Az Ncb5or flavohem reduktaz sejten beliili
lokalizaciojanak €s egyes human mutacidinak
vizsgalata

Doktori tézisek

Zambo Veronika

Semmelweis Egyetem
Molekularis Orvostudomanyok Doktori Iskola

VN

Témavezetok: Dr. Csala Miklos, D.Sc., egyetemi docens
Dr. Kereszturi Eva, Ph.D., egyetemi adjunktus

Hivatalos biralok: Dr. Torécsik Beata, PhD., egyetemi adjunktus
Dr. Horvath V. Gabor, Ph.D., tudomanyos fémunkatars

Szigorlati bizottsag
elnoke: Dr. Tretter Laszlo, D.Sc., egyetemi tanar
tagjai: Dr. Komorowicz Erzsébet, Ph.D., egyetemi adjunktus

Dr. Jemnitz Katalin, Ph.D., tudomanyos fémunkatars

Budapest
2017






Bevezetés

Az endoplazmas retikulum (ER) az intracellularis homeosztazisban kiemel-
kedo jelentdségli, valodi metabolikus kompartmentként a kiilsd és belsé kornyezet
valtozasaira érzékenyen reagalva, hatékonyan modulélja a sejt egészének mitkodé-
sét. Az ER-membran szelektiv permeabilitasanak koszonhetéen a lumenben a
citoplazmatdl karakterisztikusan kiilonbdz6 belsé mili6 alakul ki, amelyet a redox
rendszerek eltérd statusza és kapcsolatai, valamint tobb nagysagrenddel magasabb
kalciumkoncentracié jellemez. Az ER sejten beliili tapanyagszenzorként mitkodik,
¢s e funkcidgjaban redox rendszerei kiemelt szerephez jutnak. A lumen tiol-oxidalo
kornyezete mellett a kompartmentben zajlé enzimatikus folyamatok szamara a re-
dukalt allapott piridin-dinukleotid-készlet is elengedhetetlen, amelyet az
organellum sajat enzimaktivitasai tartanak fenn. A magas [NADPH]:[NADP']
aranyt a H6PD és a GOPT egyiittmiikodése biztositja. A képz6dé NADPH-t pedig
a kortizoltermelé 11BHSD1 hasznalja fel a glukokortikoid célszervekben.

Munkacsoportunk szamos 1j megfigyeléssel jarult hozzd a G6PT-H6PD-
11BHSDI1 triad fiziologias és patologias szerepének megismeréséhez. A hosszan
fennallo tapanyag-tilkinalat, a GOP és F6P megnovekvé mennyiségén keresztiil a
luminalis NADPH-szint emelésével a kortizol fokozott prepreceptoridlis aktivalo-
dasdhoz vezet, ami kozrejatszik a metabolikus szindroma ¢és diabétesz
kialakulasaban. Az elhizassal 0Osszefliggd anyagcsere-betegségek patomecha-
nizmusaban azonban szerepet jatszik a telitett zsirsavak (lipo)toxikus hatasa is.
Egyre inkabb nagy figyelem iranyul azokra az endogén mechanizmusokra,
amelyek képesek lehetnek a metabolizalandd zsiracil-KoA tulkinalatanak
csokkentésére. A telitetlen zsirsavak szintézisének elsé 1€épését az ER membranja-
ban elhelyezkedd sztearoil-KoA-deszaturaz-1 (SCD1) enzim végzi, ami a
kiegyensulyozott telitett/telitetlen zsiracil-KoA-kinalat fenntartasaval jarul hozza a
komplex lipidek szintézis¢hez. A human és allati sejtekben a zsiracil-KoA-
deszaturazok egy elektrontranszfer-lanc terminalis tagjaként a citokrom bs-
reduktaz flavoprotein (b5R) és a citokrom bs hemoprotein (b5) kozvetitésével kap-
jak a citoszolikus NAD(P)H-t6l szarmazo elektronokat.

A nemrégiben felfedezett NAD(P)H citokrom-bs-oxidoreduktaz (Nch5or)
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flavohemoprotein azért keriilt érdeklddésiink kozéppontjaba, mert szolubilis
mikroszomalis oxidoreduktdzként az ER-lumen redox homeosztdzisanak
lehetséges 1j kapcsolatait vetette fel. A természetes fuzids fehérje a mikroszomalis
citokrom bs és citokrom bs-reduktaz proteinekkel homolog doméneket tartalmaz,
ezért feltételezhetd, hogy kozremiikddik a zsirsav-deszaturdciohoz kapcsolodo
elektrontranszferben. A fehérje fiziologias és patoldgias szerepére egyarant
ravilagit, hogy knock-out allatmodelljében lipoatrofia mutatkozik, és az egerekben
a B-sejtek fokozott zsirsavérzékenysége €s progressziv pusztulasuk kovetkeztében
diabetes mellitus alakul ki.

