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Roviditések jegyzéke

AMPK: adenozin-monofoszfat aktivalt protein-kinaz

ATP: adenozin-5’-trifoszfat

bp: bazispar

BSA: szarvasmarha (bovin) szérum albumin

[Ca?*)ic: intracellularis kalciumion koncentracio

CGD: kronikus granulomat6zis betegség (chronic granulomatous disease)
CMV: citomegalovirus

DPI: difenil-jodonium

DTT: ditiotreitol

DUOX: dual oxidase, azaz kettos oxidaz

EDTA: etilén-diamin-tetraecetsav

EGTA: etilén glikol-bisz(2-aminoetiléter)-N,N,N',N'-tetraecetsav
ER: endoplazmas retikulum

ERO1: endoplazmas retikulum oxidoreductin 1

FAD: flavin-adenin-dinukleotid

GSH: glutation (redukalt forma)

GSK: GSK1016790A, TRPV4 csatorna agonista

GST: glutation-S-transzferaz

HAoSMC: human aorta simaizom sejtek

HCSMC: humén korondria simaizom sejtek

HMVEC: human sziv eredetli mikrovaszkularis endotélsejteket
HPA: Human Protein Atlas

IBS: Inflammatory Bowel Disease, azaz gyulladasos bélbetegség
kDa: kilodalton

KI: knock-in, bevitt gén

KO: knock-out, torolt gén

LPO: laktoperoxidaz

mADb: monoklonalis antitest

MAO: monoamin-oxidaz

MAPK: mitogén aktivalt protein kindz

MPO: mieloperoxidaz



MRNS: messenger RNS, hirvivé RNS

MT: molekulatomeg

NADPH: redukalt nikotinamid-adenin-dinukleotid
NADH: redukalt nikotinamid-adenin-dinukleotid
NOX: NADPH-oxidaz

PDI: protein-diszulfid-izomeraz

PBS: foszfatpufferelt sdoldat

PFA: paraformaldehid

PLAZ2: foszfolipadz A2

PKC: protein kindz C

PMA: forbol-12-mirisztat-13-acetat

PMSF: fenil-metil-szulfonil-fluorid

ROS: reaktiv oxigén szarmazék

Tg: thapsigargin

TGF-B1: transzformald novekedési faktor-B1 (transforming growth factor-f1)

TNF-a: tumor nekrozis faktor-a

TPO: tireoperoxidaz

SDS-PAGE: natrium-dodecil-szulfat tartalmu, poliakrilamid alapt gélelektroforézis
SERCA: szarko-endoplazmatikus retikulum Ca?*-ATP-az

SOD: szuperoxid-diszmutaz
vWE: von Willebrand-faktor



1. Bevezetés

Miota a mitokondriumokat a korai eukariotak integraltak, kiizdenek a sejtek a
1égzési lancbol szarmazo reaktiv oxigénszarmazékok (ROS) artalmas hatasaival (1). Az
evolucio soran kialakult alkalmazkodas a ROS-terheléshez olyannyira kifinomultta valt,
hogy ezek a ROS-ok hirvivoként és effektorokként is fontos szerepet jatszanak a cellularis
homeosztazis megoérzésében. Az evolicié soran elért sikert egyértelmiien jelzi a
professzionalis ROS-termel6 enzimek, a redukalt nikotinamid-adenin-dinukleotid-foszfat
oxidazok (NADPH-oxidazok vagy roviden NOX-0k) csaladjanak megjelenése (2).

PhD kutatomunkdm sordan a NADPH-oxiddz 5 (NOXS5) enzim vizsgalataba
kapcsolodtam be. A NADPH-oxid4zok korében altalanos probléma, hogy nem allnak
rendelkezésre megfeleld antitestek a kimutatdsukhoz. A NOXS5 esetében ugyanez a
helyzet. Ezért a fehérje detektalasat egy 1ij, altalunk eldallitott antitesttel szerettiik volna
elérni. Fontosnak tartottuk a kifejlesztett antitest alapos jellemzését, ezért a kisérleteink
soran 1épésrdl 1épésre bizonyosodtunk meg az 0 reagens hiteles felismerdképességérol.
Szamos kontroll kisérlet elvégzését kovetden a NOXS fehérje kimutatasat céloztuk meg
human sejtekben és szovetekben.

A kisérleteink célpontjaban all6 NOXS miatt, a PhD disszertaciom bevezetésében
eldszor roviden bemutatom a reaktiv oxigénszarmazékokat, majd a NADPH-oxidazok
csaladjat. Osszefoglalom a fontosabb tényeket, amelyeket tudunk az egyes NOX

1zoformakrol, végiil a NOXS enzimet mutatom be részletesen a bevezetésben.
1.1. Reaktiv oxigénszarmazékok

A reaktiv oxigénszarmazékok az oxidald agensek azon csoportjat alkotjak, amelyek
molekularis oxigénbdl képzddnek. Az ide sorolhatd molekulak lehetnek gyokas, illetve
nem gyokos tipustiak. Gyokoknek nevezziik azokat az atomokat vagy molekulakat,
amelyek egy vagy tobb parositatlan elektront tartalmaznak a kiilsé elektronhéjukon. A
ROS-ok koziil gyokos vegyiiletek példaul a szuperoxid anion (0,7), a hidroxilgyok
(HO"), a peroxi-gyokok (ROO-) és az alkoxi-gyokok (RO-). Jelentdsebb nem gyok tipust
ROS vegyiiletek a hidrogén-peroxid (H202), a szingulet oxigén (*O) és az 6zon (O3) (3).
Reaktiv szarmazékok azonban nem csak oxigénbdl képzddhetnek. Ismertek reaktiv
nitrogén, kén és halogénszarmazékok is. A kiilonbozd reaktiv vegyiiletek egymaéssal is

képesek reakcioba Iépni. Az igy képz6do vegyiiletek egyik legkutatottabb képviseldje a



képzodik (3).
1.1.1 Reaktiv oxigénszarmazékok keletkezése a sejtekben

A sejtekben keletkez6 ROS-oknak tobbféle forrasa lehet. Keletkezhetnek
kilonbozé reakciok melléktermékeként, valamint dedikalt enzimek altal eldallitva,
szabalyozott mddon.

A szabalyozatlanul képz6dé ROS-ok f6 forrasai a mitokondriumok. Az aerob
anyagcsere megjelenésével parhuzamosan a sejtek normal milkddése soran képzddod
reaktiv oxigénszdrmazékok mennyisége is megndtt. A mitokondriumok belsd
membranjdban lejatsz6dd termindlis oxidacioban az oxigénmolekuka 4 elektron
felvételével vizzé redukalodik. Azonban a redukcio olykor csak részlegesen jatszodik le,
egy elektron felvételével a molekularis oxigénbdl szuperoxid képzddik (4). A 0, -ot a
mitokondrium matrixaban talalhato szuperoxid-dizmutaz 2 (SOD2) enzim alakitja H2O»-
da. Osszességében a hatékony ATP szintézis melléktermékeként részben 0,~, de féleg
H>O2 terheli a sejteket (5). A mitokondriumokbdl szarmazo ROS a sejteket ért teljes ROS
terhelésének tobb mint 90 %-at teszi ki. Ez a nyugvd sejtek oxigénfogyasztasanak
mintegy 0,15-5 %-a (6).

A mitokondridlis elektrontranszportlancb6l szarmazd oxidativ agenseken kiviil
szamos enzimreakcid melléktermékeként szintén képzodnek ROS-ok. Napjainkig mar
tobb mint 40 olyan enzimet azonositottak, amelyek miikodése soran O, vagy H2O>
képzddik (3). Néhany példat emelek ki ezek koziil. Az endoplazmatikus retikulum (ER)
haldzatos allomanyaban a citokrom P450 fliggd monooxigenazok, azaz a mikroszomalis
Mindezek mellett azonban az ER lumene is jelentds oxidativ kozeget jelent. Az itt
talalhato ER oxidoreductin 1 enzimek (Erol-La ¢és Erol-Lp), protein-diszulfid-
izomerazon (PDI) keresztiil, részt vesznek a fehérjék oxidativ hajtogatasaban és a
diszulfidhidak Iétrehozasaban, mikozben melléktermékként H>O, szabadul fel (8). A
peroxiszomak is igen oxidativ sejtalkotok, amiért a benniik talalhat6 kiilonféle luminalis
oxidazok aktivitasa a felel6s. Részben a peroxiszémak lumenében torténik a zsirsavak a-
és P-oxidacigja acil-CoA oxidazok altal, tovabba megtalalhatoak itt D-aminosav

oxidazok, hidroxisav oxidazok és a szarkozin oxidaz is, amelyek a megfeleld szubsztrat



eloxidalasaval H2O2-ot allitanak el6 melléktermékként (5, 9). A mitokondriumok kiilsé
membranjaban foglalnak helyet a monoamin-oxidazok (MAO-A és MAO-B). A MAO
enzimek felelések a biogén aminok, mint a dopamin, szerotonin, noradrenalin és a
taplalékokkal felvett aminok (pl. tiramin) oxidativ dezaminalasaért, mikdzben
melléktermékként szintén H»>O, képzédik (5, 10). A citoszolban lelhetd fel a
molibdéntartalmi xantin-oxidaz, ami a purin nukleotidok katabolizmusaban jatszik
szerepet. A hipoxantin oxidativ hidroxilaciojat katalizalja xantinnd, tovabba a xantin
oxidaciojat hugysavva, mikézben melléktermékként szuperoxid szabadul fel (11, 12).

Az eddigiekben a sejteket érd szuperoxid és hidrogénperoxid terheléssel
foglalkoztam, azonban az egyik legreaktivabb cellularis ROS a hidroxilgyok, amely
jellemzden az ugynevezett Fenton-reakcioban képzdédik megfelelé elektrondonor
jelenlétében. Leggyakrabban szabad Fe?* ionok katalizaljak a HpO2 elbomlasat
hidroxilgyokké: Fe?* + H,0, — Fe* + HO- + OH". A HO- toxicitasat igy az hatarozza
meg, hol talalhatéak a sejtekben a Fe?* ionok. A H20; és a 0, iitkdzés eredményeként is
képzddhet HO-, az tgynevezett Haber-Weiss reakcioban: H202 + 0, — Oz + HO-
+ OH". A keletkez6 HO- a lipidperoxidacios reakciok iniciatora (5, 11). Azonban a
legfrissebb kutatasi eredmények szerint a Fenton-reakcidé soran nem csupan HO-
képzddhet, hanem mar 100 pM-os bikarbonat koncentracidé mellett karbonat anion gydk
(CO3) is: HO- + CO%~ — CO5 + OH". igy a sejtekben altaldnosan eléforduld 40 mM-0s
bikarbonat koncentracional a Fenton-reakcio terméke feltehetdleg a CO3™ lehet (13, 14).
A CO3 nem csak HO--b6] képzédhet, hanem a ONOO' és a CO2 reakciojabol is (15). igy
az jabb tanulmanyok mar azt taglaljak, hogy a DNS oxidativ kérosodasaért nem is a
HO-, hanem a CO3 a felelds (16).

A ROS termeld enzimek egy kiilonleges csoportjat alkotjak a szuperoxid-dizmutéaz
(SOD) enzimek. A SOD-ok a sejtek szamara veszélyesebb 0, -bol kevésbé veszélyes
H202-ot allitanak el6. Harom SOD izoformat kiilonitiink el, attol fiiggden, hogy a
katalitikus centrumukban milyen fémion szerepel, illetve, hogy hol talalhatoak a sejten
belil. A SOD1, amely réz ¢és cink ionokkal mikddik (Cu-ZnSOD), javarészt a
citoplazmaban talalhat6. Feladata a citoplazmatikus O~ eliminalasa. A SOD2
manganfiiggd enzim (MnSOD), amely a mitokondriumok matrixaban helyezkedik el.
Dedikalt funkcidja a mitokondridlis elektrontranszportlancb6l szarmazé O,

tovabbalakitasa. A SOD3 szintén réz €s cink fiiggd fehérje (Cu-ZnSOD). Elsdsorban az



extracellularis térbe szekretalodik, igy f6 feladata a sejteket kiviilrdl érd O, veszélyek
elharitasa. Megjegyzendd, hogy a SOD-0k ugyan H202-ot termelnek, de nem klasszikus
ROS termeld enzimként tartja Oket szamon a szakirodalom, hanem a O,~ elimindldsaval
inkabb ,,ROS protektiv”’ szerepiik van a sejtekben (7, 17).

A szabalyozott ROS termelésért a NADPH-oxidaz enzimek a feleldsek. Az
enzimcsalad tagjait az 1980-as évektdl kezdték felfedezni €s részletesen karakterizalni

(18). Disszertaciom késébbi fejezeteiben részletesen ismertetem a NOX-okat.
1.1.2 Reaktiv oxigénszarmazékok elleni védelem

Lathato, hogy a biokémiai reakciok melléktermékeként szamos sejtorganellumban
képzdédhetnek ROS-0k. Ezért az evolicio soran a sejtek antioxidans mechanizmusokat
fejlesztettek ki a kontrollalatlan mennyiségben keletkez6 ROS-ok elleni védelemre.
Antioxidansok lehetnek enzimek, valamint jellemz6en kismolekulaju, szerves vegyiiletek
is (19).

