatainak intra-
cellularis degradacioja a transzlacio gatlasat kovetden. A vad tipust (A) és a mutans
variansokat (B és C) tranziens transzfekcioval fejeztiik ki HEK293T sejtekben
PcDNA3.1- expresszidés vektor segitségével. A transzfekcidt kovetéen 12 odraval
kezeltiik a sejteket cikloheximiddel (50 ug/ml), majd az 1, 2 és 4 ora elteltével
begylijtott mintakat Western blot segitségével vizsgaltuk, amihez Ncb5or és B-aktin
elleni specifikus ellenanyagokat hasznaltunk. A jel6l6dés intenzitasanak denzitometrias
kiértékelését ImageQuant 5.2 program segitségével végeztik. Az oszlopdiagramok
(3 fiiggetlen kisérletb6l szarmazd eredmények) a B-aktinra normalizalt és a ,,0”
idéponthoz viszonyitott relativ denzités értékeket mutatjak. *** P<0,001.
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A 23. abran bemutatott immunoblottok képein, illetve a denzitometrids kiértékelés
oszlopdiagramjain is igen szembetiind az id6 elére haladtaval a fehérje specifikus jel
intenzitasanak fokozatos csokkenése, amely a progressziv fehérjedegradacio folya-
matara utal. Az egyes Ncbb5or-varians fehérjék eliminaldsanak idébeli lefolyasaban
azonban jelentds kiilonbség mutatkozik. A 23. abra A részén a vad tipusi Ncbh5or fehé-
rjével végzett kisérlet lathatd. A fehérje mennyisége lassan és dinamikusan csokken a
négy oras cikloheximidkezelés soran, valamint a kezdeti (,,0” idopontban meghataro-
zott) fehérjeszint mintegy 70%-a detektalhatd még a 4. 6ra végére. Ezzel ellentétben a
két Glu-Gly Ncb5or-mutans fehérje esetén joval erételjesebb fehérjeszint-csokkenést
tapasztaltunk (23./B és C abra). A p.E87G ¢és p.E93G NcbSor-varians fehérjék mennyi-
sége szinte parhuzamosan a gatlast kovetd 1-2 6ran beliil a kiindulasként meghatarozott
szint felére csokkent. A transzlaciogatlast kovetd 4. ora végére pedig az Ncb5or fehérje
kiindulasi mennyiségének a p.E87G mutans esetében koriilbeliil 10%-a (23./B abra), a
p.E93G variansnal pedig mintegy 20%-a (23./C abra) maradt kimutatathatd. Mindezen
eredmények alapjan elmondhatod, hogy a humédn NCB50R gén altalunk vizsgalt két,
Glu-Gly aminosavcserét eredményezé mutacioja hatasara a fehérjék valoban gyor-
sabban degradalodnak, a fehérjeszintek jelentds csokkenésének hattérében a felgyorsult

intracellularis lebontas allhat.

4.2.6.2. A p.ES7G fehérjevarians féléletidejének meghatarozasa az impulzus

jelolés/izotophigitas (pulse-chase) modszerével

A sejten beliili fehérjelebontds pontos meghatdrozasahoz izotopos jeldlést
alkalmaztunk a vad tipus és az el6zéekben gyorsabb degradacioval jellemzett p.E87G
fehérjevarians féléletidejének megallapitdsdhoz. A kisérletekhez ugyancsak HEK293T
sejteket transzfektaltunk a wvad tipusi és a p.E87G fehérjét expresszalo
plazmidkonstrukcioval. A sejteket a tranziens transzfekciot kovetden jeloltiik rovid ide-
ig [358] metioninnal ¢és [358] ciszteinnel (,,impulzus jelolés”) majd e két aminosav
jeloletlen valtozataval végeztiik el ,,az izotop higitasat” (lasd ,,Modszerek” 3.6.8. feje-
zet). Az izotdphigitast kovetden kiilonbozé idOpontokban (a vad tipust fehérje
vizsgalatakor 0, 3 és 22 ora elteltével, a p.E87G fehérjevarians vizsgalatakor 0, 1 €s

3 ora utdn) végeztiik el az autoradiografias analizist.
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24. abra. A vad tipusu és p.E87G varians NcbSor fehérjék féléletidejének
meghatarozasa. Az impulzus jeldlés/izotophigitas (pulse-chase) metodikajat, valamint
immunprecipitaciot alkalmaztunk a modszerek 3.6.8. fejezetében részletesen ismertetett
moédon. Az autoradiografiat Typhoon Phosphoimager (Amersham Biosciences)
segitségével készitettiik el. A relativ radioaktivitas természetes alapu logaritmusat az 1d6
(vizsgalt id6épontok) fiiggvényében abrazoltuk, valamint a fehérjedegradacié sebességi
allandgjat linedris regresszid segitségével allapitottuk meg. A fehérje féléletidd
meghatarozasa a t,= In(2)/k képlet szerint tortént.

crer

meghatarozasabol kideriil, hogy a képz6dd vad tipust fehérje 14,2 6ra, mig a 87-es
pozicioban Glu-Gly aminosavcserét hordozdé mutdns NcbSor fehérje mennyisége
mindossze 1,5 ora alatt csokken a felére (24. 4bra). Ezzel a pontos meghatdrozassal
igazolni tudtuk, hogy az NCB50R gént érintd, altalunk vizsgalt p.E87G mutacio
hatasara a képz6do fehérje lebomlasi sebessége jelentdsen felgyorsult a vad tipuséhoz

képest.
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4.2.7. Proteaszomagatlokkal kivédheto a p.E87G és p.E93G variansok intracellularis
degradacidja
A p.E87G és p.E93G variansok esetében észlelt nagymértékli fehérjeszint csok-

kenés, valamint a fehérje-féléletidd jelentds lerovidiilése a mutans fehérjék szerkezeti

crcr

crer

Az Ncb5or  esetleges  proteaszomalis  degradacidjanak  vizsgdlatdhoz — két

proteaszomagatlot valasztottunk. Els6ként e gatloszerek (laktacisztin, illetve MG132)

cyey

crer

meg. Transzfektalatlan sejteket kezeltink egyre ndvekvd koncentracidju
proteaszémagatloval (2, 5 10 és 20 uM), majd 24 ora elteltével immunoblottal detektal-

tuk a kezelés hatékonysagat.
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25. abra. A laktacisztin és az MG132 proteaszémagatlok legkisebb, hatékony kon-
centraciojanak megallapitaisa HEK293T sejteken. HEK293T sejteket 24 orat at
kezeltiink laktacisztin vagy MG132 proteaszémagatlokkal 2, 5, 10 és 20 uM végkon-
centracioban. A fehérje mintakbol egyenlé mennyiségeket (50 pg) 12%-0s SDS-
poliakrilamid gélen futtattunk, majd PVDF membranra blottoltunk. A Western blot ana-
lizist az ubikvitin elleni specifikus ellenanyaggal végeztiikk. A képek harom fliggetlen
kisérlet egy-egy tipikus eredményét mutatjak.