Az Ncb5or-t az ER-ben lokalizal6do, szolubilis oxidoreduktazként irtak le,
ezért rendkiviil fontosnak tartottuk, hogy a luminalis redox homeosztazissal vald
esetleges kapcsolatait feltarjuk. Az NcbSor citoplazmai elhelyezkedése esetén az
enzim ugyanazzal a redox rendszerrel van kapcsolatban, amely a b5R ¢és b5 enzi-
mek kozvetitésével amugy is taplalja a zsirsav-deszaturaciot, mig ha az Nch5or
képes a zsirsav-deszaturacid szamdara hozzaférhetdveé tenni a luminalis NADPH-t,
ezzel kozvetlen kapcsolatot teremtene a célsejtekben a cellularis lipid-
metabolizmus és a prereceptoridlis hormonaktivalas kozott, ami a sejtorganellum
nutriensszenzor funkcidjanak 1j mechanizmusat is jelentené. Az enzim sejten be-
lili elhelyezkedésére vonatkozo adatok azonban maig ellentmondasosak.

A knockout allatmodell fenotipusa alapjan tovabba felmeriil, hogy olyan
mutaciok, amelyek az Ncb5Sor fehérje funkcioképtelen vagy csokkent aktivitasu
valtozatait eredményezik, human diabéteszben is koroki jelentdséggel birhatnak.
Az NCB50R-mutaciok és a diabétesz kapcsolatardl nagyon kevés adat all rendel-
kezésre. Egy human genetikai analizisben minor korrelaciot mutattak ki az
NCB5O0R gén polimorfizmusa és a 2-es tipusu diabétesz kozott. A vizsgalt varian-
sok koziil csupan egy esetében irtak le szignifikdns asszociacidt 2-es tipust
diabétesszel eset-kontroll analizis sordn. A vizsgélatban két kivétellel intronikus
variansok szerepeltek, melyek tehat nem jarulnak hozza jelentés mértékben a be-
tegség patogeneziséhez, azonban tovabbi mutaciok, kiilondsen az exonban helyet

foglalok vizsgalata értékes adatokkal szolgalhat.



Célkituzések

Az Ujonnan felfedezett természetes flzios fehérje bioldgiai szerepe kapcsan
szamos kérdés még megvalaszolatlan. Mindenekel6tt tisztazasra szorul a flavohem
reduktaz enzim intracellularis lokalizacidja. Alapvetd jelentdséggel bir annak tisz-
tazasa, hogy a mikroszomalisként emlegetett fehérje az ER-membran melyik
oldalan talalhatd. ER-beli elhelyezkedése felveti azt a lehetdséget, hogy a zsirsav-
deszaturacidé luminalis NADPH-t fogyaszthat, vagyis Osszekottetésben allhat a
prereceptoridlis kortizoltermeléssel is.

Az Ncb5or-hianyos egerekben megfigyelt B-sejtpusztulas és diabétesz meg-
alapozza azt a feltételezést, hogy a human NCB50R gén egyes mutacidinak
szintén szerepe lehet a diabétesz kialakuldsaban. Az Ncb5Sor fehérje hidnya és a
diabétesz kialakulasa kozott allatmodellben egyértelmiien kimutatott 0sszefiiggés
ellenére a human génvaridnsok — kiilonosen az exonikus mutaciok — lehetséges

szerepérdl rendkiviil kevés adat all rendelkezésre az irodalomban.
Munkank soran tehat célul tliztiik ki:

e Az Ncb5or fehérje intracellularis lokalizaciojanak tisztdzasat.
e Természetes human NCB50R misszensz mutaciok hatasanak vizsgalatat
in vitro sejtes rendszerben.



Modszerek

A human NCB50R gén természetes, misszensz mutacioinak in silico kere-
sését az NCBI SNP ¢és az 1000 Genom adatbazisokbol végeztiik. Az egyes
mutéciok fehérjeszerkezetre gyakorolt hatasat az I-TASSER fehérjeszerkezet-joslo
program segitségével vizsgaltuk. A fehérje szubcellularis lokalizacigjat hat kiilon-

b6z0, fehérjeszekvencia alapu predikcids program segitségével elemeztiik.