Az enzimatikus védelmi vonalhoz tartoznak a SOD-o0k, a katalaz és glutation
peroxidaz. A SOD-ok jellegzetességeit fentebb targyaltam. A katalaz a peroxiszomakban
talalhato, és feladata példaul a zsirsavak oxidacioja soran keletkezett H2O» elbontésa
vizzé és oxigénné. A glutation-peroxidaz az egész sejtben megtalalhatd. Az enzim
szubsztratjai egyrészt a tripeptid glutation (GSH) masrészt H>O», valamint szerves
peroxidok (ROOH) lehetnek. Az enzimreakcido soran a GSH-bdl oxidalt glutation,
glutation-diszulfid (GSSG) képzddik, mikézben a HoO» vizzé, a szerves peroxidok pedig
alkoholla (ROH) redukalodnak. A GSH bdségesen rendelkezésére all a sejteknek, a
sejtplazmaban 1-11 mM-o0s, a sejtmagban 3-15 mM-os, a mitokondriumban 5-11 mM-os,
az endoplazmés retikulumban tobb mint 15 mM-o0s koncentracidban talalhaté meg. igy,
ha glutation peroxidéz is jelen van, a védelmi rendszer hatékonyan részt tud venni a H20>
eliminalasaban (1, 11, 20). Az oxidalt glutationt a citoszolban 1évé glutation-reduktaz
tudja visszaalakitani. A redukcio6 folyamata NADPH fliggd. A glutation-reduktédz feladata
az optimalis GSH:GSSG arany fenntartasa (19). A legfontosabb ROS-ok kapcsolatait,

illetve az eliminéacidjukban részt vevd szereploket az 1. abran foglalom ossze.
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HO- + OH + O,

I

H,0 + 0,

xantin-oxidaz, |
NADPH-oxidazok a SOD glutation-peroxidaz
. - > 0, * H,0, *» GSSG + H,0
mitokondriumok spontan GSH
miikodése
Fe?' glutation-reduktaz
NO-
HO: + OH + Fe'*
v Co, COE*
ONOO > CO;

1. abra: A sejtekben altalanosan eléfordulo legfontosabb ROS-ok forrasainak,
kapcsolatainak és eliminaciés lehetéségeinek bemutatiasa. Az abran az egyes
komponensek lehetséges kapcsolatait szemléltetem, nem volt célom azonban a
reakciokban részt vevd 0Osszes molekula, illetve az egyes termékek sztochiometriai

viszonyainak feltlintetése. Az 6sszefoglald a (11, 14, 15) forrasok alapjan késziilt.

A nem enzimatikus antioxiddnsok k6z¢ kicsi, viz- €s zsiroldhato szerves vegyiiletek
sorolhatok. Tobbek kozott ilyen vegyiiletek a retinol (A-vitamin), az aszkorbinsav (C-
vitamin), az a-tokoferol (E-vitamin), valamint a karotinoidok és flavonoidok (11). Ezeket
az anyagokat jellemzéen z6ldség- és gylimolesfogyasztassal tudjuk bevinni a szervezetbe
a diéta részeként. A molekulak kozds szerkezeti sajatossaga, hogy telitetlen
szénatomokat, szén-szén kettds kotéseket tartalmaznak, ami alkalmassa teszi 6ket, hogy
gyokokkel ¢és oxidansokkal hatékonyan reagaljanak. A reakcidok kovetkeztében
szerkezetileg atalakult, stabilabb, kevésbé reaktiv szarmazékok jonnek l1étre, mikozben a
ROS-bdl is kevésbé veszélyes molekula képzddik. A GSH és a tioredoxin szintén ebbe a
csoportba tartozo peptid €s fehérje. A zsiroldhato tokoferolok €s karotinoidok hatékonyan
védik a membranalkotd lipideket a lipidperoxidacié karos hatasaitol. A vizoldhato
aszkorbinsav a sejtek nem membrankotott részeiben, igy példaul sejtplazmaban talalhato
meg. Rendkiviil hatékonyan tudja hatastalanitani a peroxinitritet, a nitrogén-monoxidot,
a szuperoxidot, a hidroxil-gyokot és a hidrogén-peroxidot is. Kozvetlen antioxidans
hatasai mellett részt vesz az oxidalt glutation és tokoferolok visszaredukalasaban is (19).
A flavonoidok a névények madsodlagos anyagcseretermékei. Szerkezetileg szamos
aromas gylrlirendszerrel rendelkeznek, amelyek szintén hatékonyan 1épnek reakcioba az
oxidativ vegyiiletekkel. Szamos novényi ,.kivonatban” érintkeziink a mindennapokban a

flavonoidokkal. Megtalalhatoak a teaban, kavéban és a borban is (1).
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1.1.3 A reaktiv oxigénszarmazékok funkciéi

Fiziologias tartoméanyban szdmos nélkiilozhetetlen, élettani funkcioja van a ROS-
oknak, kiilonosen a H2O2-nak. Részt vesznek tobbek kozott a patogének elpusztitasaban,
a gyulladasos folyamatokban, hormonszintézisben, valamint a sejtmiikodés
szabalyozasaban (11).

Szamos sejttipus esetében leirtdk, hogy ha citokinekkel, novekedési faktorokkal
tapasztaltak. Ilyen hatast valt ki példaul az interleukin-3 (IL-3), az interleukin-6 (IL-6), a
tumor nekrozis faktor-o (TNF-a), az angiotenzin Il (Angll), a vérlemezke eredetii
novekedési faktor (PDGF) és a transzformald novekedési faktor-p1 (TGF-B1) (11). Ezek
az intra- vagy extracellularis jelek ROS fliggben befolyasolhatjadk szamos gén
transzkripcidjat, példaul az NRF2 (nuclear factor erythroid 2), az NF-«xB (nuclear factor-
«B), a HIF (hypoxia-inducible factor), a FOXO (forkhead box O transcription factor), az
AMPK (5’-adenosine monophosphate-activated protein kinase) vagy a p53-on keresztiil.
A transzkripcios hatasok eredményeként a sejtek proliferalnak, DNS javitast végeznek,
gyulladasos, hipoxids és antioxidans valaszba kezdenek, vagy adaptalodnak a
stresszhelyzethez (5).

A transzkripcios valtozasok mellett kozvetlen fehérjehatasok is felléphetnek. A
redox érzékeny ioncsatornak miikodését befolyasolhatjak, szekréciora keriild fehérjék
eldallitasat tamogathatjak, metabolikus valtozasokat indukalhatnak ¢és sejtciklust is

szabalyozhatnak a ROS-ok a cisztein és metionin aminosavak modositasa révén (3, 5).
1.1.4 A reaktiv oxigénszarmazékok karosité hatasai

Mint lathattuk a ROS-0k sziikségesek a sejtek normalis miikodéséhez. Azonban, ha
a koncentracidjuk til magas értéket ér el, az karosithatja a sejtek, szovetek miikodését.
Az antioxidans kapacitas kimeriilésével un. oxidativ stressz alakul ki, ami negativan
befolyasolhatja a DNS, lipidek és fehérjék funkciojat, kihatva ezzel az egész sejt
miikodésére.

Példaul a hidroxil-gyok a DNS minden komponensével képes reakcidba 1épni. A
genetikai anyagban torténd oxidativ karosodas gyakran az elsé 1épése a mutaciok
keletkezésének, a karcinogenezisnek, a sejthalalnak és felgyorsithatja az Oregedési
folyamatokat (11).
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A szén-szén kettOskotéseket tartalmazo telitetlen zsirsavak is aktiv célpontjai az
extra ROS terhelésnek, mivel igen konnyen reakcidoba tudnak Iépni a gyokos
vegyliletekkel. Az oxidacid kovetkeztében ezért modosulhat a cellularis membranok
szerkezete. A lipidperoxidacios reakciok végtermékei jellemzéen aldehidszarmazékok,
mint pl. a mutagén és karcinogén tulajdonsagokkal bir6 malondialdehid vagy a kevésbé
mutagén 4-hidroxi-2-nonenal (11).

A fehérjék esetében a cisztein és metionin aminosavak a legérzékenyebbek az
oxidativ kérnyezetre. A cisztein esetében a tiolcsoport szulfén-, szulfin- és szulfonsavva
oxidalodhat, vagy két kozeli tiol-csoport oxidaciojakor diszulfidhid johet 1étre két cisztein
kozott (21). A metionin ROS hatasara metionin-szulfoxidda, majd metionin-szulfonna
alakulhat (22). A fehérje oldallancokban bekovetkez6 nem vart oxidacioknak sulyos
kovetkezménye lehet a makromolekuldk térszerkezetére, tovabbd befolyasolhatnak
szamos redox-érzékeny jelatviteli utat is. A kénatomon végbemend oxidativ valtozasokat
a 2. dbran mutatom be. A fehérjékre hato oxidativ kozeg masik jellemzo kovetkezménye,
hogy karbonilcsoportok jelennek meg. A fehérjék karbonilcsoport tartalma jol korrelal az

oxidativ stressz mértékével (23).

A
" O
S Ry Py CH,
o %\/(Ilz\ /()ll oxidécio N, - -\S//
A0 S » // e
o® ” o OH
CH, oxiddci6 CH, OH
s NgH N, '\S/
o, szulfinsav szulfonsav
. . , (/"'%'
cisztein szulfénsav o s
M N T ey
diszulfidhid két cisztein kozott
cH,  _cH, oxidicio cH,__cn, oxidicio  a, CH
N, - *Ng~ —_— N, N7 —— /\s\
I ()/ CH;
metionin metionin-szulfoxid metionin-szulfon

2. abra: A kéntartalmu aminosavakon lejatszodé oxidativ valtozasok. (A) A cisztein
oxidacidja soran szulfénsav keletkezik. Tovabbi oxidacios 1épések eredményeképpen a
szulfénsavbol szulfinsav, majd szulfonsav képzddhet, illetve két szulfénsav
Osszekapcsolodasaval diszulfidhid is kialakulhat két cisztein kozott. (B) A metionin
oxidativ kdrnyezetben atalakulhat metionin-szulfoxidda, majd metionin-szulfonna. Az

abra a (21, 22) cikkek alapjan késziilt.
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1.2 A NADPH-oxidazok

A 20. szézad elején megtigyelték, hogy a tengeri siin petesejt ¢s himivarsejt fizidja
soran hatalmasan megnovekszik az oxigénfogyasztds. Késobb ugyanezt a jelenséget
tapasztaltak, amikor a fehérvérsejtek fagocitozisat vizsgaltak. Feltételezték ekkor, hogy
az extra oxigénigény a megnodvekedett mitokondridlis energiatermeléshez sziikséges a
patogén bekebelezése soran. Azonban mitokondrium gatldszerek jelenlétében, mint azid
¢s cianid sok, a fagocita sejtek ,,1égzési robbanasa” (respiratory burst) ugyanugy
lejatszodott, tehat a megnovekedett oxigénfogyasztds nem a mitokondriumokbol
szarmazott, ahogy a sejtekbdl ezzel parhuzamosan felszabaduld jelentdés mennyiségii
ROS sem. Az 1960-as években észrevették, hogy a folyamat NADPH és nem NADH
fiiggd. Par évvel késobb tisztaztak, hogy a képzodé ROS elsddlegesen a 0, és nem a
H202. A fagocitdzis tanulmanyozésa sordn rajottek, hogy az antimikrobidlis hatés
kialakitasaban szerepet jatszanak még a SOD és a mieloperoxidaz (MPO) enzimek is. A
patogén bekebelezése soran megfigyelt nagy ROS termeléssel jaré megemelkedett
oxigénfogyasztast pedig elnevezték ,,oxidativ robbanasnak” (oxidative burst) (24). Az
1980-as évek végére gylilt 6ssze az a tudashalmaz, ami alapjan azonositottak az elsd NOX
enzimet. Royer-Pokora és munkatarsai, illetve Teahan ¢s munkatarsai sikerrel klonoztak
a kérdéses fagocita oxiddz kompex katalitikus alegységét, amelyet napjainkban mar
leginkabb NOX2-ként emlegetiink (25, 26). Egy évre ra Nunoi és munkatarsai, illetve
Volpp és munkatarsai azonositottak a fehérjekomplex citoszolikus komponenseit (27,
28).

A genomika elterjedésének koszonhetéen a 2000-es évekre tovabbi 6 emberi NOX2
homolog fehérjét azonositottak. Napjainkban az emlés NADPH-oxidazok csaladjaba 7
enzimet sorolnak, ezek a kovetkezok: NOX1, NOX2, NOX3, NOX4, NOXS5, DUOXI és
DUOX2 (24).

Az Osszes NOX enzimrdl elmondhatd, hogy transzmembran fehérje, amelyek
elektront transzportalnak a sejtalkotd6 membranok egyik (jellemzden citoplazmatikus)
oldalarol a masik oldalara, ahol molekularis oxigént redukélnak O, -4. Egyes izoformak
esetén a szuperoxid még a molekulan beliil H2O2-da alakul. Az N-terminalis részen a
NOX izoformatol fiiggben kiilonbozd strukturak fordulnak eld. A csalad sszes tagjaban

megtalalhatd egy konzervalt fehérjeszerkezet, ami az elektronok transzportalasat teszi
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lehetdvé. Az N-terminalis 1anchoz kapcsolodik 6 transzmembran domén. A 3. és az 5.
transzmembran doménban vannak azok a hisztidin aminosavak, amelyek 2 hem
prosztetikus csoportot kotnek. A fehérjék C-terminalis részén elhelyezkedik egy FAD-
kotohely, mellette egy NADPH-kotohely. Gyakorlatilag ez az a konzervalt szerkezet, ami
minden NOX-ban lehet6vé teszi az oxigén redukciojat. (24).

Az elektrondonor NADPH 2 elektront biztosit, ami eloszor a FAD-ot FADH,-vé
redukalja. Ezutan az els6 elektron a proximalis hem véazra, majd egy aromas oldallancu
aminosavon keresztiil a disztalis hem vazra keriil, innen pedig az elektronakceptor
oxigénmolekulara, ami O, -4 redukalédik. Miutan az elsd elektron a disztalis hem vézra

keriilt, a masodik elektron is elindul ugyanezen az tton (24, 29).

Az enzimek miikodéséhez azonban kevés a konzervalt szerkezet megléte. Az egyes
izoformdk aktivalddasa és egylittmiikddése egyéb fehérje alegységekkel minden esetben
kiilonbozik egymastol. A NOX1, NOX2, NOX3 és NOX4 esetében egy kisebb
transzmembran fehérje, a p22P"* stabilizalja a NADPH-oxidazt. A NOX1, NOX2 és
NOX3 esetében tovabbi citoszolikus fehérje alegységek sziikségesek az aktiv
konformacio kialakitasahoz. A NOXS5, DUOXI1 és DUOX2 fehérjéket az intracellularis
kalciumszint megemelkedése aktivalja, mig a NOX4 konstitutiv aktivitast mutat, és
aktivitasa leginkabb transzkripcids szinten szabalyozott. Az eléallitott ROS fajtajaban is
kiilonbségeket talalunk. A NOX4 és a DUOX-0k H202-o0t, mig a masik 4 izoforma 0, -
ot szabadit fel. Kozos azonban benniink, hogy a ROS-termelésiik szabalyozott (30). Az
egyes enzimek aktivalodasi mechanizmusat és az altaluk termelt ROS tipusét a 3. abra

foglalja Ossze.

