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1. Roviditések jegyzéke

A549
AA
AIEE
AP-1
AQP
AR22°CGD
ASK1
ATCC
ATII
Bach?2
BiP

BJ

BSA
CGD
CHIP
Co-Smad
CRAC

CYBA

Human tiid6 eredetli adenokarcinéma sejtvonal

Arachidonic Acid; arachidonsav

Aggregation-induced Emission; aggregacio-indukalt emisszio
Aktivator Protein 1

Aquaporin, viz csatorna

Autoszomalis recessziv 6roklésmenetti kronikus granulomatozis
Apoptosis Signal-regulating Kinase 1; apoptdzis-szabalyzott kindz 1
American Type Culture Collection

Angiotensin Il; Angiotenzin Il

BTB Domain And CNC Homolog 2; BTB domén és CNC Homolég 2
Binding immunoglobulin protein, GRP-78

Human bor eredetii fibroblaszt

Bovine Serum Albumin; szarvasmarha szérum albumin

Chronic granulomatous disease; kronikus granulomatozis betegség
C-terminus of Hsc70-interacting protein

Common partner Smad: Smad4

Calcium release-activated channel

p22P"* citokrom b a-alegysége
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CFP Cyan Fluorescent Protein; ciankék fluoreszcens fehérje
DCFH 2’,7’-dichloro-dihidrofluorescein

DH Dehidrogenaz domeén

DM dehidrogendz domén

DMEM Dulbecco’s Modified Eagle Medium

DMSO dimetil-szulfoxid

cDNS komplementer DNS szal

DPI difenil-jodonium

DTT dithiothreitol

Duox Dual oxidase; dual oxidaz

ECM extracellularis matrix

EDTA diamin-tetraacetat

EF-hand kalcium-koté motivum

EGFP Enhanced Green Fluorescent Protein; z6ld fluorescens fehérje
Elk1 ETS domain-containing protein Elk-1

EMT Epithelial-Mesenchymal Transition; epithélidlis-mezenchimalis atalakulas
ER endoplazmas retikulum

ERI,m ER luminalis felszine

ERcyto ER citoszdlikus felszine

ERK Extracellular Signal Regulated Kinase; extracellularis szignal szabalyozott kinaz
EST Expressed Sequence Tag



Erol

FA

FAD
FBS
bFGF
FIG1
FKBP
FRB
FRET
GFP
gp91""™
GSH
GSSG

H. Renox
HA-tag
HDF
HEAC
HEPES
HEK293FS
Hic-5

HIFla
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ER oxidoreductin 1; endoplazmas retikulum oxidoreduktaz 1
Fokalis adhézid

Flavin-adenin-dinukleotid

Fotal Bovine Serum; fotalis borju szérum

basic Fibroblast growth factor; fibroblaszt ndvekedés factor
HiF-1a aszparagin hidroxilaz-1

FK506 binding protein; FK506-kot6 fehérje

FKBP-rapamiyn binding domain; FKBP-rapamicin k6t6 domén
fluoreszcencia rezonancia energiatranszfer

Green Fluorescent Protein; zold fluoreszcens fehérje

Nox2, Cytochrome b-245 B polipeptid

redukalt glutation

oxidalt glutation

human Nox4

Human influenza hemagglutinin epitope; hemagglutinin fizios fehérje epitop
Human Dermalis Fibroblaszt

Human Aorta Endothél sejt
2-4-(2-hidroxietil)-1-piperazinil-etanszulfonsav

HEK?293 freestyle sejtvonal

Hydrogen Peroxide-inducible Clone-5; H,O»-indukélhat6 5-6s klén

Hypoxia-inducible Factor 1-alpha; hypoxia indukalt faktor 1-alfa



HPF
HRE
HRP
HSP70
HUVEC
IP3R
I-Smad

JNK
KEAP
Ki

Km
LAP
M.Renox
MPO
MRNS
NAC
NADPH
NF-yB
NLS
NO

Nox

NOXAl
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Human Pulmonary Fibroblast, human tiid6 eredetii fibroblaszt
Hypoxia Responsive Element; hypoxia érzékeny minta
tormaperoxidaz

70 kilodalton Heat Shock Protein; 70 kDa-os hdsokk fehérje
Human Umbilical Vein Endothelial Cell; human kdldokvéna endothél sejtvonal
Inozitol Trifoszfat Receptor

Inhibitory Smad: Smad5, Smad6

c-jun N-terminal kinase; c-jun N-terminélis kindz
Kelch-like ECH-associated protein 1

inhibicios allandd

Michaelis-Menten &lland6

Léatencia-asszocialt protein

Egér Nox4

Mieloperoxidaz

hirvivé RNS

N-acetil-cisztein

nikotinamid-adenin-dinukleotid-foszfat

nukledris factor y B

Nuclear Localization Signal; Nukleéris lokalizéacios szignal
nitrogén-monoxid

NADPH oxidase; NADPH oxidaz

NADPH Oxidase Activator 1; NADPH oxidaz aktivator 1
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NOXO1
Nrf2
NSCLC
H20;
02—
Oct-1
ORF
OSCN-
p4QPx
p47Phox
067P1ox
PARP
PASMC
PCR
PDI
PHD
PKC
PMA
PMN
Poldip2

PTEN
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NADPH Oxidase Organizer 1

Nuclear Factor (Erythroid-derived 2)-like 2

Non-small Cell Lung Cancer

hidrogén-peroxid

szuperoxid

Octamer-binding Transcription Factor 1; octamer-kot6 transzkripcids faktor 1
Open Reading Frame, gén kodol6 szakasza

hipotiocianat

Neutrophil Cytosol Factor 4; fagocita oxidaz 40 kDa tomegii komponense
Neutrophil Cytosolic Factor 1; fagocita oxidaz 47 kDa tomegii komponense
Neutrophil Cytosolic Factor 2; fagocita oxidaz 67 kDa tomegii komponense
Poli-ADp rib6z polimeraz

Pulmonary Artery Smooth Muscle Cell; tiid6 artérias simaizom sejt
Polymerase Chain Reaction; polimeraz lancreakcid

Protein Disulfide Isomerase; protein diszulfid izomeraz

HIF-1a prolin hidroxilaz

Protein Kinase C; protein kindz C

Forbol-Mirisztoil-Acetat

Polymorphonuclear Leukocytes; Poli-Morfo-Nuklearis sejt

2-es tipusu polimeraz delta interakcios feheérje

Phosphatase and tensin homolog, foszfataz és tenzin homoldg



PTP
PTP-B1
QPCR
RACE
RENOX
RNS
ROS
R-Smad
RyR1
SARA
SDS
SERCA
SH3
SiIRNS
SMA
SOC
SOD
SRE
STAT
STIM1

TASK-1
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Protein Tyrosine Phosphatase; protein tirozin foszfataz
Protein Tyrosine Phosphatase B1; protein tirozin foszfatdz B1
Quantitative Polymerase Chain Reaction; kvantitativ PCR
Rapid Amplification of cDNA Ends

Renal Oxidase, Nox4; vese-oxidaz

ribonukleinsav

Reactive Oxygen Species; reaktiv oxigén szarmazék
Receptor-regulated Smads: Smad2, Smad3

Rianodin Receptor 1

Smad anchor for receptor activation

Nétrium-dodecil-szulfat

Sarco/Endoplasmic Reticulum Ca?*-ATPase

SRC Homology 3 Domain; Src 3 homoldgia domén

short interfering RNA; kis interferal6 RNS

Smooth Muscle Actin; simaizom aktin

Store Operated Ca®* Channel; Ca?* raktar-regulalt kalcium csatorna
Superoxide dismutase; szuperoxid-dizmutaz

Smad Responsive Element

Signal Transducer and Activator of Transcription

Stromal Interaction Molecule 1

TWIK-related acid-sensitive K+ channel 1



TG
TGF-p1

TGFBR

™
TNFa
TRP
Trx
Tsk4/5
TTF
TYR
Vmn2r
VSMC
Yapl

YFP
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Thapsigargin

Transforming Growth Factor B1; transzformal6 novekedési faktor f1
Transforming Growth Factor 1 Receptor;
transzformal6 novekedési faktor 1 receptor
Transzmembran régid

Tumor nekrozis faktor a

Tranziens receptor potencial ioncsatorna szupercsalad
Thioredoxin; tioredoxin

Tirozin kindz szubsztrat 5 SH3 doménnel

Tail-tip Fibroblast; farokvég eredetii fibroblaszt
Tirozinaz gén (Try)

VVomeronazalis 2-es receptor pszeudogén

Vascular Smooth Muscle Cell; érfal simaizom sejt
Yeast Activator Protein 1

Yellow Fluorescent Protein; sarga fluorescens fehérje
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1. Bevezetés

1.1 A reaktiv oxigén szarmazékokrol altalaban

A reaktiv oxigén szarmazékok (ROS) szerepe a szervezetben napjainkban is intenziven
kutatott terlilet. Kezdetben pathofizioldgids folyamatokhoz kototték Gket, de ez a kép az elmult
néhany évtized alatt erételjesen atformalodott. Méara bizonyitott, hogy a szabalyzott ROS
termelés szamos teruleten esszencidlis komponense a szervezet egészséges homeosztazisanak,
mint peéldaul az immunvédelem, a hormonszintézis, az idegrendszer mikodése, az

oxigénérzékelés és a vazoregulacio (1).

A reaktiv oxigén szarmazékok molekularis oxigénbdl kialakulo molekulak: tagabb
értelemben ide soroljuk a szuperoxidot (O, ), a hidrogén-peroxidot (H,0O,), a szinglet oxigént
(*0,), valamint az 6zont (O®) (1. &bra). Koziilik szabadgyodknek csak a szuperoxid és a hidroxil-
gyok (OH) tekinthetd, heves reakciokeépessegiikert a legkiils6 elektronhéjukon talalhato
parositatlan elektron felel (2). Az oxigén mas molekulakkal, példaul nitrogénnel is kialakithat
reaktiv szdrmazékokat, mint a nitrogén-monoxid (‘NO) és peroxinitrit (ONOO ), amelyek szintén
fontos jelatviteli mediatorok (3).

szingle'ioxigén

_— katalaz
O, SOD glutation
B
e

/ \e-
hv : :

- : v -
e v e’

e
O2 —>— 0, —3—+H>0,——+"OH—>—> H,O
® oH* ® H* H,O ".\ 2H*
\. \‘ 3

~ \ \
NO’ 8 \ \
4 =, \ N
; ONOO™ _

szuperoxid- hidrogén- hidroxil gydk

! . anion gyok peroxid
nitrogen-monoxid
gydk peroxinitrit

1. &bra: A Reaktiv oxigén-, és nitrogén szarmazékok egymasba alakulasanak sematikus

rajza: A molekuldris oxigén lépésenkénti, egyértékii redukcidja szuperoxidot (Oy"),
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hidrogénperoxidot (H,0,), hidroxil gyokét (OH) és végul vizet eredményez. Szinglet oxigén csak
nagyobb gerjesztési energia altal johet létre. Eliminalasukat szuperoxid-diszmutézok (SOD),
kataldzok, peroxiredoxinok, citokrém-oxidazok, illetve nem enzimatikus antioxidans rendszerek,

példaul glutation, a-tokoferol, aszkorbinsav és liponsav is képes katalizalni (4).

A szervezetben nagyobb mennyiségben a mitokondrium sejtlégzése soran kaszkad-szerii
reakcioban melléktermékként termel6dik szuperoxid, melyet a mitokondrium matrixaban a
szuperoxid-dizmutaz (SOD) hidrogén-peroxidda (H,O;) alakit tovabb. Emellett az endoplazmas
retikulum (ER) lumenében a szekretoros fehérjék oxidativ érése sorén is keletkezik ROS, féként
H,0, az Erol oxidoreduktdz enzim termekekeént (5, 6).

A sejtekben keletkezett ROS, mint direkt szignalizacios molekuldk, szigortan regulalt
folyamatokban, szerves és szervetlen vegyiletek oxidacidjdval megvaltoztathatjak azok
aktivitasat, fizioldgias funkciojat (7). Eliminalasukat szamos enzim (szuperoxid-diszmutazok,
katalazok, peroxiredoxinok, citokrom-oxidazok), valamint nem enzimatikus antioxidans
rendszerek, példaul glutation a-tokoferol, aszkorbinsav és liponsav is képes katalizalni. Fokozott
termel6désiik, vagy a sejtek és a szdvet redukcids kapacitdsanak csokkenése tulterheli a
fiziologias redox egyensulyt, mely oxidativ stresszt idéz el6 (8). A fokozott oxidativ kdrnyezet
gyors lancreakcioban triggereli a DNS, fehérje, lipid vagy szénhidrat molekulak aspecifikus
oxidacidjat vagy peroxidacidjat, ezaltal a biologiai szdvetek strukturdlis és funkcionalis
integritasa  csokken, hozzajarulnak pathofizioldgids elvaltozdsok kialakuldsdhoz, mint
neurodegeneracid, tumorigenezis fokozodas, valamint a diabetes és Oregedés egyik lehetséges
okanak is tartjak (9-14).

1.2 A NADPH-oxidazok, mint természetes ROS forrasok

A NADPH-oxidaz (Nikotinamid-adenin-dinukleotid foszfat oxidaz; Nox) enzimek
tobbsejtii organellumokban a szabalyzott ROS termelddésért felelések (15-17).

Elséként a polimorfonuklearis (PMN) fagocita sejtekben kifejez6d6 NADPH-oxidaz
(Nox2 vagy gp91”™) enzimkomplex milkodését irtak le (18), ahol a fagocita sejt direkt
baktericid hatasu degranulacidja soran kialakuld oxidativ robbanas fokozott oxigén fogyasztasa

az enzimkomplex szuperoxid termelésére forditodik (19). 1970-ben Klebanoff jellemezte az

12
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oxidativ robbanasban kézremiikodé mieloperoxidazt (MPO) (20), 1973-ban Babior azonositotta,
hogy a keletkezé6 termék szuperoxid (21), 1980 koril mar 6sszekapcsoltak a kronikus
granulomatézisban (CGD) szenvedé betegek bakterialis fertézésekkel szembeni csékkent
ellenallasat az enzimkomplex hibas miikodésével. Noha a NADPH-oxidadz komplex funkcidjat
gyorsan felismerték, de alegységeit csak a késobbi évtizedekben sikerult maradéktalanul

azonositani (22-27).

A Nox2 karakterizalasaval parhuzamosan szdmos megfigyelés tdmasztotta ala, hogy mas
sejttipusokban is megfigyelheté hasonlé funkcidju enzim, példaul fibroblasztokban (28), érfal
simaizom sejtekben (29) vagy kiilonb6z6 huméan tumoros sejtvonalakban (30). A jelenleg ismert
7 Nox homolog pontos azonositasa a 2000-es évek elejére lett teljes: Nox2-6t kovette a Nox1
(31, 32), Nox4 (33, 34), Nox3 (35), Nox5 (35, 36), Duox1 és Duox2 (37-40).

1.2.1 A NADPH-oxidazok szerkezeti felépitése

A legfontosabb kozos jellemzdjiik egy konzervalt, transzmembran katalitikus doménen
keresztilli elektrontranszfer, ahol elektron donorként NADPH-t, akceptorként molekularis
oxigént hasznalnak, amely a reakci6 soran szuperoxid anionna vagy hidrogén-peroxidda alakul at
(41). Szamos szerkezeti azonossag is felfedezhet6 a csalad tagjai kozott, a C-terminalis végik

fel6l haladva a kozos motivumok az alabbiak:

e Egy citoszolikus DH (dehidrogendz domén), mely tartalmaz egy NADPH- és
flavin-adenin-dinukleotid- (FAD) k6t6 domént;
e Hat konzervalt, o-helikalis transzmembran (TM) szakasz;

e A lll-as, és V-06s TM régioban keét-két konzervalt hisztidin, melyek két

prosztetikus hem csoport koordinalast végzik (2. abra) (42);

13
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2. dbra: A konzervalt hisztidinek predikalt elhelyezkedése: A Ill-as és V-6s TM régidban

YEye

modelljében (43).

Ezen alapvet6 kozos elemeken kiviil a Nox5, a Duox1 és a Duox2 (Dual oxidase 1, 2)
tartalmaz négy intracellularisan elhelyezkedé ,,EF-hand” motivumot is, melyek az
enzimkomplexek szabalyzasahoz sziikséges Ca** kotésért felelosek (35). A Duox enzimek
konzervalt hisztidin aminosavai a IV-es, és VI-0s TM régidban helyezkednek el. Tartalmaznak
tovabba egy ’extra’ TM szakaszt és egy extracellularis peroxidaz-szerti motivumot is. Evollcios

megkdzelitésben a Nox5 enzim all a legtavolabb a fagocita oxidaztol (43, 44).

1.2.2 A NADPH-oxidazok alegységei €s regulatorai

A NADPH oxidazok aktivalodasahoz, szabalyzasdhoz elengedhetetlen kiilonb6zé
citoszdlikus fehérjék jelenléte (3. abra). A Nox2 (gp91P"®) igényli a legtobb alegység egyiittes
kapcsolédasét, de az analdgia a Nox1 és Nox3 esetén is hasonlé: a membranhoz kotstt p22P"

crer

transzlokal6do citoszolikus irdnyité egységek szamara: a p47°"™ (fagocita oxidaz 47 kD tomegfi

komponense) és Noxol (NADPH organizer 1), az aktivator p67°"™

(fagocita oxidaz 67kDa
tomegii komponense) és Noxal (NADPH oxidaz aktivator 1), valamint a Rac kis G-fehérje (24,
45, 46). A legkésébb felfedezett p40P"™ (fagocita oxidaz 40 kDa tomegii komponense) inkabb

modulacios alegység (27, 47-49).
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Extracellular

Cytosol

s Nox 5 %

Extracellular

Cytosol

3. abra: A NAPDH oxidazok alegységeinek sematikus rajza: A Nox1 és Nox3 oxidazok
szilkséges alegysége a stabilizalé p22°"*, szabalyzé faktoraik a p47°", p67°"™ és homoldgjai a
Noxol, Noxal, valamint GTP-kétott Rac. A Nox2 tovabbi modulaciés alegysége a p40P"™. A
Nox5 és Duox1-2 a szerkezetében talalhato kalcium-kot6 EF-hand motivum segitségével érzékeli

az intracellularis kalcium koncetraciévaltozast, mas regulatoruk nincs, csak érési faktoraik (50).

A Nox5 és a Duox enzimek szabalyozéasa eltérd, a Dual oxidazoknak kifejez6déslk soran
érési faktorokra (Duoxal és Duoxa2) van sziikséguk, amelyek az ER-b6l a plazmamembranba
citoszolikus partnereket vagy a p22°" stabilizalasat (36, 51-53). Aktivacidjahoz az
intracellularis szabad kalcium vagy kalcium-kotott kalmodulin  bekotédésével  Kialakuld
konformaciovaltozas szlikséges (35, 36, 51).
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1.2.3 A NADPH-oxidazok széveti eloszlasa

Ertekezésem 6 témajat, a Nox4 enzimet kiilon fejezetben kivanom bemutatni, a t6bbi
jelenleg ismert NADPH oxidaz szoveti eloszlasat, aktivatorait, regulatorait és fébb funkcidjat az

alabbi tablazatban foglaltam 6ssze:

Szoveti eloszlasa Sejtfunkcio Szabalyz6ik
Noxl vastagbél epithél sejtek kolon antibakterialis védekezés, p22°"% Rac,
0X
ér simaizom, uterus nyalkahartya homeosztazisa NOXO1, NOXA1l
PMN sgjtek, p22°" Rac
neurondlis sejtek, kardiomiocita, ) ) p47""(NOX02)
Nox2 o _ ) immunvalasz A \
harantcsikolt izom, hepatocita, endothél p6 7P p4QP"™
sejtek, és hemopoetikus Gssejtek
hianyaban stlyos vesztibularis p22"* Racl,
Nox3 belsé fiil
zavar NOXO1, NOXAl
lép, here, uterus tobbféle hosszsagu izoforma, | Ca’* jelre szuperoxid
Nox5 érfal simaizom, Nox5 funkcidja jelenleg termelés
placenta ismeretlen
ajzsmiri
, ,p- ! L, g’f ) , i , Duoxal,Duoxa2
Duox1 Iéguti epithél sejtek, nyalkahartyafelszinek védelme
cerebellum, testis
pajzsmirigy hormonszintézishez
Duox2 nyalmirigy, uterus esszencialis jodid ionok Duoxal,Duoxa2
gasztrointesztinalis epithelium oxidacidja

1.tablazat: A NADPH oxidazok szoveti eloszlasa és legjellegzetesebb funkcidi: A Nox
és Duox enzimek szdveti expresszidja, vastagon jeldlve az oxidaz legmagasabb expresszios helye,

valamint funkcidik (1, 54).
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1.3 A Nox4

Jelen fejezetben az irodalom &tfogo allaspontjat szeretném bemutatni a NADPH oxidazok
talan legmegosztobb tagjarol, a Nox4-rol. Elettani szerepérdl, de még expresszids helyérél is a

szakirodalom sokszor egymassal ellentétes kovetkeztetésekre jutott.

1.3.1 Azonositasa

Elészor 2000-ben Geiszt és munkatarsainak siker(lt vese lizatumbdl azonositani a Nox4-
et kddol6 mRNS-ét, majd teljes hosszisagaban megklénoztak a Nox4-et (33). Egy évvel késébb
Shiose és munkatarsai is megerdsitettéek a veseben egy 25 exonbol all6 Nox2 homolég (Renal
oxidase, Renox) intenziv jelenlétét (34).

A Nox4 génje a 11q14.3-g21 kromoszOmarészen talalhato, a huméan gén 160kb olel at a
genomban és 18 exont tartalmaz. Ezen génr6l mRNS szintii vizsgalatok soran azonositottak
tovabbi négy splice varianst (Nox4A-D) (4. &bra) (55).

Start
kodon

Nox4 ﬁ‘:HzHaH-tHsHeHrHaHeHw
Nox4B 1‘1H2H3H4H5H6H7H8H9H1o H 16 HELAHE
Noxac {1 ZHEHEHEHEHTHE]
NoxD {1 HZ}
Nox4E {’j]-@ 17 118

4. abra: A Nox4 splice-varidnsainak exon struktdraja: A boxokban a szamok az exon

sorszamat tartalmazzak, a fekete boxok a FAD-k6t6 domént, a sziirkék fehér betiikkel a NADPH
kotésért felels szakaszokat, a sziirke boxok fekete betiikkel pedig a transzmembran régidkat

jelolik. A fehérek linker szekvenciaknak felelnek meg (55).

Ezen splice variansok fiziologiai szerepérél még kevesebb adat all rendelkezésre. A
Nox4D nem rendelkezik TM régioval és hidnyos FAD-kot6 doménje is, azonban nukleéris
lokalizaciét mutat human és patkany érfal simaizom (VSMC) sejtekben, ahol csékkent ROS
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termelésével redox érzékeny transzkripcios faktorokat modulal, mint az ERK1/2 (Extracellular
Signal Regulated Kinase) vagy a ElIk1 (ETS domain-containing protein Elk-1) (56). Azon A549
(humén tiid6 eredetti adenokarcinoma) sejtek ROS termelése is csokkent, ahol a NADPH- és

FAD-ko6t6 domének csak részlegesen hianyoztak, A TM doménekkel nem rendelkez6 variansok

a citoszolban fejez6dnek Ki, de ROS termelésik intakt maradt (55).

A teljes hosszusagu fehérje egy 578 aminosavbol allé 66,5 kDa tomegi protein,

aminosav sorrendje 57%-0s homoldgiat és 39%-o0s egyezést mutat a Nox2 enzimmel. A human

és az egér Nox4 egymassal 90%-ban homoldg (5. &bra) (33, 34).