Az Ncb5or, illetve az Ncb5or-GFP fluoreszcens flzios fehérje termel-
tetéséhez az enzim kodold szekvenciajat pcDNA3.1 és p.EGFP-N1 expresszos
vektorba inszertaltuk és ligaltuk. Az Ncb5or misszensz mutaciot tartalmazo vari-
ansait kifejezd konstruktokat a vad tipusu expresszios vektorbol kiindulva, un.
,overlap extension” mutagenezissel hoztuk Iétre. A vad tipus, valamint a p.ES87G
¢és a p.E93G variansok esetében ugyanezen modszerrel elkészitettiik a Glu-Glu
epitdp cimkével ellatott valtozatokat is. A transzfekcidkat human eredetli
HEK293T és HepG2 sejteken végeztiik. Az Ncb5or vad tipus és egyes génvarian-
sainak MRNS-expressziojat RT-PCR ¢és gPCR modszerével egyarant vizsgaltuk.
Bels6 kontrollként a GAPDH génjét alkalmaztuk mindkét esetben.

A sejtlizatumok fehérjéit SDS-PAGE segitségével valasztottuk el, majd
PVDF membranra blottoltuk. A membranok blokkolasat kovetden az elsddleges
antitesteket egy ¢jszakan at, a HRP-konjugalt masodlagos antitesteket 1 oran at
alkalmaztuk. A detektalast kemilumineszcens technikaval végeztiik. A specifikus
csikokat denzitometridval, B-aktinra normalizalva értékeltiik ki ImageQuant 5.2
program segitségével.

A HEK293T ¢és HepG2 sejtekbdl Dounce homogenizatorral, illetve patkany
majszévetbdl Potter-Elvehjem késziilek segitségével nyert homogenizatumokat
tobblépéses differencial-centrifugalassal valasztottuk kiilonallo frakciokra. Az elsd
centrifugélas (1000 x g, 10 perc, 4 °C) soran lilepedett ki a sejtmagi frakcio. A fe-
lilaszo Gjabb centrifugéalasakor (11 000 x g, 20 perc, 4 °C) a mitokondrialis fazis
keriilt a pelletbe. Utols6 Iépésben a ,posztmitokondridlis” feliiliszot
ultracentrifugaltuk (100 000 x g, 60 perc, 4 °C), igy elvalasztva a kiiilepedd

mikroszomalis frakciot a feliiliszoként megmaradt citoszolikus frakciotol. Az igy



eldallitott, pelletbe keriilt sejtfrakciokat egyarant PBS-ben szuszpendaltuk. A sejt-

¢s szovetfrakciok tisztasagat immunoblottal ellendriztiik.

Az intakt patkany mikroszoma endogén redukalt piridin-dinukleotid
szintjének valtozasat fluorimetriaval detektaltuk. A sztearoil-KoA-t e kisér-
letekben a membranpermeabilizald hatas elkeriilése céljabol 100 upM-nal kisebb
(10 és 50 uM) koncentracioban hasznaltuk.

A vad tipusi és a p.E87G mutaciot tartalmazd Ncb5Sor fehérjék
alkalmaztuk 100 pCi *S-Tran-jelslt [*S] metioninnal és [*°S] ciszteinnel.
Jeloletlen metionint €s ciszteint tartalmaz6é médiumcserét kovetden a sejtek lizisét
kiilonb6zd idépontokban (0, 1, 3 és 22 ora elteltével) végeztiik. A radioaktivan
jelolt vad tipusu és p.E87G Ncb5or fehérjéket immunprecipitacioval és Protein-A
sepharose gyongyok segitségevel kotottiikk ki a teljes sejtlizatumbol. A fehérjek
szeparalasat kovetden a szaritott gélt foszfo-screen segitségével exponaltuk.

Az Ncb5or-EGFP fuzios fehérje intracellularis expressziojat a sejtmag
(DAPI) és az ER (BODIPY'™ TR-X thapsigargin) jelolése mellett vizsgaltuk
fluoreszcens mikroszkoppal. Az endogén  Ncb5Sor  szubcellularis
elhelyezkedésének immuncitokémiai vizsgdlatdhoz HepG2 sejteket targylemezre
novesztettiik. Fixalasukat kovetden kettds jelolésként az NcbSor elleni
monoklonalis egér, majd Alexa Fluor 488 anti-egér és a PDI elleni poliklonalis
nyul, majd Alexa Fluor 568 anti-nyul ellenanyagokat hasznaltuk a vizsgalt fehérje
¢s az ER egyidejli megjelenitésére.