Szerkezeti informaciok jelenleg harom NADPH-oxidazrodl allnak rendelkezésre, a
human NOX2-r6l, az egér DUOXI-r61 ¢és a Cylindrospermum stagnale
cianobaktériumbdl szarmazd6 NOXS5-r6l. A struktardkat modellezéssel ¢és krio-
elektronmikroszkopos eljarasokkal allapitottdk meg. A fehérjeszerkezet ismerete
kozelebb vihet a NOX-okon végbemend elektrontranszport pontosabb megértéséhez és a

specifikus NOX inhibitorok tervezéséhez (29, 31, 32).
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CITOSZOLIKUS AKTIVALO FAKTOROKTOL FUGGO ENZIMEK

NADP* ’ NADP* NADPH NADPH
NADPH NADPH

3. abra: A kiillonb6z6 NADPH-oxidazok aktivalédasi mechanizmusai és az altaluk

termelt ROS tipusa. Az dbra a (24, 30) alapjan késziilt.

Fehérjeszekvencia alapjan 3 alcsoportba sorolhatok a NADPH-oxiddzok attol
fliggben, hogy mennyire hasonlitanak az els6ként felfedezett NOX enzimre, a NOX2-re.
Az elsd csoportba tartozik a NOX1, NOX2, NOX3 és NOX4 a maguk kortilbeliil 65 kDa-
os fehérjéikkel. A masodik csoportban a DUOXI1 és DUOX2 enzimek taldlhatoak.
Nagyobb molekulatomegiik van, illetve az enzimek esszencidlis része a peroxidaz
homolég domén. A harmadik csoportban csupan a NOXS képviselteti magat. Ez mutatja
a legtavolabbi rokonsagot a NOX2-t61 (33).

A NADPH-oxiddzok az emberi szervezet szamos sejt- €és szdvettipusaban,
szervében eléfordulnak. Megtalalhatéak tobbek kozott a vastagbélben, a belsé fiilben, a
vesében, a lépben, a herében, a pajzsmirigyben, a tiidoben, az érhalozatban, de
immunsejtekben is. Feladataik is ennek megfelelden igen sokrétiiek. Részt vesznek az
immunvédekezésben, a hormonszintézisben, az egyensuly érzékelésében, a sejtek

proliferacidjaban és differenciaciojaban, a vazoregulacioban (34).
1.2.1 NOX2

A NOX2 az elséként felfedezett NADPH-oxidaz. Mivel a legtobb ismeretanyag a
NOX2 kutatasabol sziiletett, ezért prototipus enzimként tekintenek ra a NADPH-
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oxidazok kozott. A bevezet6ben leirt molekularis tanulmanyok mellett a klinikai esetek
tanulmanyozasa is oda vezetett, hogy azonositani tudtdk az enzimet. Kronikus
granulomatoézisban (CGD) a betegeket visszatéré fert6zések sujtjak, fehérvérsejtjeik
képtelenek legydzni a korokozokat, testiikon granulémaék jelennek meg. A CGD-s
paciensek fehérvérsejtjeit vizsgalva megallapitottak, hogy a sejtek képesek kemotaxisra,
fagocitdzisra és degranulacidra, azonban az oxidativ robbands elmarad, €s a sejtek 0, -
ot nem tudnak termelni, igy a patogént nem tudjak semlegesiteni (24). 1978-ban Segal és
Jones azonositotta azt a flavocitokrom b fehérjét a neutrofil granulocitik membranjaban,
amely a CGD-s betegek fehérvérsejtjeiben hianyzott (35). Ez volt a NOX2 fehérje, amit
kezdetben citokrom bsss-nak (cytochrome bsss), majd gp91P"™-nak is hivtak (24).

A fagocita NADPH-oxidaz (phagocytic NADPH oxidase, phox) egy tobb
komponensbdl allo enzimkomplex. A komplex magjat a NOX2 fehérje adja, amelyben
az oxidaz katalitikus centruma is miikodik. Megtalalhatok a szerkezetben a NADPH- és
FAD-kot6 domének, illetve az elektronok transzportalasahoz sziikséges két hem gytira is
(24). A NOX2 570 aminosavbol allo, erésen glikozilalt protein (18). Denaturald és
redukalo koriilmények kozott végzett gélelektroforézis vizsgalatok alapjan 90 kDa koriil
detektalhaté a fehérje, mig a cukorlancok lehasitasat kovetéen az aminosav szekvencia
alapjan szamolt 55 kDa kornyékén mutathato ki. Tobbnyire N-acetilgliikozaminbol és
galaktozbol, kisebb részben fruktdzbol, mannozbol és glitkozbal allnak a glikozil lancok
(36). A szénhidratlancok azokhoz az aszparagin aminosavakhoz csatlakoznak N-
glikozilacioval (Asn®, Asn'®, Asn?®%) amelyek a masodik és harmadik extracellularis
hurkokban talalhatoak (37).

A NOX2 heterodimerként izolalhaté a p22P"% fehérjével egyiitt. A p22P" egy 22 kDa-0s
transzmembran protein, amelynek a feladata a NOX2 stabilizalasa a membranban, illetve
kiilonboz6 interakciok létrehozésa egyéb citoszolikus komponensekkel. A p22°Phox
citoplazmatikus C-terminalis része egy prolin gazdag régiot (proline-rich region, PRR)
tartalmaz, amely kapcsolodasi helyet biztosit az aktivalodas sordn bekotdds p47Pn™
alegységnek (24). A p22°"°* jelentdségét demonstralja, hogy azon CGD-s paciensek
esetében is elmarad a fehérvérsejtek 0, termelése, akiknél a p22P"™ DNS
szekvenciajaban fedeztek fel mutaciokat (38, 39).

A fagocita oxiddz mikodéséhez sziikség van citoplazmatikus aktivator fehérjékre is,

nevezetesen a p40P"-ra, p47P"%ra és p67°"%*-ra. Mindhdrom phox fehérje egy
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multidoménes struktura, amelyek nyugalomban egy citoszolikus trimert alkotnak. Az
aktivacid soran egy komplex atrendezddésen mennek keresztiil az alegységek, amely
eredményeképpen a trimer a membrankotott NOX2-p22P" heterodimerhez kapesolodik
(40).

A phox fehérjék mellett a Rac GTP-az kis G-fehérje is sziikséges még az oxidaz
szuperoxid termeléséhez. A Rac szerkezetére jellemzd, hogy az N-terminalis részén
guanozin kotéhely van és egy geranil-geranil lipidrész is csatlakozik a molekuldhoz. A
C-terminalis részén egy polibazikus régié helyezkedik el, ami a fehérje membranhoz
torténd kotddését biztositja. A GTP-az a guanozin kicseréld faktor (Guanosine Exchange
Factor, GEF) szabalyozasa alatt all. GDP-kotott allapotban inaktiv, GTP-kotott
allapotban aktiv a Rac. Aktivacidé hianyaban a Rac a citoplazmaban talalhatd6 RhoGDI
inhibitoros  fehérjéhez kotédik, ami meggatolja a Rac kapcsolodasat a
lipidmembranokhoz. Foszforilacidja esetén a Rac disszocial a RhoGDI-rél, lipid
oldallanca segitségével beékelddik a plazmamembranba ¢és hozzakapcsolodik a NOX2-
p67°" komplexhez (24). Emlésokben a Rac fehérjének 3 izoformaja létezik. A Racl
altalanosan elterjedt a szervezetben, a Rac2 leginkdbb a mieloid sejtekben fellelhetd, mig
a Rac3 tobbnyire a kdzponti idegrendszerben talalhatdo meg (18). A human fagocitakat
tekintve a neutrofil granulocitak leginkabb a Rac2-t expresszaljak, mig monocitakban és

makrofagokban a Racl és a Rac2 is megjelenik (40).

A NOX2-t el6szor neutrofil granulocitakban és makrofagokban irtak le, innen ered
a fagocita NADPH-oxidaz (phox) elnevezés (35). Szamos human szervben kimutattak a
NOX2 messenger RNS-ét. Azonban ezen széleskorli expresszio feltehetdleg jelentOs
részben az egyes szervekben megtalalhatd szovetkozti fehérvérsejtekre, illetve a szervek
vérrel torténd kontaminacidjara utal (33). Napjainkban egyre tobb sejtben talaltak
fehérjealapu bizonyitékot arra, hogy a NOX2 nem csak a fagocitakban van jelen. Tobb
tanulmany Szerint is megtalalhaté szivizomsejtekben (41), idegsejtekben (42),

endotélsejtekben (43) és hemopoetikus Gssejtekben is (44).

Nyugalomban a NOX2-p22P1%% p4QPhox-p4 7Phox_pg7PMox 65 Rac fehérjék szeparaltan
talalhatoak a fagocitakban (24). A NOX2-p22P" heterodimer indukci6 nélkiil dontden a
sejten beliil, a granulumok membranjaiban helyezkedik el (45). Az aktivaciot a patogént
felismer6 specifikus receptorok, mint példaul TLR (Toll-like Receptor), CLR (C-type
Lectin Receptor), MMR (Macrophage Mannose Receptor) és scavenger receptorok,
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inditjak. Ezek mellett természetesen egyéb iniciatorok, mint példaul opszonizalt
baktériumok, szintén elindithatjak az aktivaciot. Az oxiddz komponensek talalkozasa egy
sor foszforilacids reakcido kovetkezménye, amiben kiilonbozé kinazok vesznek részt,
tobbek kozott a protein kinaz C (PKC) és a mitogén aktivalt protein kinazok (MAPK)
(24). A foszforilacios kaszkad eredményeként a NOX2-p22Pho* heterodimert tartalmazo
granulumok fuzionalnak a plazmamembrannal vagy a fagoszémaval, kapcsolédnak a
citoszolikus komponensek és a Rac, végiil pedig megindul a O, termelése (18). A
fagoszoméaban a 0O, spontdn vagy SOD kozremikodésével H2Or-da alakul. A
micloperoxidaz a H202-ot Cl” oxidalasara hasznalja fel, hipoklorossavat (HOCI)
eldallitva. A képzddott HOCI igen hatasos antimikrobidlis vegytilet, ami semlegesiteni
tudja a patogéneket (46). A fagocitald sejtekben tehat a NOX2 funkcidja a szabalyozott

ROS termelésen keresztiil megvalosuld patogénelimindcio.
1.2.2 NOX1

A 2000-es években egymastol fiiggetleniil két kutatdcsoport fedezte fel a NOX2
els6 homologjat, a NOX1-et, amelyet akkoriban még Mox-1-nek valamint NOH1-nek
neveztek el (47, 48). A fehérje 564 aminosavbol all, és 56 %-0s azonossagot mutat a
NOX2-vel (49).

A NOX1 szintén heterodimert alkot a p22P"™-szal (50). Az enzim aktivalodasahoz,
a NOX2-h6z hasonloan, citoszolikus fehérjealegységre van sziikség. Két fehérjét
azonositottak, amelyek fiziologias koriilmények kozott elengedhetetlenek a NOX1 ROS
termeléséhez, a p47°"™ homolog NOXO1-et (NOX organizer 1) és a p67°"* homoldg
NOXA1l-et (NOX activator 1) (51, 52). A Rac GTP-az szintén a komplex része az
aktivaciokor (49). Az aktivaciods szignalt ez esetben is a foszforilacio jelenti, aminek a
kovetkeztében a szeparalt alegységek dsszedllnak egy komplexszé, majd a NOX1 oxigén
redukcidjaval 0, -ot allit el6 (30).
Kimutattidk, hogy a NOX1-NOXO1-NOXA1 és a NOX2-p47P"*-p67P"* rendszerek
egyes citoszolikus komponenseinek felcserélésével szintén képesek a komplexek ROS-t
eléallitani. CGD-s betegek neutrofil granulocitdiban a NOX1 aktivaciojahoz alkalmasak
a p47P"* ¢s p67PN fehérjék. Sejtmentes rendszerekben szintén leirtak, hogy a NOX2
képes 0, -ot termelni, ha a NOXO1 és NOXAI a citoplazmatikus faktorok. Mindkét

kevert rendszer esetében megvalosult ugyan a O, termelése, am a hatékonysaga

19



jelentésen elmaradt attol, mintha a NOX-0Kk a sajat aktivatoraikkal alkotnanak komplexet.

cres

tudunk (53, 54).

A NOXI1 a vastagbél epitélsejtjeiben fejezddik ki a legnagyobb mennyiségben
(innen szarmazik a colon oxidase elnevezés). Kisebb mennyiségben szintén leirtdk
simaizomsejtekben, prosztataban, méhben, méhlepényben és oszteoklasztokban (49). Az
intracellularis elhelyezkedését tekintve nem egydntetii a szakirodalom. Keratinocitdkban
gyenge citoplazmatikus és erds sejtmagi fest6dést lattak (55). Két tanulmanyban
vizsgaltadk a NOXI1 lokalizacigjat vaszkularis sejtekben. Nytl simaizomizomsejtek
esetében ER (56), mig a human simaizomsejteknél plazmamembran (57) jelolodést
detektaltak.

A NOXI élettani szerepe még nem teljesen tisztdzott. Az expresszids mintazatat €s
a NOX2-hoz hasonld miikodését figyelembe véve, feltételezhetd, hogy immunvédelmi
szerepe van a vastagbélben. Tobb kisérletben is azt tapasztaltdk, hogy kiilonbdzd
bakterialis makromolekuldkkal kezelt sejtek NOX1-fiiggd ROS termelést mutattak. A
NOX1-nek tehat szerepe lehet a mikrobiom egyensulydnak a fenntartasaban, az egyes
mikrobak elszaporodasat gatolva a mukoéza védelmében (49). A kozvetlen védelem
mellett azonban felmeriil annak is a lehetdsége, hogy a NOXI1 altal termelt O,
proinflammatorikus citokinek termel6dését serkenti egyes ROS-érzékeny jelatviteli
utakon keresztiil (58).

