A Nox4 NADPH oxidaz mitkodésének vizsgalata
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Bevezetés

A reaktiv oxigén szarmazékok (ROS) szervezetben betoltétt szerepe
napjainkban is intenziven Kkutatott terlilet. Kezdetben pathofiziologias
folyamatokhoz kototték oket, de ez a kép az elmult néhany évtized alatt
erételjesen atformalddott. Méra bizonyitott, hogy a szabalyzott ROS termelés
szamos terllleten esszencidlis komponense a szervezet egészséges
homeosztazisanak, mint példaul az immunvédelem, a hormonszintézis, az
oxigeénérzékelés vagy a vazoregulacio.

A szabalyzott ROS termelddésért tobbsejtli organellumokban a NADPH-
oxidaz (Nikotinamid-adenin-dinukleotid foszfat oxidaz) enzimek felelések,
kozos jellemzOjik egy konzervalt, transzmembran Kkatalitikus doménen
keresztlli elektrontranszfer, ahol elektron donorkent NADPH-t, akceptorként
molekularis oxigént hasznalnak, amely a reakcié soran szuperoxid anionna,
vagy hidrogen-peroxiddéa alakul at.

A csalad legmegosztobb tagjat, a Nox4-et teljes hosszusagaban Geiszt
Miklés és munkatarsai 2000-ben klonoztak meg. A humén gén a 11.
kromoszéma hosszu karjan talalhatd, 18 exont tartalmaz. Az atirddo teljes,
aktivalt fehérje 578 aminosavbol all, 66.5 kDa tomegii, aminosav sorrendje
57%-0s homologiat és 39%-0s egyezest mutat a Nox2 enzimmel. A nagyfoku
homologia ellenére a Nox4 a NADPH oxidaz csalad egyik alcsoportjaba sem
illik be igazéan.

A Nox4 is p22°"*-dependens, de egyediilallé azon tulajdonsagaban, hogy a
t6bbi p22°"*-fiiggd oxidaz (Nox1 Nox2 és Nox3) mellett nem bizonyitott, hogy
igényelne mas kofaktorokat, citoszolikus regulatorokat, melyek esszencialisak a
Nox4 kozvetlen aktivaciojahoz. Ezt a megallapitast megerdsiti, hogy a p22°"
fehérje C-termindlis trunkalasaval azon motivumok elrontasa, mely a Nox1
Nox2, és Nox3 esetén gatolta a ROS termelést, nincs hatdssal a Nox4

aktivaciojara.



A Nox4 altal termelddd ROS két 1épésben, szuperoxid kozti termék
képzddése mellett 90%-ban H,0,, mint az intracellulris Ca®* koncentraciora
aktivalédé Nox5, Duoxl és Duox2. Aktivaciot kovetden a Nox4 dehidrogenaz
doménje intrinsic aktivalt konformécioban marad, a NADPH-rél folyamatos az
elektrontranszfer FAD-ra, majd a hem csoportokra, igy az aktiv Nox4 enzim
konstitutiv médon H,O,-ot termel.

Szdveti expresszids mintazata in situ hibridizacios kisérletek, RNS seq
adatok alapjan a Nox4 mRNS-e legnagyobb mennyiségben a vesében talalhato,
de jelen van mas szovetekben is. Sejtszintli expresszidja is széleskort eloszlast
mutat, leirtak adventitialis-, tiid6-, és bér eredetii fibroblasztokban, ér endothél
sejtekben, adipocitakban, hepatocitdkban, oszteoklasztokban is.

A Nox4 pontos szubcellularis lokalizaciojat illetben nincs egységes
allaspont. Szerkezetét tekintve nem talalhaté rajta semmilyen szignal- vagy ER
retencidés szekvencia, mégis a legtobb esetben az ER és a mitokondrium
membranjaban detektaltak.