A proteaszomagatlok hatékonysagat ubikvitinspecifikus ellenanyag segitségével
ellendriztiik. Ez az ellenanyag minden ubikvitinnel a sejt altal megjelolt fehérjét

felismer, vagyis azokat a fehérjeket jeloli a membranon, amelyeket a sejt a
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proteaszémaba iranyitott, de a proteaszoma a gatloszerek miatt lebontani nem tudott.
Ennek megfeleléen az ubikvitin elleni antitesttel végzett immunoblotton nem csak
diszkrét csikokat, hanem a véaltozatos méretii fehérjék miatt un. ,,.kenddést” lathatunk.
Ahol ennek intenzitasa jelentdsen ndvekedett a kezeletlen kisérleti ponthoz képest, ott a
proteaszomagatlé mar kifejtette hatasat. Eredményeink alapjan laktacisztin esetében az
5uM, mig az MGI132 esetében pedig a 2 pM-os végkoncentraciot valasztottuk a

tovabbi kisérletek kivitelezéséhez (25. abra).
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26. abra. Proteaszomagatlok hatasa a p.E87G és a p.E93G Ncb5or-variansok
fehérjeszintjére. A vad tipusa fehérjét és a mutans variansokat tranziens
transzfekcioval fejeztiik ki HEK293T sejtekben. A transzfekciot kovetden (12 ora eltel-
tével) kezeltik a sejteket 2 puM MGI32 (A) é 5 uM laktacisztin (B)
proteaszomagatlokkal 24 oran keresztiil. A Western blot analizist (50 pg fehérje) az
Ncb5or és B-aktin elleni specifikus ellenanyagokkal végeztiik. A jel6lodés inten-
zitasanak denzitometrias kiértékelését ImageQuant 5.2 program segitségével végeztiik.
Az oszlopdiagramok (3 fiiggetlen kisérletbdl szarmazod eredmények) a [-aktinra nor-
malizalt és a vad tipushoz viszonyitott relativ denzités értékeket mutatjak.

A vad tipusu fehérjét és az Ncb5Sor egyes allélvaltozatait kifejezé konstrukciodkat tran-
ziensen transzfektaltuk HEK293T sejtekbe, majd ezt kovetden a sejteket az MG132
(26./A abra) és laktacisztin (26./B abra) proteaszomainhibitorokkal kezeltiik.
A 26. abran bemutatott eredményeken jol latszik, hogy mindkét proteaszomagatlé tel-

jesen megsziintette a vad tipusu €s mutans fehérjék mennyiségében mutatkozd
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kiilonbségeket. E kisérleteink egyértelmiien bizonyitjak tehat, hogy az észlelt jelenség a

p.E87G ¢és a p.E93G variansok destabilizaloddsdnak és felgyorsult proteaszomalis

crer

4.2.8. A két vizsgalt mutdcio egyiittes hatasanak elemzése

A harmadik exonban eléforduld két, Glu-Gly cserét eredményez6 mutacio
(p.E87G, p.E93G) egyiittes, esetlegesen additiv hatasanak vizsgalatat a mesterségesen
létrehozott  kettés NcbSor-mutans (p.E87G_p.E93G) részletes karakterizalasaval
végeztiik. Iranyitott mutagenezissel 1étrehoztuk a mindkét mutaciot tartalmazé plazmid
konstrukciot, amely tehat olyan Ncb5or fehérjét kodol, amelyikben a 87-es és 93-as
pozicidban egyarant glicin helyettesiti a glutamatot, majd a fehérjeszintek alakuldsat az

e konstrukcidval transzfektalt sejtekben vizsgéltuk.
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27. abra. A p.E87G_p.E93G kettés mutans mRNS-szintii expresszidja. A vad tipust
és a kettés mutanst kifejez6 plazmid konstrukcidkat tranziensen transzfektaltuk
HEK293T sejtekbe, majd 36 ora elteltével végeztik az RNS izolalast.
A: A p.ES87G_p.E93G mRNS expressziojanak vizsgalata RT-PCR-rel. Az izolalt RNS-
mintakbol cDNS-t készitettiink, amely a PCR soran templatként szolgalt. Az Ncb5or
termék mérete 267 bp, a kontroll génként alkalmazott GAPDH termék 261 bp méretii.
A PCR-termékeket 2%-0s agardz gélen futtattuk és etidium-bromiddal tettiik lathatova.
B: A p.E87G_p.E93G mMRNS-expresszidjanak vizsgalata qPCR-rel. A specifikus
Tagman probakkal végzett qPCR soran kapott, majd GAPDH belsé kontroll gén
expressziojaval normalizalt relativ expresszios értékeket tiintettiik fel. A képek harom
fliggetlen kisérlet egy-egy tipikus eredményét mutatjak.

Els6ként a vad tipusu és a dupla mutaciot hordozo6 NCB5OR mRNS expresszios
szintjeit hasonlitottuk &ssze. Sem az RT-PCR segitségével végzett szemi-kvantitativ

kiértékelés soran (27./A ébra), sem a qPCR segitségével meghatarozott relativ mRNS-
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szintekben (27./B abra) nem tapasztaltunk szignifikans eltérést, vagyis alig volt
kimutathat6 kiilonbség a vad tipus és a kettds mutans NCB5SOR mRNS-expresszidjaban.
Ezen eredmény is megerdsiti, hogy az altalunk vizsgalt mutacidok transzlacios-
poszttranszlacids szinten, és nem az mRNS mennyiségének csokkentése révén hatnak.
A két kiilon-kiilon vizsgalt mutacio hatdsdhoz hasonldan, az egy fehérjében reprezentalt
dupla aminosavcsere is jelentds valtozast idéz eld a fehérje intracelluldris szintjében.
A p.E87G p.E93G kettés mutans fehérjeszintje olyan alacsony volt, hogy a
kisérletsorozatunkban alkalmazott médon Western blottal szinte alig volt kimutathato;
¢s a jelintenzitdsok Osszehasonlitdsaval a kettés mutans NcbSor fehérje mennyiségét
mindossze a vad tipusi 7%-anak talaltuk (28./A abra). A transzlacié cikloheximiddel
eldidézett gatlasa utan a fehérjeszintek iddbeli valtozasanak kovetésekor arra is fény
deriilt, hogy a kettés mutdns fehérje mennyisége még az egyszeres mutaciot tartalmazo
variansokénal is gyorsabban csokken, vagyis intracellularis féléletideje még azokénal is

jobban lerovidiilt (28./B abra).
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28. abra. A p.E87G_p.E93G kettds mutans fehérje intracellularis degradacidja.
A vad tipust és a kettds mutanst HEK293T sejtekben fejeztiik ki. A: A p.E87G_p.E93G
varians fehérje szintjének vizsgalata. 36 Ords poszttranszfekciés i1d6 leteltével a
fehérjeszinteket Western blot segitségével hasonlitottuk 6ssze. B: A p.E87G_p.E93G
varians fehérje szintjeinek vizsgalata cikloheximidkezelés wutdn. 12 oraval a
transzfekciot kovetden a sejteket cikloheximiddel (50pg/ml) kezeltiik, majd az 1, 2 ¢és
4 6ra elteltével begyiijtott mintakat szintén Western blot-tal elemeztiik, amihez Ncb5or
és B-aktin elleni specifikus ellenanyagokat hasznaltunk. A jel616dés intenzitasanak den-
zi-tometrias kiértékelését ImageQuant 5.2 program segitségével végeztik. Az oszlop-
diagramok (3 fliggetlen kisérletbdl szdrmaz6 eredmények) a B-aktinra normalizalt és a
vad tipushoz (23. A abra), valamint a ,,0” idéponthoz viszonyitott relativ denzitas
értékeket mutatjak. *** P<0,001.