Az adatok statisztikai elemzését a Tukey-Kramer féle tobbszords Osszeha-
sonlitasi teszttel végeztilk GraphPad InStat program segitségével. Szignifikansnak
tekintettiik a kiilonbséget, ha a p €rtéke kisebb volt, mint 0,01, illetve 0,001.



Eredmények
Az Ncb5or szubcellularis lokalizdaciojanak vizsgdlata

Munkank els6 része az Ncb5or fehérje sejten beliili lokalizacidjanak meghataroza-
sara iranyult. Az in silico vizsgalatok ER-retencidos szignal és egyéb iranyito
szekvenciak hidnyaban citoszolikus lokalizaciot valoszintisitettek. Ezt kisérletesen

tobbféleképpen is igazoltuk:

e Az endogén Ncb5or fehérje sejten beliili elhelyezkedését két sejtvonalon
(HEK293T és HepG2), valamint patkany majszoveten is vizsgaltuk. A min-
takbol differencial-centrifugalassal sejt- és szovetfrakciokat készitettiink,
melyek fehérje tartalmat immunoblottal vizsgaltuk. Az Ncb5or-t kizarélag

a citoplazmatikus frakcioban detektaltuk.

o Elkészitettiik az Ncb50r-EGFP fuzids fehérje eukariota expressziora alkal-
mas vektorkonstrukciojat, majd az ezzel transzfektalt sejtekben a fehérje in
situ lokalizaciojat fluoreszcens mikroszkoppal vizsgaltuk. A fuzios fehérje a
tranziensen transzfektalt sejtekben hatékonyan expresszaldédott ¢és a
transzlalédott NcbSor-EGFP polipeptid megdrizte stabilitasat. A mikrosz-
kopos felvételek alapjan a fuzids fehérje diffizan toltotte ki a sejtek
citoplazméjat és nem mutatott ko-lokalizaciot sem a sejtmag, sem az ER je-
161ésével. Az exogén, fuzios fehérjeként expresszalt NcbSor fehérje
sejten beliili eloszlasa tehat szintén a citoszolikus elhelyezkedést ta-

masztja ala.

e Az endogén, nativ fehérje citoszolikus elhelyezkedését immuncitokémiai
modszerrel is alatamasztottuk. Az Ncb5or-specifikus jelolés egyértelmii-
en a citoplazmaban elszortan volt lathato. Nomarski DIC moddszert
alkalmazva jol latszott, hogy a fluoreszcens szignal a sejthatarokon beliil, a
sejt nyulvanyait is kirajzolva, egyenletesen oszlik el, és nem mutat ko-

lokalizaciot az ER jelolésével.



o A sztearil-KoA luminalis piridin-dinukleotid redox allapotara gyakorolt
esetleges hatasat patkany maj mikroszémapreparatumon vizsgaltuk. Azt
kaptuk, hogy a luminalis NAD(P)H-szint nem valtozott a mikroszomalis
sztearil-KoA-deszaturaz (SCD1) Kkiilsoleg hozzaadott szubsztratja,
sztearil-KoA hatasara.

A human Ncb5or természetes variansainak molekularis biologiai vizsgdlata

A human NCB50R gén aminosavkicserélddést okozo természetes mutacidinak az

enzim fehérje expresszidjara gyakorolt hatasat tanulmanyoztuk:

e Vizsgalataink soran az NCBI SNP ¢s 1000 Genom adatbazisok segitségével
Ot aminosavceserét okozo NCB50R-génvarianst (p.E87G, p.E93G, p.E118A,
p.R140H, p.N249S) valasztottunk ki. Ezek expressziojat a vad tipussal
0sszehasonlitva ket esetben olyan kiilonbseégeket észleltiink a fehérjemeny-
nyiségekben, amelyek az mRNS-szintek eltéréseivel nem voltak
megmagyarazhatok. A p.E87G varians fehérjemennyisége csupan tizede,
a p.E93G variansé pedig mintegy 6tode volt a vad tipusu Ncb5or fehér-
jének. Ezt a megfigyelést Glu-Glu epitop taggel ellatott konstrukciok
segitségével, valamint két kiilonb6z6 sejtvonalon (HEK293T, HepG2) el-

veégzett kisérletekkel is sikertilt megerdsiteniink.