Egyértelmi 6sszefliggéseket fedeztek fel a gyulladasos bélbetegség (Inflammatory
Bowel Disease, roviden IBS) és a nox1 gén mutacioi kozott. Tobb, IBS-ben szenvedd
beteg vizsgalata sordn kiillonbozd nox1 misszensz mutédciokat fedeztek fel. A mutéaciot
hordoz6 NOXI1 fehérjék szuperoxidtermeld képessége csokkent, ¢és a kisérleti
eredmények alapjan megallapithato, hogy a kies6 NOX1 funkci6 hozz4jarul a patologias
allapot kifejlodéséhez. Megjegyzendd, hogy nem kizarolag a nox1l gén mutacidja miatt
johet 1étre az IBS, hanem mas NOX mutéciok is okozhatjak azt. A DUOX2, illetve a
NOX2 komplex valamely alkotdjanak a génjében Iétrejové mutaciok szintén IBS
kialakulasahoz vezethetnek (59).
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1.2.3 NOX3

A NOX3 568 aminosavbol all és 58 %-os azonossagot mutat a NOX2-vel (49).
2000-ben irtak le el6szor, de tanulmanyok a fehérje funkcionalis jellemzésérdl csak négy

évvel késébb jelentek meg (60, 61).

Az enzim tanulmanyozédsa soran azt tapasztaltak, hogy a NOX3 0O, -termelése
p22P"%%_fiiged (62, 63). A NOXOI jelenléte minden tanulmany szerint fokozta a ROS
termelést (63, 64). Heterolog expresszids rendszerben a p47P"% és a p67°M* jelenléte
szintén fokozta a NOX3 ROS termelését, azonban ennek fizioldgiai relevancidja kérdéses
(64). A NOXAL tekintetében ellentmondasos a szakirodalom. Egyesek szerint a NOXAL
sziikséges a komplex miikodéséhez, mig masok ennek ellenkezdjét allitjak. A Rac fehérje
esetében szintén ellentmondo tanulmanyok sziilettek arrdl, hogy jelenléte sziikséges-e az

enzimkomplex miikddéséhez (49).

A NOX3 dedikaltan a belsd fiilben taldlhaté meg kifejlett allatban. Valos ideji
polimeraz lanc-reakcidban (RT-PCR) és in situ hibridizacios kisérletek kimutattak a
jelenlétét a csigdban, a vesztibularis szenzoros epitéliumban és a spiralis ganglionban.
Detektaltak még magzati Iépben és vesében is (33, 60). Feladata az otoconia szintézisében
vagy a kristalyosodasi folyamatokban valo részvétel (61). HEK-293 és CHO sejtek altal
tiltermeltetett NOX3 fehérje a plazmamembranban helyezkedik el (62).

A NOX3 funkcidjanak nyomara egy mutans egértorzset karakterizalva bukkantak.
A ,head tilt” (het) elnevezésii egereket vizsgalva azt figyelték meg, hogy a ragcsalok a
fejiilket jellegzetesen ferdén tartjdk, egyensulyérzékelési zavarban szenvedtek.
Molekularis biologiai modszereket hasznalva megtalaltak a defektus okat, a Nox3
génjében egy mutaciot. A NOX3 mutans egereknél elmaradt az otoconia szintézise, ami
stlyosan rontotta az allatok egyensulyérzékelését (61). In vitro kisérletek szerint a NOX3
miikodéséhez sziikséges a p22P"*. Azonban in vivo, p22P"%*-hianyos CGD-s betegek nem
szamoltak be szédiilésrdl, az egyensulyérzékelésiik zavarardl, emiatt kérdéses a fehérje
szerepe a NOX3 enzimkomplex mukodésében (65). Ennek ellenére 1étrehoztak egy
p22°h*deficiens egértdrzset, az nmf333 vonalat, amelynél a het tdrzshéz hasonloan
egyensulyérzékelési zavarokat irtak le (66). Ezen megfigyelések azt sugalljak, hogy a
p22P"%% nak jelentésebb szerepe van az egereknél az egyensulyérzékelésben, mint az

embereknél. Genetikai bizonyitékok vannak arra vonatkozo6an, hogy a NOXO1 NOX3-at
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tamogato szerepe in Vivo is jelentds,. A hslt (head slant, fejét ferdén tartd egér) egérvonal
esetében leirtadk, hogy a fenotipus kialakuldsaért a Noxol génben tortént mutacio a felelds.
Az egerek egyensulyérzékelési zavarban szenvedtek, illetve az otoconia szintézise is

karosodott (67).
1.2.4 NOX4

A NOX4 578 aminosavbol all és 39 %-0s azonossagot mutat a NOX2-vel. Leirdik
eredetileg a Renox névvel illették (renal oxidase), mivel legnagyobb mennyiségben a
vesében fejezddik ki (68).

A NOX4 miikodéséhez sziikséges a p22°1°* fehérje. Szemben azonban a korabban
taglalt NOX-okkal, ennek a homoldgnak nincs sziiksége citoszolikus aktivald
alegységekre a ROS eléallitashoz. A jelenleg elérheté adatok alapjan az eddig taglalt
NOX-okkal szemben a NOX4 terméke a H20; (69).

Mivel citoplazmatikus fehérje alegységek nem sziikségesek az enzim
aktivalodasdhoz, a p22P"%% szerepe pedig az oxidaz stabilizalasa a membranban,
feltételezhetéleg a NOX4 konstitutiv aktivitassal rendelkezik. A H202 termelését igy
leginkabb génexpressziods szinten lehet szabalyozni. Szamos olyan agenst és koriilményt
leirtak, amely fokozza a nox4 gén atirodasat. Az ER stressz, a mitokondriumfunkcio
elégtelensége, az érelmeszesedés, a hipoxia, a TGF-1 és TNF-a mind fokozzak a NOX4

atirodasat vaszkularis simaizom- és endotélsejtekben (69).

NOX4 a legszélesebb korben kifejez6d6 NOX homoldg. Az enzim elsédleges
kifejezddési helye a vese. In situ hibridizacios kisérletekben a NOX4 mRNS-ét a
medullaris gyiijtécsatornakban és a vesepapilla epitéliumaban detektaltak (49), mig
immunhisztokémia eredmények szerint a nefron disztalis tubulusaban is jelen van a
fehérje (70). A korabban emlitett simaizom- és endotélsejteken kiviil az mMRNS-t
detektaltadk még fibroblasztokban, oszteoklasztokban, keratinocitdkban, hematopoetikus
Ossejtekben, neuronokban ¢és melanéma sejtekben (18). A fehérje sejten beliili
elhelyezkedése még nem teljes mértékben tisztazott. A kiilonbozd kutatdcsoportok eltérd
kompartmentekben detektaltak az enzimet, Ggy mint ER-ban, sejtmagban és

mitokondriumban (69).
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A NOX4 ¢lettani szerepe a mai napig nem tisztdzott. Valosziniisithetd, hogy
funkcidja fligg a sejttipustdl és sejten beliili elhelyezkedésétdl. Leirtdk szerepét a
sejtproliferacioban, a sejtmigracidban és az apoptozisban (71). A kardiovaszkularis
rendszer szdmos komponensében vizsgaltadk a NOX4 szerepét allatmodellekben. Tobb
tanulmany is beszamol a NOX4 védo hatasarol szivmegnagyobbodéasban. A vaszkularis
endotélsejtek tanulményozésa sordn tobb kisérlet is abba az irdnyba mutat, hogy a NOX4
vazodilataciot tamogatd enzim. A hatast a NOX4 altal termelt H2O- fejtheti ki oly modon,
hogy az endotelialis nitrogén-monoxid-szintaz kifejezédését és aktivitasat noveli,
Osszességében a NO termelést fokozza. Ennek ellenére tobb tanulmany is ravilagit, hogy
nem tapasztaltak a vérnyomasértékekben kiilonbséget a kontroll és a NOX4 hianyos
egerek kozott. Az érelmeszesedés vizsgalata kapcséan tobb kiilonb6z6 eredmény is inkabb
abba az iranyba mutat, hogy a NOX4-nek védd hatisa van a betegség kialakulasaval
szemben (72). A vese kapcsan a NOX4-et Osszefiiggésbe hoztak az oxigéntenzio

érzékelésével is, am egyértelmil bizonyitékokat még nem sikerilt felmutatni (71).
1.2.5 DUOX1 és DUOX2

A DUOXI1 ¢és DUOX2 fehérjék 1551, illetve 1548 aminosavbdl allnak és 83 %-0s

a szekvencia azonossaguk. A NOX2-vel 47 %-os azonossagot mutatnak (49).

Szerkezetiikben megtalalhato a bevezetdben leirt, NOX-okra jellemz0, szigortian
konzervalt struktura, tovabba kiegésziilnek még egyéb doménekkel is. Az N-terminalis
végiikon csatlakozik két EF-hand motivum, amit egy hetedik transzmembran hélix kovet,
végiil ehhez kapcsolodik egy peroxidaz-homolég domén. Neviik is innen ered, DUal
OXidase, (DUOX), vagyis kettés oxiddz. Az enzimek szabalyozasa a Ca®*-érzékeny EF-
hand-eken keresztiil valosul meg, egyéb citoszolikus komponensek nem sziikségesek az
aktivaciohoz. Az [Ca®']ic emelkedése tehat a DUOX-ok ROS termelésének dontd
tényez6je. A DUOX-0k a NOX4-hez hasonloéan H»O2-0t termelnek. A peroxidaz-
homolog domén nagyfoku hasonlosagot mutat a peroxidaz enzimekhez. Mindazonaltal
tényleges peroxidaz aktivitasa nincs ennek a résznek, ugyanis olyan, a peroxidaz
aktivitashoz kulcsfontossagi aminosavak hianyoznak, amelyek a hem prosztetikus
csoportot kotni tudnak (24). A peroxidaz-homolog domén jelenleg ismert jelentosége,
hogy kulcsfontossagu ciszteinek vannak benne, amik hozzajarulnak a DUOX-ok éréséhez

és stabilizalasahoz (73).
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A funkcioképes DUOX enzimek kialakuldsahoz transzmembran segédfehérjék
sziikségesek. A DUOX1 miikodéséhez a DUOXAL, a DUOX2-éhez pedig a DUOXA2
sziikséges. A segédfehérjék a neviiket a ,,DUOX activator”, azaz DUOX aktivator
elnevezésbdl kaptak. A DUOXA-k kellenek a DUOX-ok megfelelé glikozilalasahoz.
Hianyukban az oxidazok az ER-ban ragadnak, igy nem helyezédnek ki a
plazmamembranba (74, 75). A DUOX-okon két N-glikozilacids pozicidé van (76). A
segédfehérjék azonban nem csak a fehérjeéréshez nélkiilozhetetlenek, hanem a H20»
eldallitasahoz 1is. Heteroldg expresszids rendszerben kiilon-kiilon transzfektalva a
DUOX2-t és a DUOXA2-t nem mértek ROS termelést, szemben azzal, ha mindkét
komponenst bejuttattak a sejtekbe (77). Vizsgaltak tovabba azt is, hogy a leghatékonyabb
H20: termelést tigy éri el a rendszer, ha a DUOX1-nek a DUOXAL, a DUOX2-nek pedig
a DUOXAZ az érési faktora. Ha a DUOX mellett nem a megfeleld segédfehérje volt jelen,
akkor joval kisebb ROS termelést detektaltak (78).

A DUOXI1 és DUOX2 nagy mennyiségben fejezddik ki a pajzsmirigyben, ahol a
fehérjéket a tireocitak apikalis oldalan mutattak ki. Innen ered korabbi elnevezésiik, a
pajzsmirigy oxidaz (,thyroid oxidase” roviditve THOX) (79). A DUOX2 alapvetd
szerepet jatszik a tireocitdk hormonszintézisében. Az oxidaz altal eldallitott H2O.-ot a
tireoperoxidaz (TPO) hasznalja fel reaktiv jod szarmazékok szintézisére, amelyek aztan
a tireoglobulin tirozin maradékait modositjak (80). Leirtak, hogy a DUOX2, DUOXA2
vagy a TPO hidnya mind hipotireézishoz vezet (81-84). Erdekesség, hogy a
pajzsmirigyben kifejezédik a DUOX1 és a DUOX2 is. Egérmodellekben a kiesé DUOX2
funkciét a DUOX1 nem képes potolni. DUOX2 hianyos embereknél azonban azt
tapasztaltdk, hogy részleges vagy atmenetei hipotiredzis alakult ki, amit a DUOXI
kompenzal6d hatasdnak tulajdonitottak. A DUOXI1 szerepe a tireocitdkban jelenleg
ismeretlen (85).

A DUOX fehérjék a pajzsmirigyen kiviil igen széles szoveti expressziot mutatnak.
Emldsokben jelen vannak a nyalmirigyben, a gasztrointesztinalis traktusban és a
légesovekben (86). A DUOXI kimagasld expresszidt mutat a bSrben (87). Erett
formajukban a DUOX-ok a plazmamembranban talalhatoak (24).

A DUOX-ok a laktoperoxiddzzal (LPO) a mukozalis felszinek és a szekrétumok
antibakterialis védelmét biztositjak. Bizonyitottdk a DUOX2 jelenlétét a nyalmirigy

kivezetd csoveiben, a DUOX1-¢ét pedig a 1éguti epitélsejteken. Az oxidazokbol szarmazéd
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H20.-0t az LPO a tiocianat (SCN") oxidalasara hasznalja, hipotiocianatot (OSCN")

eléallitva, amely hatékony antimikrobialis agens (80).