H. RenoxX MAVSWRSWLANECVKIINS 3 Nl T YNOCGPEYHY LHOMLGLELCLSR
M. Renox MAVSWRSWLANEG A AR R AR el T YNOGPEY Y Y THOMLGLGLCLSR
Consensus W HNEG+ +++WL +NV LF gl +Y+ GP+Y ¥ ++LG L L+R
M. gpa1Phox ¥l S TR S e R T v I LVWLGLNVELEINY ¥ DDGPKYNY TRELLGSALALAR

SWIICIFSGVHVAR
CGVTICIFSGVHWAY
I + + +H

NYSEDFLELNAARYOMNEDPRECTAMIEEEE o i i 508 P = 4F fod 7 74 Ty
N +E++ LN AR + ++P L+ T + G+TE+ + + L
NVEWCVNARVGISDRYSTALSDIGDNENEEY —— LNFAREKIKNPE LY VAVIELACGTTESIWVITLCT
* *

ITASTYAIRVS DRy i M s s S A AR GG LLEKYQTNLD THPPGCISLNRTSSONIS
TYAIRVS S - N T SR M AR S CCLLEYQTHNVD THPPGC I SLMNQTS SQNMS

+T+S5T TR S <L e s nrrr s PR ) ++4+ QT S + M+
FER RN R TN Y R R A F RIVREQT === === ==ARSLEFE ===HNLD

L-PEYFSEHFHEFPFPEGFSKPAEFTQHKFVEICMEE PR
I-PDYVSEHFHGSLPRGFSKLEDRYOKTLVKICLEEP
+ + + E + K +K C P

QANFPOTWLWISGPLCLY CAll
OAHFPOTWIWISSPLCTLYCAD
+ P TW WI GP+ LY

SHKEEVITIISVISHPSDVMEIRMVEENFEARDGOYITLHCPSVEATENHE
SHNEPVTIISVINHPSDVMELRMIKENFEKARPCOY ITILHCPSVSATLENHE
8 + VI W+ HF +EL+M K+ FK GQYT + CP V8 LE Qi
SOOKVVITHVVTHFFKTIE LOMEKKGFFEMEVGODY IFVEKCPEKVSKLE

KIVGDWIERFRDLLLPPSSQDSEILPFIQSENY PEKLY IDGPFGSPFEESLNY EVSLOCVAGE TIGVTERE
KVVGDWIERFRDLLLFPPSSODSEILPFIHSENY FPELY IDGFFGSFFEESLNYEVSLOCVACISIGVTRF
++VGDWTE L D + F + PE+ +DGPFG+ E+ +YXEV + WV > LGV IPE]

RIVGDWIEG—-—--LFNACGCDKQ--EFQDAWKLPKIAVDGPFGTASEDVESYEVVIL S I GV IPF

ASITLHNTLLDDWKEPY ——————— KLRRLY] LS FEWEFADLLCMLHNEFWOENRPDY VN IQLY L
ASILNTLLDDWEPY-———=—=—— EKLERLY TOSFOWFADLLCWVLHNEEFWOENRPDEFVNIQLYL
ASIL ++ W ¥ KL+++7% +F+WFADLL +L + + N ++++ +¥ L

ASILKSV-—-WYKYCDHATSLEKLKKIY THAFEWFADLLOLLE TQMOERNNANFLSYHIYL

SKTL- -HKLSNQNMNS-¥GTRFEYNKESFS 578
SKTL--HSLSNRENHS -YSTKFEYNKESEFS 578
++TL ++SMN+ & F +NEKE+F

AETLSKQSISNSESGPRGVHFIFNKENF 570

5. &bra: A human és az egér Nox4 szekvenciajanak dsszehasonlitasa a Nox2 enzimmel:
Fekete hatteret kaptak a transzmembran régiok, piros keretben a FAD-k6t6 szekvencia részlet, az

osszes konzervalt, NADPH kétésért felelos régio fekete keretben lathato. A ,, Consensus” sorban
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szereplo betitk aminosav azonossagot, a ,,+" szimbolumok pedig hasonlosagot jelolnek. H.

Renox: Human Nox4, M. Renox: egér Nox4 (33).

1.3.2 Szerkezeti sajatsagai

A Nox4 is tartalmazza a NADPH oxid&z aktivitashoz szlkséges kozos szerkezeti
doméneket. A 6 hidrofob TM a-hélix 5 hurkot képez (A-E), melyek koziil az A-, C-, és E-hurok
extracellularis vagy valamely sejtalkotd luminaris tere felé nézve az oxigén redukciojat végzi
(57). Katalitikus aktivitasaért a viszonylag hosszu, citoszolikus C-termindlis végén talalhat6 DH
domén, valamint a Ill-as és V-0s transzmembran régiokban talalhaté négy konzervalt hisztidin
felel, melyek két hem-et kétnek, akar a klasszikus (p22P"-dependens Noxok: Nox1, Nox2 és
Nox3) Noxok. A DH domén tartalmaz egy prosztetikus FAD- és egy NADPH-k&t6helyet,
melyeket az intracellularis B-loop konzervalt argininjei stabilizalnak, ezaltal megfelel6
tavolsagba kerill a FAD és az egyik hem molekula az elektron atvételéhez (58). In vitro
sejtmentes, tisztitott Nox2/4 kiméra TM és DH domén tesztek alapjan a Nox4 DH doménje a
NADPH-t preferdlja a NADH-val szemben (Km 55 uM) (59, 60).

A Nox4 intrinsic tulajdonsaga, hogy H,0,-ot termel szuperoxid képz6dése mellett. A
Nox4 a harmadik extracellularis E-hurkan egy 10-, és egy 18 aminosavas konzervalt inzercidval
hosszabb, mint a Nox1 és a Nox2 E-hurka. Ezen inzercidk kuldn-kilon torlése is tdlsulyban
szuperoxid termelést eredményezett (61). Két hipotézis is lehetséges a H,O,-ot termelésre: az
elsé szerint egyszerre egy elektron redukcidja megy veégbe és a képzédo termék attol fiiggden
a szekvencialis elektronatvétel sebessége a masodik Hem (HemB) molekulan. Az Ugynevezett
“belsé szuperoxid-diszmutaz mechanizmus” szerint egyszerre két diszkrét oxigénkotési lepés
zajlik le, melyek mindegyike szuperoxidot eredményez. Ezek mar az aktiv centrumban régton
diszmutalddnak és hidrogén-peroxid szabadul fel (6. abra)(62, 63).

Egyedilalldan a p22°"™-dependens Nox-ok kozétt a Nox4 DH doménje aktivaciot
kovetden intrinsic aktivalt konformacioban marad, a NADPH-rdl folyamatos az elektrontranszfer

FAD-ra, majd a hem molekulakra, ezaltal konstitutivan aktiv komplex jon létre (6. abra)(59).
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6. abra: A Nox4 H,0O, termelésének kinetikai modelljei: Az dbra felsé részén a
szekvencialis, egyszerre egy elektron redukcids modellje lathato, a képzédé termék az elsd
szuperoxid disszociaciojanak és a kovetkezd elektrondtvétel sebességének fiiggvénye. Az dbra
alsé részen az egyszerre két diszkrét oxigénkotési 1épés és hidrogén-peroxid szabadulasanak

sebessége lathato. Jobb oldalon a Nox4 H,0, képzésenek sematikus modellje lathaté (62, 63).

1.3.3 A Nox4 komplex szdveti expresszios mintazata

In situ hibridizacids kisérletekben tébb munkacsoport is a legnagyobb mennyiségben a
veseében detektalta a Nox4 mRNS-ét. Geiszt és munkatarsai az egér Nox4 mRNS-ét a proximalis
tubulusban és kisebb mennyiségben a vesevelé gytijtécsatornaiban azonositottdk (33). Mas
munkacsoportok szerint a human izoforma a disztalis tubulusokban (34, 64, 65), a peritubularis
térben (66) fejezédik ki. Egyéb felnbtt szovetekben az expresszios szintje elmarad a vesében

kifejez6d6 Nox4 mennyiségétol (7. abra):
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7. abra: A Nox4 szoveti expresszios eloszlasa RNS-seq adatok alapjan: RPKM (reads
per kilobase per million mapped reads): felillesztett kilobazisok szama a leolvasott readek
flggvényében. (GTEx — Genotype - Tissue Expression:genotipus - szoveti expresszid
https://www.proteinatlas.org/ENSG00000086991-NOX4/tissue).

A Nox4 sejtszintli expresszios mintazata széleskori eloszlast mutat, leirtdk ér endothel
sejtekben (67-69), érfal simaizom sejtekben (70-75), adventitialis-, tid6-, és bor eredetii
fibroblasztokban (76-78), adipocitakban (79), hepatocitakban (80, 81), osteoklasztokban (82,
83), neuronalis sejtekben (84, 85), valamint hemopoetikus Gssejtekben is (86).

1.3.4 A Nox4 sejten belli lokalizacidja

A Nox4-et szubcellularisan szinte minden sejtalkotoban kimutattdk mar: a nukleuszban,
mitokondriumban, az ER-ban, fokalis adhézidban, plazmamembranban és perinukleérisan is. A

3. tablazatban 6sszefoglaltam, hogy a Nox4-et kiilonbozé mérési modszerekkel hol detektaltak:

21



DOI:10.14753/SE.2019.2286

Sejten beltli

Sejttipus Modell Maodszer . Ref.
elhelyezkedés
Epithél sejtek: HEK293, .
COS7 Nox4 overexpresszio KM ER 87)
. S KM
indukélhaté Nox4 ' . -
HEK?293 overexpresszio TIRF mi.kroszkép’ia” PM, ER, perinuklearis
szuperoxid detektalas (60, 88)
HUVEC Nox4-GFP expresszi6 Hyper, ER (89)
TIRF mikroszkopia
HUVEC endogén Nox4 Immunhl.sztokemla', nukleusz
elektronmikroszkoépia (90)
HEK?293, human ASM Nox4 overexpresszio KM citoszkeleton, ER (91)
HAEC AdNox4-V5 KM ER
overexpresszio (92)
Human monocita eredetii oxLDL-stimulalt KM,
, . . . - ER, nukleusz
makrofag makrofag immunhisztokémia (93)
Felndtt és neonatalis endogén és KM perinuklearis régio,
kardiomiocita overexpresszalt Nox4 valdsziniileg ER (94)
. , , FA, stressz rostok,
Primer patkany VMSC endogén Nox4 KM nukleusz (95, 96)
_Nox4 Tg eger endogén Nox4 KM mitokondrium
Primer kardiomiocita (97)
Patkany vese cortex sztreptozin indukalta KM, mitokondrium. ER
és mesenchidlis sejtek patkany diabetes modell Mitokondrium izolalas ' (98)
SOD gatolhat6 ROS
Szivspecifikus Nox4 , termelés, Kemiluminescens . .
L1z L endogén Nox4 . L . mitokondrium
expresszald kardiomiocita aton lucigeninnel tisztitott
mitokondriumon (99)
Nox4 transzgenikus és KO , WB, KM, nukleusz, mitokondium,
, R endogén Nox4 . S . .
egér kardiomiocita Sejtfrakcionalas mikroszéma (100)
Eqér hepatocita Nox4 csendesités WB, KM, nukleusz kiilsé-, bels6
g P shRNS-el Elektronmikroszképia membran haldzat (101)
in vitro eldidézett
THP-1 monocita metabolikus strfess’z LDL, KM aktin remogjelllng,
magas gliikdz F-aktin
koncentrécié (102)
Primer huméan t_udo simaizom endogén Nox4 KM ER, nukleusz
sejt (103)
Primer nyul, és egér vazizom . WB, szarkoplazmés retikulum,
: endogén Nox4 . o - .
sejt Sejtfrakcionalas mikroszéma (104)
HUVEC, HMEC NoX4-GFP | KM ER
OVerexpresszio (68)

2. tablazat: A Nox4 feltételezett intracellularis lokalizdcioja kiilonbézd sejttipusokban

detektalva: PM: plazmamembran, ER: endoplazmés retikulum, FA: fokalis adhézio, WB:

Western blot, KM: konfokalis mikroszkopia, ASM: feinétt vizizom, HEAC: human aorta endothél

sejt, HMEC: human dermalis endothél sejt.
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A 2. tablazat is azt benyomast kelti, hogy a szakirodalomban nincs egységes allaspont a
Nox4 pontos lokalizaciojat illetéen sem. Szerkezetét tekintve nem talalhato rajta semmilyen
szignal- vagy retencids szekvencia, mégis a legtdbb esetben az ER és a mitokondrium
membranjaban detektaltak mind primer sejtekben, mind heteroldg expresszios rendszerekben.

1.3.5 A Nox4 aktivatorai, regulatorai

1.3.5.1 A p22°"* fehérje

A p22°"* fehérjét 1987-ben Parkos és munkatarsai izolaltdk huméan promielotikus
leukémia sejtekb6l, mely a cDNS koényvtar szerint a human CYBA gén termékének, a citokrom
b.245mv (Dss8) konnyli lancanak azonositottak (105). A human CYBA gén 8,5kb hosszusagu, a 16.
kromoszoma hosszabbik karjan (16924.2) talalhatd, 6 exont és 5 intront tartalmaz (25). A
kifejez8d8 p22P"* 22kDa tomegili, 196 aminosavbél felépiil§ transzembran fehérje (106). A
fagocita oxidaz (Nox2) a citokrém bsss két alegysége a gp91P"™ és a p22P"* (107, 108), melyek
egymast kolcsonosen stabilizaljak (109), valamint a p22P"* feladata az aktivalt oxidaz komplex

tobbi alegységének membranhoz horgonyozasa (110, 111).

A p22°"  génben eddig jellemzett polimorfizmusok megjelennek a fehérje
diszfunkcionalitasaban is (105, 112-115). Egyedi esetekben izolaltak olyan mutacidkat, mely a
p22P" teljes vagy részleges hianyat okoztak, mint az A125T, a G98A csere, illetve egy 179
bazisparos inzercié (112, 113, 116). A japan populacioban jellemz6 a C242T és a A640G
aminosav szubsztiticioja, melyek csokkent vaszkularis NADPH oxidaz aktivitds altal
csokkentettek a CAD (coronary artery diesase) kialakulasat (114, 117-119), de ezt kaukazusi
amerikai betegekben nem sikertlt kimutatni (115). A krénikus granulomatozis betegségben

phox

(CGD) szenvedd paciensek kétharmada esetében a citokrom gp91™™" génje hibas, meégis ezen

betegekben a p22°P"

gén intakt, de a fehérje expresszidja csokkent mértékii (120, 121). Az
autoszomalis recessziv oroklésmeneti human p22°" gén AR22°CGD mutéciti és SNP
variansai, a betegek 5%-a esetében szintén citokrom-deficiens CGD fenotipust eredményeznek

(25, 122-127).

A p22P"*_deficiens nmf333 egértérzs, melyet kisérleteink soran mi is alkalmaztunk, egy

misszenz mutaciét hordoz a gén kodold szakaszan. Az 0Otds exonban egy pontmutacid
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-z

helyett hisztidin talalhatd, amely valdsziniileg sulyos struktaralis valtozasokat eredményez (128).
Az nmf333 egerek recessziven 6rokl6dé, komplex fenotipust mutatnak, a Nox2 diszfunkcioja
miatt CGD-szerti immundeficiensek, tovabba egyensulyérzékelési zavarban is szenvednek a
belsé fiilben rezidens NADPH oxidaz, a Nox3 hibas miikodése kovetkeztében (128-130).

2.3.5.1.1 A p22P"™ fehérje szerkezete

Ubiquiter fehérje, mMRNS-e¢ mind magzati, mind kiilonféle felnbtt szovetekben
expresszalddik (1, 105). A fehérje komplett kristalyszerkezetének hidnyaban a transzmembran
régidinak pontos szdma egyelore kérdéses. A hidrofob szakaszok jelenlétébdl kiindulva egyes
modellek két (107, 131), harom (132-134), illetve négy (135) transzmembran szakaszt is
jésolnak. Szélesebb kdrben elfogadott a két TM régiot tartalmazo valtozat a molekula kis mérete,

N-, és C-terminalis citoszolikus vége, és az utdlagos glikolizacié hianya miatt (8. abra) (1).

8. abra: A p22°™ 2 transzmembran

szakasszal rendelkezo sematikus modellje:

oSl Membrane e ) .
' Az autoszOémalis recessziv oroklésmenetii

AR-CGD22°-t eredményez6 mutdciok a

zOlddel jelolt misszensz P156Q mutacio, a

s kékkel jelolt 9 SNP varians és hat pirossal

S0N51A - poepfsx 50
(Jr17av@ Q@10 K58Rfsx133

sz | jelélt aminosavcsere lathatd. A rozsaszin

'00..“.“ ,,/*"31047”‘ Y121H szubsztitici6 az nmf333 egér

______ mutécidjat eredményezi, az elsé membrant
dtszel6 régioban feketével jelolt 94-es
p22ehor ““OcooH poziciéjd hisztidin a hem kétésben jatszhat
szerepet. Lilaval jeldlt a prolin-gazdag
régiot alkotd (PRR) (K*®-t6l E'®%-ig tart6
szakasz), PxxP konszenzus motivum, mely a
1 p47°"* SH3 (SRC homolégia 3) doménnal

Iép interakcioba (127).
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1.3.5.1.2 A p22°"* interakci6ja Nox4-gyel

A p22°"% fehérje része a Nox1, Nox2, Nox3, és Nox4 NADPH oxidaz rendszereknek is
(91, 129, 130, 136), a Nox1-3 esetén lehetdvé teszi tovabbi alegységek bekotdodését (128, 130).
Altalanosan elfogadott elképzelés, hogy az alegységek onalléan nem stabilak, a horgonyzo

alegyseg hianyaban érésiik nem megy végbe, proteaszomalis degradaciora keriilnek (137, 138).

A p22°"* fehérje mennyiségének siRNS-sel torténd csendesitése csokkent aktivitast
eredményezett a Nox1, Nox2, Nox3 és Nox4 esetén (42, 87), azonban interakcigjuk p22°"*-szal
eltérd lehet. Nox2-deficiens CGD-s betegek fagocitaiban nem detektalhatd p22°"® sem (105), de
a Nox3 onalldan is képes PMA indukciot kovetd bazalis ROS termelésre (139), a Nox1 pedig a
N-glikolizaci6s érésen is keresztiil megy, de p22°"™ hiénya csak csokkent szuperoxid termelést

eredményez (136).

A p22P"* 3 kddolé szekvencidjaban talalhatd a C-terminalis végén egy prolin-gazdag
régio (K*°-E'%%), amely tartalmaz egy konszenzus PxxP motivumot. Ezen szakaszon keresztill
képes a p22°" a p47°"* és a NOXO1 SH3 (SRC3 homoldgia) doménjével interakcidba 1épni
(107, 140). A szakaszban talalhatd P156Q szubsztiticio vagy a C-terminalis vég trunkalasa utan
a pA7"" nem képes kapcsolodni p22°"*-hoz, amely a Nox1, Nox2 és Nox3 komplex
funkcidvesztéséhez vezetett, ellenben nem befolyasolta a Nox4 aktivaciojat (1, 141). A p22P"
rendelkezik foszforilacios helyekkel is a 134- és a 147-es pozicidban talalhatd treoninokon,

melyek a prolin-gazdag régi6 kozelében helyezkednek el (142).

A Nox4 aktivacijaban eltéré érzékenységet mutatott a kifejez6dé p22P"* fehérje
mUtAci6s vizsgalataiban (143). A p22°" C-terminalis trunkalésa gatolta a szuperoxid termélést a
Nox1-3 enzimeknél, de nem volt hatdssal a Nox4-re (111, 144), ellenben a p22°"* N-
terminusanak levagasa, illetve a 6-0s, és 9-es pozicidju triptofanok cseréje gatolta a Nox4 H,0,
termelését (9. abra) (143).
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9. dbra: A Nox4 H,0, termelése szempontjabdl krucidlis a p22°"™* N terminalus
szakasza: H661 sejtekben heteroldg expressziés rendszerben a p22°"™ trunkalt valtozatai koziil a
C-terminalis trunkalas (C130, C131, C141, C171-t5l levagva) nem befolyasolta a termelést, mig
N-termindlis és kozépsé szakaszainak moédositott valtozatai (N1, N11, 16, 126) a vad tipusu

kontrollnal szignifikansan alacsonyabb mennyiségii H,0O, termeltek (143).

Annak ellenére, hogy a Nox4 nagyfokud homoldgiat mutat a Nox2-vel, ezen adatok is arra
utalnak, hogy szabalyozasa, érése és aktivacioja is eltér a tobbi p22P"-dependens Noxoktl.

1.3.5.2 A Nox4 egyéb interakcios partnerei

A Nox4 egyértelmii p22P"-fiiggése mellett nem bizonyitott, hogy igényelne mas, a
klasszikus Nox aktivaciojahoz sziikséges citoszolikus aktivatorokat, kofaktorokat (87, 91, 145).

Ezzel ellentétben szamos feherjérél irtak 1le, hogy hozzajarulnak a Nox4 kdzvetlen

aktivaciojahoz, melyeket a 10. abran foglaltam 0ssze.
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10. abra: A Nox4 és feltételezett aktivatorai, regulatorai: p22” mint horgonyzé
fehérje, regulatorok: Poldip2: 2-es tipusu polimeraz delta interakcios fehérje, HSP27: 27kDa-0s
hésokk feherje, DPI: protein diszulfid izomeraz, HSP70: 70kDa-os hdsokk fehérje, Tska/5: Src3
homologia doménnel rendelkezd tirozin kindz szubsztrat 5, Hic-5: H,O,-indukalhatd 5-6s kion,

Cbl-c: E3 ubiquitin-protein ligaz.

Janiszewski és munkatarsai nyul VSMC sejteken végzett vizsgalataiban a protein
diszulfid izomeraz (PDI) a Nox4-gyel interakcidba lépve eldsegiti az aktivalodd enzim
konformacidvaltozasat (146), valamint direkt kapcsolatot irt le ugyanezen munkacsoport
makrofagokban is a PDI, p22°" és Nox4 kozott (147).

Szintén VSMC sejtekben a Poldip2 (2-es tipust polimeraz delta interakcids feheérje)
p22°"*_hoz kotédik, ezaltal haromszorosara fokozza a Nox4 aktivitasat (148-150). A Poldip2
simaizom sejtekben aktivalja Nox4-et, mely hatdsara fokozodik a fokalis adhézidk turnovere
RhoA/FAK-fiiggd utvonalon (151). Human dermalis fibroblaszt (HDF) sejteken is leirtak, hogy
a transzformalé novekedési faktor Bl (TGF-B1) indukciot kovetben a katalitikus egységek
mellett Poldip2 is expresszalodik (152).

Egér fibroszarkoma sejtmodellben invadopddia kialakuldsa sordn a Nox1 mellett a
p47ph°x egy szerkezeti anal(’)gja a Tsk4/5 (Src3 homolégia doménnel rendelkezd tirozin kinaz

A HSP70 (70 kDa-os hosokk fehérje) asszociacioja Nox4-gyel csokkenti spontan
hipertenziv patkany modell VSMC sejtekben a Nox4 komplex aktivitasat. Ugyanezen
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patkanymodell proximalis tubulus eredetii (PTC) sejtjeiben leirtdk, hogy a hésokk fehérje a
Nox4 komplex CHIP (proteoszémalis degradacios ko-saperon) medidlta ubikvitinaciojat és
proteaszomalis degradaciojat indukalja (96, 154).

A Hic-5 (H,0,-indukalhat6 5-6s klon) szintén negativ feedback visszacsatolassal VMSC
sejteken gatolja a Nox4 aktivitasat, ezaltal csokkentve a redox-fiiggdé aktin reorganizaciot €s
sejtmigraciot (155, 156).

Gorin és munkatarsai 2003-ban publikélt eredményei szerint mezangialis sejtekben a
NADPH oxidazok koziil csak a Nox4 fejezddik ki, aktivacidjahoz pedig aktiv Racl sziikséges.
Az angiotenzin Il (ATII) az 1-es tipusu angiotenzin receptort (ATR1) aktivalja, mely a
foszfolipdz A2 (PLA2) altal kozvetitett Gton arachidonsav (AA) képzdédést eredményez, mely
Racl-et indukalja. Az aktivalt Racl a Nox4-et aktivalja, mely ROS termelésével a redox-fiiggd
Akt szerin-treonin kinaz / protein kinaz B (PKB) utvonal fokozasaval a fehérjeszintézist
tdmogatja. A Racl domindns negativ variansa, illetve a Nox4 antiszenz RNS-sel torténé
csendesitése gatolta az angiotenzin Il altal indukalt fehérjeszintézist is (63). Martyn és
munkatarsai epithél sejtekben a Nox4 aktivitasat intaktnak talaltdk a Racl csendesitése vagy
kittése mellett (87, 157, 158). A Nox4 kapcsolata Racl-gyel lehet sejtspecifikus vagy
mezangialis sejtekben mas Gton termel6dott a fehérjeszintezis alatt detektalt ROS.

A Nox4 enzimkomplex regulacidja egyértelmii posztranszlacids aktivacio hianyaban
val6szintsithetden transzkripcids szintii. Mahadev és munkatarsai szerint inzulin hatésara
adipocita sejtek ROS termelésel0-szeresére nétt, amely az inzulin hatasara fokozod6 Nox4
expresszidjanak koszonhetd (14).

Azon Nox4 variansok, ahol mutécidt hoztak Iétre a FAD-, és NADPH-k6t6 doménben,
inzulin hatasara kialakuld6 ROS termelésiuk 80%-at elvesztették. A dominans negativ mutaciok
altalaban nem jellemzbek egy szabalyozatlan, konstitutivan aktiv fehérjére (14, 158). A Nox4
aktivacioja nem transzlacids szinten megy végbe, nincsenek egyértelmii citoszolikus aktivatorai,
konstitutivan aktiv, ezért szabalyozasa inkabb transzkripcidés szinten valdsul meg. A 3.
tablazatban osszefoglaltam azon transzkripcios faktorokat, amelyeknek a Nox4 promoterében

felismerdhelye van:
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Transzkripcios faktor Hatas Sejttipus  felismerShelye a Noxd promodterében

E2F pozitiv VSNMC CAACAGGCTCGCGAGACAAAGGGGLCTGGE

MNrf2 pozitiv tidé endothél CTATGTCATTAAACAATCTGACGCCTGTAATCCCAGCAG
HIF-1a pozitiv PASMC ACGTG

NF-xB negativ PASMC AGTTTGGGE

oct-1 negativ HUVEC ATTATTTAT

sp3/spl pozitiv HEK293 GC-boxl: AGGGGGCGGLGAG

c-jun pozitiv HUVEC GC-box2: GACCCCGCC

STAT3 pozitiv SMC AP-1/Smad: TGAGTC

MRTF pozitiv LLC-PK1  CC(A/T)6GG box)

3. tablazat: A Nox4 lehetséges requldld transzkripcios faktorai és azok kotéhelyei
promoterében: A pozitiv hatasu faktorok fokoztak a géen expresszidjat az adott sejtvonalban, mig
a negativak csokkentették. (PASMC: tiidé artérias simaizom sejt, VSMC: érfal simaizom sejt,
HUVEC: human kéldokvéna endothél sejt, HEK293: human embrionalis vesesejt 293, SMC:
simaizom sejt, LLC-PK1: sertés proximais tubulus epithél sejt) (159-164).