Egyenlore nyitott keérdés, hogy milyen funkciot tolthet be, egy a
legnagyobb mennyiségben a veseében expresszaldodd oxidaz, mely konstitutiv
enzimaktivitasaval szignalizaciés hirvivd molekulat, H,O,-ot generdl. A
vesében, tiidoben talan oxigén szenzor lehet. A Nox4 oxigenkotési katalitikus
allandoja abban a tartomanyban van, amely mar az ismert oxigén szenzorokra
jellemzo, valamint a jelatvitelben semlegesnek tekintheté oxigén molekula
tenziojat képes redox jellé konvertalni. A H,O, altal kozvetitett szignalizacios
jel a sejt redox allapotanak jelzOrendszere, amely kinazok ¢€s foszfatdzok redox
szabalyozésan keresztill modosithatja a sejt foszfo-szabalyzott utvonalait, igy
osszegezve a kiilonféle aktivacidos csatorndkon érkezd eltérd ingereket.
Kardiovaszkularis  szOvetekben  proliferaciot  indukal, hasnyalmirigy-,
majsejtekben tulélési szignalokat kozvetit. A Nox4 fokozott aktivitasa, és az

altala generalt ROS oxidativ stresszt okoz, mely redox-fiiggd transzkripcids



faktorokat aktival, mint NFyB, Keapl, Bach2, ami pedig onkogenezist vagy
sejthalalt inicializalhat.

Farmakologiai szempontbol is jelent6s €s intenziven kutatott terilet a
Nox4 szerepe a szOvetekben kialakuld fibrotikus elvaltozdsok soran. A
fiziologias sebgyogyulds sordn a szoveti fibroblasztok Nox4-fliggd moddon
H,0,-ot termelnek a miofibroblasztta differencialddas alatt. A termel6édoé ROS a
differenciacio hatékonysagat noveli, feed-forward szabalyozast tart fenn,
valamint fokozza az extracellularis matrix fehérjék, példaul fibronektin és
proteoglikanok, a-simaizom aktin szintéziset. Aktivalja a MAPK kaszkadot es
tovabbi kindz dtvonalakat, melyek szintén a differenciaciot, sejtproliferaciot
erdsitik.

A Nox4 funkcigjanak, pontos lokalizaciojanak ¢és  milkodési
mechanizmusanak megértése akar uj lehetdséget teremtene egy célmolekuléra,
amely inhibiciojaval specifikusan csokkenthetd, talan gatolhatd lenne a vese-,

vagy tiidofibrozis lefolyasa.



Ceélkituzések

Doktori munkadm sordn tébb egymassal szorosan Osszefiiggd kérdéskort

vizsgéaltam az alabbi f0bb célokra fokuszalva:

1. A PreFRET genetikailag kodolt intracellularis H,O, szint érzékeld

szonda miikodési elvének jellemzése mutacidanalizissel.

2. Primer human pulmonaris és dermalis fibroblaszt sejtek endogén Nox4

expresszidjanak es aktivacidjanak vizsgalata.

3. A Nox4 és p22°" kapcsolatanak vizsgalata Nox4 KO és p22°Pmo.

deficiens egérmodellek segitségevel.

4. Nox4 és p22°" szubcelluléris lokalizaciojanak feltérképezése és az

aktivalt komplex altal termel6dé H,O, intracellularis jelenlétének detektalasa.



Modszerek

Plazmid konstrukciok: A humén Nox4 és p22°" fehérjék tranziens
transzfekciojahoz a fehérjék kodolo regidit pPCDNAS3.1 vektorba klénoztuk. A
V5- és AUl-epitopokat iranyitott mutagenezissel, a rapamicin alapu indukcios
rendszer CFP-FRB-HA szekvenciat tartalmazo partnerét restrikcios enzimek és
T4 ligaz segitségével illesztettik a vektorba, N-terminalisan a Nox4-hez és C-
terminalisan a p22°"*-hoz.