Leirtak néhany stimulust, amivel serkenteni lehetett a DUOX-ok kifejez6dését.
Léguti epitélsejtekben a DUOX1 expresszidjat fokozta az interleukin-4-gyel, interleukin-
13-mal és Th2 citokinnel végzett kezelés, mig a DUOX2 mennyiségét novelte a transz-

retinolsav, az interferon-y és a Thl citokin (88-91).
1.3 NOX5

A NOX5-6t két kutatocsoport irta le 2001-ben, a NADPH-oxidazok koziil
utolsoként. Cheng és munkatarsai egy 565 aminosavas fehérjét klonoztak meg, mig Banfi
és munkatarsai egy tobb mint 700 aminosavas fehérjét karakterizaltak (33, 92). Az elmult
20 évben ismereteink egyre bdviiltek a NOXS5-rdl, azonban a pontos élettani szerepét

mind a mai napig nem ismerjik.
1.3.1 A nox5 gén

Emberekben a nox5 gén a 15. kromoszéma hosszl karjan helyezkedik el és 18 exon
alkotja. Az exonok ,,alternativ splicing-ja” miatt ez idaig hat varianst irtak le, ezeket a, f3,
Y, 9, € és ( jelolésekkel lattak el. A legiijabb HUGO gén nomenklatira ajanlésa szerint az
izoformakat a gorog betiik helyett v1, v2, stb. jeloléssel kell ellatni. gy nyilvanos
adatbazisokban a NOX5vl a NOXS5a-t, a NOX5v2 a NOX5B-t, stb. jeloli. A
szakirodalom mindmaig gyakran eldnyben részesiti a gorog betis jeloléseket, ezért én is
igy teszek a dolgozatomban. Két géntranszkripcios kezdé helyet azonositottak, az egyik
a B és o variansokat (4. exontol) szolgalja ki, a masik az a és y variansokat (3. exontol).
Az els6 két exon nemkodold szekvencia. Az € izoforma start helye a 6. exonnal van (93).

Mind a hat izoformara igaz, hogy konzervalt transzmembran doménekkel és C-
terminalis régioval rendelkeznek, a kiilonbségeket pedig az N-termindlis oldalon
elhelyezkedé EF-hand-ekben mutatjak. A y és a § izoformak a 3. és a 4. EF-hand-ek
kozott egy beékelddott szekvenciat tartalmaznak, amely feltehetéen befolyasolja az EF-
hand rész kalciumionk6té és ezen izoformak szuperoxidtermeld képességét (94). Az €
izoformdbdl hidnyzik az EF-hand régio, ezért Uin. rovid izoformanak is nevezik (NOXS-
short vagy NOX5-S), mig a tobbit hosszu izoformanak. A { izoformarél mindeddig

keveset tudunk, jellemzéséhez tovabbi kutatasok sziikségesek. Megjegyzendd, hogy az
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ismert variansok koziil csak az a és B izoformék esetében bizonyitott egyértelmiien, hogy
funkcioképes NOX5-0k (94), mig a NOXS-S valamely ismeretlen modon okoz fokozott

cellularis ROS termelést (95). Az izoformak kozti kiillonbséget a 4. abran szemléltetem.

NH2 @ (EF' (EF| EF! EF|
NOX5a (V1) (737as)

NH2 - EF' EF| [EF [EF
NOX58 (V2) (719as)

NH2 @B ‘EF ‘EF (EF| @ EF
NOXSy (V3) (765as) ™I TM2 TM3 TM4 TM5 TM6 FAD  NADPH

NH2 (EF| EF: EF {§§} EF|
NOXS55 (V4) (747as)

NH2
NOXS5¢ (V5) (565as)

NH2 § @ EF [EF [EF EF
NOX5Z (V6) (730as)

4. abra: A Kkiilonb6z6 NOXS5 izoformak sematikus bemutatasa. Mind a hat NOX5
izoforméban k6zds vonds, hogy konzervalt transzmembran doménekkel (TM1-6) és a C-
terminalison elhelyezkedd FAD- ¢és NADPH-kotohelyekkel rendelkeznek. Az N-
terminalison elhelyezked6 EF-hand-ek mutatjak az egyes izoformakban a kiilonbséget.
Az abran feltlintettem a kiilonb6z6 izoformak jelenleg hasznalatos nomenklaturak szerinti
elnevezéseit, illetve az egyes izoformakat alkoté aminosavak (as) mennyiségét. A képet

a (94)-as kozlemény alapjan készitettem.

Evoluciés érdekesség, hogy a ragcsalokban hianyzik a Nox5 gén. gy a
kozkedvelten hasznalt egér és patkany allatmodellek sajnos szigoruan véve alkalmatlanok
a NOXb5 élettani feladatainak a felderitésére (96). Azonban egy friss, genom adatokat
vizsgald tanulmany pontositotta a NOXS expresszié kérdését a ragcsalokban. 31
ragesalofaj koziil, amelyeknek rendelkezésre all a genomszekvencidja, 27 fajbol hianyzik
a NOX5. A meglévé informaciok alapjan viszont a mormotakban és a mékusokban,
amelyek szintén ragcsalok, jelen van a Nox5 gén. Tovabbi érdekesség, hogy a
nyulalaktak rendjén beliil csak a nyualfélékben taldltdk meg az oxidazt, a
pocoknyulfélékben ellenben nem (97). Az emlésok tobbi rendjét vizsgalva mar nem
mondhatd el ez a hianyossag. Az enzim fellelhet6 emberekben, csimpanzokban,
tehenekben, sertésekben és kutyakban is. Erdekes modon, a névényekben a NOX5-re
hasonlitd6 NOX fehérjék terjedtek el. Tobb human NOXS5 homoldg enzimet azonositottak
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mar a novényekben, és mindegyikiik EF-hand motivummal rendelkezett, ami a human
NOX5-nek is jellemzdje. Az eddigi megfigyelések azt mutatjak, hogy a ndvényi NOXS
altal termelt O, a ndvény védekezési mechanizmusaiban, illetve ndovekedésében és

fejlédésében jatszik szerepet (98).
1.3.2 A NOXS5 szerkezete

A NOXS5 mindéssze 27 %-os azonossagot mutat a NOX2-vel, ennck ellenére a
bevezetdben leirt szerkezeti tulajdonsagok igazak erre az izoformara is. Hat
transzmembran a-hélixszel rendelkezik, a harmadikban és 6todikben helyezkednek el
azok a szigorian konzervalt hisztidinek (H268, H282, H356 és H369 a NOXS5p
izoformaban), amelyek a két hemvazat megkotik. A C-terminalis részen talalhatéak a
szintén szigortan konzervalt, minden NOX-ra jellemzd NADPH- és FAD-k6t6 domének.
Tovabba ugyanezen régioban van még egy kalmodulin-kété domén, EF-hand-koto
domén ¢és foszforilacios helyek is. A NOX5 N-terminalis citoplazmatikus peptidlanca
igen egyedi a NADPH-oxidazok kozott. Itt fellelhet6 egy polibazisos domén, mellette
pedig négy EF-hand motivum. Az utobbiak a Ca?*-ok megkotését szolgaljak, ami majd
végeredményben az enzimaktivaciot is kivaltja (96, 99). A t6bbi NOX enzimtdl eltéréen
a NOXS5 kiilonlegessége, hogy nem glikozilalt (100). A NOXS5 sematikus szerkezetét,

jelolve a nevezetes struktarakat, az 5. abran szemléltetem.
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transzmembran
> domének

polibazisos régio J
f‘
FAD-k6t6 domén
EF-hand .
domének - foszforilaciés helyek

e EF-hand-k6t8 domén

S~ NADPH-st6 domeén
\\ *—__kalmodulin-kst6

domén

N-terminalis C-terminalis
5. abra: A NOXS fehérje sematikus szerkezete, jelolve a nevezetesebb régiokkal. Az

abra a (96, 100) cikkek alapjan késziilt.

A NADPH-oxidazok koziil elséként, a Cylindrospermum stagnale
cianobaktériumbol megklonozott NOXS5-rdl publikaltak szerkezeti informaciokat 2017-
ben. A cianobaktérium NOXS5-je 40 %-os azonossagot mutat a human NOXS-tel.
Technikai nehézségek miatt a dehidrogenaz és transzmembran domének szerkezetét
kiilon-kiilon vizsgaltak a tanulmanyban, majd in silico moédszerek segitségével
Osszekapcsoltak az eredményeket. A vizsgalat elsdként mutatott ra, hogyan is torténhet
pontosan az elektronok transzportja a NADPH-r6l az oxigén molekulara. Leirtak a
transzmembran domén extracellularis oldalan egy ,,oxigénkotd zsebet”, amelyrdl
feltételezik, hogy a redukcié soran az oxigén itt 1ép interakcioba a hidrofil
fehérjeoldallancokkal és a kiils6 hem egyik vinil (CH2=CH-) csoportjaval. Az elektron
tehat feltételezhetéen nem a hemben elhelyezkedd vas ionrol kertil az oxigénre. A fentebb
emlitett eredmények hozzajarulnak, hogy pontosabban megértsiik a ROS képzés
biokémiai mechanizmusait, és hogy specifikus gatloszereket, illetve késobb akar

gyogyszereket fejlesszenek a NOXS5-re (29).
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1.3.3 A NOXS5 aktivacioja és szabalyozasa

A NOX5-6t elsédlegesen a megemelkedett [Ca?*]ic aktivéalja, amelynek hatdsara
megindul a 0,  termelése (92). A Ca®-ok kotddése az EF-hand motivumokhoz
konformaciovaltozast indukal. A Ca*-kotott N-terminalis rész mindezek kovetkeztében
kolcsonhatasba 1ép a C-terminalis EF-hand-koté doménjével. A kialakult szerkezet
lehetové teszi az elektrontranszportot a NADPH-rol az Oo-re, igy megindulhat a ROS
termelés (93).

A tobbi NADPH-oxidaztol eltéréen a NOX5 nem igényel sem citoszolikus
aktivator alegységeket, sem az érésében kozremiikodd fehérjéket, és a p22°Ph™>
membranstabilizalé hatasara sincsen sziiksége a 0,~ termeléséhez (30, 101). Masrészrol
viszont irodalmi adatok arra utalnak, hogy a NOX5 homooligomereket, legféképpen
tetramereket képez, és az enzim maximalis aktivitasa a tetramer formaban valosul meg.
Megallapitottdk, hogy az oligomerizaci6 a dehidrogenaz doméneken keresztiil torténik.
készitettek egy katalitikusan inaktiv NOXS konstruktot (NOX5-P567H). Megfigyelték,
hogy az inaktiv NOX5-P567H-t vad tipust NOX5-tel egylitt expresszalva, majd a NOX5-
P567H mennyiségét egyre nodvelve dozisfiiggd moddon csokkent a komplex ROS
termelése. Ezen megfigyelés alapjan felvetették annak a lehetdségét, hogy az EF-hand-
ekkel nem rendelkez6 € izoforma egy endogén NOXS gatloként funkcionalhat a sejtekben
(102). Egy masik kutatocsoport csonkitott dehidrogendz doméneket vizsgalva szintén azt
talalta, hogy a domének hajlamosak a dimerek, trimerek, tetramerek képzésére. Viszont

ha kapcsolodik hozzajuk kalmodulin, akkor a dimer képzddése az uralkod6 folyamat
(103).

Az [Ca®']ic mellett egyéb tényezdk is képesek befolyasolni a NOXS aktivitasat.
NOX5-6t tultermeld sejteket kezeltek PMA-val (ti. egy diacilglicerin analdggal), ami
aktivalja a protein kinaz C (PKC) valamennyi izoformajat. Azt tapasztaltak, hogy NOX5-
tel transzfektalt COS7 sejtekben a PMA kezelés a nyugalmi [Ca?']ic novelése nélkiil is
fokozta a ROS termelést. Amikor pedig PMA kezelést kdvetden novelték az [Ca?*]ic,
nagyobb O,~ termelést detektaltak, mint a két stimulusnal kiilon-kiilon. A PMA
sejtmentes esszékben vizsgalva is novelte a NOXS kalciumérzékenységét. Meghataroztak

tovabba a potencidlisan foszforilalhaté aminosavakat, melyek mind a C-terminalison

29



helyezkednek el, és ezek koziil a Ser*®®, Thr9 ¢s Ser*®® jelentdsége igazolodott (104,
105). Osszességében tehat a foszforilalt C-termindlis lanc konnyebben 1ép interakcioba a
Ca?*-kotott EF-hand doménekkel. A PKC izoformak hatékonysaga kozott is
kiilonbségeket fedeztek fel. Azt talaltak, hogy a PKCa a NOXS5 kozvetlen szabalyozdja
(105).

A PKCa mellett leirtak még egyéb kinazokat is, amelyek képesek fokozni a NOXS5
aktivitasat. Kimutattak, hogy a PKC aktivalja a MAPK csaladba tartoz6 ERK1 és ERK2
kinazokat is. Az ERK1 ¢és 2 pedig a NOX5-6n végbemend foszforilacio utjan képesek
novelni az enzimaktivitast (106). Hasonlokat tapasztaltak a kalcium/kalmodulin fliggd

protein kinaz II (CAMKII) és a tirozin kinaz c-Abl esetében is (107, 108).

Megjegyzendd, hogy sejtmentes rendszerben vizsgalva a NOXS szubmaximalis
0,~ termeléséhez viszonylag magas, mintegy 1 pM-0s [Ca®']ic sziikséges (109). Ez az
érték mintegy tizszerese a fiziologias nyugalmi citoplazmatikus Ca?* koncentracionak.
Az intracellularis Ca®* koncentracio a nyugalmi 100 nM-os tartoméanybol depolarizacio,
extra- vagy intracellularis jelek hatasara ugyan elérheti az 1 uM-os nagysagrendet, de ez
egészséges sejtekben ritkan valosul meg (110). Ezen kisérletes eredményekre alapozva,
inkabb az a modell az elfogadott, hogy egyes kinazok foszforilaljak a NOXS5-6t, igy az
enzim érzékenyebbé valik a Ca?" irant. Ennélfogva alacsonyabb [Ca?']ic valtozasok is

képesek a NOX5 ROS termelését hatékonyan szabalyozni (104, 111).