A Nox4 bazalis aktivitasdhoz a p22P"-on kiviil nincsen sziikség egyéb molekulakra,
szabalyzasa leginkabb sajat expresszios szintjének valtozésaval valosul meg, viszont szdmos
irodalmi adat alapjan lehetséges, hogy egyes szovetekben egyéb interakcids partnerek
fokozhatjak aktivitasat (165).
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1.3.6 Nox4 szerepe

1.3.6.1 Nox4, talan oxigén szenzor?

Egyelére nyitott kérdés, hogy milyen funkciot tolthet be, egy a legnagyobb
mennyiségben a veseében expresszalddd, konstitutivan aktiv, féként H,O,-0t termelé enzim.
Logikus kovetkeztetés lehet a vesében az oxigén szenzor hipotézis, ahol kiemelkedd szerepe van
az oxigén tenzio eérzékelésének a szdovet endokrin funkciéja miatt, mint eritropoetin
szintézisszabalyzas, renin-angiotenzin alapu vérnyomasszabalyozas. Hypoxias kortilmények
kozott tiid6 eredetii PASMC (pulmonary artery smooth-muscle cells) sejteken irtak le, hogy a
HIF-1a (Hypoxia-inducible factor 1-alfa) fokozza a Nox4 expresszidjat, ezéltal emelkedik a
termel6dé ROS mennyisége is (166). A jelatvitelben semlegesnek tekintheté oxigén molekula
tenzidja redox jellé konvertalodik, tovabba a Nox4 altal termel6dé H,0, szignalizacios hirvivo
molekula, mely celluléris valaszokat valt ki, mint pl. transzkripcios faktorok regulécidja,
ioncsatornék és antioxidans enzimek aktivitasanak szabalyzéasa (167-169). Nox4-et expresszalo
HEK?293 sejtekben a TASK-1 (TWICK-related acid sensitive K") K* csatorna normoxias
kortlmeények kozott gatolt volt, mely hypoxia expozicio alatt megsziint. Ezen gatl6 hatas a Nox4
SiIRNS-sel torténd csendesitésével nem alakult ki ( (170). Mas munkacsoportok szerint, a Nox4
altal termelt ROS stabilizélja HIF-2a faktort, mert gatolja proteaszomalis lebontddasat az N-
terminalis transzaktivacios doménjének hidroxilaciéjaval (161).

Az elméletet tdmogatja, hogy mas Nox-okhoz hasonlitva a Nox4 szokatlanul magas
katalitikus allandéval (Km~18%; Nox2 Km~2-3%) képes az oxigén molekula kotésére. Az
affinitas mertéke mar abban a tartomanyban van, amely az ismert oxigén szenzorokra jellemz6,
mint pl. a HIF-1a prolin hidroxilaz (PHD, Km~10-20%), vagy a HiF-1a aszparagin hidroxilaz-
1(FIH-1, Km~8%) (62, 159). A szenzorelmélettel viszont ellentmond, hogy az oxigén tenzidja

magat a Nox4 expressziojat is regulalja (62).

1.3.6.2 A Nox4 szerepe kardiovaszkularis szovetekben

A Nox4 kardiovaszkularis szovetekben betoltott szerepének megismerését neheziti, hogy
nem egyeduli NADPH oxidazkeént expresszalodik. A Nox4 mellett az érrendszerben kifejez6dik
a Nox1, a Nox2, és a Nox5 is (171, 172). Ezen NADPH oxidazok kozul a Nox4 aktivitasa
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els6sorban sajat expresszios szintjétol figg és azon proimflammatorikus mediatorok, melyek
aktivaljak a Nox1-et, Nox2-t, inkabb szupresszaljak a Nox4 expressziojat (173).

Eddigi ismereteink szerint az érrendszerben simaizomsejtek, fibroblasztok és endothél
sejtek expresszéljdk a Nox4-et (67, 69, 74, 95, 174, 175), azonban expresszios szintjében nem
tekinthet6 a Nox4 meghataroz6 oxidaznak (176), ugyanakkor a Nox4 az egyetlen H,O, termel6
és konstitutivan aktiv NADPH oxidaz. Mennyiségét6l fiiggben a termel6dé H,0, kétéli fegyver:
vazoprotektiv szignalizaciés hatdst vagy éppen szovetkérositd (177). Kihivast jelent, hogy
sejttipusonként eltérd, specifikus hatdsok jellemzik, példaul kardiomiocitdkban, melyek Nox2-6t
is kifejeznek. A Nox4 az intracellularis membranokban helyezkedik el, akut valasz helyett
expresszios szintjének novekedésével valaszol fokozott eldterhelésre, hipertrofia-, ATII
stimulusra, és az oregedésre (97). Mig ATII Altal aktivalt Nox2 rendszer ROS termelése
hipertrofiat és oregedést inicializalo jelpalyakat aktival, mint Askl, NF-yB (178). A Nox4
szerepe nem egyértelmiien karos, sejt-, és dozisfiiggé modon ,,finomhangolhat” az érrendszerben
(171, 179). A Nox4 sejtdifferenciaciot promotal (94, 174, 180), szivspecifikus Nox4 KO
egereken végzett kisérletekben az eldterhelés fokozésaval, vagy hipoxiaval indukalt stressz
kardiomiocitakban a Nox4 ink&bb a miokardialis angiogenezis egyik regulatora (94, 99).

A Nox4 az artériak simaizom sejtjeinél (VSMC) a fokalis adhézidkban fokozza azok
atépulését, valamint a sejtek migraciojat aktin polarizacio elésegitésével (95, 159). Endothél
sejtekben a hipoxiat kovetd HIF-1o é€s vaszkularis endothelidlis névekedési factor (VEGF)
expresszidja fokozza Nox4 expresszidjat is, fenntartva a folyamatos ROS termelést, amely
fenntartja az angiogenezist indukalé molekulak fokozott expresszios szintjeit (181-183). Szintén
érfal endothél sejtekben a Nox4 altal termelt ROS sejtproliferacids jelpalyakat erésit a mitogén-
aktivalt protein kindz (MAPK) kaszkad tagjain keresztil, a p38-, az extracellularis szignalok altal
regulalt- (Erk), Jun-terminalis (JNK/SAP) kinazokat aktival (184-187). Nox4-deficiens
egérmodellben az ATII-vel indukalt iszkémiat kovetd angiogenezis lassabb volt. A Nox4 hianya
csokkent mennyiségii endothelialis nitrogén-monoxid szintdz (eNOS) mennyiségével tarsult, igy
a protektiv endothelialis mediatorbol is kevesebb termel6dott (94).

Egyre tobb bizonyiték utal arra, hogy a Nox4 az endothéliumban vazoprotektiv, anti-
atheroszklerotikus hatasu Nox, az &ltala termelt H,O, noveli Akt-fliiggd foszforilacioval az
endothelialis NO-kibocsatast (188, 189). A célzottan az endothéliumban taltermeltetett Nox4

érfal relaxacio fokozasa Utjan csokkenti az ATII altal kivaltott vérnyomas emelkedést (190).
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Emellett az altala termelt hidrogén-peroxid a szuperoxiddal ellentétben nem lép reakcioba
nitrogén-monoxiddal (NO), igy nem Kkeletkezik er6sen szdvetkarositdé hatadst peroxinitrit
(ONOO) sem (159).

1.3.6.3 A Nox4 hatasa szoveti fibrézisokban

A szovetek fibrotikus elvaltozasa a fizioldgias sebgyogyulasi folyamat kéros lefolyasa,
mely az érintett szerv szdveti strukturajat bontja, annak funkciojat fokozatosan csdkkenti. A
kontrollalatlan sebgyogyulas miokardialis infarktust, idiopatias tiid6- és kronikus vesefibrozist
eredményezhet (191-193). A progressziv szoveti fibrozisok kozos jellemzbje az effektor
fibroblaszt sejtekbdl differencialédd miofibroblasztok megjelenése, amelyekben méar mind a
fibroblaszt-, mind a simaizom sejtek tulajdonsagai keverednek. Termelnek a-simaizom aktint,
részt vesznek serlléskor a sebzarddasban, a szovet regeneralodasaban, valamint koros lefolyasu
sebgyogyulésnal leirtdk vese és tiid6 fibrézis kialakuldsaban is (194, 195). Mindkét szovet
fibroblasztjaiban rezidens oxidaz a Nox4, mely transzformald névekedési faktor 1 (TGF-B1)
profibrotikus citokin stimulusra indukalodik a fibroblaszt-miofibroblaszt fenotipusvaltas alatt
(196, 197). A differencialédd miofibroblasztok TGF-B1 hatasara Nox4-fiiggé modon H,0,-0t
termelnek, mely fokozza ECM ¢és SMA expresszidjat, de maga a termel6dé ROS a differenciacid
hatékonysagat is ndveli (77, 198).

A TGF-B1 indukalja a miofibroblasztok extracelluléris matrix (ECM) fehérjék szintéziseét,
mint pl. fibronektin (FN), fibrillaris kollagének (199) és proteoglikanok (200), valamint a
adhezioba beépulve fokozza az adhézio erejét (202), azonban jelenléte nem mutathaté ki ép vese

intersticiumaban, ahol a fibroblasztok mennyisége is alacsony (203).
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11. abra: A TGF-g1 dltalanos szerepe fibrozisban, foként a Nox4-et befolyasolo
Gtvonalban: TGF-pB1-et a szdvetbe infiltrald makrofagok, trombocitdk és parenchyma sejtek
szekretaljak, endogén faktorok, mint angiotenzin 1, és thrombospondin-1 fokozzak aktivitasat. A
TGF-p1 hatésara a rezidens fibroblasztok proliferédlnak és miofibroblasztta differencialodnak.
Ezen sejtek extracellularis matrix fehérjéket szintetizalnak. Az extracellularis matrix ndvekedése
fokozddik a protedzok, degradalé enzimek géatlasaval, mely pathofiziologias fibrozist
eredményezhet.

Amara es munkatarsai idiopatias tiid6 fibrozisban szenvedd betegekbol izolalt tiid6
fibroblaszt sejtekben kimutattdk, hogy a Nox4, a prokollagén-1 és a-SMA mRNS expresszios
szintje is emelkedett (191, 204). Ugyanezen munkacsoport egereken végzett kisérletében a Nox4
csendesitése, inhibicioja csokkentette a bleomycin-indukalt tiidéfibrozis stlyossagat. Nox4 KO
egerekben szintén bleomycinnel indukalt tiidéfibrozisban csokkent az alveolaris epithél sejtek
ROS indukalt sejthaldla (204, 205), habar fontos megjegyezni, hogy Nox4-deficiens
egérmodellekben a vese fejlédése megtartott, Nox4 hianyaban is kialakul tobbféle kronikus
vesebetegseg-modellben annak fibrotikus elvaltozdsa. Viszont a Nox4 hianya kronikus

vesefibrozis-modellben sulyosabb fibrozist eredményez (193, 206).
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1.3.6.4 A Nox4 szerepe tumorigenezisben, karcinogenezisben

A reaktiv oxigén szarmazékok jelenléte esszencialis a sejtek fizioldgias
metabolizmusahoz, azonban taltermelédése vagy eliminaciéjanak zavara dnmagaban is DNS
karositd hatasu kettés torést okozhat, a DNS direkt oxidacidja mutécidkhoz vezethet (207). A
Nox4 és az &ltala generélt ROS szerepét leirtdk a tumorigenezis minden fazisaban: a sejtek
proliferacioja, differencialodasa, migracioja vagy az angiogenezis, citoszkeletalis remodelling
(64). Egyes munkacsoportok a Nox4-et a sejtmagban detektaltak, ahol a Nox4 fokozott aktivitasa
genetikai instabilitist okoz, felel6ssé tehetd a Kialakuld oxidativ stresszért, mely redox-fiiggd
transzkripcids faktorokat aktival, mint az NFyB (nuklearis faktor y B), a Keap (Kelch-like ECH-
associated protein 1) vagy a Bach2 (BTB domén és CNC Homolog 2) (90, 101, 208).

A Nox4-et leirtak anti-, és proapoptotikus hatasuként is (209), de tobb kézlemény szerint
inkabb a talélési jelpalyakat timogatja (210, 211). Krdénikus mieloid leukémia-, és NSCLC (non-
small cell lung cancer) sejtekben a Nox4-hez kotheté emelkedett ROS szint aktivalta a
PI3BK/AKU/PTEN (foszfatidilinozitol-3-kinaz, protein tirozin foszfatdz és tenzin homol6g)
jelatviteli utat a PP1A, PP2A (protein foszfatdz 1-, és 2A) proapoptotikus szerin-treonin
foszfatdzok géatlasan keresztil (212, 213). Hasnyalmirigy eredetli tumoros sejtvonalakban is
megfigyelték, hogy a Nox4 altal termelt H,O, gatolta a protein tirozin foszfatdzokat (PTP,
LMW-PTP: kis molekulasulyd PTP), melyek fenntartottak a talélési szignalt kozvetitd kinazok
aktivitasat, mint a Janus kinaz (JAK) (214). A TGF-B1 és TNFa (tumor nekrozis faktor o )
indukciot kovetd Nox4 aktivalodas és az ezt kovetd oxidativ stressz ellenben apoptozist

eredményezett egy masik kisérletben (159).

A Nox4 fizioldgids szerepe a kulonboz6 szoveti és sejtszintli expresszids mintazat
kovetkeztében széles spektrumon mozog, a vesében és tiidében taldn oxigen szenzor,
kardiovaszkularis szovetekben névekedesi faktorok altali aktivacidja sejtmigraciot, proliferaciot
indukal, hasnyalmirigy-, méjsejtekben tulelési szignalokat kozvetit. Tulzott miikodése €s a
generdlt oxidativ stressz pedig onkogenezist vagy sejthalalt inicializalhat. Ezen jelpalyakat a

12.4bran foglaltam Ossze.
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TASK1 JNK/PI3K ASK1
Fokalis adhéziok TGFB/Smad2/3 Caspase3
Oxigén érzékelés Sejtmigracio Sejtproliferacio Apoptozis

12. &bra: A Nox4 éltal reguldlt jelatviteli Gtvonalak és fizioldgias funkcidik: A Nox4 és
altala generalt H,0, a sejt szamos endogén jelére reagalva redox Gton regulal fehérjéket, melyek
lehetnek szerin-treonin kinazok, foszfatazok vagy transzkripcios faktorok, ezzel modulalva az

adott szignalizacios kaszkad hatasfokat.

1.3.7 Nox4 inhibitorok

Az el6z6 alfejezetekben vazoltam, hogy a Nox4 és az altala termel6d6 ROS
mennyiségétol fliggden szamos pathologias folyamatot felerdsithet. Azon kdzleményekben, ahol
a Nox4 mennyisegét sh-, vagy SiRNS-sel torténé csendesitéssel csokkentették, ezéltal a
tulmiik0désébbl ered6 oxidativ stressz karos hatadsa is redukalddott, mint a tiidéfibrozis
sulyossaga (191), a tumor szovetekben a HIF-1a, VEGF expresszios szintje (215) és az
angiogenezis mertéke (216). A Nox4 felelds lehet feln6tt vesében a fokozott oxidativ stresszért
(217). Egér proximalis tubulus sejttenyészetben a magas gliikdz szint, streptozotocin indukalt 1-
es tipust diabéteszes patkany-, és egermodellben, illetve inzulin indukcioval in vitro is
fokozodott a Nox4 és p22P"™ expresszi6ja (14, 218, 219). A Nox4 komplex konstitutiv aktivitésa
tartos ROS termelést eredményez, amely fenntartja a profibrotikus p38 jelpalyat (220). A
fibrotikus elvaltozésok egyik utvonala a TGF-f1 alapu aktivacio, mely szintén indukalja Nox4
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expresszigjat. Felmertl a Nox4, mint célmolekula, amely inhibicidjaval specifikusan gatolhato
vagy csOkkenthetd lenne akar a tiid6fibrozis vagy szdmos tumorigenezis. Ezen torekvések elsé
allomasa volt a kiilonb6z6 thiol-mddositd endogén és természetes anyagok keresése, melyek nem
specifikusan, de gatoltdk a Nox4-et (221). Nox4 specifikus gatlészer még nem elérhetd, de olyan
pyrazolopiridin-dion szerkezetii, kismolekulasulyd inhibitorok igen, melyek a Nox1 és Nox4-et
egyuttesen gatoljak a tdbbi Nox homoldggal szemben (222)(GenKyoTex S.A. sajtdéanyag 2015).
Ilyen molekuldk a GKT137831 (204, 223) és a GKT136901 (220, 224), melyek farmakokinetikai
tulajdonsagai kedvezoek, allatkisérletekben szignifikansan csdkkentették a majban, tidében,
veseben indukalt fibrézisos és gyulladasos modellek sulyossagat (204, 225-228). A GKT137831
tesztelték 200 diabéteszes nefropatidban szenvedd beteg bevonasaval fazis I1-es klinikai kisérleti
stddiumban, de 2015-ben a vizsgalatot lezartdk, a hatéanyagot az6ta mas betegségmodellben
tesztelik (222, 228) (GenKyoTex sajtdanyag 2015). A 4. tdblazatban a Nox4-re vonatkozd 2017-

es inhibitorok adatait mutatom be:

Gatloszer Foé celpont Egyéb Mellékhatas
GET136%01 Noxl, Noxd, Nox5 Nox2 peroxinitrit scavenger
GEKT137831 Noxl, Noxd, Nox5 Nox2?

WASINT Noxl, Nox2, Noxd Nox5s

Fulvene-5 MNox?, Noxd

Celastrol MNoxl, Nox2 MNoxd, Noxs tapoizamerdz II inhibitor

4. tblazat: Inhibitorok, melyek gatoljdk a Nox4-et is. Ezen gatloszerek f6 célpontia a
Nox4, de nem szelektivek Nox4-re, illetve mas, nem specifikus hatast is kivalthatnak (165, 228,
229).

1.4 A TGF-B jelpalya

Emlosokben a TGF-B profibrotikus citokinnek szamos izoforméja ismert, nagyobb
mennyiségben szoveti makrofagok és monocitak képesek szintetizalni (230). Immunszupressziv
hatastak, sejtprofiferaciot, extracellularis matrix fehérjék szintézisét stimulaljak, kozponti
szerepet tOltenek be a szervezetben kialakulo szoveti fibrozisokban, a tiidofibrozis kialakulasa
pedig a TGF-B1 aktivaciojahoz kothetd (231, 232). Méréseink soran mi is TGF-B1 kezeléssel
indukaltuk a NADPH oxidaz komplexet.
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A szupercsaladba tobb, mint 30 tag tartozik, activinek és inhibinek, emlés szervezetben
harom olyan TGF-B izotipus fejezédik ki, melyek bioldgiai szerepiikben nagyon hasonloak:
TGF-B1, -2, és -3 (233, 234). Latens formajukban a LAP fehérje (latencia-asszocialt protein)
komplexben kéti, szférikusan gatolva, hogy receptorukhoz kotédhessenek. A LAP plazmin vagy
matrix metalloproteinaz (MMP) altali proteolitikus emeésztesét es/vagy integrinekkel (pl. avf6,
avf8) torténd interakciot kovetden képes elengedni a TGF-f1-et, mely bekdt szerin/treonin-kinaz

receptorukhoz, ezzel aktivélva a jelatviteli utvonalat (235-237).

1.4.1 A TGF-g1 indukalt jelpalyak

Az aktivalt TGF-B1 altal indukélt jelpadlydk Smad fehérjék aktivaciojan keresztil
transzmittilédnak (238). A ligandkotddést kovetéen a TGFB-RI-II  receptor komplex
stabilizalodik a membranban, az RI receptor szekvencialisan foszforilalni fogja az R-Smadokat,
amelyek ezaltal disszocialni fognak a SARA (Smad anchor for receptor activation) horgonyzé
fehérjérol és transzlokalodnak a nukleuszba (238, 239). A Smad fehérjék szerepiik szerint harom
csoportra oszthatéak: az R-Smad fehérjék (receptor-regulated Smads; Smad2, Smad3), melyek a
TGFB-RI altal aktivalodnak es direkt reészt vesznek a TGF-p szignalizacioban; a Co-Smad-ok
(common partner Smad; Smad4), melyek az R-Smadokhoz kapcsoldédva tamogatjak a
transzlokécidjukat a sejtmagba és az I-Smadok (inhibitory Smad; Smad5, Smad6), melyek az R-
Smad-ok szignalizacidjat gatoljak (237, 240-242). A sejtmagba torténd transzlokaciot koveten
fokozza a Smad-reszponziv mintazatot (SRE) tartalmazo gének atirdsat (243). A TGF-B1
szerepét mas jelpalydkban is leirtdk, amelyeket Smad-t6l fuggetlendl aktival: pl. a MAP kinaz
(mitogén aktivalt proteinkinaz) kaszkad, vagy Rho (Ras homolog) GTP-kot6 (guanin trifoszfat)
fehérjecsalad aktivacidja (244). Ezen szignalizacios utvonalak differencialodési jeleket
kdzvetitenek, EMT (epithelidlis mezenchimalis tranzicidé) soran epithélialis, sejtadhézids
struktarak reorganizacidjat eredményezik, valamint stressz és gyulladasi citokinek altal kivaltott

transzkripcios valaszban vesznek részt (245, 246).
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1.4.2 Nox4 indukcioja TGF-g1-en keresztul

A TGF-B1 hatasat transzkripcios faktorok indukcidjan keresztiil fejti ki (60, 87). Human
tid6é fibroblaszt sejteken lokalizaltak a Nox4 promoterében egy inicidcios helyet, mely
konzervalt patkanyban és egérben (197). A transzkripcios start elétt —3.97 kb és —4.76 kb
tavolsagban egy 15bp hosszi AP-1/Smad koté hely taldlhatd, mely a TGF-B1, R-Smad-on
keresztili expresszid fokozddasert felelés (162). Idiopatias tiidofibrozisban szenvedd betegek
fibroblaszt sejtjei magasabb Nox4 expresszidét mutattak, mely megfigyelést kordbban mar
allatmodellekben is igazoltak (191, 198). A Nox4 genetikai vagy farmakologiai uton torténd
gatlasa csokkentette a pulmonaris fibrézis lefolyasat (191, 198, 205), bar mas munkacsoport
Nox4 knockout egér modellben nem lattak ezt a pozitiv hatast (247). Mas sejtekben is leirtak
azon megfigyelést, hogy a TGF-B1 ndvelte a Nox4 expresszidjat, példaul kardiovaszkuléris-,
vese-, és tiid6 eredetii fibroblasztok miofibroblasztokké differencialodasa alatt (77, 191, 198,
248), epithél sejtek mezenchimalis atalakulasa soran (249, 250), tid6-, érrendszeri simaizom
(103, 251) és hepatocita (80, 252) sejtekben is.

A Nox4 expresszioja szignifikdnsan fokozddik fibroblasztokban TGF-B1 hatasara,
fibrotikus folyamatokban fokozza a fibroblaszt-miofibroblaszt differenciaciot, sejtproliferaciot,
extracellularis matrixfehérjék szintézisét, mikdzben gatolja degradacidjukat (232, 237, 253). A

13. abran foglaltam 6ssze az elmult fejezetek Iényegét.
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13. abra: A TGF-p1 dltal indukdlt, Nox4 aktiviciot kévetd profibrotikus
valaszreakciok: Sebesiilést kovetéen az aktivalt trombocitak és szdvetbe infiltralo
inflammatorikus és érrendszeri sejtek lokalisan TGF-gi-et szekretalnak, amely a helyi
fibroblasztokban aktivalja a Nox4 génatirast Smad2/3 és PKC jelatviteli utakon. A Nox4 altal
termelt H,O, erdsiti a MAPK kaszkadot, az ERK, JNK és Src kindz Gtvonalakat, visszacsatol a
Smad2/3-ra. A miofibroblaszt differenciacio, sejtproliferacié, az ECM proteinek szintézise a
sebzarddast facilitaljak (77, 254). Elnyalo sérilés vagy gyulladas folyamatos aktivaciot, feed-
forward szabalyzast tart fenn (255)(1). Tovabbi, latens TGF-£1 szabadul fel direkt oxidacio
hatasara a LAP fehérje disszociaciojaval (2), illetve az ECM-b6l, ahol a miofibroblasztok altal
termelt szekrécios fehérjék, fokozddd mechanikai tenziot, szveti merevséget okoznak, amely
integrineken keresztul, fizikai Uton szabaditja fel a LAP-hoz kotott TGF-41-et (236, 256)(3). Az
ECM biokémiai aton is moduldlja a TGF-f1 jelatvitelt pl. fibrillin, fibronectin, vagy
proteoglikanok uttam. Ezen molekuldk kozil szamos direkt és indirekt Uton vizzsacsatolassal

szabalyozza az ECM étalakulést is, mint pl. matrix metalloproteazok, kollagén vagy plazminogén
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aktivator inhibitor (257)(4). ECM: extracellularis matrix, EMT:epithelialis mezenchimalis
tranzicié (197, 258).