Sejttenyészetek és transzfekcid: A plazmidokat tranziens transzfekcioval
expresszéltattuk a sejtekben. A fibroblasztokat elektroporaltuk Neon
Transfection System segitségével, HeLa sejtvonalba pedig Lipofectamine LTX
reagenssel jutattuk be vektorainkat. Farok fibroblaszt sejtek preparalasahoz 8
hetes korban farokvégbdl kollagenaz emésztéssel készitettiik sejttenyeszetet. A
Nox4 komplex indukalasahoz konfluens tenyészeteken az alap tapoldatuk
szérumtartalmat 12 orara 0,05 %-ra csOkkentettik, majd 5 ng/mL TGF-p1-et
adtunk rutinszertien 24 oraig.

Western blot: A p22°"™ ¢s B-aktin fehérjék vizsgalatdhoz a sejtek RIPA
pufferes lizatumat SDS-poliakrilamid geélen elvalasztottuk, majd nitrocelluloz
membranra blottoltuk. A fehérjéket az elsédleges 16G7, és p-aktin
ellenanyagokkal, majd tormaperoxidazzal konjugalt masodlagos antitestekkel,
ECL modszerrel detektaltuk.

QPCR: fibroblaszt sejtjeinkb6l Trifast reagenssel teljes RNS-t izolaltunk,
majd cDNS-sé irtuk at oligo(dT)18 primer és M-MuLV reverz transzkriptaz
segitségével. A QPCR reakcidkat Roche LightCycler 1.5 késziiléken futtattuk, a
PCR-termékeket SYBR Green festékkel detektaltuk, majd a Cp értékeket 2.
derivalt modszerrel hataroztuk meg. A relativ expresszios szinteket az
indukalatlan, kontroll fibroblasztok azonos génjének mennyiségére, vagy a p-

aktin haztartasi genre normalizalva abrazoltuk.



Extracellularis H,O, mérése Amplex Red maddszerrel: A setjeket
konfluens allapotban H-médiumban 50 uM Amplex Red reagens és 0.1 U/mL
HRP jelenlétében 37 °C-on inkubéaltuk 60 percig, majd POLARStar OPTIMA
fluoriméteren a rezorufin 30 perces inkubdldst kovetd fluoreszcencidjat
percenkénti leolvasassal, 590nm-en detektaltuk.

Immunfluoreszcens jel6lések és konfokalis mikroszkopia: A V5- és
AUl-el jelolt fehérjék lokalizaciojat tranziensen transzfektalt fibroblasztok
PFA-val fixalt, permeabilizalt mintain vizsgaltuk. A V5- és 16G7 ellenanyaggal
torténd festodést masodlagos antitestekkel tettiik lathatova. Felvételeinket Zeiss
LSM510 tipust konfokalis mikroszképpal keészitettiink 63-szoros nagyitasu
Plan-Apochromat Objektivvel. A képek 1-2 um optikai szeletvastagsaggal,
multitrack modban készilltek. A képek készitésénél az emisszidt a Cerulean
esetén 420-480 nm-es sziik savu filteren, a Venus, Alexa 488 és a HyPerl
esetén 500 és 530 nm-es, szintén sziik savt, mig az Alexa 568 mérese soran 560
nm felett széles savon atengedo filteren engedtik at.

Intracellularis H,0, szintek detektalasa HyPerl szenzorral: Tranziensen
transzfektalt fibroblasztokban a Hyperl szenzort szekvencialisan gerjesztettik
490 es 420 nm-en, a kibocsatott féenyt 505 nm-es dikroikus tikron és egy 525/36
nm-es emisszios szirén engedtiik at, valamint 520 nm-en mertik emisszios
maximumat egy 40x objektivvel es Photometrics Cascadell kameraval ellatott
forditott allasu Zeiss Axio Observer mikroszkopon.

Rapamicin-alapu dimerképzés: Dermalis fibroblaszt sejteket FRB-YFP és
a  CFP-FKBP12-p22"™*  vagy = CFP-FKBP12-Nox4  plazmidokkal
kotranszfektaltuk, majd konfokalis mikroszkopon Kinetikai méréseket
végeztiink 5-10 méasodperces kepkészitési frekvenciaval 15 percig, mikézben 3

percnél 300 nM-os rapamicint adtuk a sejtekhez.