Abbol, hogy a két aminosavcserét egyiitt tartalmazo fehérje degradacioja még az egy-
szeres mutaciokat tartalmazokénal is intenzivebb volt, arra kovetkeztethetiink, hogy a
két mutaci6 hatasa egymast erdsiti. Végiil a kettds mutans szintjét is megvizsgaltuk pro-
teaszomagatlo kezelésnek aldvetett sejtekben. Arra voltunk kivancsiak, hogy a
megvaltozott fehérjeszerkezetli NcbSor intracellularis degradacidja ilyen koriilmények

kozott is eltér-e a vad tipusétol, illetve az egyszeres mutans variansokétol.
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29. abra. A proteaszomagatlok hatasa a p.E87G_p.E93G kettés mutans csokkent
fehérjeszintjére. A vad tipusi fehérjét és a kettds mutdns varidnst tranziens
transzfekcioval fejeztiik ki HEK293T sejtekben. A transzfekciot kovetden (12 ora eltel-
tével) kezeltik a sejteket 2 pM MGI32 (A) és 5 uM laktacisztin (B)
proteaszomagatlokkal 24 oran keresztiil. A Western blot analizist (50 pg fehérje) az
Ncb5Sor és B-aktin elleni specifikus ellenanyagokkal végeztiik. A jel616dés intenzitasa-
nak denzitometrids kiértékelését ImageQuant 5.2 program segitségével végeztiik.
Az oszlopdiagramok (3 fiiggetlen kisérletb6l szarmazo eredmények) a [3-aktinra norma-
lizalt és a vad tipushoz viszonyitott relativ denzités értékeket mutatjak. ** P<0,01

Mind az MG132-vel, mind a laktacisztinnel végzett kezelés jelentdsen megnovelte az

Ncb5or fehérje sejtlizatumban detektalhaté mennyiségét (29. dbra). Mig a laktacisztin

crer

(29./B abra), addig az MG132 az alkalmazott koncentracido mellett csak részlegesen

védte ki a fehérje fokozott degradacidjat (29./A abra).
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5. Megbeszélés

Az ER az intracellularis homeosztazisban kiemelkedd jelentdségii, valodi meta-
bolikus kompartmentként a kiilsé és bels6é kornyezet valtozasaira érzékenyen reagalva
hatékonyan modulalja a sejt egészének miikodését. Membranja fehérjében gazdag, foly-
tonos lipid-kettésréteg haldozat, amely vazat biztosit a hidrofob molekulék (koleszterin,
foszfolipidek, trigliceridek és xenobiotikumok) enzimatikus reakcidi szamara, €és egyut-
tal elvalasztja a lumen specialis mikrokornyezetét a citoplazmatol [7]. Az ER-membran
szelektiv permeabilitasanak kdszonhetden a citoplazmatdl karakterisztikusan kiillonb6zo
belsé mili¢ alakul ki, amelyet redox rendszereinek eltérd statusza és kapcsolatal, vala-
mint t6bb nagysagrenddel nagyobb kalciumkoncentracio jellemez. Az ER sejten beliili
nutriensszenzorként is miikodik, és e funkciojaban redox rendszerei kiemelt szerephez
jutnak. A lumenben zajlé enzimatikus folyamatok szamara elengedhetetlen a
kompartment tiol-oxidalo kdrnyezete és piridin-dinukleotid-készletének redukalt allapo-
ta, amely redox viszonyokat az organellum sajat enzimaktivitasai tartjak fenn [2, 125].
A magas [NADPH]:[NADP*] aranyt a H6PD és a G6PT egyiittmiikodése biztositja.
A képz6dé NADPH-t a kortizoltermelé 11BHSD1 hasznalja fel a glukokortikoid cél-
szervekben [126]. A G6PT-H6PD-11BHSD1 tridd mikodését, a piridin-dinukleotid
készlet redukaltsagi allapotat, és igy a lokalis kortizolhatast is befolyasolja a sejt tap-
anyag-ellatottsaga [7].

Munkacsoportunk az ER transzportfolyamatait és luminalis redox rendszereit ta-
nulmanyozva szamos 0j megfigyeléssel jarult hozza a tiol-diszulfid redox rendszer
elektrontranszferének, valamint a G6PT-H6PD-11BHSDI triad fiziologids és patologias
szerepének megismeréséhez [3, 33, 34]. A hosszan fennallo tapanyag-tulkinalat, vagyis
a tultaplalt sejt a megndvekvd GOP és FOP mennyiségén keresztiil a luminalis NADPH-
szint emelésével a kortizol fokozott prepreceptorialis aktivaldodasahoz vezet, ami kozre-
jatszik a metabolikus szindroma és diabétesz kialakulasaban [56]. Az elhizassal
Osszefiiggd anyagcsere-betegségekben szintén fontos szerepet jatszik a telitett zsirsavak
(lipo)toxicitasa.

A de novo zsirsav-bioszintézis soran létrejové palmitinsav (C16:0) szamos nem
esszencialis zsirsav k6z0s endogén prekurzoraként szolgal. A citoplazmaban KoA-hoz

kapcsolodd palmitat kétszénatomos egységekkel hosszabbodhat (elongacid) és/vagy
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kiilonb6z6 poziciokban kettds kotéseket kaphat (deszaturacio). A taplalékbol szarmazo
exogén esszencialis és nem esszencialis zsirsavak szintén KoA-hoz kétddve ugyanezen
intracellularis modifikaciok eredményeként jarulnak hozza a komplex lipidek szintézi-
séhez sziikséges kiegyensulyozott zsiracil-KoA-kinalathoz.

A zsiracil-KoA-elongaz ¢és -deszaturdz enzimrendszerek az ER membranjaban
helyezkednek el, és az altaluk katalizalt reakciok nem igénylik az acil-KoA intermedie-
rek ER-lumenbe valo bejuttatasat. A human és allati sejtekben a zsiracil-KoA-
deszaturazok, a szintétn az ER membranjaban helyet foglald citokrém P450
monooxigenazokhoz hasonloan, egy elektrontranszfer-lanc terminalis tagjat alkotjak
[127]. A NAD(P)H-t6l szarmazé elektronokat a nem hem-vasat tartalmaz6é SCD enzim
szamara a citokrom b5-reduktaz flavoprotein és a citokrom b5 hemoprotein kozvetiti.
E két monomer dehidrogendz enzim az organellum membréanjanak integrans fehérjéi
[128]. Polipeptid lancaik N-terminalis része, azaz a b5-reduktaz FAD-tartalm [129] és
a b5 hemet tartalmazo [130] katalitikus doménje, a lipid kettds réteg citoszolikus olda-
lan helyezkedik el, és a citoszolikus NAD(P)H készletet hasznalva biztosit redukal6d erét
az acil-KoA-deszaturacié szamara [14, 131].