1.5 H,O, mint szignalizacids molekula

Az alap sejtélettani funkciokhoz kotheté jelatviteli Utvonalak redox szabalyzdsanak
lehetésége egyre nagyobb teret nyer. A “redox regulation” kifejezésre a Pubmed 23663 talalatot
adott, mig a “hydrogen peroxide signal(l)ing” keresésre 7756 darabot. A reaktiv oxigén
szarmazékok kozul kis hatotavolsdguk és reaktivitasuk miatt leginkdbb a H,0O, tekinthetd
specifikus jeléatviteli mediatornak (2, 259). Viszonylag stabil, leukocitédkban in vivo a H,O,
féléletideje 1ms, mig a szuperoxidé (O%) 1us (260). A hosszabb féléletids, valamint pérositatlan
elektron hianyaban kevésbé reaktiv, mint a tébbi ROS. Fiziologias korilmények kozétt a H,0,
regulalt kérilmények kdzott intracellularis forrasokbdl, mint a mitokondridlis légzési lanc, és
NADPH oxidazok utjan szabadul fel. A bazalis citoszélikus steady-state koncentracidja aranylag
alacsony (~1-10nM) (261), mely szignalizaciés esemeény soran tranziensen 500-700nM-ra
emelkedhet (262).

1.5.1 Fizikai-kémiai tulajdonsagai

A H,0; er6sen polaros molekula, fizikai-kémiai tulajdonsagai alapjan inkabb a vizre
hasonlit, hozza képest kisebb a membran permeabilitasa, melyet befolyasol a membrant alkot6
fehérjék glikozilaltsagi és foszforilaltsagi allapota, a lipidréteg 0sszetétele (lipid raftok) valamint
az ozmotikus nyomas a membran két oldalan (263, 264). Tébb, nem-klasszikus tipust aquaporin
(AQP) csatorna is képes a viz mellett kisebb polaros molekuldk regulalt felvételére,
transzportjara, mint a HyO,. llyen az AQP8 csatorna (265-267), az AQP3-as viz/glicerin
csatorna (268, 269), illetve egy kozlemény szerint az AQP9-es csatorna is (270), bar ezt mas

munkacsoportok még nem igazoltak.

1.5.2 A H,0, hatasmechanizmusa

A hidrogén-peroxid foként a fehérjék cisztein oldallancainak szabad tiol-csoportjait (-SH)

képes oxidalni. Oxidacidjukkal reaktiv szulfénsav keletkezik (-SOH), mely diszulfid-hid
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képzbdést tesz lehetdvé két kozeli szulfénsav cisztein oldallancai kdzott vagy H,O, jelenlétében
tovabb oxidalédhat szulfinsavva (-SOOH). A szulfénsav szulfenamid kétés kialakitasaval amid-
csoporttal is képes reakcioba lépni, tovabbi H,O, a szulfinsavat irreverzibilis reakcidban
szulfonsavva (-SOzH) alakitja tovabb (271, 272). Ezen redox moédositasok a fehérjék megfeleld
konforméacidjanak felvételét segitik, mely fokozhatja vagy éppen gatolhatja a célmolekula
aktivaciojat (14. abra) (2, 273).

H,O H,O

272 272 272

R—SH ﬁ R—SOH ﬁ R—SOZH ﬁ R—SO3H

NHFV \’SH
H202 H202

RSNR’R” RSSR | sy | RS(O)) SR’ | ey RS(O),SR’

14. &bra: Fehérjék cisztein oldallancainak szabad tiol csoportjainak oxiddcios lehetdségei:
H,0, expoziciot kévetden a szabad tiol- csoport szulfénsavva (-SOH) oxidalodik, mely reakcioba
léphet amid csoporttal (RSNR'R”) vagy mas tiol csoporttal (RSSR’). Tovabbi H,0, jelenlétében
szulfinsavwa (R-SO,H), majd szulfonsavwa (R-SO3H) oxidalédhatnak, mely mar irreverzibilis

madositéas (2).

A fehérjék kiilonbozo cisztein oldallancai nem egyenld mértékben képesek reagalni a H,O;
molekulaval, mely a folyamat szelektivitasat és specificitasat nydjtja. Ahhoz, hogy a hidrogén-
peroxid reakcidba lépjen egy fehérje szabad tiol-csoportjaval tobb kritériumnak is meg kell
felelnie (262). Csak azon ciszteinek szabad tiol-csoportjai reakcioképesek, melyek fiziologias
koralmények kozott (pH=6.8-7.2) alacsony pKa (<8.3) értekkel rendelkeznek (274), ezért foként
szabad tiolat (-S°) formaban vannak és szférikusan elérhetéek a hidrogén-peroxid szdméra (275).
Szintén a szubsztrat specificitast ndveli, hogy a szabad tiol-csoportok reakcidsebessége széles
tartomanyban mozog (10-10°M™s™), tovabba a fehérjék szabad cisztein oldallancai kozil
fiziologias pH mellett (pH:7,4) korilbelll 10% talalhato ionizalt formaban (276). A H,0,, noha
kisebb affinitassal és regulacids funkciéhoz tal lasst reakcidban (102 M™.s™), de képes a

fehérjék metionin oldallancait metionin-szulfonna vagy metionin-szulfoxidda oxidalni (277).
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1.5.3 A H,0, eliminalasa

A H,0, katalitikus redukciojat széleskorii reverzibilis mechanizmusok segitik sejttipustol
fliggben: glutation reduktazok, két ciszteint tartalmazd peroxiredoxinok, kataldzok, tioredoxin
reduktdzok, melyek sajat cisztein (-SH), vagy szeleoncisztein (-SeOH) oldallancain torténd
oxidacioval vizzé redukaljak a hidrogén-peroxidot intra-, vagy intermolekularis diszulfid-hid
képzbédése kozben (15. abra) (278, 279). Ezen felll még kis antioxidans molekulak is képesek

redukalni a H,O,-t, mint a-tokoferol, liponsav, aszkorbinsav és hugysav is (280).

A legjelentdsebb H,0O, eliminald intracelluléris fehérjék a peroxiredoxinok, melyek a sejt
oldhat6 fehérjekészletének 1%-at adjak, reaktivitdsuk 7 nagyséagrenddel, koncentraciojuk 2-3
nagysagrenddel nagyobb (a Prxl 16-60 uM, a PrxII 20uM), mint a szignalizacids célmolekulaiké
(263, 281). Tiol reaktivitasuk is nagyon magas 10°-108M™.s?, igy két hipotézis létezik arra
vonatkozoan, hogy a H,O, szignalizacidés hatasa hogyan érvényesulhet a peroxiredoxinok

redukalo ereje és mennyisége mellett (282-284).

H,0, H,0

eH N eOH
NADPH +H*

GSSG
' GSH
Glutati .
r;:;&:x Glutation
GSH H,0

NADP* eSG
H,0, H o H,0, H,0
Qs LOR==HC) it

Szulflredoxln/
szesztrin
NADPH +H*
T|oredoxm Tioredoxin Lassu lépés
reduktaz
NADP

H

15. dbra: A klasszikus antioxidans enzimrendszerek redox modositasai: A tioredoxin
vagy a glutation reduktaz, visszaredukalja a tioredoxint (Trx), illetve a glutationt (GSH, GSSG),

mely igy reakcioba lep a glutation peroxidazzal (Gpx) vagy a peroxiredoxinokkal (Prx), amelyek
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cisztein oldallancai redukalodnak szabad tiol csoportokka, ezaltal djra képesek H,O,-ot

redukalni sajat oxidaciojuk kozben (278).

Az els6 szerint a H,O, difflzioval kozel keril a célfehérjék tiol csoportjaihoz, amelyekkel az
“litkdzést” kovetden direkt reagal, bimolekularis szubsztitucioval a cisztein tiolatjabol szulfénsav
(Cys-SOH) és viz keletkezik. A kérnyezetben a H,O,-ért versengend peroxiredoxinok (és mas
peroxidazok is) a szignalizaci6 idején ideiglenesen inaktivalt formdban vannak, mint a human
Prx1 esetén, amely hiperoxidaltsag és magas H,O, expozicio alatt lokalisan lassabban
regeneralodik (285-289).

A masik hipotézis szerint a tiol-peroxidazok magas koncentracidjuk és kivételes reaktivitasuk
miatt mindig legy6zik a potencialis target fehérjéket a H,O,-ért folyd verseny soran (290). A tiol-
peroxidazok alacsony szignalizacios mértékti H,O, koncentracio emelkedés mellett is reagalnak
a H,O,-dal, a célfehérjék oxidaciojat is a tiol-peroxidazok végzik sajat regeneraciojuk soran,
mely lehet direkt kapcsolat vagy oxidoreduktazok altal kozvetitett (284, 291). Igy a tiol-
peroxiddzok inkabb jeltovabbitok, mint kompetitorok, a tiol-csoportok kozotti specificitas

fehérje-fehérje interakciokon keresztul valosul meg (281).

1.5.4 A H,0; szignalizacids célmolekulai

A teljesség igénye nélkil, azokat a funkcid szerinti csoportokat szeretném bemutatni, melyek
a legjellegzetesebb jeltovabbitok, ezen fehérjékre mar az el6zd fejezetekben is szamos példa

felmerdlt.

1.5.4.1 Transzkripciods faktorok

Mar a baktériumoknal is talalunk redox érzékeny transzkripcids faktorokat, mint példaul az
OxyR vagy PerR fehérje, mely két erdsen konzervalt ciszteinje a fizioldgiasnal minimalisan is
magasabb H,0, szint esetén intramolekularis diszulfid hidat képez, mely a transzkripcids
faktorban aktiv konforméaciot hoz létre (292). Eukariotak kozoétt (Yapl, Mafl, Hsfl and Msn2/4)
¢és emlds szervezetekben is szamos transzkripcids faktorrol irtdk le, hogy redox regulécié alatt
all, mint az AP-1, NRF2, CREB, HSF1, HIF-1, TP53, NF-kB, NOTCH, SP1 és SCREB-1 (293—

297). Az oxidacio soran kialakulo diszulfid hidak altali konformécidvaltozas a transzkripcios
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faktorokat tobb szinten szabalyozhatjak: emelheti a transzkripcios faktor stabilitasat azaltal, hogy
csokkenti az ubikvitin E3 ligaz komplexhez vald kapcsolddasat (Nrf2/Keapl, MKP-1) (298,
299); a citoplazma-sejtmag kozotti transzlokacié fokozasaval (c-Jun/c-Fos) (300, 301); illetve a
transzkripcios faktor felszabaditasaval a membran horgonyokbdl, komplexekbél (SREBP-1,
bHLHZI) (294, 296).

1.5.4.2 Kinazok, foszfatazok

A foszfatazok és kinazok elsGsorban energiaigényes foszforilacios szabalyozas alatt
allnak, kaszkad-szertien erdsitik a jelatvitelt. Redox szabalyzasuk ink&bb a kdrnyezet oxidativ
allapotatél fligg, oxidativ stressz soran a sejtben a fizioldgidsnal joval magasabb H,O,
expoziciora leirtak aktivalo és gatlé hatast is (294). A H,O; altal kozvetitett szignalizacios jel a
sejt redox allapotanak jelzérendszere, amely kindzok és foszfatdzok redox szabalyozéasan
keresztlil mddosithatja a sejt foszfo-szabalyzott Gtvonalait, 6sszegezve a kilonféle aktivacios

csatornakon érkezo eltérd ingereket.

A Ca*/Kalmodulin-dependens kindz (CaMKII) autofoszforilaciés aktivacioja mellett,
oxidativ stressz alatt szabalyz6 doménjében talalhaté metionin oxidacidjaval is aktivalodik (277).
A protein kindz A katalitikus alegysége (PKA C) hidrogén-peroxid hatasara, a klasszikus cAMP
utvonaltol fliggetlendl is aktivalodik, mely szintén elinditja a jelatviteli kaszkadot (277, 302). A
mitogén-aktivalt protein kindz kaszkdd (MAPK), amely egyik f6 ttvonala az extracellularis
ingerekre érkez6 intracellularis valaszreakcioknak, redox regulécid alatt is allnak (303-305). Az
extracellularis szignal szabalyozott kinazok (ERK) kdzll bizonyos sejtekben az ERK1/2 és az
ERKS, az Src kindzok kozul a c-Src és Fyn is indukélhaté H,O,-dal (301, 306-309). A c-jun N-
terminalis és p38 MAPK kinazok egyik upstream aktivacios kinaza az apoptozis-szabalyzott

kinaz 1 (ASK1), oxidativ stressz alatt aktiv kinazként sejthalalt, apoptdzist inicializal (310-312).

Szamos protein tirozin foszfataz (PTP) reagal a redox kornyezet valtozasara. Azon PTP
enzimek, melyek redox szenzitivek, katalitikus doménjeikben konzervalt cisztein oldallancok
talalhatdak, melyek pKa értéke alacsony. llyenek pl. a PTEN, vagy PTP-B1 foszfatdzok (272,
313). A redox egyensuly ingadozasa, akar alacsony H,O, koncentracio is erdsiti a foszforilacios
aton indukalt apoptézist kinazok aktivalasaval (JNK, ASK1) és foszfatazok (PTP) egyideji
reverzibilis gatlasaval, ezzel potencirozva a receptor kinazok hatasat (294, 314, 315).
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1.5.4.3 loncsatornak

Egyre tobb kozlemény tamasztja ald, hogy a sejtek kalcium haztartasa kiilonb6z6
ioncsatornak és pumpéak szabalyozasan keresztiil redox Gton is regulalt. Fesziltségfiigg6 kalcium
csatornak kozill az L- (long lasting) és T-tipusy (tranziens) csatornan (CaV) keresztiil folyé Ca**
aramot szovet-, sejtspecifikusan direkt oxidacidval modulalja a kdrnyezet H,0; szintje. Indirekt
aton is hatassal van a H,O, a csartorndk expresszids szintjére és kihelyezodésiikre (316-321). A
tranziens receptor potencial ioncsatorna szupercsalad (TRP) tobb tagjarol is leirtak, hogy oxidalo
4gensek Ca”" permeabilitas névekedést okoznak (322, 323). A TRPM2 melasztatin receptor 2,
(régebbi nevén TRPC7) egy nem szelektiv, fesziiltségfiiggd kation csatorna, mely kdzvetlen is
aktivalodik ROS jelenlétében. Feltételezett aktiv centrumaban tartalmaz két konzervalt ciszteint,
amely szerinre vagy alaninra torténd cserélésével poli-ADP ribdz stimulusra nem aktivalodik
(324, 325). A PARP (poli-ADP rib6z polimeraz) oxidativ kérnyezetben aktivitadsa fokozddik,
felismeri az 1- és 2-szali DNS toréseket, koti a kdrosodott DNS-t, katalizalja NAD lebontésat

nikotinamidda és ADP-rib6zza, majd azokat polimerizalja vagy célfehérjékhez kapcsolja (162).

Az intracellularis Ca®" raktarak telitettségétdl fiiggé kalcium csatornédk (store operated
calcium channel, SOC) és a Ca*" felszabadulas indukalta Ca** (Ca* release Ca®* channels,
CRAC) csatornak is valaszolnak redox aktivacidra (320, 326). A SOC indukalta kalcium belépés
gatolhato6 volt tiol oxidaloé agensekkel és 300uM H,0,-dal is (327). Direkt és specifikus hatast
irtak le a CRAC csatorna f6 komponensérél, az Orail-rél, mely H,O,-dal torténd preinkubaciot
kovetéen nem aktivalhato az egyik Katalitikus aktivacio szempontjabdl fontos cisztein
oxidacidjanak koszonhetéen (320). Jurkat T sejteken a CRAC komplex ER kalcium szint
“érzékeldje”, a STIML (stromal interaction molecule 1) hatasara H,O; jelenlétében fokozodik a
Ca®* aram (328).

Az ER-ban talalhato ligand vezeérelt csatornak, mint az IP3R (inozitol trifoszfat receptor) és a
RyR1 (rianodin receptor 1) is depletalja az ER kalcium raktarait oxidacié hatasara (329, 330).
Ezen molekulak redox-fiiggd oldallancai a citoszdlhoz képest erésen oxidalt ER luminalis tere
felé néznek (331). Az endoplazmés retikulumban (ER) talalhaté Ca®* pumpa (SERCA) cisztein
oldallancan keresztul szintén redox szabalyzas alatt is all, tiol csoportjain keresztuli oxidacio
inhibealta aktivitasat (329, 330, 332).
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1.5.5 H,0, fluoreszcens mérési modszerei

A reaktiv oxigén szarmazékok vizsgalatanak legnagyobb nehézsége a rendelkezésre allo
mérési mddszerek aspecificitasa, pontatlansdga vagy lassu reakcié ideje. ldeélisan olyan
eszkozre lenne szlikséglink, mely kinetikai mérések soran képes pikomoélos nagysagrendt6l valos
idében, detektalhato jellé alakitani specifikusan a H,O, mennyiségét. Az idedlis intracellularis
H,0, szenzoroknak a magas térbeli felbontas mellett tovabbi kivanalmaknak kell megfelelnie:
biokompatibilis anyagbol késziljon, kifejezheté vagy konnyen bejuttathatd legyen és a lehetd

legkisebb mértékben befolyasolja a sejt alapvetd élettani paramétereit (333).

1.5.5.1 Intracelluléris hasitason alapul6 festékek

Altaldnossagban elmondhatd ezen fluoreszcens festékekrdl, hogy észter vagy acetat
szarmazékként membranpermedbilisak, a sejten belil nem specifikus észterdzok leemésztik az
észter csoportot, igy permeabilitasukat elvesztve feldusulnak a sejtben (285). llyen széles korben
elterjedt festékek példaul a 2°,7°-dichloro-dihidrofluorescein (DCFH) (334), dihydrorhodamine
(DHR123) (335), dihidroethidium (336), dihydrocalcein (337). Oxidativ kornyezetben a
molekulak dihidro-csoportjaik oxidalodasast kovetden fluoreszkald vegyiiletekké alakulnak,
intenzitasuk nd. A felsorolt vegyiiletek hatranya, hogy nem szelektivek, akkumulativak, ezért
sejten bellli lokalizaci6 meghatarozasara nem alkalmasak. Fotoszenzitivek, ezért ezen elven
mitkodd festékek altal generalt adatokat ugy kell tekinteni, mint az Osszes jelen 1évd oxidalo

agens egylttes hatasanak eredményét (285, 333).

crcr

csoporton keresztuli hatdsmechanizmussal rendelkezék (285) vagy a pentafluorobenzenszulfonil
vegylletek (338), melyek specifikusabbak, ahol a molekula a H,O, hatasara lehasadd boronat
csoport arnyékol6 hatésa eltiinésével valik fluoreszcenssé. Eldnyiik, hogy kiilonb6z6
hullamhosszon gerjeszthetok 0j fluoreszcein szarmazékaik, mint példaul a 600nm-en emittalo
naftofluoreszcein (NPF1) alapu probak (339), Peroxy-Orange-1 (PO1) vagy Peroxy Yellow-1
(PY1) fantazianeviiek (340, 341), igy egymassal kombinélhatok, viszont lassu reakcididejiiek,
nem alkalmazhatok valos idejii detektalasra. A szondak fejlesztett valtozatai mar képesek a

szignalizacids tartomanyban is detektalni, mint peldaul a monoboronat csoporttal maszkirozott 2-
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metil-4-metoxi Tokio Green 1 (Peroxy Green-1; PG1) és resorufin (Peroxy Crimson-1; PC1),
melyek A431 sejtek EGF stimulusra adott H,O, termelését detektaltak olyan esetekben, ahol az
clédeik még nem érzékelnek (341, 342). Az 0Osszes festék irreverzibilis valtozdson megy
keresztiil az oxidacidja soran (333, 340).

1.5.5.2 Nanopartikulumok

A nanorészecskék jellemzéen 1-100 nm kdz6tti merettartomanyu, valamilyen nehézfém
centrummal rendelkezé molekulak (333). A legelterjedtebb szenzorok arany vagy ezist alapuak
biokompatibilitdsuk és stabilitasuk miatt, bar ezek is toxikusak lehetnek a sejtekre. Az eziist
alapu nanorészecskék H,0, specificitasa kérdéses (343), de arany alapu probak (Au nanoclasters,
AuNCs) az intracelluléaris redukalt glutation pikomdlos nagysagrendii detektalasat teszik lehetévé
(344). Léteznek mar fluoreszcens és lumineszcens, “ultra-szenzitiv”’ valtozatok is, melyek
revezibilisek, de pH optimumuk a fiziologias alatt van (345). A reakci6 indirekt dton kovethetd,
a hidrogén-peroxid AUNC-t oxidalja, mely szekvencialisan oxidalni fogja a 3,3,5,5-
tetramethylbenzidine-t (TMB), amely szinvaltozadsa fluoreszcens energia transzferrel mérhetd
(345). A nanorészecskék alcsoportjat képezik a quantum pontok (Quantum Dots; QD), melyek
egy félvezetd magbol és héjbol épiilnek fel. Széles exciticios- és keskeny emisszios spektrumuk
van, hosszu fluoreszcens félélet idejitk miatt kedvezobbek optikai tulajdonsagaik, ezek kozul is
kiemelkedik a vizoldhat6, karbon alapi QD hidrogén-peroxid szondak csoportja alacsony
citotoxicitasa, foto-stabilitasa, és biologiai rendszerekben torténd egyszeriibb hasznalata miatt
(333, 343, 346). Legtdbbjik azonban nehézfém tartalma miatt nem koérnyezetbarat, nem
regeneralhatoak, kevésbé H,0, specifikusak, ezért bioldgiai rendszerekben egyelére nehézkes a

hasznalatuk.

1.5.6 Genetikailag kodolt H,O, szenzorok

A sejten beliili reaktiv oxigén szarmazékok mérésének egyik lehetdségét a genetikailag
kodolt fehérjék alkotjak. Elonylik, hogy dinamikusan kovetik a H,O, szintjének véltozasat,

szubcellularisan irdnyithatéak, nanomolos nagysagrendii az érzékenységi tartomanyuk.
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A modositott fluoreszcens fehérjék alapjat 1962-ben Shimomura és munkatarsai altali
z6ld fluoreszcens fehérje (green fluorescent protein, GFP) felfedezese majd sikeres klonozasa
adta (347, 348). A kovetkez6 években szamos mutagenezissel modositott, stabilabb, eltér
emisszios spektrummal rendelkez6, mas szinti valtozatokat mutattak be (349, 350).

2004-ben publikaltak az els6é redox valtozasokat detektaldo szondakat, melyekben a GFP-
ben két aminosavat ciszteinre cseréltek (S147C, Q204C), igy oxidalo agensek hatasara diszulfid
hidat képeznek, mely a fehérje konformaciovaltozasat eredmenyezi, ezaltal annak gerjesztési
spektruma is valtozik. Ezen roGFP szenzoroknak oxidaciot kovetéen 400 nm-en nd, 490 nm-en
csokken a gerjeszthetGsége, késObb szignal szekvencidk segitségével kiilonbozé sejtalkotokba
iranyithatdakka valtak (351, 352). A szonda oxidaltsaganak allapotat egy un. gerjesztési
hanyadossal (EM4oo/EMyg) lehet nyomon kdvetni, mely a fent emlitett két hullamhosszon

gerjesztve és 515 nm-en detektalva képzodik (285, 351).

1.5.6.1 A HyPer szondak

Az els6 specifikusan H,0,-érzékeny szondat 2006-ban Belousov és mitsi. készitették az
Escherichia coli OxyR traszkripcids fehérje regulaciés doménjének egy cirkularisan permutalt
sarga fluoreszcens (YFP) fehérjének a fuzionaltatasaval (353, 354). A HyPerl szondaban az
OxyR fehérje két szabalyzo ciszteinje (C199 és C208) kozé beépitettek egy N- és C-terminalis
vegén osszeepitett, cirkularis YFP-t, igy ndvelve a molekula gerjesztési spektrumat (355). Az igy
létrehozott fuzids fehérjének két gerjesztési maximuma van 490- és 500 nm-en, mig a
kibocsatasa 516 nm-en detektalhat6. A H,0, a cisztein oldallancokat oxidélja, ezaltal a molekula
konformaciot valt, ezaltal 490 nm-en csokken, mig 500 nm-en n6 az intenzitasa, igy az ebbdl
szamolt gerjesztési hanyadosa (HyPer ratio) aranyos lesz a szonda oxidaltsagaval (16. abra)
(354). Az elmalt években készlltek tovabbfejlesztett valtozatok, mint a HyPer2, ahol a
regulaciés domeénben egy pontmutacio miatt (A406V) a HyPer?2 stabil dimert képez, a gerjesztési
hanyados 6-7-szerese lett az eredetinek (356). A HyPer3 szintén monomer, a reakcididejét a 34-
es pozicidju hisztidin tirozinra (H34T) cserélésével novelték (16. abra) (357). A két pontmutacio
egylittes jelenléte extrém féléletidot €s reakcidsebességet eredményezett, ezért valos ideji
mérésekre nem alkalmas (358). Késziilt piros fluoreszcens valtozat is, az R-GECO1 Ca®* szonda,

cirkuléarisan permutalt fluoroférja és az eredeti OxyR domén segitségével (359). A HyPer-Red
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gerjesztési maximuma 575 nm-en, mig Kkibocsatdsa 605 nm-en detektalhatd. Kinetikus
paraméterei, mint pH- és H,0O, érzékenysége Osszemérheté a HyPerl-gyel, de dinamikus
reakcioid6 tartomanya kb. 30%-a az eredeti szondanak (358, 360).
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16. abra: A HyPer fizikai-kémai tulajdonsagai: A. HyPerl gerjesztési maximumai 500
és 420 nm eltérd iranyu valaszt ad kiilonbozé koncentracioju H,O, hozzaadasara. B. A 490 nm-
es gerjesztési spektumanak kinetikai valtozasa 530nm-en detektalva katalaz jelenlétében. 20 és
40 uM H,0; hozzdadasat kovetden. C. A HyPer (piros vonal) és HyPer2 (fekete vonal)
érzékenységének osszehasonlitdsa PDGF-es stimulalt NIH3T3 sejtek citoszéljaban D. A HyPer
(kék vonal) és HyPer2 (piros vonal), HyPer3 (fekete vonal) vdlaszreakcidinak idébeli
0sszehasonlitasa individudlis, tranziensen transzfektalt HeLa Kyoto sejteken (Enyedi Balazs PhD
értekezése (356, 357).