Eredmények

Annak érdekében, hogy megértsik a PerFRET szonda miikodését,
megvizsgaltuk mely ciszteinek feleldsek a H,O,-ra adott valaszért, ezért
elkészitettik az Orpl- és Yapl cCRD doménekben el6forduld Gsszes cisztein
aminosav szerinre cserélt véltozatat es fontosabb kombinacioit tartalmazé
szondakat. HelLa sejtekben a PerFRET szonda 6sszes variansa kifejez6dott,
citoszolikus lokalizaciot mutatott. Az Orpl 36-0s pozicidju ciszteinjének
mutalasa 6nmagaban elegendé volt a PerFRET teljes funkcidovesztéséhez. Az
Orpl C64S és C82S variansai alapjan a masodik és harmadik ciszteinek nem
esszencialisak. Az Orpl 36-0s ciszteinje a Yapl cCRD ko6zéps6 cisztinjével
(C620) Iép interakcioba, a masik két Yapl cCRD mutalasa nem okozott zavart a
H,O, érzékeléshen.

Primer human dermalis és pulmonaris fibroblasztokban vizsgaltuk, hogy
megjelenik-e a sejtek extracellularis terében TGF-B1 kezelés hatasara H,0..
Ehhez szérum depléciot kovetdéen a fibroblasztokat 24 ordig TGF-B1-gyel
indukaltuk, majd Amplex Red modszerrel mértiik a termelddé H,O, szintjét
kontroll és a mérés soran DPI-vel géatolt vagy Nox4 specifikus siRNS-sel
clokezelt sejtek mellett. A fibroblasztok extracellularis terében a TGF-B1
stimulus szignifikdnsan novelte a H,O, termel6édést, mely gatolhato volt DPI-
vel és Nox4 elleni specifikus sSiRNS-sel.

Preparaltunk farokvég fibroblaszt sejteket 8 hetes, Nox4 KO, p22°"x
deficiens, illetve vad tipusu tarsaikbol majd szérum depletaltuk a tenyészetet és
24 oraig TGF-Bl-gyel kezeltik. A sejtek altal termelt H,O, mennyiségét
Amplex Red modszerrel mértik. A vad tipust egérekbdl izolalt fibroblasztok
esetén a TGF-B1 kezelés indukalta a H,O, termelést, mely Nox4 KO egerek
fibroblasztjaiban elmaradt és szignifikansan alacsonyabb volt a p22°"*-

deficiens egérbél szarmazé fibroblasztok esetén. A p22°"*-deficiens egerekben



a gén Y121H aminosav cseréje instabil p22°"* fehérjét eredményez, mely a
Nox4-gyel alkothat kis mennyiségii, de funkcidonalis komplexet.

Megvizsgaltuk, hogy a TGF-B1 indukcionak van-e transzkripcids szinten
hatésa a p22°"™ és Nox4 mRNS-ek mennyiségére. Szérum depléciot kovetden
dermalis és pulmonaris fibroblasztokat indukaltunk 24 6ras TGF-B1 kezeléssel,
majd teljes RNS-t izolaltunk beldliik, cDNS-sé irtunk at, és QPCR reakcioban
mértuk a relativ expresszids szintjliket. A sejtvonalakban a Nox4 mRNS szintje
TGF-B1 kezelés hatasara a nyugalmi dallapothoz képest szignifikansan
emelkedett, ezzel ellentétben a p22°"* mRNS mennyiségét nem befolyasolta a
TGF-B1 kezelés. Ellendriztiik, hogy a human primer fibroblasztok kifejeznek-e
mas Nox rendszereket is, amelyek lehetséges forrasai a H,O, termelésnek.
Ehhez QPCR reakcioban ellendriztiik a tobbi ismert NADPH oxidazt és
aktivatoraikat, hogy TGF-f1 indukciot kovetden ¢és kontroll sejteken
expresszalodnak-e. Tapasztalataink alapjan ezen human primer bor-, és tiid6
eredetli fibroblasztok nagy valoszinliséggel nem rendelkeznek mas NADPH
oxidaz rendszerrel. A p22""* mRNS-e indukciétél fiiggetleniil is jelen van, de a
Nox4 expresszidja csak TGF-f1 stimulust kovetéen kimutathato.