Jellemezték tovabba a ROS-ok hatésait is a NOXS5 aktivitasara. Ugy talaltak, hogy
az EF-hand-en oxidalodott metionin és cisztein aminosavak kevésbé tudnak kapcsolodni
az EF-hand-ko6t6 doménhez, ezaltal csokken az enzim aktivitasa is. Az oxidacio 1ényege
feltehetdleg abban 4ll, hogy egyrészt a NOXS altal termelt O, negativan csatol vissza a
NOX5-re, masrészt viszont egy oxidativ  citoplazmatikus  kdrnyezetben
megakadalyozhatja a tovabbi ROS felszabadulasat (112). Egy masik tanulmany adatai
alapjan a reaktiv oxigén ¢és reaktiv nitrogén szadrmazékként egyarant szamontartott
nitrogén-monoxid S-nitrozilacio utjan képes gatolni a NOXS aktivitasat. A szerzok ezen
jelenségnek az erekben tulajdonitanak jelentéséget, ahol esetleg a NOX5 kapcsolatba

1éphet a nitrogén-monoxid-szintaz termelte NO-val (113).
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1.3.4 A NOXS5 fehérje intracellularis lokalizacidja és szoveti eloszlasa

A NOXS fehérjét intracellularisan tobb kiilonb6z6 kutatdesoport is elsOsorban az
endoplazmas retikulumban és a sejtmagmembranban detektalta (111, 114, 115). Ezek
mellett kisebb hanyadban, de ugyancsak leirtak az enzimet a plazmamembranban is (111,
114, 116). Dave Lambeth kutatocsoportja ugy talalta, hogy a foszfatidilinozitol-4,5-
biszfoszfat ¢s a NOXS5S N-terminalisan elhelyezkedo polibazisos domén kozotti interakcid
szlikséges ahhoz, hogy az enzim kikeriilhessen a plazmamembranba (116). Egyetlen,
eddig meg nem erdsitett tanulmény sziiletett, amiben dendritikus sejteket vizsgalva azt

kozolték, hogy a NOX5 a mitokondriumban talalhato (117).

Northern blot kisérletek alapjan a NOXS5 RNS-ét legnagyobb mennyiségben a
1épben és a herében detektaltak (33, 92). Kisebb mennyiségben, de ugyszintén kimutattak
a NOX5-6t a prosztataban és a méhben. RT-PCR technikaval szintén gyenge jelet
detektaltak a hasnyalmirigyben, méhlepényben és a petefészekben. Ezenkiviil szamos
magzati szOvetben is kimutattadk az enzim RNS-ét (33). A kezdeti kutatasok azt is
megallapitottak, hogy a két bizonyitottan funkcidoképes izoforma koziil, az o a 1épben, a
B pedig a herében a meghatarozo (92).

Ujabban szamos kutatasi eredmény latott napvilagot, amelyek szerint a NOXS5 jelen
van szivizom-, endotél- és vaszkularis simaizomsejtekben (118-120). Leirtak az enzim
kifejez6dését a spermiumokban is (121). A méhlepényben a citotrofoblasztokban és a

szinciciotrofoblasztokban talaltak meg (122).

1.3.5 A NOXS vizsgilatara hasznalt gyari antitestek megbizhatésaganak

problematikaja

A NADPH-oxid4dzok megbizhatd fehérjeszintli detektildsa a legtobb izoforma
esetében nem megoldott, azonban ez kiilondsen igaz a NOXS esetében (123). A
biotechnologiai cégek jellemzden olyan humén NOXS5-6t felismerd elsddleges
antitesteket forgalmaznak, amelyeket a megfeleld kontroll kisérletek elvégzése és a
termékleirasban szerepeltetett hiteles validalasi eredmények nélkiil bocséjtottak ki.
Szamos olyan kozlemény latott napvilagot az elmult években, amelyekben vagy az
Osszes, vagy egyes meglehetdsen alapvetd NOXS fehérjedetektaldsi vizsgalatban ilyen
bizonytalan specifitisut kommercialis antitestet hasznaltak fel a kisérletekben (119, 124-

127). Az antitestek elfogadhatosaganak az érdekében érdemes lenne bemutatni, hogy a
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reagensek felismerik a NOXS5 jelet a human 1ép vagy here mintdban, mint pozitiv
kontrollban. Mindemellett a jel specifikussagat meg kellene erdsiteni tultermeltetett
NOX5-06t tartalmazoé és/vagy NOXS csendesitett fehérjemintakkal. Negativ kontrollként
ragcsalokbol szarmazo minték szolgalhatnanak.

Ezzel szemben a biotechnologiai cégek gyakran olyan human NOXS5 ellenes
antitesteket forgalmaznak, amelyeket olyan sejtlizatumokon validaltak, amelyekben a
Human Protein Atlas (HPA) adatai szerint nem is detektaltak érdemi NOX5 mRNS
expressziot. Jellemzden ilyen sejtek a 22RV1, PANC-1, HelLa, SK-OV-3, Jurkat, THP-1
és Raji (https://www.proteinatlas.org/ENSG00000255346-NOX5/cell+line). Ezen
sejtvonalak NOXS5 mRNS tartalmat (kiegészitve a biztosan NOXS5-6t tartalmazé UACC-
257 sejttel) a 6. abran hasonlitom 6ssze. S6t, olyan kereskedelmi forgalomban elérhetd
human NOXS5 ellenes antitest is van, amelynél a reagens hitelesitését egér és patkany
szoveteken végezték. Holott ezen ragcsalokbol szarmazd mintdk maximum negativ
kontrollként szolgalhatnanak.

A teriilet mindezen hianyossagai miatt hataroztunk agy, hogy kifejlesztiink és jellemziink

egy monoklonalis antitestet, amely specifikusan ismeri fel a human NOXS5 fehérjét.
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6. abra: A human NOXS fehérjét felismer6é gyari antitestek validalisa soran
alkalmazott sejtvonalak NOX5 mRNS tartalma. Ahogy az abran is lathato, a nevezett
sejtek egyaltalan nem, vagy minimalis mennyiségben tartalmaznak NOX5 mRNS-t. Az
UACC-257 sejtek NOX5-6t biztosan kifejez6 ,,pozitiv kontrollként” szerepelnek az
abran. Az Eredmények fejezetben én is bizonyitom az UACC-257 sejtek NOXS tartalmat.
Az adatok a HPA adatbdzisban elérhetd informacidkat vetik  Ossze
(https://www.proteinatlas.org/ENSG00000255346-NOX5/cell+line). A NOX5 mRNS
mennyisége nTPM-ben van megadva, azaz a nox5 génre specifikus transzkriptumok

szamat adja meg egymillid leolvasashoz viszonyitva.
1.3.6 A NOXS vizsgalatara hasznalt allatmodellek

Ahogy korabban irtam, a NOXS5 génje nem talalhato meg a legtobb ragesalo fajban,
igy az egerekben és patkanyokban sem. Ez az érdekes evollcios jelenség nagyban
hatraltatja az enzim vizsgalatat, és megneheziti, hogy megértsiik a fehérje fizioldgias
szerepét.

Tobb kutatocsoport is azt az utat valasztotta, hogy NOXS5 knock-in (KI) egereket
hozott 1étre, azaz mesterségesen valamelyik human NOXS izoformat fejeztették ki az
allatokban. Késziiltek vaszkularis simaizomsejt, podocyta és endotélsejt specifikus
NOXS5 KI egérvonalak. Valamennyi esetben a transzgént citomegalovirus (CMV)
prométer hajtotta meg (128-130). A CMV egy erds promoter, ha jelen van a génben,
akkor allando és nagy mennyiségii fehérjeexpresszio torténik (131). Mondhatni, az ilyen
allatok modellts] fliggben generalisan vagy sejtspecifikusan taltermelik a NOX5-6t. fgy

ezen modellek maximum olyan humén patologias allapotok modellezésére lehetnek
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alkalmasak, amelyeknél el6fordulhat a NOX5 mennyiségének a megemelkedése. A
NOXS KI egerek kevésbé vihetnek kdzelebb minket az enzim élettani funkcidinak a
megértéséhez. Ennek tobb oka is van: 1) A biokémiai és élettani folyamataikhoz az egerek
evoluciosan a NOXS enzim nélkiil adaptalodtak. Beleavatkozni ebbe a rendszerbe egy
kalciumionra érzékeny, szuperoxidot eldallitdo fehérjével, ohatatlanul nehezen
megjosolhatd, de jo eséllyel karos kovetkezményeket von maga utin. 2) A CMV
promoterrel feltehetdleg nem lehet megkozeliteni a NOXS fiziologids mennyiségét az
érintett  sejtekben. 3) Tultermeltetett fehérje 1évén, intracellularisan olyan
kompartmentekben is jelen lehet a NOX, illetve kifejtheti a hatasat, ahol azt a fiziologias
kortilmények kozott nem tenné meg. Mindezen megfontoldsok miatt a NOXS KI
egerekbdl szarmazd adatokat fenntartasokkal kell kezelni, valamint kivanatos lenne
human kisérleti eredményekkel is alatamasztani a késdbbiekben.

A fentiekkel szemben munkacsoportunk kollaboracios partner bevonasaval azt a
kisérletes megkozelitést alkalmazta az enzim vizsgalatara, hogy CRISPR/Cas9 technika
segitségével kiiitotte az endogén NOXS génjét 0j-zélandi fehér nyulakban, igy alapitva
NOX5 knock-out (KO) vonalakat. A génmodositas hatasara egy 10 bazisparos delécio
jott 1étre a NOXS5 gén 3. exonjaban. Mivel a 3. exon az Osszes prediktalt, nyalban
megtalalhatdo NOXS transzkripcios valtozatban szerepet jatszik, ezért nem varhato, hogy
a delécios mutans génrdél miikodoképes fehérje termelddjon. A funkcidképes NOXS gén
hidanya nem volt letalis, a nyulak rendben megsziilettek, és nem mutattak szembetiin
egészségkarosodast. Mind a him, mind a ndstény allatok termékenynek bizonyultak az
inszeminacios eljarasokban. Kollégaim bizonyitottak az oxidaz kimagasld jelenlétét
mRNS szinten a herében, nyirokcsomoban €s az aortadban. Vad tipust allatban, Western
blot technikdval munkacsoportunk ki tudta mutatni a NOXS5 fehérjét nyirokcsomo
lizatumban, mig a NOX5 KO nytlban hidnyzott a jel a megfeleld molekulatomeg
tartomanyban. A kisérlettel hitelesitettilk a génkiiités sikerességét, valoban nem

képzodott NOXS fehérje a KO nyulakban (132).
1.3.7 A NOXS5 lehetséges élettani és korélettani szerepe

Tekintettel a termékenység tarsadalmi fontossagara, a here, a NOX5-6t érdemleges
mennyiségben kifejezd szovetek koziil, természetesen az elsdk kozott keriilt a kutatoi
érdeklddés kozéppontjaba. Milyen szerepet jatszhat tehat a NOXS abban a szdvetben,
amelyben el6szor irtak le? Mar a NOXS felfedezése el6tt kdztudott volt, hogy a herében
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szamos folyamathoz elengedhetetlenek a ROS-ok. Az oxidansok sziikségesek a jelatviteli
palyak megfelel6 miikodéséhez, a spermiumok éréséhez és a kapacitacidhoz (133). A
mintak konnyi hozzaférhetésége miatt keriilt elotérbe az érett spermiumok és a NOX5
kapcsolatanak a kérdése. Leirtak, hogy kalcium jelet indukalva a sejtekben, megindul a
ROS termelés. A megfigyelésbe konnyen bele lehet illeszteni a NOX5-6t, hiszen az enzim
az [Ca®"]ic novekedés eredményeként szuperoxidot allit eld (96). NOX5-6t aktivalo
agensekkel, ionomycinnel és PMA-val, sikeresen stimulaltak a human spermiumok ROS
termelését. Az aktivalt jelet gatolni, illetve csokkenteni is tudtak kalciumion kelator
BAPTA-val, NOX inhibitor difenil-jodoniummal (DPI) és SOD-dal. A funkcionalis,
illetve a Western blot és immunfestési eredmények mind azt mutattak, hogy jelen van az
oxidaz a spermiumokban (121). Azonban a megfelel6 genetikai kontrollok nélkiil nem
lehetiink biztosak a fehérje jelenlétében a himivarsejtekben. Korabban bizonyitottak
patkany mellékherébdl kinyert spermiumokon, hogy a sejtek NADPH hozzdadasara
szuperoxidtermelésbe kezdenek, és a folyamat DPI-vel gatolhatd, akarcsak a human
vizsgalatokban (134). Mivel a patkdnyok genomjaban nem talalhatdé meg a NOXS,
ugyanakkor a patkdny ¢s huméan spermiumokon végzett kisérletekben hasonlo
eredményekre jutottak, harom lehetdség vetddik fel. 1) A human vizsgalatok soran
detektalt ROS nem NOXS eredetii. 2) Ha a human sejtekben a ROS forrasa a NOXS,
akkor a patkanyok esetében lennie kell egy hasonloan viselkedd ROS forrasnak. 3) A
kontrollként  alkalmazott ~DPI, mivel altalanos  flavoprotein  gatlo, a
mitokondriumfunkciokat is képes csokkenteni. Tehat elképzelhetd, hogy az indukalt és
gatolt szuperoxid jelek valdojaban a mitokondriumbdl szarmaztak (96). Mindezen
bizonytalansagok tiikkrében nem biztos, hogy a here vonatkozasaban a Kkifejlett
spermiumok lesznek az érdemi NOXS funkci6 helyszinei. Felmeriil tehat, hogy a szerv

mas sejtjeiben kell keresni az enzim kifejezddésének a jelentdségét.