A szondak specificitasat a reagald ciszteinek elhelyezkedése adja, melyek egy hidrofob

zsebben talalhatéak a molekula belsejében és igy mas oxidalé agens, mint a szuperoxid, a NO,
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vagy a peroxinitrit el6tt szférikusan nem elérhetéek (354). A hagyomanyos fluoreszcens
valtozatok is pH szenzitivek (minimalis pH valtozas valtoztatja a kromofor protonaltsagat),
melyek a cirkularis permutécidval Iétrehozott HyPer szondakban még erésebb. Ezért a HyPerl
j6 alap volt pH szenzor keszitéséhez, ahol az egyik ciszteinjét szerinre cserélve (C199S)
rontottak redox érzékenységét (358). Mivel a HyPerl a H,O, mellett valaszol a pH valtozasra is,
ezert hasznalata mellett indokolt a pH valtozast is nyomon kovetni, akar a C199S mutans

szondaval.

Az eredeti HyPerl sejtalkotokba iranyitasa kiilonboz6 lokalizacios szignalok segitsegével
lehetéséget adott egyes intracellularis kompartmentek oxidativ kdrnyezetének feltérképezésére
(17. abra)(6, 360, 361).

HH

3.0 4

2.5 4

2.0 1

1.5 4 =

Ratio 490/420

HyPer-PM HyPer-ER,,, HyPer-ER_,, iy B

17. &bra: Kiilonbozd sejtalkotok H,0O, szintje Hela sejteken: Tranziensen transzfektalt
HelLa sejtek konfokalis mikroszképos képei a citoszolban (A), a mitokondriumban (B) a
sejtmagban (C), a plazmamembranban (D), az ER luminaris (E) és citoszolikus (F) oldalan. Az

dbra G részén lathaté a kiilonbozé sejtalkotok HyPer hdnyadosa fiziologidas koriilmények kozott

(6).

1.5.6.2 FRET alapu H,0, szondak

Egészen uj alternativat kinalnak a fluoreszcencia rezonancia energia transzfer (FRET)
elvén miikodo szondak, melyek két fluoreszcens fehérje kozotti fotonkibocsatas nélkili
energiadtadason (Froster-effektus) alapulnak (362). Az energiaadtadas feltétele, hogy a donor
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fluorofor emisszios spektruma és az akceptor fluorofor abszorpcids spektruma kodzott atfedés
legyen, igy ha a két fluorofor megfelelé kozelségbe keriil, akkor a donor emittalt energiajanak
egy része az akceptor fehérjét gerjeszti. gy az aktivalé konformacidvaltozas a donor emissziojat
csokkenti, az akceptorét emeli (18.4bra). Emisszids ratiometrids modszerrel az akceptor és donor
emisszidjanak hanyadosaval képezhet6 a FRET hanyados vagy FRET index, mellyel

szamszeriisithet6 a valtozas mértéke (18. abra)(363).

FRET FRET =« \
D - A < 5
t ! konformacio D 3
. . ~
valtozas
FRET __ AKkceptor emisszio
hanyados Donor emisszié

18. &bra: A FRET szonddk miikodési elve: A donor kromofér (D) gerjesztése soran fényt
emittal, mely konformacidvaltozast kovetden, ha az akceptor (A) megfelels kozelségbe keriil a
gerjesztett energiat az akceptor kromoférnak adja at. Az akceptor fluorofor (A) emisszidja

emelkedik, a donoré csokken (362).

1.5.6.2.1 Az OxyFRET és PerFRET

Dr. Enyedi Balazs ezen elv alapjan készitett két, fiziologias mennyiségii H,O, mérésere
alkalmas szondat. A két szonda S. cerevisae H,0, érzékelésének alapjan nyugszik. Hidrogén-
peroxid jelenlétében az Oxidans receptor 1 (Orpl, Oxidant receptor protein 1) glutation
peroxidaz az Eleszt6 aktivator fehérje 1 (Yapl, Yeast activator protein 1) transzkripcios faktorral
redox relé rendszert alkotnak. Nyugalmi kérilmények kozott a Yapl transzkripcids faktor NES

(nuklearis export szignal) motivumahoz kotédik egy nuklearis export fehérje, gatolva sejtmagi

=z

=z
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alakit ki. A kialakulé konforméciovaltozds a Yapl N- és C-termindlis cisztein gazdag
doménjeiben (NCRD és cCRD) taldlhatdo cisztein oldallancai kozott tovabbi  harom
intramolekuléris diszulfidhidat alakit ki (366). Az Orpl hatdsara, H,O, jelenlétében kialakulo
konformacio elfedi a nukleéris export szignélt, valamint felszabadul a nukleéris lokalizacios
szignal (NLS), igy a Yapl feldusul a sejtmagban. Az Orpl és Yapl fehérjék redukalasat a
tioredoxin reduktaz rendszer (Trx) végzi (367). A szondak H,O, specifikussagat ezen élesztd
fehérjék cisztein gazdag régioi adjak. A Yapl cisztein gazdag doménjeit (nCRD: N279-K32,
CCRD: 565-N650) és az Orpl-et teljes hosszUsagéaban illesztette Dr. Enyedi Baldzs a
CeruleanAll, és a cirkularisan permutalt Venus173 (cpVenusl73) fluoroférok mellé (368)
(19.4bra).

OxyFRET : CeruleanA11 nCRD = cCRD BSSRE\NITE
279 327 565 650

PerFRET : CeruleanA11 Orp1 maa= CCRD ISYRAVNITE
1 164 565 650

19. &bra: Az OxyFRET és PerFRET szonddk domén-szerkezete és valaszkészsége H,0;
hozzaadasara. A: A Yapl fehérje két CRD szakasza egy rovid GGSGG linker szekvenciaval
kerllt beillesztésre, a CeruleanAll fluoreszcens fehérje az OxyFRET-ben az nCRD-hez, a
PerFRET-ben az Orpl-hez fuzionaltatva. A cpl73Venus pedig a Yapl cCRD doménjével
osszefiizve alakitja ki a FRET part (368).

Az OxyFRET rekombindns szonda tartalmazza a Yapl nCRD-t egy mddositott
CeruleanAl1 sarga szini fluoreszcens fehérjével fuzionaltatva, valamint a Yapl cCRD doménjét
egy rovid glicin és szerin aminosavakbdl allé hiddal 6sszekdtve. Az eukaridta expresszids
vektorban a rekombinans fehérjét egy konstitutivan aktiv CMV (cytomegalovirus) promoter
hajtja. Az OxyFRET nCRD domenjének Orpl-re torténd cserélésével késziilt el a PerFRET, ahol
egy rovidebb, GSGG linker koti 6ssze a két domént (19.abra) (368).
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20. dbra: Az OxyFRET és PerFRET szondak dozis-hatas gorbéje: Hela sejtekben az
OxyFRET és PerFRET szondak erzékenysege kilénbdzé koncentracioju H202
hozzaadasaval kivaltott FRET hanyados értéke alapjan. A relativ FRET hanyados a

nyugalmi, illetve 1 mM H202 hataséara kialakul6 hanyadoshoz viszonyitva (368).

Az OxyFRET és a PerFRET szondak érzékenysége dozis-hatds gorbéjuk alapjan a
sejtben 18,8 uM, illetve 22,8 uM értéknél talalhato a H,O, félmaximalis oxidald koncentracidja,
amely meghaladja a HyPer érzékenységét, melynek félmaximalis oxidalé H,O, koncentracioja
76 uM (20. abra)(6, 368). A szondak alacsonyabb koncentracid tartomanyban valaszolnak az
intracellularis H,O, koncentraciora, de telitddésiik a HyPerl szondahoz hasonlo 100 uM

koncentraciotartomanyban van.

A PerFRET szonda H,0; expoziciora a FRET hanyadosanak csokkenését eredményezi.
Az Orpl fehérjében kialakul6 intramolekuléris  diszulfid-hid képz6désb6l — eredd
konforméacidvaltozas a fluoroférok tavolodasat okozza, ezaltal csékken a FRET hanyadosa.
Gyors [H,0,] valtozasok kinetikai vizsgalatara a PerFRET lehet alkalmas, FRET hanyadosa
széles tartomanyban dinamikusan véalaszol H,O, expoziciora, majd kimosasa utan gyorsan
regeneralodik. Ezzel szemben az OxyFRET FRET hanyadosa emelkedik, de valasza kisebb

tartomanyban valtozik (21.4bra).
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21. dbra: Az OXyFRET és PerFRET szondék regeneralddasa: 100 uM H,0, hozzaadast
kovetéen Hela sejtekben expresszalt OxyFRET (A) és PerFRET (B) szondék a H,O, kimosasa

soran regeneralddnak (Dr. Enyedi Balazs PhD értekezésenek abraja).

Mindkét szonda in vitro reverzibilisen oxidalhat6, tovabbi el6nyiik, hogy a fizioldgias

tartomanyban alacsonyabb pH érzékenységuk, mint akar a HyPerl szenzoré (22. abra) (358,

368).
HyPer OxyFRET PerFRET H,0,
2.39
N H,O, H.O (100uM)
(100pM) 1.8 242 2.2 f
NH,CI f (100pM)
~+  omm) 3 f 5 211
[ = 1.7 =
< g g 204
w73 3 £
E’ f 1.6+ =1
Z.] N
= =1y NH(CI = 17
(10mm) e
0 3 6 9 12 15 0 3 6 9 12 15 0 3 6 3 12 15
idé (min) idé (min) idé (min)

22. abra: A HyPer, OxyFRET és PerFRET szenzorok pH fliggésének dsszehasonlitasa:
HelLa sejteken mért 10mM NH4CI és kontrollként 100 ul H,O, hatdsara kialakulé szignélok

Osszehasonlitasa, az abrakon a mikroszkdp latoterében egyszerre mért sejtek szignalja lathatd
(368).

A HyPerl aspecifikus valaszt ad a NH,Cl-dal eltolt pH valtozasra, igy ezen szondak nem

alkalmasak olyan élettani folyamatok nyomon kdvetesere, melyek pH valtozassal is jarnak, mint
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akar a NADPH oxidazok aktivitasabol eredd H' ionok keletkezése és javasolt mellette a C199S
mutans szondaval kontrollalni. Az OxyFRET és PerFRET nem vélaszolt ugyanekkora pH
valtozasra, és tovabbi elényiik, hogy a FRET elvének koszonhetben, specifikus vélasznél a

fluoroforok emisszidja ellentétes iranyba valtozik.

Az OxyFRET és PerFRET szondak karakterizalasaban mar én is részt vettem, ezért

tovabbi vizsgalatukat a Modszerek és az Eredmények cimii fejezetekben fogom bemutatni.

Léteznek méar a H,O, mérési modszerek kiilonboz6 metszetei, mint pl. a FRET alapu,
arany QD nanoparikulumok, tiramid reakcidval 6tvozve. Miikodési elve, hogy az arany QD
(EXmax 605 nm) felszinéhez kotott torma-peroxidaz (HRP) (donor fluorofor) és a tiramiddal
jelolt karbocianin (Cy5) festék (akceptor) fluoreszcens spektrumai részben éatfednek, H,O,
jelenlétében a Cy5-jelolt HRP—QDs formaécid alakul ki, a FRET hanyados értékében 10-100 nM
H,0, koncentraciotartomanyban linearis fliggést irtak le (369). A Ratio-Peroxyfluor-1-nél
(RFP1) a FRET hanyadost a kumarin donor és a fluor/fluoreszcein-akceptor partnerek kozotti
spektralis atfedés generalja. Erzékenységét az akceptor festéken talalhatd boronat-észter
védbesoport H,O,-specifikus eltavolitisa okozza. A koézleményben éleszté mitokondriumaba

iranyitva szelektivnek talaltdk H,O, —ra NO és szuperoxiddal szemben (370).
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2. Célkitiizések

Doktori munkam soran tébb, egymassal szorosan 6sszefiiggé kérdéskort vizsgaltam az aldbbi
fobb célokra fokuszalva:

e A PreFRET genetikailag kodolt intracellularis H,O, szint érzékelé szonda miikodési
elvének jellemzése mutécidanalizissel.

e Primer human pulmonéris és dermalis fibroblaszt sejtek endogén Nox4 expresszidjanak
és aktivaciojanak vizsgalata.

e A Nox4 és p22°"™ kapcsolatanak vizsgalata Nox4 KO és p22°"*-deficiens egérmodellek
segitségével.

e Nox4 és p22°"* szubcellularis lokalizacidjanak feltérképezése és az aktivalt komplex
altal termel6d6 H,O; intracelluléris jelenlétének detektalésa.
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3. Anyagok és mddszerek

3.1 Felhasznalt anyagok

A Kisérleteim soran felhasznalt anyagok kozul az Alexa-488, -568 konjugalt
monoklondlis és poliklonalis antitesteket, a pcDNA3.1 klonozd vektort, a Lipofectamine LTX,
RNAIMAX transzfekcios reagenseket, az Amplex Red oldatait az Invitrogen™ Life
Technologies cégtdl rendeltiik. Az IgG-1 tipusi monoklonalis (16G7) p22°" elleni antitestet
kollaboracids partneriink bocsatotta rendelkezésiinkre (371). A szintén monoklonalis AU1 elleni
antitest a Covance (AFC-130P) cégt6l szarmazik, mig poliklonalis tarsat (ab3401) az Abcamt6l
rendeltik. A Kisérletekben hasznalt V5 elleni monoklondlis antitestet AbD Serotec cégtdl, az
anti-BiP monoklonalis antitestet pedig a BD Bioscience-tol szereztik be. TGF-pl-et az R&D
System-t6l vasaroltuk. A rapamicint intézetiinkb6l Dr. Varnai Péter bocsatotta rendelkezésiinkre,
aki az R&D System-tl vasarolta. A szdvetteszénytéshez és mérésekhez hasznalt miianyag
flaskékat és lemezeket Greiner Bio One GmbH-tdl vésaroltuk. A Sigma-Aldrich cégt6l
vasaroltuk a p-actin elleni monoklonalis antitestet és azon egyéb reagenseket, anyagokat,

amelyeket nem tiintettem fel kilon.

3.2 Plazmid konstrukciok készitése

Az alapvetd molekularis biologiai eljarasokhoz hasznalt reagenseket a Fermentas cégtol
szereztuk be. A PCR reakciokhoz minden esetben Phusion Hot Start DNS polimerazt

(Finnzymes) hasznaltunk gyartdi protokoll alapjan.

A p22°"* fehérjét expresszalé plazmidbdl készitettiink AU1-epitdppal jeldlt véltozatot is.
A p22°"* kédold szekvenciat (ORF) PCR-rel erdsitettiik fel human renalis cDNS konyvtarbol
(Applied Biosystems/Ambion). A primerek adapterkeént hordoztak 5’ iranyban Nhel, 3’ iranyban
BamHI restrikcios vagohelyeket, amelyek segitségével a PCR fragmenst beillesztettik a
pcDNA3.1 (Thermo Fischer) vektorba. Igy a vektorrol kifejez6dé p22P" C-terminélisan
hordozza a V5-epitdpot. Az AUL-epitopot N-terminalisan helyeztik el irnyitott mutagenezissel

(QuickChange |1 Site-Directed Mutagenesis Kit, Agilent) a gyarto altal kiadott Gtmutato alapjan.
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A Nox4 V5-epitdppal ellatott valtozata plazmid formaban mar elérhet6 volt laborunkban,
melyet Kkiindulasként hasznaltunk. N-terminalisan iranyitott mutagenezissel AUl-es antigén

determindnst illesztettlink ra, majd egy Uj STOP kodonnal levélasztottuk a VV5-epitdpot.

Készitettlink tovabba egy kémiailag indukalhatd heterodimerizaciés rendszert, ahol az
FKBP12-FRB dimerpar tagjai rapamicin jelenlétében gyors transzlokéacidoval komplexet
formalnak (372) . Ezt kihasznalva a 12 kDa nagysagu FK506 fehérjét (FKBP12) fuzionaltattunk
Nox4-hez és p22°""*hoz. Rapamicin jelenlétében az mTOR kindz rapamicin-koté doménje
komplexet képez az FKBP12 fehérjével. A kotddés lathatova tételéhez az FRB molekulahoz egy
YFP fluoreszcens fehérjét, az FKB12 fehérjéhez pedig egy CFP-t kotdttlink. PCR reakcidban
amplifikaltuk fel Dr. Varnai Péter pEGFP (Clontech) alapd plazmidjarél a CFP-FRB-HA
szekvenciat tartalmazo fragmenst, melyet Nhel-Bglll vagohelyekkel N-terminalisan a Nox4 ORF
elé ligaltunk. A p22°"* tartalmd plazmidra ugyanezen PCR terméket Sall-Mfel- vagéhelyek
segitségével C-terminalisan illesztettiik ra. A kisérlethez a dimerizciés komplex parjat, a FRB-
YFP-t Dr. Varnai Pétert6l hasznalatra készen kaptuk (372).

A HyPertl-et kddol6 plazmidokat Dr. Enyedi Baldzs készitette és karakterizalta (Enyedi
2010) Belousov és munkatarsai altal Iétrehozott citoszdlikus HyPerl szenzort kddolo plazmidja

alapjan (Evrogen, (354)). Minden altalunk készitett plazmidot szekvenalassal ellendriztiink.

3.3 QPCR

Sejtvonalainkbdl frissen izolaltunk teljes RNS-t Trifast reagenssel a gyari protokollban
leirtak szerint. 1pg RNS-b61 20 ul térfogatban cDNS-t szintetizaltunk, melyhez M-MuLV reverz
transzkriptaz enzimet hasznaltuk oligo (dT)18 primerrel a gyartd javaslata alapjan. A cDNS-bol
1 pl-t (50 ng RNS) hasznaltunk a QPCR reakciokhoz, melyhez LightCycler FastStart DNA
Master SYBR Greenl reakcid6 mix-et alkalmaztunk 10 pL térfogatban LightCycler 1.5
késziléken (Roche). A standard PCR protokollt alkalmaztuk: 95 °C 10 perc, majd 40 ciklus 95
°C 10 sec, 60 °C 5 sec, 72 °C 15- 25 sec (target hossza [bp]/25), melynek végén olvadasi gorbét
vettunk fel 65 °C-t6l 95 °C-ig 0,1 °C/s sebességgel.

LightCycler Software 4.05 programmal értékeltiik ki az eredményeket. Masodik derivalt

modszerrel hataroztuk meg a ciklusszamot (Cp, crossing point), ahol az amplikon mennyisége
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eléri a detektalasi kiiszobot. Ertékelésiinkhoz egy héaztartasi gén, a p-aktin kifejez6désének
mértékével osztottuk az adott mintaban jelen 1évé gén termékeinek mennyiségét €s a normalt,

relativ expressziokat abrézoltuk.

3.4 Sejtkultura, felhasznalt sejtvonalak

A kisérleteinkhez hasznalt Hela-WT (ATCC:CCL-2™), dermalis fibroblaszt (BJ,
ATCC:CRL-2522™) és a HEK293FS (Invitrogen™ Life Technologies) sejtvonalakat 10 %-0s
fotalis borju szérummal (FBS), 50 U/mL penicillinnel és 50 ug/mL streptomycinnel kiegészitett
DMEM médiumban (Lonza) tenyésztettiik. A human pulmonalis fibroblaszt (HPF, PromocCell,
C-12360) primer sejtvonalat a gyartd altal javasolt és forgalmazott fibroblaszt médiumban
tartottuk fenn 2%-o0s FBS-el, 5 ng/mL fibroblaszt novekedési faktorral (bFGF), valamint 5
ug/mL inzulinnal kiegészitve. A Nox4-taltermeld HEK293FS sejtvonalat Dr. Donké Agnes
készitette, fenntartasa azonos a hattér HEK293FS sejtekkel.

3.4.1 p22°"°* és Nox4 deficiens egértorzsek

A 3FAFyh (MGI:3818889) elnevezésii Nox4 deficiens egértorzset az Oak Ridge
National Laboratory (Oak Ridge, TN, USA) bocsétotta rendelkezésiinkre, amely homozig6ta
forméaja életképes, sugarzas-indukalta tirozinaz (Tyr) hianya miatt albiné (Rinchik 1993). A
Nox4 teljes genomi szekvencidja hianyzik a Tyr génnel szomszédos 7. kromoszéma g-karjan (c-
I6kusz), amelyet Southern Blot analizissel ellenériztiink. A PCR alapu analizis igazolta, hogy
egy 2100 kilobazis hosszu delécio jott l1étre a Nox4-Tyr I6kuszban. A hianyzé DNS szegmens
lefedi a Nox4 upstream teljes régidjat, tovabba érinti az olfaktorikus-vomeronazalis receptor
csalad génjeinek egy részét (Vmn2r-70-t61 Vmn2r-79-ig) és a folat hidrolaz 1-et (Folhl). A
deléciot disztalisan kozvetlen kovetd szakaszon elhelyezkedé Gmr5 és Ctsc szekvencidi intaktak

maradtak.

Az nmf333, p22°"*-deficiens egértérzs a Jackson Laboratory-bol szarmazik (Bar Harbor,
ME, USA). A p22°" fehérjében a 121-es pozicidjd tirozin helyett egy misszenz mutacié miatt
hisztidin talalhato. A génben tortént tirozin-hisztidin aminosav csere a transzmembran domént

érinti, amely sulyos strukturélis valtozasokat eredményez es a fehérje instabilitdsat okozza. A
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recessziven 6rokl6dé mutacio fej és test billenéssel jaré fenotipust eredményez (Parkos 1989,
Nakano 2008).

Az egereket normal diétan tartottuk, vizet ad libitum adtunk. Allatkisérleteinket az XIV-
1-001/2140-4/2012 szamu engedély birtokaban végezhettik el.

3.4.2 Farok fibroblaszt sejtek preparélasa

Az egerekbOl 8 hetes korban farokvégbdl készitettiink sejttenyeszetet (TTF, tail-tip
fibroblast), melyet az izolaciot kovetéen 30 percen keresztill kollagendzzal emésztettilk, majd
felhaszalas eldtt par napig 10 % FBS és 1 % penicillin/sztreptomicinnel kiegészitett DMEM-ben

ndvesztettlink.

3.4.3 Nox4 expresszio indukalasa

A humén és egeér sejtvonalakat tripszinnel torténé mobilizalas utan 12-lyuk( plate-en
novesztettik 90-98 %-os konfluenciaig. Ezt kovetéen egy ¢éjszakara alap médiumukbol
csokkentettik a szérumtartalmat 0,05 %-ra. Méasnap teljes szérummegvonas mellett 5 ng/mL
TGF-P1-et adtunk, rutinszeriien 24 6raig. Minden sejttipusnal a sajat, alap tpoldatat készitettiik

el szérum depletalt és TGF-B1-gyel kiegeszitett formaban.

3.5 Tranziens transzfekcio és géncsendesités

A plazmidokat tranziens transzfekcioval expresszaltattuk a sejtekben. Kémiai uton
Lipofectamine LTX reagenst hasznaltunk, mig a BJ és HPF sejtvonalak esetén elektroporalassal
juttatuk be a plazmidokat a Life Technologies altal forgalmazott Neon Transfection System

segitségevel.

Kémiai transzfektalas soran tripszines emésztéssel a transzfekciot megel6z0 napon a
sejteket atiiltettiik 2x10°-en stirliségben 6-lyuku plate-ekre. Méasnap médiumeserét kovetéen 1 pg

DNS-t, 1 ul Plus reagenst és 3 ul Lipofectamine LTX reagenst alkalmaztunk a gyartd altal
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javasolt protokoll alapjan. Mikroszképos mérésekhez a sejteket 1x10°-en siirliségben 10 cm-es

feddlemezre tltettiik at, miel6tt transzfektaltuk volna.

Elektroporaciéhoz 10 pL-es Neon Kit-et hasznaltunk, melyhez 4x10°-en sejtet
alkalmaztunk reakcionként. A sejtek elOkészitése a gyartdi leiras alapjan tortént. A

fibroblasztokat 1600 mV-tal, 20 ms alatt 1-szer t6ttik meg.

Geéncsendesitéshez a standard eljarast alkalmaztuk, 60-70 %-os konfluencia mellett 25
pM specifikus vagy kontroll siRNS-et transzfektaltunk Lipofectamine RNAIMAX reagenssel a

forgalmazo ajanlasa alapjan. A sejteket 2-3 napig inkubaltuk felhasznalas el6tt.

3.6 Immunfluoreszcens jel6lés

A sejteket 10 cm-es lemezre iltetést kovetGen transzfektaltuk, majd 24-48 Orés
inkubaciot kovetéen dolgoztuk fel. 30 percig fixadltuk szobahémérsékleten 4 %
paraformaldehidet tartalmazo PBS oldatban. PBS-es mosast kovetéen 100 mM glicin tartalmu
PBS-es oldattal inkubaltuk 10 percig. Ujabb alapos PBS-es mosast kovetden a sejteket
permeabilizaltuk 20 perc alatt 1 %-0s BSA, 0.1 %-os Triton-X100 tartalmazé PBS-sel, majd
blokkoltuk 1 6raig 3 %-0s BSA-t tartalmaz6 PBS-ben. Az els6 és masodik antitesteket 3 %-0S
BSA tartalmt PBS-ben inkubaltuk 1 vagy 2 dran at. Ujabb PBS-es moséast alkalmaztunk a két
antitest kozott és a lemezeket végil Mowiol 4-88 reagenssel (glicerin és 4-88 polivinil alkohol

vizes oldata, melyet Tris-el puffereltiink 8.5-0s pH-ra) rogzitettik.