A nemrégiben felfedezett NcbSor flavohem reduktaz kiilondsen azért keltette fel
érdeklédésiinket, mert egy eddig ismeretlen, szolubilis mikroszomalis oxidoreduktaz
létezése az ER lumen redox homeosztazisanak lehetséges 0j kapcsolatait is felveti.
Raadasul az NcbSor szerkezete és a KO egér fenotipusa azt sugallja, hogy az enzim az
elektronok alternativ forrasaval jarul hozzé a deszaturaciot végzé SCD1 miikodéséhez.
Az Ncb5or citokrom b5-szerli és citokrom bS-reduktaz-szerti doménjei képesek a
NAD(P)H elektronjait mesterséges szubsztratoknak atadni [99]. Habar fizioldgias
szubsztratja(i) még nem ismert(ek), és tényleges biologiai funkcidja is felderitésre var,
az enzim doménszerkezete alapjan feltételezhetd, hogy az NcbSor részt vesz a zsirsav-
deszaturacidhoz kapcsolddo elektrontranszferben. Az Ncb5Sor és az SCD1 feltételezett
funkciondlis kapcsolatat az NcbSor knock-out allatmodelleken megfigyelt fenotipusos
jegyek és jelenségek, tgymint a fehér zsirszovet allomanyanak progressziv atrofidja és a
A9 telitetlen/telitett zsirsavak aranyanak jelentds csokkenése IS alatamasztjak [109].
Az Ncb5or-hianyos egerek hasnyalmirigy [-sejtjei fokozottan érzékenyek a telitett
zsirsavak altal kivaltott toxicitasra, amely szintén Osszefliggésbe hozhato a deszaturacio

elégtelenségével. A fehérje fiziologias €s patoldgids szerepére egyarant ravilagit, hogy
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hianyaban a B-sejtek diszfunkcidja és progressziv pusztulasa az egerck 4-6 hetes korara
inzulinhianyos diabétesz kialakulasat eredményezi.

Az Ncb5or-t ER-ben lokalizalddé oxidoreduktazként emlegeti az irodalom.
Membrankoté régio és horgonyz6 motivum hidnyaban ugyanakkor a fehérje szolubilis,
tehat ER-beli elhelyezkedése csak luminalis topoldgiaval értelmezheté. Ez azonban az
ismertetett lumindlis redox homeosztazis értelmében szamos fontos kérdést vet fel.
Az enzim sejten beliili elhelyezkedésével kapcsolatban viszont némileg ellentmondésos
adatokat kozoltek. Elsdként az ujonnan azonositott fehérje citoszolikus, perinukledris
lokalizacidjat jellemezték konfokalis mikroszképian alapulva [98]. Ot évvel késdbb ezt
a megallapitast a fehérje ER-ben val6 elhelyezkedésének kozlése valtotta fel egér maj és
HepG2 sejtek frakcionalasa, valamint exogén NcbSor-t termelé COS-7 sejteken végzett
fluoreszcens immuncitokémia alapjan [103].

Az, hogy az Ujonnan azonositott flavohem reduktdz az ER membranjanak kiilso,
citoplazma feldli vagy belsd, lumindlis oldaldn képes a zsirsav-deszaturacid szamdra az
elektronok alternativ forrasat biztositani, nem csupan egyszerii topoldgiai
kérdésfeltevés. Az Ncb5Sor citoplazmai elhelyezkedése esetén az enzim ugyanazzal a
redox rendszerrel van kapcsolatban, amely a bSR és b5 enzimek kozvetitésével amiugy
is taplalja a zsirsav-deszaturacioét, mig egy luminalis enzim az organellum elzart
NADPH-készletére tamaszkodva lenne képes a deszaturacidé miikodését tamogatni.
Az ER membranja nem atjarhatéo a NAD(P)" és NAD(P)H szamara, igy a lumen redox
ciklusa nagymértékben fliggetlen a citoszol redox allapotatol [2]. Az ER-lumen
NADP":NADPH redox stitusza a prereceptoridlis glukokortikoid-produkcié
meghatarozoja, amely a H6PD és 11BHSDI1 altal katalizalt reakciok ereddjeként alakul
ki [126]. Amennyiben az Ncb5or képes a zsirsav-deszaturacio szamara hozzaférhetévé
tenni a luminalis NADPH-t, ezzel kozvetlen kapcsolatot teremtene a célsejtekben a
cellularis lipidmetabolizmus és a prereceptorialis hormonaktivalas kozott, ami a
sejtorganellum nutriensszenzor funkciojanak j mechanizmusat is jelentené. Ebben az
esetben a 11BHSD1 és az Ncb5Sor enzimek kompetalnanak a H6PD altal termelt
NADPH készletért.

Miel6tt a vazolt 0sszekotd funkcid esetleges kovetkezményeinek vizsgalatat
megkezdtik volna, egyértelmiien tisztazni akartuk az Ncb5or sejten beliili

elhelyezkedésének kérdését. A human NcbSor fehérje aminosavszekvencidjanak

90



DOI:10.14753/SE.2018.2105

tobbféle algoritmus alapjan elvégzett in silico analizise sem szignalpeptid motivumot,
sem ER retencios szignalt nem deritett fel a polipeptid lancban. A mikroszomalis
fehérjék altalaban két ,targeting” szignalt tartalmaznak: egy N-termindlis vagy belsé
szignalpeptidet [132] és egy C-terminalis ER retencios szignal szekvenciat [133].
Ugyanakkor a polipeptid lanc ER retenciés szignaljanak hidnya dnmagéaban nem zarja
ki az organellum lumenében valo elhelyezkedést. Példaként emlitheté az ER retencids
szignal nélkiili mikroszomalis p-glukuroniddz, amely a HTEL ER retencids
szekvenciaval rendelkez6 egazin [134] fehérjéhez asszocialtan helyezkedik el az
organellum lumenében [135]. A lokalizacio kisérletes vizsgalatara tobbféle modszert is
alkalmaztunk. Fluoreszcens mikroszkoppal meghataroztuk a mesterségesen létrehozott
Nchb5or-EGFP  fluoreszcens  fuziés  fehérje sejten  beliilli  elhelyezkedését.
Immuncitokémiai analizist is végeztliink, amely sordn az endogén Ncb5Sor fehérje
jelenlétét detektaltuk, mikdzben a sejtmagot és az ER-t is jeldltiik. Emellett HEK293T,
illetve HepG2 sejtekbdl differencial-centrifugalassal eldallitott frakciokban az egyes
kompartmentek markerfehérjéit, illetve az NcbSor fehérjét immunoblottal detektaltuk.
Végezetiil patkdny méjbol izolalt szubcellularis frakcidk vizsgalataval is ellendriztiik a
sejtvonalak esetében kapott lokalizaciot. A kisérleti eredményeink egybehangzdan azt
mutattdk, hogy az NcbSor citoplazmatikus lokalizacioji fehérje, mivel a sejtfrakciok
koziil kizarolag a citoszolikus frakcioban volt kimutathato, illetve a fluoreszcens
vizsgéalatok soran mind az endogén, mind az EGFP fuzios fehérje a sejtek
citoplazmdjaban volt detektalhatd, és nem mutatott kolokalizaciot az ER jelolésével.