Kovetkezd 1épésként megvizsgaltuk, hogy a p22°"™ fehérje mennyisége
figg-e a Nox4 expressziojatol vagy a TGF-B1 indukciétol. Human primer
fibroblasztokat, a Nox4 KO, p22°"*-deficiens és vad tipusi egértdrzsekbél
izolalt farokvég fibroblasztokat 24 o6raig kezeltuk TGF-B1-gyel. Feltartuk a
sejteket, Western Blot kisérletben detektaltuk a p22°" fehérje mennyiségét.
Véltozatlannak talaltuk a p22°" fehérje szintjét a TGF-Pl kezeléstdl
fliggetlenil, valamint nem tapasztaltunk szignifikans kilénbséget vad tipusu és
a Nox4 KO egerekben sem.

Készitettiink V5- és AUl-epitoppal jeldlt Nox4 és p22°"* fehérjéket
expresszald plazmidokat, melyeket dermalis fibroblasztokban expresszaltattunk,
majd intracellularis elhelyezkedésiiket immunfestéssel tettik lathatéva. Az
altalunk készitett konfokalis mikroszkopos képek alapjan a Nox4 és p22°P"



kolokaliz&lnak egymassal és az ER markerként alkalmazott BiP fehérjével is.
Emellett nem tapasztaltunk egyéb nukleéaris, vagy mitokondrialis fest6dést. A
TGF-B1 kezelés altal indukalt miofibroblaszt differenciacié sem befolyasolta a
komplex szubcellularis lokalizacidjat.

A HyPerl szenzort dermalis fibroblasztokban a fébb sejtalkotokba
irdnyitottuk, hogy feltérkepezzuk intracellularis sejtalkotdi oxidaltsagat a TGF-
B1 kezelést megel6zben, illetve a miofibroblaszt differenciacié soran. A kontroll
és TGF-B1 indukalt sejtekben nem tapasztaltunk szignifikans kulénbséget egyik
sejtalkoté oxidaltsagaban sem, viszont a sejtek ER lumenében expresszalt
HyPerl mar maximalisan oxidalt formaban van, igy itt csak csokkenest tudtunk
volna detektalni, de szintjét valtozatlannak talaltuk.

Epitettink egy rapamicin-alapt indukciés rendszert, ahol az FKBP12
fehérje az mMTOR kindz rapamicin-kot6 doménjével, az FRB-vel rapamicin
jelenlétében gyors transzlokacioval heterodimert képez.

A dimerpar FRB tagjat a Nox4 N-terminalis, illetve a p22°"* C-terminalis
vegéhez illesztettilk, majd dermalis fibroblasztokban a hozzajuk kapcsolt
fluoreszcens fehérjék segitsegével konfokalis mikroszkoppal kovettik a
dimerpar citoszolikus tagjanak mozgasat. A YPF-FKBP12 flziés fehérje
rapamicin hozzaadasat kovetden transzlokalodott az ER membranjahoz, tehat a
Nox4 N-terminalis és p22°" C-terminalis oldalara flzionalt parja térben
elérhetd volt a citoszolikus komponens szamara. igy a Nox4 N-terminusa és

p22°"°* C-terminalis vége a citoszdlban talalhato.
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Kovetkeztetések