3.7 Western blot analizis

Fehérje expresszios vizsgalatokhoz a sejteket jeges PBS oldattal atmostuk, majd jégen
proteinaz inhibitor koktéllal (Roche Life Science) kiegészitett RIPA pufferben (50 mM Tris, 150
mM NacCl, 0.1 % SDS, 0.5 % Na-deoxikolat, 1 % TritonX) lizaltuk. A felkapart sejteket 4 °C-ra
elohttott centrifugadban 13400 rpm-el 10 perc alatt centrifugaltuk. A feliiliszot 4x-os Laemmli
pufferrel (0.005 % brémfenolkék, 4 % SDS, 20 % glicerol, 0.1 M Tris) egészitettik ki. A kezelés
tipusatol fiiggden 10 percig 100°C-on denaturaltuk vagy forralés nelkil futtattuk 12 %-os SDS-

poliakrilamid gélen. Ezt kvetéen atblottoltuk a gélt nitrocellul6z membranra, majd blokkoltuk 1
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ordt 5 %-0s tejporos PBS-ben. A primer antitestet 3 %-0s BSA-t tartalmazd oldatban
alkalmaztuk, amelyet szobahémérsékleten 1 oraig razattuk a membrannal. A kotédéshez HRP-
konjugalt anti-nyul vagy anti-egér mésodlagos antitestet (Amersham Pharmaceuticals) 1:5000-es
higitdsban hasznaltunk, melyet kemilumineszcens elven mikodé eljarassal (ECL, GE
Healthcare) hivtunk elé FUJI Super RX filmre.

3.8 Mikroszkopos technikak
3.8.1 Konfokalis mikroszkdpia

Zeiss LSM510 tipust pasztazod konfokalis mikroszkdppal készitettlink képeket altaldban
63-szoros nagyitasu, 1.4-es numerikus apertaraju Plan-Apochromat Objektivvel. A gerjesztéshez
25 milliwattos, 458 nm-en és 488 nm-en emittalé argon lézert, egy 405 nm-en emittalé didda
[ézert, valamint 1 milliwattos, 543 nm-en emittalo hélium/neon lézert alkalmaztunk. A képek 1-2
um optikai szeletvastagsaggal multitrack modban késziltek, hogy minimalizaljuk a fluoroférok
kozotti atbeszélés mértéket. Cerulean esetén az emissziot 420-480 nm-es sziik sava filterrel
detektaltuk, Alexa-488, Venus, GFP és a HyPer esetén 500 és 530 nm-es sziik savu filterrel, mig
mRFP, mCherry és az Alexa-568 mérése soran 560 nm felett széles savon atengedd filter
segitségével készitettiik a képeket. Az utdbmunkalatokhoz a Zeiss Zen programjat hasznaltuk.

3.8.2 Mikrofluorimetrids mérések

3.8.2.1 Intracelluléaris H,0; szintek detektalasa HyPerl szenzorral

Mikrofluorimetrias mérésekhez egy forditott allasu Axio Observer (Zeiss) mikroszkdpot
alkalmaztunk 40x1.4-es numerikus appertardja (Fluar, Zeiss) olaj immerzios objektivvel és
Cascade Il (Photometrics) kameraval felszerelve. A fényt Xenon ivldmpaval gerjesztettiik,
amelyb6l DeltaRAM monokromatoron (Photon Technology International) atengedve allitottuk

be a kivant hullamhosszt.

A 10 cm-es feddlemezre iiltetett sejteket 24-48 ordval a HyPer transzfekciojat kovetéen
excitacios ratiometriaval meértiik. A fehérje fluoreszcens valtozasanak detektalasahoz 490 es 420
nm-en szekvencialisan gerjesztettiik, a kibocsatott fényt pedig 505 nm-es dikroikus tikron és egy

525/36 nm-es emisszids sziir6n engedtiik at, valamint mértiik a molekula emisszids maximumat
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520nm-en. A fehérje abszorpciés maximuma a fehérje oxidaltsagi allapotanak filiggvenye,
amelyet hattérkorrekciot kovetden a két kibocsatott fluoreszcens jel intenzitdsanak hanyadosaval

jellemziink (HyPerFago/Fa20). Ez az érték az intracellularis sejtalkoto H,O, szintjével aranyos.

A méréshez a 10 cm-es fedélemezeket 37 °C-on elémelegitett mérékamrakba (Attofluor)
helyeztik at, H-médiumra (145 mM NaCl, 5 mM KCI, 1 mM MgCl,, 0,8 mM CaCl,, 10 mM
HEPES, 5 mM glukdz, pH = 7,4) cseréltiik a tapoldatot. A mérések soran 100 ul, 10-szeresre
higitott reagensekkel dolgoztunk, melyet 1 mL médiumba kevertiink. A 3-t6l 30 percig terjedd
egyedi méréseket 10 méasodperces képkészitéssel MetaFluor (Molecular Devices) programmal
rogzitettik és ugyanezen programmal értékeltiik ki. Azonos mérési napok kiilon mérélemezeit

bioldgiai parhuzamosnak tekintettuk.

3.8.2.2 Intracelluléaris H,0; szintek detektalasa PerFRET és OxyFRET szenzorral

A FRET szondékat tranziens modon transzfektalva hasonlé elven mértiik, mint a HyPert.
Kozvetlen mérés el6tt az eldmelegitett mérékamrakban H-médiumra cseréltik a tapoldatot, majd
3 perces eldinkubaciot kovetden 37 °C-on 1 mM H,0; hozzéadasaval maximalisan oxidaltuk a

szondéakat.

A szondakat 435 nm-en gerjesztettiik, majd az emittalt fényt szétvalasztottuk egy Dual-
View (Photometrics) tikdrrendszer segitségével, ahol atvezettiik egy 505 nm-es dikroikus
tikron, illetve egy 480/30 és egy 580/30 nm-es sziir6n, igy egyidejlleg detektaltuk 480 nm-en a
donor (CeruleanAll) és 535 nm-en az akceptor (cpl73Venus) kibocsatott emisszids fény
intenzitasat. Eredményeinket a hattérintenzitas levonasa utan az alapvonalra normalt értékekbdl
generalt FRET hanyadossal abrdzoltuk. A FRET hanyadosban az akceptor altal kibocsatott

emisszids szignalt elosztottuk a donor altal kibocsatott donor emisszidjaval.

akceptor emisszio (s35,m

FRET hanyados = e
donor emisszidé (480nm)
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3.8.2.3 Rapamicin-alapu dimerképzés

A rapamicin indukéalta heterodimerizacios kiserletekhez az FKBP12-FRB domenpart
alkalmaztuk. BJ sejteket 6-lyuku plate-ben fedélemezre szélesztettiik, majd 60 %-o0s konfluencia
szint mellett kotranszfektaltuk FRB-YFP-vel és a CFP-FKBP12-p22°" vagy CFP-FKBP12-
Nox4 plazmiddal. A kotranszfekcidt koveté napon mérékamraba és H-médiumba helyeztik at a
fedélemezeket, ahol kinetikai méréseket végeztiink 5-10 masodperces képkészitési frekvenciaval
altalaban 15 percig. A rapamicint 300 nM-os végkoncentracidban adtuk 10x higitasban 1 mL

médiumba keverve.

3.8.3 Extracellularis H,O, mérése Amplex Red assay-vel

Az extracelluléris térbe szekretalt H,O, szintjének meghatarozasara a Life Technologies
Amplex Red mddszerét alkamaztuk. Az Amplex Red reagens (10-acetyl-3,7-
dihidroxiphenoxazin) egy nem-fluoreszcens, szinetelen molekula, mely enzimatikus oxidacio
utdn fluoreszcens rezorufinna alakul. Kinetikai és kvantitativ mérésekre is alkalmas, 1:1
sztochiometrias aranyban detekalja a H,O,-0t. Néhany tényez6 korlatozza megbizhatdsagat vagy
alkalmazhatdsagat, példaul peroxidazok oxidalhatjak, elektrondonorok (NADH) jelenlétében

veégbe mehet fotoszenzitiv redukcidja.

A 12-lyuku plate-re ultetett adherens sejteket konfluens allapotban H-médiumban 50 uM
Amplex Red reagens (10-acetyl-3,7-dihydroxyphenoxazine) és 0.1 U/mL HRP jelenlétében 37
°C-on inkubaltuk. A 30 perces inkubalast kovetden a rezorufin fluoreszcencigjat 590 nm-en
POLARStar OPTIMA fluoriméterrel 60 percig, percenkénti leolvasassal detektaltuk. A Nox4

gatlasahoz 1 uM DPI-t is adtunk az inkubacios H-médiumhoz.

3.9 Statisztika

Kisérleteinket minden esetben minimum harom alkalommal végeztik el, az adatokat
atlag + standard hiba formaban ismertettiik. Statisztikai értékelésekhez Sigmaplot 13.0 Software-
t alkalmaztunk, amelyben a csoportok kozotti kiilonbségeket Student-féle t-probaval vagy Mann-
Whitney-U teszttel ellendriztiik. Szignifikansnak a 0,05-nél kisebb p értéket tekintettlik, Student-
féle t-probak esetén a szignifikancia kiisz6bot Bonferroni korrekcioval is ellenériztiik.

64



DOI:10.14753/SE.2019.2286

4. Eredmények

4.1 A PerFRET szonda karakterizalasa

Munkamat kutatdcsoportunkban Dr. Enyedi Balazs altal készitett 0j, FRET alapd
intracellularis H,O, szonddk Karakterizaldsaval kezdtem. Az A&ltala létrehozott szenzorok
lehetéséget nyujtanak, hogy FRET technikaval, fiziologids koncentracidtartomanyban, valos
idében detektalhassuk az intracellularis H,O, szintet. Hidrogén-peroxid specifikus, amely az
Orpl és Yapl cCRD kozotti intramolekularis diszulfid hidak kialakulasaval jaro
konformacidvaltozason alapul, amely a fuzionaltatott donor és akceptor fluoroférok a PerFRET-
ben érdekes mddon tavolodnak, igy a FRET hanyadosa csdkken.

Annak érdekében, hogy jobban megértsiik a szonda miikddését, megvizsgaltuk mely
ciszteinek felelések a PerFRET esetén a H,O,-ra adott specifikus valaszért, ezért elkészitettiink a
CRD doménekben el6forduld 0sszes cisztein aminosav szerinre cserélt valtozatat és fontosabb
kombinacidit. A PerFRET-ben a hidrogén- perodix hatasara kialakul6 diszulfid hidak az Orpl
fehérjében talalhatd 3db (36,64,82-es pozicidkban, aldbbiakban is ezt dbrazoltam el6l) és a Yapl
cCRD doménjében szintén 3db (598,620,629-es poziciokban) cisztein kozott johet létre. A
szonddkat Hela sejtekben tranziensen expresszaltattuk, majd 10-, és 100 uM H,0;
hozzéaadasaval teszteltiik valaszkészségliket az eredeti PerFRET és az 6sszes cisztein mutalasaval
Iétrehozott kontrollhoz PerFRET-hez hasonlitva (23. dbra).

PerFRET CCC-CCC PerFRET SSS-SSS
224 2.2
52 ey 1
= M H,0 g
£ 20, — 100 M ? 2.04
= 194 2 19 e
E E 10 pM HS,O)
£ 18] £ 1.8 100 uM
= 17 T 7
16 1.6 Frith it
0 3 6 9 0 3 6 9
Idé (perc) Ido (perc)
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23. abra: A PerFRET és az 6sszes cisztein szerinre cserélt kontroll PerFRET szonda
FRET hanyadosai: HelLa sejtekben expresszalt PerFRET PerFRET SSS-SSS 535/480 nm-en
detektalt emissziojanak idégorbéi 10- és 100 uM H,0,-0t kivetben, illetve egy mikroszkdpos
latétér képe, ahol a mérés soran a kék korokben detektéltuk az egyik hullamhosszon a sejtek

emisszidjat (16-45 sejt, atlag+SEM abrazolva).

HelLa sejtekben a PerFRET szonda 6sszes variansa megfelelden kifejez6dott, mindegyik
valtozat citoszolikus lokalizaciot mutatott, amelyet magyaréz a Yapl fehérje cCRD doménjében
talalhatd nuklearis export szignal szekvencia jelenléte. Az aldbbi egyszeres és tobbszoros
mutaciokat készitettiik el, hogy megallapithassuk mely ciszteinek esszencialisak a PerFRET

funkcitjahoz sziikséges diszulfid hidak kialakitasdhoz (24. abra).

PerFRET CSS-SCC PerFRET CSS-CSC PerFRET CSS-CCC
2.2 H,0, 22 22
10 pM H,0,
2.1 100 pM 2.1 2.1
- - H,0, k-
£20 £20 o o £ 20
:g 1.9+ g 1.94 g 1.94
'E. 1.8 £ 181 & 18
17 1.74 HMHMHHM‘N‘H‘WHMWMHNH 17
16 1.6 16

0 3 6 9 0 3 6 9 0 3 6 9
Ido (perc) Idb (perc) Idé (perc)
PerFRET SSS-CCC PerFRET SCC-CCC PerFRET CS5-CCS
2.21 19 2,21 H,0,
g 2.1 H,0, 513 5 2.1 — 1509uM
£ 10 pM H,0 2 9 z _—
£ 20- — 270 £ H,0 5 2.0
b= 100um 22 E
—_ 21T 10 pM
£ 419 £ —_— HO, 8
5 199 2 100um 5§ 1.94
5 £ 1.6 k]
£ 18- g = 1.8
1.5
A 17
1.4
1.6- 16

: T ; 38 3 ; 5 5 3 : 9
Idé (perc) Idé (perc) Ido (perc)

24. abra: A PerFRET szonda cisztein mutalt oldallancainak analizise: HelLa sejtekben
expresszalt, egyszeresen és tobbszorésen mutélt szondak 535/480 nm-en detektalt emisszidjanak
idégorbéi. Stimulacioként 10- és 100 uM H,0,-ot adtunk (16-45 sejt, atlag+SEM).
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crer

teljes funkciovesztéséhez. A C64S és C82S variansok alapjan a masodik és harmadik cisztein az
Orpl-ben nem esszencidlis. A Yapl cCRD kozéps6 cisztinjével az Orpl 36-0s ciszteinjével
interakcioba 1ép, a masik két Yapl cCRD mutéaldsa nem okozott zavart a H,O, erzékelésben.

H,0, érzékeléshez a PerFRET-ben. Az aldbbi 5. tablazatban foglaltam 6ssze a PerFRET szonda

mutacioit és reakcioképességét.

Reakciokészség | Mutéacio az Orpl doménben | Mutéacié az cCRD doménben

PerFRET “¢¢~ ¢ ++ . .

PerFRET &5 ¢¢¢ ++ C64S, €82S s

PerFRET 3%~ nincs 368, C64S, C82S .

PerFRET >¢¢ € nines c36s .

PerFRET <5< ++ C64s, €82S 5985

PerFRET & ©¢ nincs c64s, €82S C620S

PerFRET < ¢ % C64S, €82S 6295

PerFRET **° %% nincs €368, C64S, €825 5988, C620S, C6295

5. tablazat: A PerFRET mutacidinak és reakcioképességének osszefoglald tablazata: A
PerFRET szondaban talalhatd Orpl és Yapl cCRD cisztein mutacid, illetve valaszkészsége 10-
és 100 uM H,0, stimulust kovetéen. A PerFRET szintjét jeloltem ++ jeloléssel, illetve +-t kapott
az a szonda, amely csokkent mértékben, de valaszolt a H,O,-ra.

4.2 TGF-p1 H,0, termelést indukdl human pulmonaris és dermalis

fibroblaszt sejteken

Toébb munkacsoport is igazolta mér, hogy a Nox4 TGF-B1 hatasara indukalodik, H,O,-o0t
termel boér és tiidé eredetii fibroblasztokban, illetve TGF-B1 stimulus jelenléte a szdvetek
fibrotikus elvaltozasa soran is gyakori (77, 373). Megvizsgaltuk, hogy TGF-B1 kezelés hatasara
dermaélis és pulmonaris fibroblasztokban megjelenik-e H,O, a sejtek extracellularis terében.
Ehhez szérum depléciot kovetéen TGF-B1-gyel indukaltuk 24 oréra a fibroblaszt sejteket, majd
60 percig Amplex Red mddszerrel mértiik a termel6dé H,O; szintjét kontroll és a mérés soran
DPI-vel kezelt sejteken. Kis mennyisegben a DPI altalanosan hasznélt, nem-specifikus Nox

gatloszer, mely FAD-rdl elektront képes elvonni, ez(ton megszakitva az elektrontranszport
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lancot (374, 375). Ugyanezen kortilmények kozott kontroll kisérletként a sejtvonalakban

csendesitettiik a Nox4 expressziot Nox4 elleni specifikus és kontroll siRNs-sel (25. abra).

*¥ # TGF-p1

1200 - 2 TGF-p1
B kontroll

¥ % M Lontroll

B
g

=) =}
=~ 1000 - = 1000
~ 800 = 800
% 5
2 600 < 600
< 400 £ a0
S =)
200 200
0 4 0
- - 4+ 4 DP - - + + DPI
c HPF D BJ
1200 5 %% *% 2 TGF-p1 1200 2 TGFp1
= B kontroll _k%x %% B kontroll
= 1000 { - E 1000
= =
é 200 E 200
£ 600 z 600
2 =
= =
400 =
é é 400
=] =]
Q200 <, 200
0 T
S _ 0
01?‘ & siRINS
ST
HPF BJ

25. abra: TGF-p1-gyel kezelt human pulmonaris (HPF) és dermalis (BJ) fibroblasztok
H,0, termelése: 4 sejteket szérum depléciot kovetéen 5 ng/mL TGF-S1-gyel kezeltlik 24 6raig,
majd Amplex Red reagenssel mértik a termelédsé H,O, szintjét az extracellularis terben HPF(A)
és BJ (B) esetén. A Nox4 enzim géatlaséra 1 M DPI-t alkalmaztunk a mérés soran. HPF (C) és
BJ (D) sejteket eldkezeltiink Nox4 specifikus és kontroll siRNS-sel, majd mértik Amplex Red
meéréssel a termelddd HyO,-0t TGF-f1 indukciot kovetéen. (n=3, £SEM, *P<0.001, **P<0.002)

68



DOI:10.14753/SE.2019.2286

Az extracellularis térben human pulmonaris és dermalis fibroblasztokban a TGF-B1
stimulus szignifikansan ndvelte a H,O, termelédést. A H,O, termelés gatolhato volt DPI-vel és
Nox4 elleni specifikus siRNS-sel, tehdt az extracellularis térben megjelené6 H,O, a Nox4

aktivaciojahoz kothetd.

4.3 A Nox4-, és p22P"*.deficiens egerek TGF-B1 indukciot kéveté H,O,

termelése

Tisztdzni szerettuk volna, hogy a fibroblasztokban megjelenik-e H,O, termelés
valamelyik oxidaz komponens hianyaban is. 8 hetes, Nox4 KO, p22°"*-deficiens, illetve vad
tipusu tarsaikbol farokvég fibroblaszt sejteket preparaltunk, majd szérum depletaltuk a
tenyészetet és 24 oOraig TGF-B1-gyel kezeltik. A sejtek extracellularis terében Amplex Red

modszerrel mértiik a termel6dé H,O, mennyiségeét:

A B

14000 = 2 TGF-p1 14000 » k% ETGF-p1

B Eontroll l Kontroll
12000 + 12000 -

10000 -+

=
g
=

I
+

8000
6000 6000 +

4000

H;0; (Amplex Red RLU)
H; (4 (Amplex Red RLU)

2000 2000 +

Nox4 p 22 phox

26. &bra: Nox4-, és p22"".deficiens egerek H,O, termelése TGF-g1 indukciot
kovetden: 8 hetes vad tipusti és Nox4(A) vagy p22°"(B) mutdns egerek farokvégeibdl izoldlt
fibroblaszt sejteket kezeltiink szérum depléciot kovetéen TGF-S1-gyel, majd Amplex Red teszttel
mértik a H,O, megjelenését az extracellularis térben. (n=3,+SEM, *P<0.001, **P<0.002)
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Méreseink alapjan a vad tipusu fibroblasztok esetén a TGF-B1 kezelés indukalta a H,O,
termelést, szignifikans kulonbséget mutatva a kontroll sejtekhez képest. A Nox4 knockout
eredetli sejtekben az indukcidt nem kovette H,O, termelés, mig a p22°"**-deficiens sejtvonal
esetén maradt egy kis reziduélis H,O, termelés. A csokkent H,O, megjelenését okozhatja a kis
mértéki p22P"% expresszid, ami a gén Y121H aminosav cseréjébdl eredd instabil p22P"* fehérjét
eredményezi, mely a Nox4-gyel alkothat instabil, kis mennyiségii funkcionalis komplexet.
Megfigyeléseink alapjan a Nox4 és a p22°"* egyiittes jelenléte esszencialis a NADPH oxidaz

aktivitasahoz.

44 A p22°"™ & Nox4d mMRNS expressziés szintjei primer

fibroblasztokban

Kisérleteinknek ebben a fazisaban még nem volt elég informacionk arrél, hogy a Nox4
komplex aktivitasanak csokkenése a fehérjék expresszio-csokkenése, instabilitdsa okozza-e,
hogy a komplex szabalyzasa transzkripcios vagy transzlacios szinten valosul meg. A kérdés
megvalaszolasdhoz megvizsgaltuk, hogy a TGF-B1 indukcionak van-e transzkripciés szinten
hatasa a p22°"™ és Nox4 mRNS-ek mennyiségére. Ehhez BJ és HPF fibroblasztokat indukaltunk
24 oOras TGF-B1 kezeléssel, majd teljes RNS-t izolaltunk bel6liik, cDNS-sé irtunk at, és QPCR

reakcioban mértik a relativ expresszids szintjiket (27. abra).

27. abra: p22°"* és Nox4 relativ mRNS
szintjei TGF-p1 kezelést kovetéen HPF és
BJ fibroblasztokban. 24 oras TGF-p1
indukciot alkalmaztunk kontroll DMSO

1000

kezelés mellett HPF és BJ sejteken,
melyekbdl teljes RNS-t izolaltunk, cDNS-sé
irtuk at, majd QPCR segitségével
Noxd — p22°tt Noxd — p22™*  eohataroztuk a p22P"™ és Nox4 mRNS

0.1 - HPF BJ szinteket. A kontrollként kezelt sejtek

relativ mRNS expresszio

expresszios  szintjeit  tekintettik  1-nek
(n=3,xSEM, *P<0.001, **P<0.002.)
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Az Nox4 és p22°" relativ expresszi6s szintjét a kontroll, DMSO kezelést kapott sejtek
MRNS szintjeihez hasonlitottuk, a nyugalmi expresszids szinteket tekintettik 1-nek. A
sejtvonalakban a Nox4 mRNS mennyisége TGF-f1 kezelés hatasara a nyugalmi szintekhez
képest szignifikansan emelkedett, ezzel ellentétben a p22°" mMRNS mennyiségét nem
befolyasolta a TGF-B1 kezelés.

Egyéb sejttipusokrol, példaul makrofagokrol vagy endothél sejtekrdl ismert, hogy
kifejeznek mas Nox rendszereket is, amelyek lehetséges forrasai a H,O, termelésnek (1). Ennek
vizsgélatara a human pulmonaris és dermdlis sejtvonalainkbdl teljes RNS-t izolaltunk, cDNS-sé
irtuk at. QPCR reakcidban ellendriztiik kontroll sejteken és TGF-B1 indukciot kovetben, hogy
expresszalodik-e mas NADPH oxidaz.

0.0018 TGF-p1 0.03 1 TGF-p1
- Hl Kontroll - Il Kontroll
‘| 0.0015 + ‘N 0.025 4
@z ]
n o
1 )
S 0.0012 4 S 0.02
%) %)
w2 wn
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= =
& 0.0006 1 = 0.01 4
= =
S =
2 0.0003 1 £ 0.005 1
[ e e e e e s e P T e ae '
7?‘23'»’41‘2.’3%%??? TO22C TR EEE SECE
$£22255355 858 $S2522 55055 8¢
cq“:‘.:.:.zzg qq'?ir.azzg
HPF BJ

28. abra: Nox/Duox oxidazok és regulatoraik relativ mRNS szintjei TGF-#1 kezelést
kovetden HPF és BJ fibroblasztokban: 24 oras TGF-p1 indukciét alkalmaztunk HPF és BJ
sejteken, melyekbol teljes RNS-t izolaltunk, cDNS-sé irtuk &t, majd QPCR segitségével
meghataroztuk a kilonbozé NADPH oxidaz komponensek mRNS szintjeit. A kontroll g-aktin
mRNS mennyiségre normalizalt értékeket abrazoltuk (n=3).