A citoplazmai lokalizacio alapjan kizarhatd, hogy az enzim kozvetleniil az ER
luminalis piridin-dinukleotid-készletét hasznalja. Ezzel egybecseng azon kisérletiink
eredménye is, melyben patkany maj mikroszoma preparatumot sztearil-KoA
jelenlétében inkubaltunk, és folyamatos fluoreszcens detektalassal ellendriztiik az
intravezikularis NAD(P)H-szint esetleges valtozasat. Ahogy azt e kisérleti rendszerben
tobbszor kimutattuk, kortizon vagy metirapon hozzaaddsa a NAD(P)H jelentds
oxidacigjat okozta, és ez G6P-tal nagyrészt ellensulyozhatd. Az SCDI1 szubsztratja, a
sztearil-KoA ismételt hozzaadasakor sem befolyasolta a luminalis piridin-dinukleotid
redox statuszt.

Elvethet6 tehat az a hipotézisiink, hogy a zsirsav-deszaturaci6 a redukalo er6 el-

terelésével befolyasolna a lokalis kortizoltermelést, vagy hogy az ER kiilonb6zo
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taplalkozasi tényezok hatdsara megvaltozd luminalis redox statusza kozvetlen hatassal
lenne a telitetlen zsirsavak szintézisére. Az altalunk kapott eredmények ugyanakkor
nem mondanak teljesen ellent a korabban ER lokalizaciot leird kozleménynek [103],
hiszen tovabbra sem zarhat6 ki annak lehetdsége, hogy bizonyos metabolikus koriilmé-
nyek kozott az NcbSor direkt fizikai kapcsolatba keriiljon az SCD1-gyel, és atmenetileg
lazan asszocialdodjon az ER kiils6 membranjahoz. A modszertani kiillonbségek (pl. a
szubcellularis frakciok eltérd elvalasztasi modja, kiillonb6z6 markerfehérjék detektalasa)
nem magyarazzak kelloképpen a korabbi, jol kivitelezett és megfeleléen dokumentalt
vizsgalat [103] és a jelen munka ellentétes kovetkeztetéseit. Sokkal valoszinilibb, hogy a
tenyésztett sejtek, illetve majszdvet vizsgalata eltérd metabolikus allapotokban torténhe-
tett. Tovabbi vizsgalatot igényel annak kideritése, hogy a szabad, citoplazmai Ncb5or
milyen hatasokra és milyen mechanizmusok révén transzlokalodhat az ER-membranban
elhelyezkedd partneréhez.

Eredményeink fényében biztosnak latszik, hogy az enzim a citoszdl feldl
biztositja a NAD(P)H forrast, vagyis a klasszikus b5R és b5 enzimekkel k6zos redox
rendszert kozvetiti a zsirsav-deszaturacio szamara. Izgalmas kérdésként vet6dik fel
tehat, hogy a két elektrontranszfer utvonal hogyan miikddik egyiitt, illetve kompetal
egymassal, és mi adja az alternativ utak létjogosultsagat. Valdszinisithetd, hogy az
NcbSor fokozott SCD1 aktivitas esetén kapcsolodik be a megndvekvd elektronigény
kielégitésébe, ezzel hozzajarulva a deszaturacios kapacitds atmeneti erdsitéséhez.
Lehetséges, hogy a szabalyozas soran nem a klasszikus elektrontranszfer egyes
elemeinek indukcidja kdvetkezik be, hanem az NcbSor mint kisegitd elektronszallitd 1ép
miikodésbe. Erdemes megvizsgalni azt a lehetSséget is, hogy az Ncb5or nem — vagy
nem csak — a deszaturacios elektrontranszferben vesz részt. Az ER-membranban
elhelyezkedd és a biotranszformacio 1. fazisanak legtobb reakcigjat katalizalo citokrom
P450 izoenzimeket (CYP) altalaban magas indukalhatdsag jellemzi, igy aktivitasukat a
kapcsolodo  elektrontranszfer-lanc  teljesitménye limitalhatja. A miikodésiikhoz
sziikséges elektronokat a NADPH-CYP-oxidoreduktdz (POR) enzim kozvetitésével
kapjak, de bizonyos izoenzimek az SCD1-et is ellaté b5-t6l is vehetnek at elektront
[136, 137]. Az SCDI1 és CYP enzimek tehat egyarant képesek a NAD(P)H-r6l szarmazo
elektronokat az ER-membran b5R és b5 fehérjéi kozvetitésével fogadni. Elképzelhetd
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tehat, hogy az Ncb5or a xeno- és endobiotikumok metabolizmusaban meghatarozo
egyes CYP enzimekkel (is) kdlcsonhatasba, illetve funkcionalis kapcsolatba 1éphet.

Szamos megfigyelés tamasztja ald, hogy az ER-stressz kialakulasa jelentds sze-
repet jatszik a pankreasz P-sejtek palmitat altal indukalt lipotoxicitasaban [138-140],
amely sulyosbodva (lipo)apoptozist [141] is kivalthat. Palmitatkezelés hatasara az ER-
stressz és az UPR korabban és sulyosabb mértékben jelentkezik az Ncb5or-deficiens
hepatocitakban, mint a vad tipusu sejtek esetén [112]. Az Ncb5or-hianyos p-sejtek fo-
kozott zsirsavérzékenysége is kozrejatszik a B-sejtfunkciok romlasaban és a B-sejttomeg
jelentds csokkenésében, azaltal az Nch5or-génkiiittt egerek inzulinhianyos diabéteszé-
nek kialakulasaban is [107, 109, 110]. A knock-out allatmodell fenotipusa alapjan
felmeriil, hogy olyan mutaciok, amelyek az Ncb5or fehérje funkcioképtelen vagy csok-
kent aktivitasi valtozatait eredményezik, huméan diabéteszben is koroki jelentdséggel
birhatnak.