Mutacioanalizissel megallapitottuk, hogy az 1j, FRET elven miikodo
PerFRET hidrogén-peroxid valds idejii szonda megfelelé miikodéséhez az
Osszeépitett Orpl és Yapl cisztein gazdag régiobol mely ciszteinek
esszencialisak a megfeleld konformacié kialakitasahoz. Az Orpl és Yapl
harom-harom ciszteint tartalmaz, melyb6l HeLa sejteken, kiils6 H,0,
hozzéaadasaval az Orpl cisztein gazdag doménjében talalhat6é 36-0s pozicidja, és
a Yapl 620-as pozicioju ciszteinje esszencidlis. A szenzorban az Orpl és a
Yapl cCRD doménjében a H,O, oxidalja a cisztein oldallancokat, melynek
kovetkeztében kialakuld diszulfid hidak konformaciovaltozast eredményeznek,
a rajuk fuzionalt fluoroforok tdvolodnak és csokken az emissziojuk. A csékkend
FRET hanyados aranyos lesz H,O, koncentracioval. A kombinalt mutacidkat
tartalmaz6 szondak valaszai alapjan a tdbbi cisztein nem esszencialis, de a
PerFRET maximalis valaszkészségéhez sziikségesek, hogy a megfeleld
konformaécié kialakitasat tovabbi diszulfid hidakkal tamogasséak.

Kimutattuk, hogy a Nox4 human primer dermalis és pulmonaris
fibroblasztokban TGF-B1 hatasara az extracellularis térben detektalhatod
mennyiségli hidrogén-peroxidot termel a kezelést kovetd 24. oraban is.
Genetikai modellekkel is megerdsitettiik, hogy a Nox4 aktivitasdhoz a Nox4 és
p22°"* egyidejii jelenléte sziikséges.

Megallapitottuk, hogy a primer human dermalis és pulmonéris
fibroblasztok a Nox4-en kivil nem fejeznek ki mas NAPDH oxidaz komplexet.
Transzkripcios szintll vizsgalataink soran arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy
a Nox4 oxidaz komplex nem igényel egyéb, a tébbi NADPH oxidaz
rendszerekben eléforduld citoszolikus alegységeket, illetve regulatorokat, csak a
p22°"* jelenlétét. Ezt a megallapitist megerdsitettiik Nox4-gyet stabilan
expresszal6 HEK293FS sejtekben, ahol a Nox4 az endogén p22°"-szal
komplexet formalva H,O,.ot termel.
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Aszimmetrikus kapcsolatot irtunk le a Nox4 és p22""* kozott: a Nox4
expresszidjahoz és aktivaci6jahoz a p22°" jelenléte és TGF-B1 indukeid is
szlikséges. A Nox4 mennyisége mRNS szintli vizsgalatainkban indukcié nélkiil
alig kimutathatd, mig a p22°"* kezdeti mennyisége mind mRNS szinten, mind
fehérje szinten Western Blot kisérleteinkben is valtozatlan. Nem befolyasolta
sem a Nox4 hidnya, sem TGF-B1 indukcié. Hasonlo megfigyelést még egyik
p22°"*_s7al komplexet képzd Nox-nal sem irtak le.

Bemutattuk, hogy epitoppal jelolt formaban a Nox4 és p22P"* humén
primer dermélis és pulmonaris fibroblasztok endoplazmas retikulumanak
membranjaban talalhatd. Uj megkozelitésben, egy kémiailag indukalhato
rendszerben kimutattuk, hogy az ER membranjaban 6sszeépiilé komplex H,O,
termelése az ER lumene felé iranyul. Ezt kozvetett aton, dermalis fibroblaszt
sejteken fluorimetrias méréssel is megerdsitettiik, ahol TGF-B1 indukcid
hatadsara a HyPerl hidrogen-peroxid szonda oxidaltsdga nem valtozott egyik
sejtalkotéban sem. A Nox4 altal termel6dott “extra” H,O, nem emeli a citoszol
oxidaltsagat, igy valosziniileg a termelés az ER luminalis tere felé iranyul.

A Nox4 NADPH oxidaz human dermalis és pulmonaris fibroblasztokban az ER
membranjaban talalhato, a TGF-B1 indukcio hatasara 6sszeépiild, konstitutivan
aktiv komplex H,O, termelése eddig ismeretlen csatornakon (Gtvonalon) Uril az

extracellularis térbe.
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