o A p.E87G ¢és p.E93G mutaciokat tovabb vizsgalva E/Q mutdnsokat is l1étre-
hoztunk, melyekkel a megvaltozod oldallanc méretének és/vagy toltésének
szerepét kivantuk tisztazni. Az Ncb5or fehérje intracellularis mennyiségét
az E/Q mutaciok csokkentették ugyan, ez a valtozas azonban jelentdsen el-
maradt a természetes Glu-Gly variansoknal észleltektdl. Az eredmény azt
mutatja, hogy a toltés elvesztése, bar csokkenti a sejten beliil detektalha-
to fehérje mennyiségét, 6nmagaban nem felelos az NcbSor fehérjeszint

természetes mutansoknal észlelt markans csokkenéséért.



e A vad tipusta, a p.E87G ¢és a p.E93G Ncb5or fehérjék intracelluléris degra-
daciojanak mértékét a transzlacid gatlasaval, valamint a fehérje
feleletidejének meghatarozasaval kovettiik nyomon. A vad tipusi NcbSor
fehérje mennyisége lassan csokken, a négyorés cikloheximidkezelés végére
a kezdeti fehérjeszint mintegy 70%-a detektalhatd. Ezzel ellentétben a
p.E87G és p.E93G Ncb5or-varians fehérjéknek csupan 10%-a, illetve 20%-
a maradt kimutathatd. Megallapitottuk, hogy a két, Glu-Gly
aminosavcserét eredményezé mutacio hatasara az Ncb5or fehérjék sej-
ten beliili lebontasa fokozodott. A p.E87G mutaciot hordozo fehérje
féléletideje valoban kozel tizede (1,5 6ra) volt a vad tipusu Ncb5or-nek

(14,2 éra).

e A p.E87G és p.E93G variansok esetében észlelt nagymértékii fehérje-

szint-csokkenés kivédheto volt proteaszomagatlokkal, ami a mutansok

crer

e A mesterségesen létrehozott kettds mutans (p.E87G p.E93G) NcbSor fehér-
je mennyis€ge az egyszeres mutansokénal is alacsonyabb, mindossze a vad
tipustt 7%-a volt, és a két aminosavcserét egyiitt tartalmazo fehérje degrada-
cidja az egyszeres mutaciokat tartalmazokénal intenzivebbnek bizonyult,
vagyis a két mutacié egymas hatasat erdsitette. Mig a proteaszomagatlo

laktacisztin  teljes mértékben megakadalyozta a kettés mutans

crcr

crcr



Kovetkeztetések

Munkank sorén egyrészt a human Ncb5or fehérje szubcellularis lokalizacio-
jat kivantuk tisztazni, masrészt megvizsgaltuk a human NCB50R gén ismert,
exonikus misszensz mutécidit abbdl a szempontbdl, hogy okoznak-e olyan fehér-
jeszint-csokkenést, ami esetleg kapcsolatba hozhaté a diabétesz kialakulasaval.

Eredményeink alapjan az aldbbi kdvetkeztetésekre jutottunk:

1. Az Ncb5or fehérje nem tartalmaz olyan ismert célba juttatdé “targeting”
szignalokat, amelyek az enzimet az ER-be iranyitanak, illetve az ER-ben
tartandk. A fehérje — akar endogen, akar exogén termelddésii — kiilonb6zo
vizsgalati modszerekkel a citoszolban volt kimutathatd, és nem mutatott
kolokalizaciot az ER markerfehérjéivel. Az NcbSor tehat citoplazmatikus

enzim, amely nem all szoros és tartds kapcsolatban az ER-rel.
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1. abra. Az Ncb5or fehérje a citoszol feldl szolgalhat alternativ
elektrondonorként az SCD1 szamara

2. A md mikroszoméhoz adott sztearoil-KoA nem befolyasolta az
elektronforrasként  rendelkezésre  4ll6  intravezikularis  NAD(P)H
mennyiségét, ami az Ncb5or kimutatott lokalizacidjaval 0sszhangban azt

mutatja, hogy az ER citoplazmai felszinén miikodé SCD enzim aktivitasa
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nincs kozvetlen Osszefiiggésben a lumindlis piridin-dinukleotidok redox
rendszerével. Az Ncb5or tehat nem létesit funkcionalis Osszekottetést a

zsirsav-deszaturacio ¢és a prereceptorialis kortizolaktivalas kozott.