Az NCB50R-mutaciok és a diabétesz kapcsolatardl nagyon kevés adat all ren-
delkezésre. Egy human genetikai analizisben minor korreldciot mutattak ki az NCB50R
gén polimorfizmusa és a 2-es tipust diabétesz kozott. A vizsgalt varidnsok koziil csupan
egy esetében irtak le szignifikans asszociaciot 2-es tipust diabétesszel eset-kontroll ana-
lizis soran [114]. A vizsgalatban két kivétellel intronikus variansok szerepeltek, melyek
tehat nem jarulnak hozza jelentés mértékben a betegség patogeneziséhez, azonban to-
vabbi mutaciok, kiilonésen az exonban helyet foglalok vizsgalata értékes
osszefiiggésekkel szolgalhat. Erdekes, hogy az NCB5OR génben bekdvetkezett mutaci-
ok gyakorisagat szignifikansan emelkedettnek talaltdk human emldédagantok genetikai
analizise soran [108]. Vagyis a nem autoimmun diabétesz fenotipusokban és a
tumorbiologiaban egyarant tovabbi asszociacios és funkcionalis vizsgalatokra volna
sziikség az NCB50OR-mutaciok lehetséges szerepének tisztazasahoz. Az Nch5or-rel kap-
csolatos kutatasunk masik f6 célkitlizése éppen olyan exonikus, aminosavcserét okozo
mutaciok sejtes rendszerben torténd vizsgalata volt, amelyek esetleg funkcidvesztést
eredményezve a fehérjében, diabétesszel is dsszefiigghetnek.

A vizsgalat megkezdésekor az NCBI SNP ¢és 1000 Genom adatbazisok
segitségével Ot természetes NCBS5OR-mutaciét tudtunk kijelolni, amelyek
célkittizésiinknek megfeleltek. A kivalasztott, mutans valtozatokat in vitro

mutagenezissel hoztuk létre, majd a vad tipusu és mutdns variansokat tranziens
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transzfekcioval fejeztilk ki HEK293 és HepG2 human sejteken. A harmadik exonban
eléforduld, 87-es és 93-as pozicidban Glu-Gly aminosavcserét eredményezd mutaciok
esetén a fehérjeszintek lényeges csokkenését tapasztaltuk. A p.E87G és p.E93G
variansok Glu-Glu epitdp ,,tag”-gel cllatott valtozatait is elkészitettiik. A fehérjeszint-
csokkenés mértékét az epitdp cimkére specifikus ellenanyaggal ellendriztiik, mert ennek
hasznalataval egyrészt elkiiloniilt az endogén és a termeltetett fehérje, masrészt
elkeriilhetd volt a mutdns variansok esetleg eltér6 immunreaktivitasabol ad6do hiba.
Eldallitottuk a két aminosavcserét egyiitt tartalmazo fehérjét is, és tovabbi fehérjeszint-
csokkenést észleltiink, vagyis a két mutacid egymassal szinergisztikus hatast mutatott.
Proteaszomagatlokkal az észlelt valtozasok szinte teljesen kivédhetdk voltak, ami a
is meghataroztuk, és azt talaltuk, hogy az drasztikusan, 14,2 orarol 1,5 orara csokkent.
A GIu*” ¢s Glu® az NCB50R gén harmadik exonjiban kodolt aminosavak,
melyek a fehérje b5-szeri doménjében helyezkednek el, kozel a hemkotd zsebhez.

112

Az Ncb5or-ben a két, kitésben részt vevé hisztidin (His®® és His™?) imidazol gyfirtii —

112 h1dallanc

egyediilalloan — kozel ortogonalis sikban helyezkednek el. A hemko6té His
kiilonleges térallasa a hem koriili, GIu® és Glu®-ot is tartalmazo két hélix-hurok-hélix
motivum karakterisztikus konformaciéja altal alakul ki. A Glu® aminosav eml8skben
erésen konzervalt, ami igaz a Glu®’-re is azzal a kiegészitéssel, hogy ez néhany gerinces
esetében Asp-tal szubsztitualt [99]. Feltételezhetd tehat, hogy ezek hozzajarulnak a
domén szerkezetének ismeretében [-TASSER fehérjeszerkezet-joslo program segitségé-
vel ezért elemeztiik, hogy milyen mértékii valtozas kovetkezhet be a mutdnsok hemkotd
hisztidinjeinek térallasaban. Az in silico modellezés a b5-szeri domén hemkotd
zsebének markans modusuldsait mutatta a fehérjeszint-csokkenéssel jar6 Ncb5or-
mutaciok esetén, és a fehérjeszint-csokkenés korrelalt a szerkezei torzulas mértékével.
A hemkotd His™ szamitott elmozdulasa sokkal kifejezetebb a p.E87G, mint a p.E93G
varidnsnal, és a dupla mutacié a b5 domén szerkezeti torzulasra is szinergisztikus hatast
gyakorol (30. abra).

A hemoproteinek stabil konformacios allapotanak elérésében altaldban nagy
szerepe van a hem kotésének [142]. A c¢ tipusu citokromok példaul nem képesek

megfelelden tekeredni a prosztetikus csoport hianyaban, és igy az apoenzim lebontasra
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keriil [143]. A patkany citokrom b5 fehérje esetében vizsgaltak olyan mutaciokat, ame-
lyek a hem affinitasat csokkentették, és ezaltal a holoenzim jelentds destabilizaciojat
eredményezték [144]. A hemkotés sériilése tehat magyarazatul szolgalhat a két mutans

Ncb5or fehérje destabilizalodasara és fokozott proteaszomalis lebontasara.

Vad tipus p.E87G
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30. abra. A p.E87G és p.E93G természetes aminosavcserék valészinisitheté hatasa
az Ncb5or fehérje b5 doménjének 3D szerkezetére. A vad tipusii Ncb5Sor fehérje b5
doménjének kristalyszerkezetét a PDB adatbazisbol (3LF5-06s fajl) értiikk el. A vizsgalt
mutaciok 3D fehérjeszerkezetben = bekovetkezd ~— valtozésait I-TASSER
(http://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER/) program segitségével prediktaltuk.
A képeket DeepView/Swiss-Pdb Viewer version 4.0.2 (www.expasy.org/spdbv/)
program segitségével jelenitettilk meg.
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Tovabb vizsgalva az aminosavcserék térszerkezetre gyakorolt hatasat kideriilt az is,
hogy a 87-es és 93-as pozicidoban 1évé konzervalt glutamat polaros természete mellett az
stabilizalasaban. Amikor ugyanis valamelyik glutamat helyett glutamint kodold
mesterséges génvariansokat hoztunk 1étre (p.E87Q és p.E93Q mutansok), amelyekben
az oldallanc mérete és hidrofil jellege megmaradt, de toltése elveszett, ugyancsak
szignifikans, nagyjabol 50%-0s fehérjeszint-valtozast észleltiink a vad tipushoz képest.
Ezzel Osszhangban a toltés elvesztésének hatasara a hemkotd zseb szerkezetének
torzulasa is valosziniisithet a szamitogépes predikcid szerint (31. abra). lgaz azonban,
hogy a megfelelé Glu-Gly cserékhez képest otszor (p.E87G), illetve két és félszer
(p.E93G) nagyobb mennyiségben fejezédtek ki az E-Q mutansok. Elmondhaté tehat,
hogy a fehérje stabilitasa szempontjabol nagyobb jelent6sége van a 87-es és 93-as

poziciokban 1év6 oldallanc hidrofil jellegének, mint negativ toltésének.
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31. abra. A p.E87Q és p.E93Q mesterséges aminosavceserék valészintisitheté hatasa
az Ncbb5or fehérje b5 doménjének 3D szerkezetére. A vad tipusi Ncb5or fehérje b5
doménjének kristalyszerkezetét a PDB adatbazisbol (3LF5-6s fajl) értiikk el. A vizsgalt
mutaciok 3D fehérjeszerkezetben = bekovetkezd ~— valtozésait I-TASSER
(http://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER/) program segitségével prediktaltuk.
A képeket DeepView/Swiss-Pdb Viewer version 4.0.2 (www.expasy.org/spdbv/)
program segitségével jelenitettilk meg.