Megtalaltak az enzimet a méhlepénybdl kinyert citotrofoblasztokban,
szinciciotrofoblasztokban és endotélsejtekben is, azonban feltarasra var, hogy milyen
szerepet tolthet be a fehérje ezen sejttipusokban (122). Immortalizalt méh
simaizomsejtekben is detektaltak NOXS5-6t, amelynek a mennyisége angiotenzin 1l
hatasara novekedést mutatott. A terhesség soran fiziologiasan jelentkez6 miometrium
hipertréfia ezen sejtmodelljében nem csak megnétt a NOXS mennyisége, hanem jelentds

mértékben dusult a plazmamembranban (135).
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Szamos kozleményben leirtak a NOX5-6t a kardiovaszkularis rendszer kiilonféle
sejttipusaiban, Ggymint endotélsejtekben, simaizomsejtekben és fibroblasztokban.
Megfigyelték, hogy in vitro a NOXS5 elGsegiti az endotélsejtek proliferaciojat és az
angiogenezist (136). Szivtranszplantacion atesett betegekbdl kinyert, egészséges és
koszoruér-betegségben szenvedd koronaridkat 6sszehasonlitva azt talaltak, hogy a beteg
koszorterekben megnétt a NOXS mennyisége. Immunfestés alapjan az enzim az
endotéliumban talalhaté meg (137). Human aortabdl izolalt simaizomsejt kultiraban is
vizsgaltdk az oxidaz szerepét. Megfigyelték, hogy Vérlemezke eredetii novekedési
faktorral (PDGF-el) stimulalva a sejteket a NOXS altal termelt ROS hozzéjarul a
Montenazo és munkatarsai kimutattdk a NOX5 KI egerekben, hogy a bevitt enzim
szabalyozza az érosszehuzodast és a simaizom sejtekben befolyasolja a kontraktilis
rendszert (128). Ennek megfeleléen a NOX5-6t endotélsejt specifikusan kifejez6
egérmodellben magasabb vérnyomasértékeket mértek, és ugy talaltak, hogy megnétt az
agyvérzés kockazata is (139).

Endotélsejt specifikus NOXS5 KI egerek esetében vizsgaltdk a plakk-képzddés
kialakuldsat magas koleszterintartalmi diéta hatasara. Az eredmények nem mutattak
kiilonbséget a kontroll és a NOXS5 KI egerek esetében, azaz a NOXS nem fokozta az
érelmeszesedést. Az aterogén diéta végére nem taldltak jelentds kiilonbséget a kontroll €s
a NOXS KI egerek testsulyaban sem. A szérum gliikoz, koleszterin és triglicerid szintek

is hasonloak voltak a két csoportban az etetés végén (140).

Mivel szamos kozleményben el6térbe keriilt a NOX5 szerepe a vaszkularis
rendszerben, munkacsoportunk is megvizsgalta a kérdést. Kontroll ¢s NOX5 KO
nyulakbol preparalt aortagylirikon végzett miografias kisérletekben nem talaltunk
kiilonbséget az erek K*, adrenalin és acetil-kolin hatasara 1étrejovo valaszaiban. Altatott
allatokban a vérnyomas, illetve ultrahangos vizsgalatban az aortak 4tmérdje sem mutatott
kiilonbséget. Megvizsgaltuk, hogy magas koleszterintartalma tappal etetett nyulaknal
hogyan valtoznak a szérum koleszterin és triglicerid értékek, valamint a plakk-képz6dést
hogyan befolyasolja a NOXS5 jelenléte vagy hidnya. Az aterogén diéta végére az allatok
szérum koleszterin ¢€s triglicerid szintjei megemelkedtek, de a kontroll é¢s a NOX5 KO
értékek kozott nem volt szignifikans kiilonbség. Ugyszintén nem volt eltérés a vizsgalt

paraméterekben az etetés kezdetekor. A magas koleszterintartalmu tappal etetett
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nyulaknal sikeriilt aortaplakkokat l1étrehozni. Zsirspecifikus olajvords festékkel kezelve
az aortaszakaszokat, megallapitottuk, hogy a KO allatokban nagyobb teriileten képzddtek
plakkok. Igy az eredményeink alapjan arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy a NOX5
enzimnek védo hatasa van az érelmeszesedéssel szemben, azonban a jelenség hatterében

allo pontos mechanizmus felderitése még varat magara (132).

Két tanulmanyban vizsgaltak a NOX5 szerepét a sejtek differencialodasaban.
Accetta és munkatarsai MO3-13 sejtvonalat vizsgaltak, ami az oligodendrocita
prekurzorok molekularis tulajdonsagait hordozza magéan. Azt talaltadk, hogy NOX5
aktivator PMA-val vagy hidrogén-peroxiddal kezelve a sejteket, specifikus
oligodendrocita markerek jelentek meg. Tovabba ugy lattak, hogy a PMA és a H2O»
noveli a NOXS5 mennyiségét mRNS szinten, mig a NOX5 mennyiségét csokkentd siRNS
gatolta a PMA-val kivaltott differenciaciot (141). El-Benna és munkatarsai a NOXS
expresszidjanak novekedését tapasztaltdk a monocitdk dendritikus sejtekké torténd
differencialodasa soran, de a monocitak makrofagokka alakulasa soran ez nem volt
megfigyelhet6. Munkéjukban ugy talaltak, hogy a NOX5 a JAK/STAT/MAPK és az
NF«B utvonalakon keresztiil szabalyozza a monocita-dendritikus sejt differencialodast

(117).

Emelkedett NOXS5 szintet detektaltak diabéteszes betegekbél nyert vese
biopsziakban. NOXS5-6t podocyta specifikusan kifejez6 egérmodellben fokozott
glomerularis karosodast, fibrézist €s albuminuriat irt le ugyanez a kutatdcsoport.
Amennyiben az egerekben diabéteszt indukaltak, ezen elvaltozasok még tovabb
romlottak. Ugyanezen egértorzs diabéteszes allapotban torténd vizsgalataban a podocyta
sejtek nyulvanyainak a csokkenését talaltak, amely a NOXS5 kérosité hatdsa miatt
Iéphetett fel, tovabba az albuminuria oka lehet. Ezeken feliil, hogyha human vagy egér
emelkedett ROS termelést detektaltak, amit a NOXS5-nek tulajdonitottak (129). Egy masik
kutatocsoport azt talalta, hogy ha human podocyta sejtkulturaban lentivirusok
segitségével bejuttatott siRNS-sel csendesitették a NOXS5-6t, az enyhitette a magas
gliik6zkoncentracio altal indukalt fibrozist és a gyulladasos markerek mennyiségét (136).
Yu és munkatdrsai normotonids és hipertonias betegekbdl izolalt vese proximalis tubulus
sejtekben vetették Ossze az egyes NADPH-oxiddzok mennyiségi viszonyait. Azt talaltak,

hogy a NOXS5 fehérje kifejezddése 6tszor magasabb volt a hipertonids mintdkban, mint a
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normotoniasokban. Megfigyeléseiket szuperoxidmérésekkel is alatdmasztottak. Tovabbi
kisérleteikben, ha a hipertonias betegekbdl nyert sejtekben vizsgaltak a NOXS5 sejten
beliili eloszlasat, azt tapasztaltak, hogy az oxidaz a sejtek apikalis oldalan dasul. A NOX5
szerepe meg feltarasra var ezekben a sejtekben, azonban a szerzok feltételezik, hogy
hipertonidban hozzéjarul a NOXS az oxidativ stressz kialakitdsdhoz a proximalis tubulus

sejtjeiben (114).

Emelkedett NOXS szintet irtak le néhany tumorban is, mint példdul limfémaban,
melanomaban, vastagbél-, mell- és prosztatardakban illetve Barrett-féle nyel6csd
adenokarcinoméban is. Ezekben a tumorokban a megemelkedett ROS szint korrelalt a
megndvekedett sejtproliferacidval, a DNS kéarosodas mértékével, az angiogenezissel és a
csokkent apoptozissal (142-146). In vitro tanulmanyokban is alatimasztottak a NOX5
ilyen jellegii szerepét a rakos sejtvonalakban (147, 148). Vastagbél- és mellrak eredetii
sejtvonalak tanulmanyozasaval megerdsitették az enzim kozvetlen szerepét a sejtek
vandorlasaban és mozgasaban (144, 149). Szintén a NOX5 aktivitas oki szerepét vetették
fel a megnovekedett human tumorsejt invazioban a prosztata-, vastagbél- és mellrak
eredetii sejtvonalak esetében (144, 149, 150). Egyes adatok szerint a vastagbélrakos
betegeknél az emelkedett NOXS5 szint rossz prognosztikai faktort jelent. A NOXS5 pozitiv
betegek 5 éves progressziomentes talélési aranya szignifikdnsan rosszabbnak bizonyult,
mint a NOXS negativoké. A NOXS pozitiv betegeknél tovabba magasabb Kitjulasi aranyt
figyeltek meg, mint a NOXS5 negativoknal (143).
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2. Célkitiizések

PhD kutatdémunkdm soran, tobbek k6zott, a human NOXS5-6t tanulmanyoztam és a
NOXS5 hianyos nyul ,,off-target” elemzését végeztem el. Kisérleteinkben a kovetkezo

célokat tliztiik ki magunk elé:

e Uj, monoklonalis NOXS5 antitest kifejlesztése az Immunogenes Kft-vel
egyiittmiikodve, amely megbizhatdan felismeri a human NOXS fehérjét, és az uj
antitest részletes jellemzése.

e NOX5-6t stabilan kifejez6 HEK293T sejtvonal létrehozasa. A  sejtek
szuperoxidtermelésének a vizsgdlata és az enzim intracellularis lokalizacidjanak
a megallapitasa.

e Endogén NOXS5-6t tartalmazd UACC-257 melanoma sejtvonal tanulményozasa,
a sejtek szuperoxidtermelésének a vizsgalata, a NOXS intracellularis
lokalizacidjanak a megallapitasa és az 1) antitest vizsgalata a sejtvonal
felhasznalasaval.

e NOXS5 detektdlasa ¢és expresszidjanak tanulményozdsa primer human
szOvetekben.

e NOXS kimutatasa primer human vaszkularis sejtvonalakban.

e (CRISPR/Cas9 technikaval Iétrehozott NOXS hidnyos nyulak ,off-target”
analizise a NADPH-oxiddzokra.
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3. Médszerek
3.1 Felhasznalt anyagok, mintak és antitestek

A human, felnétt, egészséges 1ép (NBB820-59259), here (NB820-59266), sziv
(NB820-59217) és harantcsikolt izom (NB820-59253) lizatumokat, tovabba a 1ép (NBP2-
30202), here (NBP2-75940), petefészek (NBP2-30190) és harantcsikolt izom (NBP2-
77813) szovetmetszeteket a Novus Biologicals-tol szereztilk be. A human, felnétt,
egészséges petefészek lizatumot (HT-406-ZY) a BioCat cégtdl vasaroltuk. A B-aktin
(A1978), vinkulin (V9131) ¢és a-simaizom aktin (A5228) antitesteket a Sigma-Aldrich-
tol, az Alexa Fluor 568 anti-nyul (A10042), az Alexa Fluor Plus 488 anti-egér (A32766),
a von Willebrand Faktor (PA516634) és a tormaperoxidaz konjugalt anti-egér (31432)
antitesteket a Thermo Fischer Scientific vallalattol rendeltiik. Az egér IgGlantitest
(554121) a BD Bioscience-tdl szarmazott, a kalnexin antitest (2679T) a Cell Signaling
Techonology-tol. A legtobb vegyszert és reagenst a Sigma-Aldrich-tol vasaroltuk, amiket

nem innen szereztiink be, ott feltiintettem a forrast.
3.2 Felhasznalt sejtvonalak

HEK293T sejteket 10 % hdinaktivalt fotalis szarvasmarha szérummal (Lonza), 50
U/ml penicillinnel és 50 pg/ml streptomycinnel (Lonza) kiegészitett, 4,5 g/l gliikkozt és
0,584 g/l glutamint is tartalmaz6 DMEM (Lonza-t6l vagy Capricorn-tol vasarolt)
médiumban tenyésztettem. Az UACC-257 sejteket RPMI-1640 (Lonza) médiumban
novesztettem, ugyanazokkal a kiegészitokkel, mint a HEK sejteknél. A human koronaria
simaizom sejteket (HCSMC) és a huméan aorta simaizom sejteket (HAoSMC) simaizom
sejt tenyészté médiumban tartottam fent (PromoCell) a megfeleld novekedési faktorok
jelenlétében. A human sziv eredeti mikrovaszkularis endotélsejteket (HMVEC) EGM-2
endotélsejt novesztd médiumban (Lonza) tenyésztettem a sziikséges novekedési faktorok
mellett. Az Gsszes sejtet és sejtvonalat 37 °C-ra termosztalt inkubatorban tartottam fent,

5 % COz -t tartalmazo és vizgdzzel telitett atmoszféraban.
3.3 Klonozas

A nyilt leolvasasi keretli human NOX5p cDNS (BC125098.1) a pcDNA3.1/V5-
His-TOPO vektorban allt a rendelkezésemre. A NOX5-6t kddold szekvenciat errdl a

plazmidrol erésitettem ki PCR reakcioban Phusion Hot Start DNS polimeraz enzim
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(Thermo Fischer Scientific) felhasznalasaval. Az amplikon 5’ végére egy extra ECORV,
a 3’ végére egy extra Xbal vagasi helyet terveztiink. Mind a kierdsitett NOXS inzertet,
mind pedig a pSB/CMV/MCS/Puro vektort az EcCORV és Xbal restrikcidos enzimekkel
(Thermo Fischer Scientific) vagtam meg, majd a DNS fragmenteket a MEGAquick-spin
Plus Total Fragment DNA Purification Kit (Intron Biotechnology) segitségével
tisztitottam meg. A megemésztett DNS darabokat T4 DNS ligaz enzim (Thermo Fischer
Scientific) hozzaadasaval kapcsoltam ossze. A ligaitumot kémiailag kompetenssé tett E.
coli TOP10 baktériumokba transzformaltam. A baktériumokat ampicillines agar lemezre
szélesztettem, majd néhany telepbdl kultirat ndvesztettem és kipreparaltam a plazmid

DNS-t a GeneJET Plasmid Miniprep Kit (Thermo Fischer Scientific) felhasznalasaval.

A GST-NOXS konstrukcid létrehozasdhoz a human NOXS5 fehérje elsé 167
aminosavat, az EF-hand doméneket kodold szekvenciat ersitettem ki az eredeti
plazmidbol PCR reakcioban Phusion Hot Start DNS polimerazzal. Mind az inzertet, mind
a pGEX-4T-1 vektort BamHI és Xhol enzimekkel vagtam meg, majd tisztitottam és
ligaltam, mint korabban. A ligatumot ez esetben is E. coli TOP10 baktériumokba
transzformaltam, majd a plazmidpreparalds utan a konstruktokat restrikcios emésztéssel

ellendriztem.