Az eredményeink alapjan ezen human primer bor és tiidé eredetli fibroblaszt sejtek nagy
valoszinfiséggel nem rendelkeznek mas NADPH oxidéz rendszerrel. A p22°" mRNS-e

indukciotol flggetlendl is jelen van, de a Nox4 expresszidja is csak indukciot kovetden
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kimutathato. Kizarélag az indukélatlan HPF sejtekben a p67°"™ egy szerkezeti analdgja, a Noxal
is nagyon kés6i ciklusban, de megjelent. Ha specifikus jelet tapasztaltunk, mennyisége
valosziniileg nagyon kismértékii, kevésbé valdszinii, hogy fiziologids szerepe lenne a Nox4
esetében, mert a Noxal a Noxol-gyel, a p47°"* analdgjaval lép interakcidba, mely 40 ciklus
alatt sem adott jelet a QPR reakciéban. A Noxol a Nox1 esetében szintén a p22P"™ PxxP-
motivumanal kotodik, de ellentétben a Nox1-gyel ezen prolin gazdag régio eltavolitasa nincs
befolyassal a Nox4 aktivitasara (1), valamint a Nox4-gyel ko-expresszéltatva p47°"™/p67°"°
vagy a Noxol/Noxal regulatorokat, a Nox4 ROS termelésére nem volt hatasuk (67, 91).

A Nox4 expresszidja csak indukciot kovetéen kimutathatd, primer human
fibroblasztokban a Nox4 gén étirasa transzkripcios nyoméas nélkil nincs deketalhatd
mennyiségben, viszont a p22°"™* mRNS-e az indukci6s hatastél figgetlen. Az alapjan, hogy
MRNS-e indukci6 hidnyaban nem detektalhat6, nem valdszinii, hogy a Nox4 akut valaszra lenne

képes.

4.5 p22°"™ fehérje mennyiségi meghatarozasa

Szerettik volna megvizsgalni, hogy a p22°"™ fehérje mennyisége fiigg-e a Nox4
expresszidjatol, illetve a TGF-B1 kezelést6l. Ehhez primer BJ és HPF sejtvonalakat kezeltlink 24
oraig TGF-B1-gyel és kontroll DMSO oldattal, majd feltartuk a sejteket és Western Blot
kisérletben ellendriztiik a p22P"™* fehérje mennyiségét (29. abra). Ezt kollaboréaciés partneriink
altal a rendelkezéstinkre bocsatott monoklonalis p22°" (16G7) elleni antitest tette lehetévé
(371), viszont a Nox4 ellen nem allt rendelkezésiinkre specifikus antitest, igy fehérje

mennyiségét nem tudtuk nyomon kovetni.

p22' D - e

aktin
TGF-p1  —  + - i
HPF BJ
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29. dbra: HPF és BJ sejtek TGF-g1 indukcié hatasanak vizsgalata a p22°"™ fehérje
expresszidjara Western Blot kisérletben. 25 cm?-es tenyészidtdlra szélesztett, konfluens HPF és
BJ fibroblasztokat szérum depletaltuk majd 24 6raig TGF-p1-gyel kezeltiik. A sejteket RIPA
pufferben feltartuk, Western Blot technikaval feldolgoztuk, majd a membréant p22"" és aktin

elleni antitesttel hivtuk e/ (Reprezentativ abra).

Ezen fibroblaszt sejtek p22°"* fehérje mennyiségét véltozatlannak talaltuk a TGF-B1
kezeléstél fiiggetleniil. Kovetkezé lépésként Noxd KO, p22P"™ deficiens és vad tipust
egértorzsekbol izolalt farok fibroblasztok p22°"* fehérje mennyiségét vizsgaltuk meg a szokasos
szérum depléciot kdveté TGF-B1 és kontroll kezelés utan. Szintén 8 hetes egér farokvégbil
preparaltunk fibroblaszt sejteket, amelyet par nap ndvesztés utdn TGF-f1 kezeléssel indukaltunk,

majd Western blot kisérlettel tettiik lathatova a p22P"* fehérje expresszidjat (30. abra).

ahtin SIS ST

TGFp1 — + — + - Up e A

NOX4 NOX4 p22phox p22phox
-+ -/- +/+ -

30. abra: Nox4 KO, p22P"™* deficiens és vad tipusl egértdrzsekbdl izolalt farok
fibroblasztok p22P" fehérje expresszidja. 8 hetes Nox4 KO, p22P"-deficiens nmf333 és vad
tipust egértorzsek farokvégebdl fibroblaszt sejteket izolaltunk, majd TGF-g1-gyel 24 odraig
kezeltiik, és Western Blot kisérlethez feldolgoztuk, a membrant g-aktin és p22°" (16G7) elleni
antitesttel hivtuk e/d. (Reprezentativ abra).

Mindkét vad tipusi- és a Nox4 KO egerekben a p22°" fehérje kimutathatd volt,
szignifikans kilonbséget mennyiségiukben Nox4 hianyaban, illetve a TGF-B1 kezelés utan sem
tapasztaltunk. A p22P"*-deficiens nmf333-ban minimalis szinten detektalhatd volt a p22°P"™
fehérje, amelynek jelenlétét Amplex Red kisérleteinkben is lattuk a TGF-B1 indukciot kovetd kis
mennyiségli H,O, termelésben. Ezen eredmények alapjan a Nox4 jelenléte vagy a TGF-B1

indukci6 nem befolyasolja a p22°"* fehérje expresszidjat a fibroblasztokban.
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Kivancsiak voltunk, hogy jobban karakterizalt NADPH oxidaz rendszerekhez hasonlitva
kvantifikalhat-e és a huméan primer fibroblaszt sejtek altal termelt p22°"* mennyisége
Ssszemérhetd-e més, p22°"*-partnerrel egyiittmiikodé Nox rendszerrel. Ehhez a poli-morfo-
nukleéris (PMN) neutrophil granulocita sejtek NADPH oxidaz 2 rendszerét hivtuk segitségul.
Els6ként minden sejttipusbol azonos mennyiséget dolgoztunk fel a Western blot kisérlet soran,
majd megprobaltuk a PMN sejtekbdl készitett higitasi sor mellett kititralni a p22P" mennyiségét
(31. abra) (376).

15.000db sejt zseb
N A B
PMN  HPF
5000 1000 500 15.000db sejt zseb

e

31. abra: A p22°" fehérje mennyiségi dsszehasonlitasa: 15000 db sejtet dolgoztunk fel
HPF és BJ sejtekbsl, melyeket RIPA pufferben feltarva Western blot kisérletben p22P" elleni

antitesttel aivtunk elé. Kontrollként azonos mennyiségii PMN sejtet t0ltottlink a zsebekbe, melyet
intézetlinkben Dr. Csépanyi-Kémi Roland készitett elé (A). Az &bra also részén lathatd Western
blot kisérletben a human fibroblasztokbdl szintén 15000db sejtet vizsgéltunk PMN sejtekbol
készitett higitasi sor mellett. A membrant p22°" elleni antitesttel hiveuk eld (B) (Reprezentativ

abra).

A p22°"* fehérje expresszi6ja a bdér és tiidé eredetli fibroblasztokban jelentdsen
alacsonyabbnak bizonyult a PMN sejtek membranjaban expresszalodd Nox2 rendszert stabilizald
p22°"* mennyiségéhez képest. A pulmonéris fibroblasztok tébb p22P"* fehérjét expresszaltak,
mint a dermélis fibroblasztok, de 1:1-es heterodimerképzést feltételezve p22P"*-szal a Nox4
komplex predikalhatd mennyisége mindkét sejtvonalban a p22°" fehérje mennyisége

valosziniisithetden sokkal alacsonyabb, mint a PMN sejtek Nox2 rendszere.

Laborunkban Dr. Donk6 Agnes kordbban készitett Nox4-et stabilan expresszald

HEK293FS sejtvonalat, melyben megvizsgaltuk, hogy Nox4 expresszié befolyasolja-e a p22°"
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fehérje mennyiségét. A Nox4 rendszer aktivitasat H,O, termelés ttjan ellendriztilk Amplex Red

méressel, melyet a 32. abran mutatok be.
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32. abra: HEK293FS sejtvonalak p22P"™ expresszidja és H,0, termelése: Konfluens
Nox4-et stabilan expresszalo és kontroll HEK293FS sejteket RIPA pufferes feltarast kovetden
Western blot kisérlet soran p22°"° és kontrollként aktinra hiviuk elé a membrant (A). 12-lyuku
tenyésztd talra szélesztett konfluens tenyészet H,0, termelését Amplex Red reakcioban mértik 60
percig. A komplex gatlasara 1 uM DPI-t kezelést alkalmaztunk (n=3,+SEM, **P<0.002)

Nem talaltunk szignifikans kilonbséget a Nox4-gyet stabilan expresszald és kontroll
sejtek p22°"° fehérje mennyiségében. A Nox4 rendszer heterolég expresszids rendszerben is
konstitutivan aktivnak tiint, a H,O, termelés DPI inhibitorral gatolhaté volt, valamint a
HEK293FS sejtek Nox4 transzfekcid nélkil nem képesek H,O, termelésre.

Osszefoglalasképpen elmondhaté, hogy primer huméan bér és tiidd eredetd
fibroblasztokban a Nox4 jelenléte vagy a TGF-B1 indukcié nem befolyéasolja a p22°"™ fehérje
expresszi6jat. Hasonloképpen a Nox4 KO egerek fibroblasztjaiban is megtalalhaté a p22°"
fehérje, mennyisége vad tipusu tarsaikbol izolalt fibroblasztokban is hasonlo mennyiségben
jelenik meg, TGF-Pl kezeléstdl fiiggetleniil. A p22°" fehérje mennyisége a primer
fibroblasztokban kevesebb, mint a PMN sejtekben, igy valoszintsithetéen a Nox4 komplex is
alacsonyabb mennyiségben van jelen, mint a Nox2 a PMN sejtekben. A Nox4 jelenléte
HEK293FS sejtekben nem befolyasolta a p22°"* fehérje mennyiségét, vele komplexet képezve a
sejtek H,O,-ot termeltek.
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4.6 Sejten beltli lokalizaciés vizsgalatok

4.6.1 Nox4 és p22°" szubcellularis lokalizaciéja dermalis fibroblasztokban

Annak vizsgalatara, hogy primer fibroblasztok mely szubcellularis kompartmentben
fejezik ki a Nox4-p22°" komplexet, a Nox4-et VV5-epitéppal, mig a p22°"-ot V5-, illetve AU1-
epitopokkal jeldltik meg és tranziens modon transzfektaltuk dermalis fibroblasztokba. TGF-B1
indukciot is alkalmaztunk, hogy nyomon kdvethessiik, ha az indukcio hatasara differencialédd
fibroblasztokban valtozik-e a komplex lokalizacidja. Az indukciot kovetden immunfestéssel
tettiik lathatdva a fehérjék elhelyezkedését. ER markerként az endoplazmas retikulum lumindlis
térben expresszalodo BiP (Binding immunoglobulin protein, GRP-78) hésokkfehérjével egyiittes
immunfestést alkalmaztunk (33. abra) (377, 378).
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33. 4bra: A Nox4 és p22°" fehérjék szubcellularis lokalizacidja dermalis
fibroblasztokban: Tranziensen transzfektalt, permeabilizalt BJ sejtek konfokalis mikroszkopos

abraja, ahol V5-epitopra specifikus immunfestéssel jeloltiik a p22P" (A) és Nox4 (B) fehérjét az
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ER rezidens, endogén BiP hdsokkfehérje mellett, illetve ko-expresszaltattuk a Nox4-V5-tel jel6lt
fehérjét AU1-epitoppal jelolt p22°"*-szal(C) majd immunfestéssel tettiik lathatova festddésiiket.
A savok 10 um-et jel6Inek (Reprezentativ &bra).

Az éltalunk készitett konfokalis mikroszkdpos képek alapjan arra kovetkeztettiink, hogy a
heteroldg rendszeriinkben epitoppal jelolt Nox4 és p22P" fehérjék kolokalizalnak. Az ER
markerként alkalmazott BiP fehérjével is kozos festddést mutatott V5-tel jeldlt p22°"™ és Nox4
fehérje, emellett nem tapasztaltunk egyéb nuklearis vagy mitokondrialis fest6dést jelen kisérleti
beallitdsok mellett. A TGF-B1 kezelés ebben a kisérleti felallasban nem befolyésolta a komplex

szubcellularis lokalizaciojat indukcio nélkil is az ER membranjaban talalhato.

4.6.2 BJ fibroblasztokban H,0, szintek nyomon kovetése HyPer szenzorral

Az el8z6 eredmények alapjan a Nox4 és p22°" az ER membranjaban expresszalodik,
majd ehhez kapcsoldoddan felvetddott, hogy az indukalt Nox4 rendszer altal termelt H,O-
megjelenik-e valamely intracellularis kompartmentben. Az OxyFRET és PerFRET szondak azon
valtozata, melyet az endoplazmas retikulumba iranyitottunk nem veszi fel aktiv konformaciojét,
igy az ER lumindlis oldalan nem tudtam alkalmazni Oket. Ezért a HyPerl szonda hasznalatat
valasztottuk az intracellularis H,O, mérésekhez, noha érzékényebb a pH-ra és pontatlanabb mint
a FRET-alaplak, de minden kompartmentben alkalmazhat6. A kisérlethez tranziens mddon
transzfektaltunk dermalis fibroblasztokat kiilonb6z6 sejtalkotokba iranyitott HyPerl szenzorral.
Irdnyito szekvencidkként a sejtmagi expressziohoz (HyPer-NLS) az SV40 T-antigén nukleéaris
lokalizacios szignaljat hasznaltuk haromszoros ismétlédésben, a plazmamembrénba targetalt
valtozathoz (HyPer-PM) a human K-Ras C-terminalis CAAX-doménjét, az ER luminalis terébe
iranyitott HyPerl-et (HyPer-ER) az egér Vh-lanc ER-iranyitdé szekvencidja és egy KDEL
retencios szignalja kozé illesztve juttattuk be.

Meérést megel6zéen a dermalis fibroblasztokat szérum depletéaltuk, majd 24 oraig TGF-
B1-gyel indukaltuk. Indukcidt kovetéen konfokalis mikroszkoppal ellendriztik a szondak
lokalizaciojat a sejtek kiilonb6z6 kompartmentjeiben. A HyPerl szenzor oxidacios allapotat

fluorimetrias Gton mértiik kontroll és TGF-B1-gyel indukalt sejtekben (34. abra).
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34. abra: Intracellularis H,0, szintek mérése HyPer szondaval kontroll és aktivalt BJ
sejteken. Merést megelézéen szérum depletaltuk a sejteket, majd TGF-f1-gyel indukaltuk. 24
ordaval az aktivaciot kovetéen konfokalis mikroszkoppal ellendriztiik, hogy a tranziensen
transzfektalt HyPerl szondak a citoszolban (A), az endoplazmikus retikulum luminalis (ER)
oldalan (B), a sejtmagban (C), a mitokondriumban (D), valamint a plazmamembréanban (E)
talalhaté-e. Ezt kivetéen fluorimetrias uton megmértik a Hyperl oxidacios allapotat (F)
kontroll kezelt és TGF-B1 indukdlt sejtek kiilonbozd kompartmentjeiben (n=4,£SEM, *P<0.001).

A HyPerl szenzort sikeresen a fobb sejtalkotokba iranyitottuk, szignifikans kilonbséget
nem talaltunk a sejtalkotok oxidaltsagaban a kontroll és TGF-B1 indukalt sejteken. Az ER
lumeneben expresszalt HyPerl a kontroll sejteken is mar maximalisan oxidalt formaban van

jelen (6), igy itt csak csokkenést tudtunk volna detektalni, de szintjét mi valtozatlannak talaltuk.
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4.6.3 A Nox4-p22°" komplexének orientacids vizsgalatai

A Kkisérleteink alapjan a heterolog expresszios rendszerlinkben az ER membranjaban
detektaltuk a Nox4 és p22P"* fehérjéket. A HyPerl szenzoros vizsgalatokban nem lattuk jelét a
komplex rendszer &ltal termelt H,O,-nak. Az ER membranjaban 6sszeépiilé komplex a HyOo-t
termelheti a luminalis tér felé vagy a citoszol iranyaba. Jelenlegi topoldgiai ismereteink szerint a
p22°"* és Nox4 N-, és C-terminalis vége is a membran ugyanazon felszinén talalhaté. Varnai
professzor segitségével épitettiink egy kémiailag indukalhat6, heterodimerizacios rendszert, ahol
az FKBP12 fehérje, az mTOR kindz rapamicin-k6t6 doménjével, az FRB-vel rapamicin

jelenlétében gyors transzlokacioval komplexet formal (372).

A dimerpar FRB tagjat a Nox4 N-terminlis, illetve a p22P" C-terminalis végéhez
illesztettiik, a dimerképz6k mozgasanak lathatova tételéhez az FRB molekulahoz egy Cerulean
(CFP) fluoreszcens fehérjét, a citoszolban kifejez6d6 FKBP12 fehérjéhez pedig sarga (YPF)
fluoreszcens fehérjét kotottunk (35. abra). A plazmid konstrukciok elkészitését a Modszerek c.

fejezetben ismertettem.

Nox4 p22phox Nox4 p22phox

_FKBP12.

35. dbra: Rapamicin alapu indukcids rendszer sematikus rajza: A Nox4 fehérjére N-
termindlis, a p22°"™ fehérjére C-terminalis oldalra illesztettik ra a dimerizaciés par FRB

doménjét CFP fluoreszcens fehérjével jeldlve. Tranziensen kotranszfektaltuk a sarga
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fluoreszcens fehérjével fuzinalt FKBP12 domént, mely rapamicin nélkil a citoszolban
expresszalodik.

Konfokalis mikroszkoppal készitettlink képeket a tranziensen transzfektalt sejtekrdl

rapamicin hozzaadasat megel6zden és azt kovetden, melyet a 36. dbran mutatok be.

p22Pt*-FRB-CFP  YFP-FKBP12 CFP-FRB-Nox4 YFP-FKBP12
F

Rapamicin

36.abra: FKBP12 fehérje transzlokacidja és heterodimerizacoja FRB-vel rapamicin
hozzdadasat kovetéen dermalis fibroblasztokban. A sejtekbe tranziens kotranszfekcioval
bejuttattuk a dimerizacios parokat: p22°"™-FRB-CFP és YPF-FKBP12 (A-D) vagy CFP-FRB-
Nox4 és YFP-FKBP12 (E-H). Készitettlink a 300 mM rapamicin hozzdaddsa eldtt képeket (A-B,

E-F), illetve a rapamicin hozzaadasa utan 3 perccel (C-D, G-H) (Reprezentativ abra).

BJ sejtekben a rapamicin alapti indukcios rendszerilink sikeresen kifejezddott, valamint
festddése alapjan rapamicin hozzaadasat kovetéen a YPF-FKBP12 faziés fehérje
transzlokalédott az ER membrénjéhoz. Ezen eredmények alapjan a Nox4 N-terminusa és p22°"*
C-terminalis oldala térben elérheté volt dimerpar citoszolikus komponense szamara, igy ha a
Nox4 N-terminélis és p22P"™ C-terminalis vége a citoszolban talalhatd, akkor a komplex H,0O,

termelése az ER luminalis oldala felé iranyul.
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5. Megbeszelés

5.1 A PerFRET intracellularis H,0O, szenzor karakterizalasa

Ph.D hallgatoként Dr. Enyedi Baldzs Uj FRET technikan alapuld intracellularis hidrogén-
peroxid mérészenzoraival kezdtem meg munkadmat. Az eddig elérhetd intracellularis, valos idejti
genetikailag kodolt hidrogén-peroxid szenzorok szdmos limitacioval rendelkeznek (6, 338, 358,
359), azonban a fluoreszcencia rezonancia energia transzfer elve tette lehetévé, hogy a sejten
belll fizioldgias koncentracidtartomanyban torténé H,O, valtozasok is dinamikusan kovethetéek
legyenek. Az OXyFRET és PerFRET szenzorok az Orpl, Yapl élesztd fehérjék természetes
redox relé rendszerén alapulnak, ezéltal specifikusak hidrogén-peroxidra (365), valamint kevésbé
pH érzékenyek koszonhetéen a mddositott Venus és Cerulean fluoreszcens fehérjéknek (368). A
tudomanyterileten elterjedt HyPerl szenzor vagy mas fluoreszcens hidrogén-peroxid mérésre
alkalmas fehérjék mellett jo alternativat jelenthetnek ezen H,O, probak pH valtozéssal jaré vagy

alacsony H,0; koncentraciotartomanyban torténé folyamatok monitorozasara.

A PerFRET szenzor két fluorofor kozé illesztett Orpl fehérjébdl, és egy rovid, merev
linker szekvenciaval hozzakotott Yapl éleszt6 fehérje C-termindlis cisztein gazdag régiojabol
all. A szondak miikodési elve nem teljesen tisztazott, érdekes modon az oxidacio soran kialakulo
diszulfid hidak a fehérjében olyan konforméciovaltozast okoznak, melynek kdvetkeztében
tdvolodnak a fluoroférok, csdkken az emissziojuk. Ezzel ellentétben az OxyFRET-ben a Yapl
nCRD és cCRD oxidacioja a FRET hanyados emelkedésével jar. A H,O, altali oxidaciora adott
eltérd miikodési mechanizmus szintén elényds, parhuzamosan alkalmazva 6ket, mint egy belsd

kontroll, kénnyebben felismerhet6, ha aspecifikus jelet detektalunk.

A PerFRET szonda mikodésének megértéséhez Hela sejtekben mutacidanalizissel
vizsgaltam, hogy mely cisztein oldallancok oxidacioja esszencialis a funkciohoz sziikséges
diszulfid hidak kialakitasahoz. Doézisfiiggéen vizsgaltuk valaszkészséguket H,0,-ra, az
eredetinez hasonléan, a mutélt szondak is a citoszdlban megfeleléen expresszalodtak.
Tapasztalataink alapjan az Orpl els6 (C36) ciszteinje és a Yapl nCRD doménjének k6zépsd

ciszteinje (C620) esszencialis, szerinre cserélésiik teljes funkcidvesztést okoz. In vivo vizsgalatok
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is azt tdmasztjdk ald, hogy élesztében eredetileg is az Orpl C36-o0s ciszteinje is alakit ki
intermolekularis diszulfid hidat a Yapl C598-as ciszteinjével (365, 379). Az Orpl és Yapl
tovabbi két ciszteinje nem létfontossagu, de bizonyos mutécié kombinacidk csokkentik a FRET
hényadost, tehat a szonda maximalis valaszkészségéhez sziikségesek, hogy a megfeleld

konformaécid kialakitasat tovabbi diszulfid hidakkal tamogassak.

5.2 A Nox4, NADPH oxidaz jellemzeése fibroblasztokban

A NADPH oxidazok csaladjabdl a Nox4 rendszert vizsgéltuk boér-, tid6 eredeti
fibroblaszt sejteken. A Nox4, melyet eredetileg vese oxidazként ismertink meg (33, 34), az
elmult két évtized intenziv kutatasai alapjan tobb szévettipusban is kifejezédik, szerepet jatszhat
regulalt ROS termelésiikben (35, 68, 84, 184). Noha szinte mindegyik sejtalkotéban detektaltak
mar a komplexet, intracellularis elhelyezkedése, a H,0, termelésének pontos helye
szignalizaciés szempontbdl is kiemelt fontossagu (89, 90, 95, 98, 143). A sokrétli, gyakran
egyméssal latszolagos ellentétben &ll6 eredmények megnehezitik fizioldgias, illetve
pathofiziologias szerepének megismerését, még mindig keveset tudunk szabalyzasarol és

arnyalodik a kép az interakcios partnereirdl is (145, 380).

5.2.1 A Nox4 oxidaz TGF-g1 hatdsdra fibroblasztokban H,0,-0t termel

Az elbzetes irodalmi adatok és sajat kisérleteink is igazoltak, hogy a Nox4 oxidaz human
dermalis és pulmonatris fibroblasztokban TGF-B1 hatasara expresszalodik, majd az extracellularis
térben szuperoxid koztitermék képzédése mellett mérheté mennyiségi H,O,-ot termel (62, 87,
143, 149, 381). A folyamat Nox specifikus DPI inhibitorral és Nox4-specifikus siRNS kezeléssel

gatolhato volt.

Elészor mi karakterizaltuk a TGF-B1 Nox4-re gyakorolt hatasat Nox4 KO és p22P"x
deficiens egérmodellek farokvég fibroblasztjaiban. A TGF-B1 kezelést koveto 24. éraban a Nox4
KO egerekbdl szarmazo sejteken teljes mértékben elmaradt a H,O, termelés, mig a p22°"*-
deficiens egerek farok fibroblasztjaiban maradt némi rezidualis H,O, termelés. A csokkent H,0,
megjelenését eredményezheti a p22""™ gén aminosav cseréjébél eredd instabil p22°"* fehérje

jelenléte, de a termelt H,O, mennyisége szignifikansan alacsonyabb volt, mint a vad tipusu
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egerek fibroblasztjaiban. Ezen megfigyelések alapjan a p22°"* és a Nox4 jelenléte is esszencialis
a NADPH oxidaz aktivitasahoz. Egér primer fibroblasztokban is kimutattuk, hogy a TGF-p1
indukcid a miofibroblaszt differenciacio alatt az indukciot koveté 24. oraban is H,O, termelést

indukalt, mely Nox4 eredetii.