Az Ncb5or misszensz mutacioinak részletes vizsgalatabol megéllapithatd, hogy a fehé-
rje 87-es és 93-as pozicidiban elhelyezkedd glutamat aminosavaknak jelentds Sszerepe
van a nativ térszerkezet stabilitdsdban. A természetesen eléforduld p.E87G és a p.E93G,
valamint a mesterségesen eldidézett p.E87Q és p.E93Q mutéaciok altal okozott kon-
formacidvaltozds a b5-szerli doménben feltehetdleg csokkenti a hem kotddését, és

ezaltal egyben fokozza a fehérje proteaszomalis lebomlasat.
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32. abra. Az Ncb5or fehérje valésziniisitett funkcidja és a féléletidejét rovidito
misszensz mutaciok feltételezett in vivo kovetkezményei (6sszefoglalé abra).

A hemkotd hisztidinek kozelében elhelyezkedd konzervalt aminosavak toltésének meg-
valtozasa és oldallancuk elvesztése egylittesen eredményezi a fehérje intracellularis
szintjének jelentés csokkenését. Vizsgalataink az elsé in vitro bizonyitékkal szolgalnak
a human NcbSor természetesen eléforduld mutacidinak fehérjeszint-csokkenést ered-
ményez6 hatasar6l. Az Ncb5or fehérje csokkent expresszidja — a knock-out allatmodell
alapjan — a human diabétesz kialakuldsaban is szerepet jatszhat; ennek bizonyitasa
azonban tovabbi kutatast igényel. Ugyanakkor a vad tipusu fehérjérél az is bebizonyo-
sodott, hogy valosziniisitett funkcidjanak ellatdsahoz, a zsirsav-deszaturacidoban vald
részvételekor (és a pankreasz B-sejtek lipotoxicitas elleni védelméhez) a citoplazmaban
talalhat6 redox rendszerre tdmaszkodik (32. dbra). Feltételezhetd, hogy ilyenkor atme-
netileg hozzakapcsolodik az ER-membran citoszolikus felszinéhez, ami a lokalizaciora

vonatkozo ellentmondésos eredmények magyarazataul is szolgéalna.
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6. Kovetkeztetések

Munkénk soran egyrészt a huméan Ncb5Sor fehérje szubcelluléris lokalizaciojat
kivantuk tisztazni, masrészt megvizsgaltuk a human NCB50R gén ismert, exonikus
misszensz mutacidit abbol a szempontbdl, hogy okoznak-e olyan fehérjeszint-
csokkenést, ami esetleg kapcsolatba hozhato a diabétesz kialakulasaval. Eredményeink

alapjan az alabbi kovetkeztetésekre jutottunk:

1. Az NcbSor fehérje nem tartalmaz olyan ismert célba juttatd “targeting”
szignalokat, amelyek az enzimet az ER-be iranyitanak, illetve az ER-ben
tartanak. A fehérje — akar endogén, akar exogén termelddési — kiilonbdzo
vizsgéalati modszerekkel a citoszolban volt kimutathatd, €s nem mutatott
kolokalizaciot az ER markerfehérjéivel. Az NcbSor tehat citoplazmatikus enzim,

amely nem all szoros és tartos kapcsolatban az ER-rel.

2. A ma mikroszoméhoz adott sztearoil-KoA nem befolyasolta az
elektronforrasként rendelkezésre all6 intravezikularis NAD(P)H mennyiségét,
ami az Ncb5or kimutatott lokalizacidjaval 6sszhangban azt mutatja, hogy az ER
citoplazmai felszinén mikodé SCD enzim aktivitdsa nincs kozvetlen
Osszefiiggésben a lumindlis piridin-dinukleotidok redox rendszerével.
Az Ncb5or tehat nem létesit funkcionalis 6sszekottetést a zsirsav-deszaturacio €s

a prereceptoridlis kortizolaktivalas kozott.

3. A human NCB50R p.E87G és p.E93G aminosavcserét okozd természetes
misszensz mutacioi a fehérje mennyiségének jelentds csokkenését eredményezik
a vizsgalt human sejtvonalakban. A knock-out egér fenotipusanak ismeretében
ez felveti a két human mutdcio diabétesz kialakuldsaban betoltott szerepének

lehetdségét.

4. A humian NcbSor p.E87G ¢és p.E93G aminosavcseréi markansan ¢és
szinergisztikusan roviditik a mutans fehérjevariansok intracellularis féléletidejét.
Mindkét muticio fehérjeszint-redukald effektusa hatékonyan kivédhetd

proteaszomagatlokkal. A két vizsgalt mutdcio tehat azaltal csokkenti az NcbSor
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enzim mennyiségét, hogy gyorsitja a fehérje proteaszomalis lebontasat, és ez

valdsziniileg a polipeptid destabilizaldsdnak kovetkezménye.

. A természetes p.E87G ¢és p.E93G, valamint mesterséges p.E87Q és p.E93Q
mutaciok vizsgélata azt mutatta, hogy a két evolucidésan konzervalt glutamat
egység negativ toltésének, illetve hidrofil oldallancanak megléte egyarant
sziikséges az NcbSor stabilitdsdhoz, vagyis hossza  féléletidejének
fenntartasahoz. Korrelaciot talaltunk a fehérje b5-szeri doménjében szamitott
térszerkezeti valtozas és a fehérjeszint-csokkenés mértéke kozott. Az NcbSor
87-es és 93-as glutamat oldallancait érint6 misszensz mutéaciok

fehérjedestabilizald hatasaban tehat szerepet jatszhat a b5-szerti domén hemkotd

crer

Az 1Uj oxidoreduktazzal kapcsolatban tett megfigyeléseink valaszt adnak

a célkitlizések soran feltett kérdéseinkre, ugyanakkor ujabbakat is felvetnek. Tovabbi

kutatdsnak kell tisztdznia, miért van sziikség a zsirsav-deszaturacidhoz kapcsolodo

elektrontranszfer alternativ Gtvonalara, ha az ugyanazt a cellularis NAD(P)H-készletet

hasznalja, mint a mar meglévd komponensek. Vizsgalni kell, milyen hatdsok valtjak ki,

illetve fokozzak az Ncb5or részvételét a deszaturacioban, valamint, hogy milyen egyéb