. A human NCB50OR p.E87G ¢s p.E93G aminosavcserét okozd természetes
misszensz mutaciéi a fehérje mennyiségének jelentds csokkenését
eredményezik a vizsgalt human sejtvonalakban. A “knockout” egér
fenotipusédnak ismeretében ez felveti a két huméin mutacié diabétesz

kialakuldsaban betoltott szerepének lehetdségét.

. A human NcbS5or p.E87G ¢és p.E93G aminosavcseréi markansan ¢&s
szinergisztikusan roviditik a mutans fehérjevariansok intracelluléris
feléletidejét. Mindkét mutacio fehérjeszint-redukald effektusa hatékonyan
kivédhetd proteaszomagatlokkal. A két vizsgalt muticio tehat azaltal
csokkenti az NcbSor enzim mennyiségét, hogy gyorsitja a fehérje
proteaszomadlis lebontasat, és ez valoszinilileg a polipeptid destabilizaldsanak

kovetkezménye.

3 ’
AAAA

3!
AApa

mutans
NCB50OR mRNS

vad tipusu
NCB50R mRNS

5 5 p-E87G vagy p.E93G

misszensz mutacio

Rosszul feltekered 6

Nativ NcbSor fehérje
fehérje \
e Ubikvitindcio
Citoszol / a
« Redukalo er6 biztositasa {
a zsirsav-deszaturaciohoz « —» Proteaszomilis
. , L, % $ degradicio
e [sejtek védelme az oxidativ és

ER-stresszel szemben ..
¢ Ncb5or deficiencia

< [fsejtek fokozott oxidativ és
ER-stressz érzékenysége

* Inzulinfiiggd diabétesz

2. abra. Az Ncb5or fehérje féléletidejét rovidité misszensz mutaciok
feltételezett in vivo kovetkezményei
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5. A természetes p.E87G ¢és p.E93G, valamint mesterséges p.E87Q és p.E93Q
mutaciok vizsgalata azt mutatta, hogy a két evoliicidsan konzervalt glutamat
egység negativ toltésének, illetve hidrofil oldallancanak megléte egyarant
sziikséges az Ncb5or stabilitasdhoz, vagyis hossza féléletidejének
fenntartasdhoz. Korrelacidt taldltunk a fehérje b5S-szeri doménjében
szamitott térszerkezeti valtozas és a fehérjeszint-csokkenés mértéke kozott.
Az Ncb5or 87-es és 93-as glutamat oldallancait érint6 misszensz mutaciok

fehérjedestabilizald hatdsaban tehat szerepet jatszhat a b5-szeri domén

s

Az 1) oxidoreduktazzal kapcsolatban tett megfigyeléseink valaszt adnak a
celkitlizések soran feltett kérdéseinkre, ugyanakkor tujabbakat is felvetnek.
Tovabbi kutatasnak kell tisztaznia, miért van sziikség a zsirsav-deszaturacidhoz
kapcsolodo elektrontranszfer alternativ Utvonalara, ha az ugyanazt a cellularis
NAD(P)H-készletet hasznalja, mint a mar meglévé komponensek. Vizsgalni kell,
milyen hatasok valtjak ki, 1illetve fokozzdk az NcbSor részvételét a
deszaturacioban, valamint, hogy milyen egyéb redox folyamatokban kozremiikod-

het. Frdemes tovabba annak is utdna jarni, hogy egyes mutaciok, hogyan

sy

crer

Roviditesek:

11BHSD1: 1-es tipusu 11B-hidroxiszteroid-dehidrogenaz, G6PD: gluk6z-6-foszfat-
dehidrogenaz, GG6PT: glukdz-6-foszfat-transzporter, H6PD: hexdz-6-foszfat-dehid-
rogenaz, GAPDH: glicerinaldehid-3-foszfat-dehidrogenaz, DAPI: 4,6-diamidin-2-
fenilindol, SDS-PAGE: natrium-dodecil-szulfat poliakrilamid gélelektroforézis,
GFP: zo6ld fluoreszcens fehérje, GIn/Q: glutamin, GIU/E: glutamat, Gly/G: glicin,
DIC: Nomarski differencial interferencia kontraszt
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