A TGF-B1 altalaban transzkripciés szintli valtozdsokat idéz eld, mely lassabb
valaszreakciokat eredményez. Egyik legfontosabb markere a fibroblasztok miofibroblasszta
nem valaszol akut H,O, termeléssel (145), inkabb konstitutivan aktiv enzim (59, 87), mely
transzkripcids nyomas fokozddasaval aktivalddik (191, 218, 219). Megvizsgaltuk, hogy a TGF-
Bl kezelésnek milyen hatdsa van a Nox4 és a p22°"* transzkripciéjara QPCR reakcidban.
Nyugalmi kornyezetben, indukaldo hatas nélkil a human primer bér és tiidé eredetii
fibroblasztokban a Nox4 mRNS mennyisége alig detekalhatd. A TGF-B1 indukci6é hatasara a
dermalis és pulmonéris fibroblasztokban erésen emelkedik a Nox4 mRNS mennyisége, amely
er0s transzkripciés nyomasra utal. Ez az indukcio-specifikus mRNS szint emelkedés nem
figyelheté meg p22°" MmRNS mennyiségében, mely konstans expressziés szintet mutat az
indukciotol flggetlenal. Méas Nox, Duox komponensek mRNS-ét szignifikdns mennyiségben
nem tudtuk kimutatni a human fibroblaszt sejtekben. Egyedil a pulmonaris fibroblasztokban és
csak az indukcid nélkili mintadkban ha specifikus jelet detektaltunk, akkor valosziniileg nagyon
kismértékii Noxal expressziot tapasztaltunk. Ezt dermalis fibroblasztokban vagy indukcio utan,
mikor mar a Nox4 is jelen van, mar nem tudtuk kimutatni. Kevésbé valészinii, hogy a Noxal-nek

fiziologias szerepe lenne a Nox4 esetében, mert a Noxal a Noxol-gyel, a p47°"

analégjaval 1ép
interakcioba, amely szintén a p22°"™ PxxP-motivumanal kétédik, de ezen prolin gazdag régio
trunkalasa nincs befolyassal a Nox4 aktivitasara (1), valamint a Nox4-gyel koexpresszaltatva
p47""/p67°"* vagy a Noxol/Noxal regulatorokat a Nox4 ROS termelésére nem volt hatasuk
(67, 91). Mas NADPH oxidaz komplex mRNS-e nem expresszalddik, igy a Noxal-nek sincs

egyeb partnere.

Az éaltalunk vizsgalt primer human-, és egér eredetii fibroblasztok esetén a Nox4 gén
atirdsa egeszen addig nem eredményez kimutathato mennyiségii Nox4 mRNS-t, mig nincs
transzkripciés nyomas, viszont a p22°" mRNS-e az indukciés hatastél fuiggetleniil szignifikans

mennyiségben jelen van. A TGF-B1 indukcié hatasara megjelené H,O, termelés és ennek

84



DOI:10.14753/SE.2019.2286

specifikusan Nox4 elleni siRNS-sel vagy DPI-vel torténd gatlasa kizardlag a Nox4 rendszer

aktivitasahoz kotheto.

Nem valoszinii, hogy a H,O, termelés akut valaszreakcio lenne, mely az indukciot kovetd
24. 6raban is fenndll, illetve a Nox4 mRNS-e indukcio el6tt szamottevé mennyiségben nincs
jelen. Irodalmi és sajat eredményeink alapjan a fibroblasztokban a Nox4 gén atirasa is fokozodik
TGF-B1 hatasara a miofibroblaszt differenciacio soran, megjelenik a Nox4,és a mar jelen 1évo a
p22P"*_szal Ssszeépiilé komplex aktiv, konstitutiv médon H,0,-ot termel. Az aktivitds 6rakon,
napokon keresztiil fennmarad, amely a tartésan jelen 1évé TGF-B1 altal aktivalt transzkripcids
jelatviteli utak folyamatos aktivitasabdl adodd konstans génexpresszioval vagy a fehérje
degradaciojanak szabalyozasaval is fenntarthatd (162). Patkany VSCM sejtekben mar leirtak
kordbban, hogy az IGF-1 (Inzulinszer(i névekedési faktor-1) a Nox4 mRNS szintjének valtozasa

nélkul ndvelte a Nox4 fehérje expresszidjat (382).

Szintén a Nox4 transzkripcios szintli szabalyozasat tamogatja, hogy a Nox4 esetén nincs
olyan egyértelmii agonista, amely akutan fokozna aktivitasat. A Duox-ok és a Nox5 esetén a
Ca®* koncentracié aktivalja a komplexet, a tobbi p22°"**-dependens Nox-ok esetén a komplex
regulatorai, aktivatorai mar eleve jelen vannak a citoszo6lban, plazmamembranban, az alegységek
foszforilacids Uton aktivalhatdk, mely a komplex gyors dsszeépulésével aktiv konformaciot hoz
létre (145).

5.2.2 A p22°"* és Nox4 fehérje kapcsolata

A p22°"* mRNS szinten konstans expressziét mutat human pulmonéris és dermélis
fibroblaszt sejtekben TGF-B1 indukcié nélkul is. Western blot kisérletekben vizsgaltuk, hogyan
alakul a p22"" mennyisége fehérje szinten primer human -, és egér Nox4 KO, p22P"*-deficiens

egerekbdl izolalt fibroblasztjainkban nyugalmi allapotban és TGF-f1 indukcio utan.

Western blot kisérleteinkben a p22°" fehérje mennyiségét is véltozatlannak talltuk,
jelen van vad tipusu és Nox4 KO egerekben is, valamint mindkét human primer fibroblasztban,
mig az nmf333 egereken a p22°" fehérje szinten alig mutathatd ki. Ezek alapjan a p22°"™
fehérje TGF-B1 indukcid és Nox4 hianyaban is jelen van ezen fibroblasztokban. Western blot
kisérletek és az Amplex Red mérések alapjan arra kovetkeztettiink, hogy a p22°"™* deficiens
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egerekbdl izolalt fibroblasztokban a p22P"™ esszencialis tdmogatéja a Nox4-nek, ellenben a
p22P"* transzkripcids és transzlacios szinten stabil Nox4 nélkil is. El8szor mutattuk meg, hogy a
fibroblasztokban a p22°"™ mennyisége transzkripciés és transzlaciés szinten is fiiggetlen volt
Nox4 expressziotol. Az &ltalunk vizsgélt primer human és egér fibroblasztokban ugyanazon
aszimmetrikus kapcsolatot fedeztik fel, mely alapjan a Nox4 jelenléte vagy a komplex
indukci6ja nem sziikséges a p22°"* fehérje kifejezédéséhez, ellenben a Nox4 p22P" hianyéaban

instabil, TGF-B1 stimulus hatasara sem termel H,O,-0t.

A Nox4 és p22°" aszimmetrikus kapcsolata nem jellemzd més Nox és p22P"
rendszerekben, példaul Nox2, vagy Nox3 hianyaban a p22"" sem expresszalodik (49, 105, 129,
383). A Nox4 interakcidja eltérd a tobbi p22P" -dependens Nox-tdl. Ellentétben a Nox1, Nox2,
vagy Nox3 oxidazokkal, a Nox4 esetén nincs szilkség a p22°" C-terminalis prolin gazdag
szabalyz6 motivumara (384), ezért a Nox4 p22°""*fiiggése nem a p22°"* tovabbi Nox-
alegységeinek horgonyzé funkciéja miatt szilkséges. A Nox4 funkcidvesztését a p22°" fehérje
N-terminalis trunkalasa okozza (9. abra), amely inkdbb a Nox4-et stabilizald, komplexképzd

interakcidja miatt esszencialis.

A nmf333 egértorzshben a csokkent a p22°"™ expressziot okozé Y121H aminosavcsere
von Lohneysen és mtsai szerint nem befolyasolja a Nox4 funkciogjat (143). Amennyiben ez igaz
lenne és Y121H aminosavcseréje nem lenne befolyassal a Nox4-hez vald asszociéciora, akkor a
p22ph°X-deﬁciens egerek farok fibroblasztjaiban is tudtunk volna a vad tipussal Gsszemérhetd
mennyiségii  hidrogén-peroxidot detektalni. A Y121H mutacio Nox4-re gyakorolt hatdsat
laborcsoportunk korabbi tagja, Dr. Péterfi Zalan nem publikalt in situ hibridizacios és Western

blot eredményei is aldtamasztjak (37. abra).
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37. 4bra: A Nox4 és p22°" mRNS mennyiségének vizsgalata in situ hibridizacios
kisérletben vad tipust, p22°" deficiens és Nox4 KO egerek vese lizatumainak Western blot
analizise: Egér vese in situ hibridizacios kisérleti eredménye, ahol az 4bra A részén a Nox4
elleni, a B részén a p22°™ elleni antiszenz és szenz probak lathatéak. (DT: disztalis tubulus, PT:
proximalis tubulus). Az &bra C részén a p22°"™* és a Nox4 fehérje expressziés szintjei WT,
p22P"*_deficiens nmf333 és Nox4 KO egerek veselizatuméaban (Dr. Péterfi Zalan nem publikalt

eredménye).

Dr. Péterfi Zalan szamara még elérhet6 volt a Novus forgalmazta Nox4 elleni antitest, igy
Western blot kisérletben vizsgalhatta, hogy az nmf333 egerek vese lizatumaban a Nox4 fehérje
nem jelenik meg. A vad tipust egerek a vese lizatuméban kifejez6dik a p22°"* és a Nox4 fehérje
is, mig az a Nox4 KO allatok lizatuméban viszont a p22P"™ kifejezdik Nox4 hidnyéban is.

Megvizsgaltuk, hogy a human fibroblasztokban kifejez8d8 p22°"™ fehérje mekkora
mennyiségben van jelen, melybdl becsiilhetiink a Nox4 komplex mennyiségére is. Ehhez PMN
sejtek mellett kvantitaltuk a HPF és BJ fibroblasztjainkat. Legnagyobb p22°" fehérje
expresszidt tiid6é eredetii HPF sejtekben detektaltuk, de ez a fehérje mennyiség is sokkal
alacsonyabb, mint a nyugvé PMN sejtekben. Eléfordulhat, hogy a mar eleve jelen 16v6 p22P"™
feleslegben is van, igy a Nox4 komplex predikalhatd mennyisége, ha 1:1 aranyl komplexképzést
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feltételezlink, valoszintsithetéen sokkal alacsonyabb mennyisegben van jelen, mint a PMN

sejtek Nox2 rendszere.

A Nox4-et stabilan expresszalo HEK293-as rendszerben H,0,-ot termelt mas NADPH
komponens jelenléte nélkul, illetve a human fibroblasztokban detektalt Nox és aktivatoraik
alacsony mRNS szintjei arra utalnak, hogy a Nox4 nem igényel més kofaktort a p22°"* mellett.
A kotédés p22P"™-szal elegendd, hogy a Nox4 komplex konstitutiv modon aktivva valjon (33,
87), mely regulacios faktorok hianyaban inkdbb a Nox4 DH doménjének konformacios

tulajdonsagatol fugg (59).

Biologiai szerepe is inkdbb egy alacsonyabb, de konstans ROS szint fenntartasa lehet,
mely szignalizacios kaszkadok elnydjtott aktivitasahoz elegenddé, mint egy robbanasszerlien

gyors, lokalisan magas ROS termelés.

5.2.3 A Nox4-p22°" komplex lokalizaciés vizsgalatai

A szakirodalomban sok a bizonytalansag a Nox4 komplex sejten belili lokalizacidjaval
kapcsolatban. Szoveti szinten a vesében detektaltak a legnagyobb mennyiségben (33, 34), Dr.
Péterfi Zalan eredményei alapjan leginkabb a proximalis tubulusokban epithélialis sejtjeinél
mutathatd ki a Nox4 és p22°" in situ hibridizaciés kisérletben (37. &bra). Szinte az 6sszes
szovet valamely sejttipusaban leirtak jelenlétét (80, 97, 98, 183, 191, 249), szabalyozasa és az
altala termelt ROS szerepe még mindig nem vilagos. A Nox4-nek a p22""*-on kiviil nincs olyan
esszenciélis regulatora, illetve adapter fehérjéje, mint a p67°"™* vagy a Rac, mely egyértelmiivé
tenné sejten beliili kifejezodésének helyét, szekvencidjaban sincs szignél-, vagy éppen
valamilyen retenciés szekvencia. Ugyanakkor biologiai funkcidjanak megismerésében is
meghataroz6 lenne pontos szubcellularis elhelyezkedése, mely kdzelebb vinne célfehérjéi és
funkcidjanak megértéséhez (385). Kicsi annak a valosziniisége, hogy a termelt H,O, a sejten
belll nagyobb tavolsagban fejtené ki szignalizacids hatasat (273). Szamos kérdés merilhet fel az
expresszid helyét illetéen, a kiilonbségek, amelyek az irodalomban megjelennek, vajon abbol
adodnak, hogy sejttipusonkent eltér6 helyen expresszalodik vagy a sejt eltéré fiziologias,

pathologiés allapotanak egy jelzoje (88).
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Nem allt rendelkezésiinkre szubcellularis immunfestéshez eléggé érzékeny és specifikus
Nox4 elleni antitest, ezért mas megkozelitésben vizsgaltuk ezt a kérdéskort. Primer human
fibroblasztokban epitéppal jelélt formaban, tranziensen expresszéltattuk a Nox4 és p22P"™
fehérjéket, ahol egymassal és egy ER rezidens fehérjével is kozds fest6dést mutattak.
Eredményeink alapjan dermalis fibroblasztokban a Nox4 és p22P" fehérje kizarélagosan az

endoplazmas retikulumban expresszalddott.

A jelenlegi topoldgiai ismereteink szerint a p22P"* valdsziniileg 2 transzmembran
szakasszal rendelkezik (131), mind N-, mind C-terminélis vége a membran ugyanazon felszinén
talalhat6. A rapamicin alapu heterodimerizacios kisérletek alapjan azt a kdvetkeztetést vontuk le,
hogy a dimer kialakulasa azért johetett Iétre, mert a Nox4 N-terminalis-, és a p22°" C-terminalis
vegein taladlhatd domén elérhet6 volt a dimerpar citoszolikus tagja szdmara, igy a hidrogén-
peroxid termelés az ER luminalis irdnyaba torténhet (38. abra). Ezt kbzvetve alatamasztja, hogy
a HyPer szenzorral sem a citoszélban, sem egyéb sejtalkotoban nem lattuk nyoméat az
extracellularis térben mérheté hidrogén-peroxid Utjanak, dusuldsanak. a Hyper pedig az ER
lumenében maximalisan oxidalt allapotban van (6), igy direkt Gton egy mar erésen oxidalt
kornyezetben nem tudtuk detektalni a termel6dé extra H,O,-t. Sajnos az ER luminalis oldalara
targetalt FRET szondak nem fejez6dnek ki megfeldlen, igy nem tudtuk a FRET szondakkal is

megvizsgalni a sejtalkotd oxidaltsagat.

Uj eredményeink alapjan human tiid-, és bor eredetii fibroblasztokban TGF-B1
aktivaciot kovetden, miofibroblasszta torténd differenciacio sordn a Nox4 és interakcios partnere,
a p22°" az ER luminalis tere felé konstitutiv H,0. termeléssel timogatja a sejt ER luminalis
terének megfeleld funkcionalitdsdhoz sziikséges oxidativ kornyezetét. A N0X4-p22phOX kdzott
aszimmetrikus kapcsolat all fenn, a p22°"* jelenléte és indukcié csak a Nox4 expresszidjahoz
esszenciélis, a p22°"™ stabilan kifejezédik Nox4 és indukcié nélkiil is. Hasonlo megfigyelést

phox

még egyik p22”""-szal komplexet képz6é Nox-nal sem irtak le (38. abra).
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38. abra: A Nox4 és p22°" fehérje aszimmetrikus kapcsolata Nox4 KO és p22°Phox-
deficiens és vad tipusu egér farok fibroblasztjaiban: A vad tipusu és Nox4 knockout egerek
farok fibroblasztjaiban a p22°"* TGF-B1 indukcié nélkiil is stabilan kifejezédik, mig Nox4 KO és

p22P"_deficiens allatokban a Nox4 TGF-A1 hatasara sem expresszalddik.

Az a feltételezés, hogy az ER lumindlis oldaldn dusul a Nox4 éaltal termel6dé H,0,
latszblag ellentétben all az extracellularis H,O, jelenlétével. Izgalmas Uj kutatasi iranyt jelent,
hogy az ER dinamikus ujrarendezddése kontakpontokat képez a plazmamembrannal, akéar
kozvetlen kapcsolatot is teremtve az extracellularis térrel, melyen akar a Nox4 altal termelt H,0,

is tdvozhat (386, 387). Jelen munkank soran mi nem vizsgaltuk ezen lehet6ségeket.

Az endoplazméas retikulum a sejt legnagyobb kalcium raktara, a szekrécios fehérjék
szintézise, érése itt fejez6dik be, lipidanyagcserét és/vagy biotranszforméciot folytatd sejtekben
akar a citoplazma nagyobb hanyadat is kitdltheti. Az ER redox kornyezetének kialakitasat,

folyamatos fenntartasat és szabalyzasat még csak részlegesen sikerdilt feltérképezni. A luminalis
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tér erésen oxidalt kornyezete a fehérjék megfelelé érését tamogatja diszulfid-hidak
kialakitasaval. A redox kornyezet valtozasa a fehérjek nem megfelel6 foldingjat eredményezi,
ezért a megfelelé oxidativ, stacioner allapot fenntartdsa elengedhetelen a fehérjék éréséhez. A
termelésével jar, amely fokozott fehérje foldingot igényel az ER-ban. A megfelel6 oxidativ
kdrnyezet fenntartasahoz, mely a megnovekedett fehérje szintézishez sziikséges, a Nox4

komplex altal termelt hidrogen-peroxid is hozzajarulhat.
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6. KOvetkeztetések

Mutacioanalizissel megallapitottuk, hogy az Uj FRET elven miikk6dé PerFRET hidrogén-
peroxid valés idejii szonda megfelel6 miikodéséhez az dsszeépitett Orpl és Yapl cisztein gazdag
régiobol mely ciszteinek esszencialisak. Az Orpl és Yapl harom-harom ciszteint tartalmaz,
melyb6l HeLa sejteken, kiils6 H,O, hozzaadasaval az Orpl cisztein gazdag doménjében talalhato
36-0s pozicioju-, és a Yapl 598-as pozicioju ciszteinje esszencialis. A szenzorban az Orpl és a
Yapl cCRD doménjében a H,O, oxidalja a cisztein oldallancokat, melynek kovetkeztében
kialakul6 diszulfid hidak konformacidvaltozast eredményeznek, a rajuk fuzionalt fluoroférok
tdvolodnak ¢és csokken emissziojuk. A csokkené FRET hanyados lesz aranyos a H,0;

koncentracidval.

Kimutattuk, hogy a Nox4 human primer dermalis és pulmonaris fibroblasztokban TGF-
B1 hatasara az extracellularis térben detektalhatdé mennyiségii hidrogén-peroxidot termel a
kezelést kovetd 24. oraban is. Genetikai modellekkel is megerdsitettiik, hogy a Nox4

phox

aktivitasahoz a Nox4 és p22™™" jelenléte is esszencialis.

Megallapitottuk, hogy huméan primer dermélis és pulmonéaris fibroblasztok a Nox4-en
kivil nem expresszalnak mas NAPDH oxidaz komplexet. Transzkripcids szintli vizsgalataink
soran arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy a Nox4 oxidaz komplex nem igényel egyéb, a tobbi
NADPH oxidaz rendszerekben eléforduld citoszolikus alegységeket, illetve regulatorokat. Ezt a
megallapitast megerdsitettik HEK293FS sejtekben, ahol a Nox4-et stabilan expresszalo sejtek az

endogén p22°"*-szal komplexet formalva H,O,-ot termelnek.

Aszimmetrikus kapcsolatot frtunk le a Nox4 és p22P"* kozétt, a Nox4 expressziéjahoz a
p22°"* jelenléte és a TGF-P1 indukcié is szikséges. A Nox4 mennyisége mRNS szintii
vizsgalatainkban indukcié nélkil alig kimutathatd, mig a p22ph°X kezdeti mennyisége mind
mMRNS szinten, mind Western Blot kisérleteinkben fehérje szinten valtozatlan. Nem befolyasolta
sem a Nox4 hianya, sem a TGF-B1 indukcié. Hasonlé megfigyelést még egyik p22P"*-szal

komplexet képz6 Nox-nal sem irtak le.
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Kimutattuk, hogy epitoppal jeldlt formaban a Nox4 és p22P" human primer dermalis és
pulmonaris fibroblasztokban az endoplazméas retikulum membranjaban talalhat. Uj
megkozelitésben, kémiailag indukalhatd rendszerben vizsgalva az ER membranjaban 6sszeépiil6
komplex H,0O, termelése az ER lumene felé irdnyul. Ezt kdzvetett Gton, fluorimetrids méréssel is
megerdsitettiik dermalis fibroblaszt sejteken, ahol a HyPerl hidrogén-peroxid szonda oxidaltsaga
nem valtozott egyik sejtalkotoban sem. A TGF-B1 indukcié hatasara Nox4 altal termel6dott
“extra” H,O, nem emelte a citoszol oxidaltsagat, igy valoszinlileg az ER lumindlis tere felé
iranyul. A Nox4 NADPH oxidaz hudm dermélis és pulmonéris fibroblasztokban az ER
membranjaban talalhatd, a TGF-B1 indukcié hatasara 6sszeépiil6, konstitutivan aktiv komplex

H,0, termelése eddig ismeretlen csatornakon (Gtvonalon) dril az extracellularis térbe.
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7. Osszefoglalas

Kisérleteink sorén a legnagyobb mennyiségben a vesében kifejez6d8 Nox4-p22°"
komplexet vizsgaltuk primer huméan dermalis és pulmonaris fibroblasztokban. A Nox4 TGF-B1
indukciot kovetden, a fibroblaszt-miofibroblaszt atalakulds soran konstitutivan aktiv, mely a
sejtek extracellularis terében szignifikans mennyiségii hidrogén-peroxid termel. A megfigyelhetd
H,0, termelés a Nox4-p22°" enzimkomplex aktivitdsanak koszonhet, melyet Nox4 KO,

p22P"* _definiens egér genetikai modellek farokvég eredeti fibroblasztjaiban is megerdsitettiink.

Transzkripcids és transzlacios szintli vizsgalataink soran arra a kdvetkeztetésre jutottunk,
hogy a p22°" esszencialis komponense a Nox4 NADPH oxidaznak is, mely eredményeink
alapjan az aktivitasahoz mas interakcios partnert nem igényel a fibroblaszt-miofibroblaszt
differenciacié soran. A p22°"* fehérje, és mMRNS szinten is fiiggetlenil a Nox4 mRNS
jelenlététol, illetve a TGF-B1 indukciotdl stabil expressziot mutat fibroblasztokban. A kapcsolat
eredményeink alapjan mind egér, mind human eredetii fibroblasztokban aszimmetrikus, a Nox4

mMRNS-e nem mutathaté ki indukcié és p22P" hianyaban.

Uj megkozelitésben is vizsgaltuk a Nox4 és p22°"™ sejten beltli elhelyezkedését, ahol
mind kémailag indukélhat6 heterodimerizacios vizsgalatainkkal, mind antitesttel jelélt médon a
fehérjéket az ER membranjéban tudtuk kimutatni. Orientacios vizsgalataink alapjdn a Nox4 -
fiigg6 Hy0, termelés feltehetéen az ER lumene felé iranyul. Ezen hipotézist tamogattak
fluorimetrias méréseink is, ahol nem tudtuk az “extra” H,O, nyomat mas sejtkompartmentekben
detektalni.

Uj eredményeink alapjan fibroblasztokban, aktivaciot kovetéen, a Nox4 és interakcios
partnere, a p22°" miofibroblassztd torténd differenciacié soran az ER lumindlis tere felé
konstitutiv. H,O, termeléssel tamogatja a sejt az ER luminalis terének megfeleld

funkcionalitasahoz sziikséges oxidativ kbrnyezetét.
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9. Summary

Currently the most intensively studied dedicated ROS source is the Nox4, which was
originally identified as renal oxidase in kidney epithelial cells. Subsequent studies revealed that
the expression of Nox4 is not restricted to the kidney; we have characterized the Nox4-p22°"
oxidase complex in human primary lung and dermal fibroblasts and also in mice tail-tip
fibroblast cells. According to our results during TGF-B1 induced differentiation of fibroblast to
myofibroblast the Nox4 system is constitutively active; the produced ROS is the H,O,, which
was detected in the extracellular space of the cells. We confirmed this observation in mice tail tip
fibroblast based genetical models, where we observed failed H,O, production in the absence of
Nox4 or p22P",

Our transcriptional and translational experiments showed that p22°"* is essential and
sufficient interactional partner for stabilizing the Nox4 complex. We showed for the first time
that the relationship between Nox4 and p22°"™ is asymmetrical. Both mRNA and protein
expression of p22°" are independent of neither induction nor Nox4 presence, however Nox4 is
unstable without p22°"™ or TGF-1 induction in fibroblast cells.

Conflicting data were published regarding the expression pattern of Nox4 in different
intracellular locations within the cell; hence we built a heterologous dimerization system to see
where it is located. We concluded that after induction the Nox4 complex was formed in the ER
as its H,O, production released into the luminal site of the ER. These observations were verified
by immunohistochemical staining; and indirectly by fluorimetrical single-cell measurements,
where we could not detect any footprints of extra H,O, production during activation in less
oxidative compartments than the ER. Future studies are needed to clarify the possible H,0,

channels, or connection among plasma membrane and ER.

Our results suggest that after activation of myofibroblast differentiation the Nox4 and its
stabilizing partner, p22ph°X is formed a constitutively active NADPH oxidase complex in the ER
membrane, where its H,O, production may support the increased requirements of oxidative

milieu in the luminal site of ER.
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