redox folyamatokban kozremiikodhet. Erdemes tovabba annak is utina jarni, hogy

crer

crer
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7. Osszefoglalas

A nemrégiben azonositott Nch5or fuzids fehérje a mikroszomalis citokrom
b5-reduktaz flavoproteinnel és a citokrom b5 hemoproteinnel homoldég doméneket tar-
talmaz, amely alapjan valoOszinisithetd, hogy részt vesz a zsirsav-deszaturaciohoz
kapcsolddo elektrontranszferben. E feltételezést megerdsiti az Ncb5or-hianyos egerek-
ben észlelt lipoatrofia és a lipotoxicitas iranti fokozott érzékenység, ami a pankreasz
B-sejtek progressziv pusztulasa miatt inzulinhianyos diabéteszt eredményez.
Az Ncb5or-t azonositéi els6ként citoszolikus, majd késébb ER-beli fehérjeként
hataroztak meg. Utobbi valtozat felveti azt a lehetdséget, hogy a szolubilis enzim 6ssze-
kapcsolja az ER-lumenében zajlé prereceptorialis kortizoltermelést a membranban zajlo
deszaturacioval, ami biologiai és orvosi szempontbol egyarant igen nagy jelentdséggel
birna. Célul tiiztiik ki az enzim ellentmondasos szubcellularis lokalizacidjanak (ER vagy
citoszol) tisztazasat, ¢és ezaltal a lokalis hormonaktivalodas és zsirsav-anyagcsere
funkcionalis kapcsolatanak vizsgalati lehetdségét. Mivel az enzim hianya a human di-
abétesz kialakulasaban is szerepet jatszhat, megvizsgaltuk, hogy az NcbSor természetes
misszensz mutacioi hogyan befolyasoljak a fehérje expressziojat. A lokalizacio vizsga-
latat HEK293T és HepG2 sejtek, valamint patkany méjszdvet szubcellularis frakcidinak
elvalasztasat kovetd immunoblot analizissel, az Ncbh5or-EGFP fuziés fehérje fluo-
reszcens, illetve az endogén fehérje immunfluoreszcens detektalasdval végeztiik.
Az Ncb5or mutans valtozatokat in vitro mutagenezissel hoztuk létre, majd a vad tipusa
és mutans varidnsok tranziens transzfekcigjat kovetden az mRNS- és fehérjeszinteket
gPCR, illetve Western blot alkalmazasaval tanulmanyoztuk.

Eredményeink egybehangzoan az NcbSor citoplazmatikus lokalizaciojat mutattik, igy
kizarhato, hogy az enzim kozvetleniil az ER luminalis piridin-dinukleotidjait hasznalja.
Azonositottunk a human fehérjében két Glu-Gly-cserét (p.E87G, p.E93G) okozd
természetes mutaciot, amelyek az Ncb5or szintjét jelent6sen csokkentik a sejtben.
Kimutattuk, hogy a jelenség magyarazata a destabilizalodott fehérje felgyorsult prote-
aszomalis lebontasa, illetve ennek kovetkeztében megrovidiilt féléletideje. A 3D szer-
kezet predikcidja valoszinisiti, hogy e két aminosavcsere jelentds valtozéast okoz az

crcr

mutaciok és diabétesz kozti Osszefiiggés lehetdségét.
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8. Summary

The recently identified fusion protein, Ncb5or contains two redox domains
which are homologous to cytochrome b5 reductase flavoprotein and cytochrome b5
hemoprotein. This structure strongly suggests the role of the enzyme in fatty acid
desaturation, which is further supported by both lipoatrophy and sensitization to
lipotoxicity observed in Ncb5or knock-out mice. This phenotype results in insulin-
deficient diabetes due to the progressive loss of B-cells. Ncb5or was first identified as a
cytosolic and subsequently as a microsomal protein. The putative ER localization of the
protein raises the possibility that the soluble enzyme links the prereceptorial cortisol
production in the lumen with desaturation in the membrane, which would be of great
biological and medical significance. Therefore, we aimed to elucidate the subcellular
localization of this soluble protein, and thus the possible functional linkage between
local hormone activation and fatty acid metabolism. Since Ncb5or deficiency might
have a role in the development of human diabetes, the present work also aimed to study
the effect of natural exonic missense mutations on the expression of human Ncb5or.
The location of endogenously expressed Ncb5or was assessed in human cell lines, as
well as rat liver tissue by immunoblot analysis after separating subcellular fractions by
differential centrifugation. The EGFP-Ncb5or fusion protein was detected by
fluorescent microscopy and the endogenous protein was also visualized by using
immunocytochemistry. Missense mutations were generated by in vitro mutagenesis, and
after transient transfection of wild type and mutant variants, mMRNA and protein levels
were studied using gPCR and Western blot. Our results clearly confirm that Ncbh5or is
localized in the cytoplasm in cultured cells and in liver in vivo. Therefore, the utilization
of ER luminal pyridine dinucleotides by this enzyme can be ruled out. We identified
two natural mutations caused by Glu-Gly replacements (p.E87G, p.E93G) in the human
enzyme leading to a remarkable decrease in Ncb5or protein level. This phenomenon
was due to enhanced proteasomal degradation and consequently shortened half-life of
these destabilized variants. The predicted 3D structure of the protein suggested that
these amino acid replacements caused significant conformational alterations in the hem
binding region of the b5-like domain. Our findings suggest a possible relationship
between the studied mutations and human diabetes.
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Evanak és Dr. Csala Miklosnak, hogy bizalmat szavaztak nekem és csatlakozhattam a
munkacsoporthoz és iranyitasuk alatt elkezdhettem PhD munkamat. K6szonom szakmai
irany- és példamutatasukat, valamint, hogy barmikor fordulhattam hozzajuk, mindig
rendelkezésre alltak, értékes tanacsaikkal mindvégig segitették munkamat.

Koszonettel tartozom Dr. Mandl Jozsef és Dr. Banhegyi Gabor professzor
uraknak, intézetiink korabbi ¢és jelenlegi igazgatojanak, akik lehetévé tették, hogy
munkamat az Orvosi Vegytani, Molekularis Biologiai és Patobiokémiai Intézetben
végezzem.

A 1II. sz. Patologiai Intézetb6l Dr. Lotz Gabornak kiilon kdszondm az
immuncitokémia modszerének megismertetését és a mikroszkopos felvételek
elkészitését. Koszonom tovabba Dr. Lizdk Beatdnak a fehérje féléletido
meghatdrozasban, és Dr. Szelényi Péternek a NAD(P)H fluorimetrids mérésében
nyujtott segitségét.

Korabbi TDK hallgatoinknak, Kalman Fanni Séaranak és Toéth Monikénak is
szeretném megkdszonni a kisérletekben végzett munkajukat.

Koszondom az Intézet valamennyi dolgozojanak a tamogatd, valamint
johangulata légkort és azt, hogy barmiben fordulhattam hozzéjuk bizalommal.

Valamint nem tudom eléggé kifejezni koszonetemet és halamat Sziileimnek,
hogy egyetemi és doktori tanulmanyaimban mindvégig tamogattak, toretleniil biztattak,
odaadasuk példaértékli szdmomra. Koszonet illeti tagabb csalddomat, barataimat

egyarant, akik szintén mindenben mellettem alltak.
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