A NOX5-Hisg konstrukcid el6allitisahoz szintén a human NOXS5 fehérje els6 167
aminosavat kodolo szekvenciat erdsitettem ki a GST-NOXS esetében leirtak szerint. A
polihisztidin-kapcsolt NOXS DNS eléallitasahoz az aLICator LIC klonozo és expresszios
kitet (Thermo Fischer Scientific) hasznaltam, nevezetesen a pLATE31 vektort, a gyari
utmutatot kovetve. A plazmidok kinyerése és ellendrzése a korabbiaknak megfelelden

tortént.

A felhasznalt primerek listajat az 1. tablazatban gylijtdttem Ossze. Az Osszes
klonozas esetében a végsd szekvenciat szekvenalassal ellendriztem (Microsynth AG,

Balgach, Svijc).
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1. tablazat: A kiilonb6zé NOXS konstruktok megalkotasahoz hasznalt primerek

listaja.
Primer Felhasznalas célja
szenz primer a

TAGATATCACCATGAGTGCCGAGGAGGATG pSB/CMV/MCS/Puro

vektorhoz
TATCTAGACTAGAAATTCTCTTG ;S;gﬁ(‘;&rg%jm

GAAAAATCTGAAGCC P
vektorhoz

szenz primer a pGEX-4T-1
vektorhoz (GST-NOX5)
antiszenz primer a
ATACTCGAGCGTCAGCCAGTGGGCAGCGCTG pGEX-4T-1 vektorhoz

ATAGGATCCATGAGTGCCGAGGAGGATGCCAG

(GST-NOX5)
AGAAGGAGATATAACTATG szenz primer a NOX5-Hisg
AGTGCCGAGGAGGATGCCAGGTG konstrukthoz
GTGGTGGTGATGGTGATGGCC antiszenz primer a
CGTCAGCCAGTGGGCAGCGCTG NOX5-Hiss konstrukthoz

3.4 Klonozasi kisérletsor az ,,off-target” analizishez

A nyual szovetekbdl prepardlt RNS mintdkbol eldszor cDNS-t készitettem a
RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit (Thermo Fischer Scientific) felhasznalasaval
a gyari utmutatot kovetve. A reakciokhoz 1 ul oligo(dT)1s primert hasznaltam és 1 ul
Ribolock RN-az inhibitort (Thermo Fischer Scientific) is tettem a reakcidelegybe. A 1ép
és a vese esetében 1 pg RNS-bol indultam ki, a vastagbél esetében 330 ng-bol. A
megszintetizalt cDNS-t hasznaltam fel a kovetkezd PCR reakcidoban templatként,
amelyben specifikus primerek hozzaadasaval kierdsitettem a nyul NOX1, NOX2 és
NOX4 szekvenciakat. A reakciot DreamTaq polimeraz (Thermo Fischer Scientific) és a
hozza tartozd pufferrel végeztem. Az elegyhez 2 ul cDNS-t adtam, a dNTP
végkoncentracigja 200 pM volt, az alkalmazott primereké pedig 1 puM, 25 pul
végtérfogatban. A PCR termékeket elvalasztottam gélen, majd a megfelel6 magassagban
1év6 csikokat kivagtam és kipucoltam a MEGAquick-spin Plus Total Fragment DNA
Purification Kit (Intron Biotechnology) segitségével. A fragment DNS-eket TA/TOPO
(Invitrogen, Life Technologies) klonozasi technikaval pcDNA3.1/V5-His-TOPO
vektorba illesztettem, majd a ligatumot E. coli TOP10 baktériumokba transzformaltam.

A baktériumokat ampicillines agar lemezre szélesztettem €s egy €¢jszakan at novesztettem
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37 °C-os inkubatorban. Masnap a kinétt telepekbdl plazmidpreparalas céljabol kultarakat
inditottam LB médiumban. Az éjszaka felndvé baktériumokbol plazmid DNS-t
tisztitottam a GeneJET Plasmid Miniprep Kit segitségével. A kinyert plazmidokat
restrikcios endonukleazokkal emésztettem, hogy megallapitsam, melyik klon hordozza a
kivant NOX szekvencidkat. Az EcoRI enzimhez EcoRI specifikus puffert hasznaltam, a
HindIIl enzimhez ,Red” puffert. Reakciokeverékeket raktam &ssze az egyes
plazmidokkal ¢és a megfeleld enzimekkel illetve puffereikkel, majd 37 °C-os vizfiirdében
inkubaltam a mintdkat 4 o6ran keresztil. A BstXI enzimhez ,,Orange” puffert
alkalmaztam, hasonléan Osszemértem a keverékeket, majd 55 °C-os hdblokkban
inkubaltam a mintakat 4 o6ran at. A restrikcios enzimeket a Thermo Fischer Scientific-t6l
vasaroltuk. Az emésztés eredményeit agardzgélen kovettem nyomon, az igéretes klonokat
elkiildtem szekvenalasra (Microsynth AG, Balgach, Svéjc). Az alkalmazott primerek

listajat a 2. tablazat foglalja 0ssze.

2. tablazat: Az ,,off-target” analizishez hasznalt primerek listaja.

Primer Felhasznalas célja
szenz primer a nyul NOX1
CGATGGGAAACTGGGTGGTT g
szekvenciajahoz
CCATCCTCATTACTGCAATTCAG antiszenz primer a nydl NOXI

szekvencidjdhoz

AAGCAGCACAGTATAGAAGTGCA szenz primer a nyl NOX2
szekvencidjdhoz

antiszenz primer a nyul NOX2

AGAGGATCTTATATTATTAACCAGAG e
szekvenciajahoz

GCATGGATGTGTCCTGGAGAAG szenz primer a nyil NOX4
szekvencidjdhoz

antiszenz primer a nyul NOX4

GCACACATTCCTTCTTTAGAGTCC s
szekvencidjdhoz

3.5 Fuzios fehérjék eléallitasa

A GST-NOX5-6t és a NOX5-Hise-0t kodolo plazmidokat kémiailag kompetenssé
tett E. coli BL21 torzsbe (Thermo Fischer Scientific) transzformaltam. A baktériumokat
ampicillines agar lemezekre szélesztettem ki és egész éjszaka novesztettem Oket 37 °C-
on. Masnap 1-1 telepet felvettem a lemezr6l és 100-100 ml Terrific Broth (1,2 % tripton,
2,4 % ¢élesztd kivonat, 0,5 % glicerin, 17 mM KH;PO4, 72 mM K;HPO4, 50 pg/ml

ampicillin) médiumba oltottam. A baktériumkultarat az éjszaka folyaman novesztettem
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fel 37 °C-on, 180 rpm-re beallitott, korkords mozgasokat végzo razogéppel. A kdvetkezd
reggelen 900-1400 ml Terrific Broth médiumot adtam a baktérium szuszpenziohoz. A
baktériumok novekedését optikai denzitds méréssel kovettem nyomon. Amikor a kultira
elérte az OD=0,5-0,6-0s értéket, IPTG (Thermo Fischer Scientific) hozzaadaséaval
indukaltam a fehérjetermelést. Az IPTG végkoncentracidja 0,3-0,5 mM volt a kdzegben

és mintegy 3-4 oran keresztiil termeltettem a baktériumokkal a kivant fehérjéket.
3.6 GST-NOXS fehérje tisztitasa

A baktériumokat centrifugélassal tilepitettem 15 percen keresztiil, 4 °C-on, 5600 g-
vel. A keletkez6 baktériumiiledéket 10 ml lizis pufferben (50 mM Tris, 50 mM NaCl, 5
mM MgClz, 2 mM DTT, 2 mM PMSF, 1 tabletta cOmplete Mini EDTA-mentes proteaz
inhibitor (Roche), pH=7,6) szuszpendaltam fel, jégen, majd szonikalassal roncsoltam szét
a baktériumok sejtfalat, 6tszor 1 perc hosszan, tovabbra is jégen dolgozva. Az oldhatatlan
frakciot centrifugaléssal tavolitottam el 20 percen keresztiil centrifugalva, 4 °C-on, 20000
g-vel. Ezutan glutation gyonggyel (Pierce Glutathione Superflow Agarose, Thermo
Fischer Scientific) inkubaltam a feliiliszot 1 6ran keresztiil 4 °C-on. A folyamatos
keveredést rotator biztositotta. A gyongyoket hideg lizis pufferrel mostam. A
rekombinans fehérjét 2,5 ml glutation tartalmu eludl6 pufferrel (5 mM redukalt glutation,
50 mM Tris, 151 mM NaCl, 5 mM MgClz, 1 mM DTT) szoritottam le a gyongyrol. Az
elaciot szintén 4 °C-on, 30 percig végeztem. Végezetiil, a fehérjeoldatot 5 liter PBS-el
szemben, 4 °C-on dializaltam. A dializis kazetta (Thermo Fischer Scientific) membranja
a 2 kDa-nal kisebb molekulak szamara volt atjarhato. A dializalt oldatot Vivaspin
koncentratorral (Sartorius) betoményitettem koriilbeliil 1 ml-re. A bekoncentralést
centrifugélassal végeztem 5600 g-n és 4 °C-on. A koncentrator a 10 kDa-nal kisebb

molekuldkat engedte at a sziirdn.
3.7 NOX5-Hiss fehérje tisztitasa

A baktériumiiledéket hasonléan dolgoztam fel, mint a GST-NOX5-6s fehérje
esetében. Azonban a hisztidinekkel kapcsolt fehérje tisztitasahoz egy foszfat alapu
lizispuffert (50 mM NaH2PO4, 300 mM NaCl, 2 mM PMSF, 1 tabletta cOmplete Mini
EDTA mentes proteaz inhibitor, pH=8) és Nikkel-gyongyoket (HIS-Select HF Nickel
Affinity Gel) hasznaltam fel. Az ultracentrifugalas utan kinyert feliiliszot egy éjszakan

keresztiil inkubaltam a gyonggyel, 4 °C-on, rotatoron torténd forgatassal. A kovetkezd
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napon Otszor 5 ml, 4 mM imidazol tartalmu foszfat alapu lizispufferrel mostam a
gyongyot az aspecifikus fehérjekotések eltavolitasa céljabol. Az elacidhoz 500 mM
imidazolt tartalmazé lizispuffert alkalmaztam. Az elualas szintén egy egész éjszakan
keresztiil tortént, 4 °C-on, rotatoron. A fehérjeoldatot 5 liter PBS-el szemben dializaltam,

majd bekoncentraltam a koradbban leirt paraméterek szerint.
3.8 siRNS és DNS transzfekcio

Az UACC-257 sejteket 6 és 24 lyuku sejttenyésztd lemezre tettem Ki. A NOX5
fehérje csendesitése céljabol négy kiilonbozoé siRNS-sel (ON-TARGETplus Human
NOX5 siRNA: J-010195-06-0002, J-010195-07-0002, J-010195-08-0002, J-010195-09-
0002, Horizon) és egy kontroll siRNS-sel (D-001210-02-20, Thermo Scientific) kezeltem
a sejteket, 40 nM végkoncentracioban. A sejteket szuszpenzioban transzfektaltam,
Lipofectamine RNAIMAX (Thermo Fischer Scientific) transzfekciés reagens
segitségével. Transzfektalas utan két napot hagytam az siRNS hatas kifejlédésére, miel6tt
tovabbi kisérletekben felhasznaltam volna a sejteket. Az alkalmazott SiRNS-ek
szekvenciat a 3. tdblazatban gyijtottem dssze.

A HEK293T sejteket 6 lyuku sejttenyészt6 lemezre szélesztettem és Lipofectamine
LTX & PLUS (Thermo Fischer Scientific) reagenssel transzfektaltam szuszpenzioban. A
stabilan expresszalo sejtvonalak létrehozdsdhoz az tires vagy a NOXS5B CDNS-t
tartalmazé pSB/CMV/MCS/Puro vektort egy transzpozaz enzimet kodold vektorral
egyiitt transzfektaltam 1:5 ardnyban. Osszesen maximalisan 2 pg plazmid DNS-t
alkalmaztam egy lyukban. A rezisztens klonokat 7,5 pg/ml puromycin (A1113803,
Thermo Fischer Scientific) hozzaadasaval kezdtem kivalogatni két nappal a kezelés utan.
A szelekcids nyomast két hétig tartottam fent.

Immuncitokémias vizsgalatokhoz az endoplazmas retikulumban kifejez6d6, piros
fluoreszcens fehérjét, az mCherry-t (ER-mCherry) kodolo plazmidot vittem be a sejtekbe,
tranziens transzfekcioval, szuszpenzioban. A HEK sejteket 24 Ilyukt lemezre
sz€lesztettem, majd 500 ng DNS-t adtam egy-egy lyukba. Az ER-mCherry konstruktot
kutatocsoportunk egy korabbi munkatarsa, Dr. Enyedi Baldzs készitette. Az mCherry
fehérje az MGWSCILFLVATATGAHS ER-ba iranyitd szignalszekvenciaval volt
ellatva, mely szekvencia az egér IgG nehéz lanc variabilis régiojabol (Vh) szarmazik. A
szignalpeptid tovabba egy intron régiot is tartalmazott. Mindez lehetévé tette, hogy az
mCherry az ER luminalis oldalan helyezkedjen el. Ezen kiviil egy KDEL ER retencios
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szignal is beépitésre keriilt a konstruktba, amely a fehérje tartosabb ER lokalizaciojat

szolgalja (8).

3. tablazat: A felhasznalt NOXS5 siRNS-ek szekvenciai.

Gyari kéd Sajat jelolés SIRNS szekvencia
J-010195-06-0002 NOXS5 siRNS #1 CUAUAGACCUGGUGACUAC
J-010195-07-0002 NOXS5 siRNS #2 GCGAUUCUUUGCCCUAUUU
J-010195-08-0002 NOX5 siRNS #3 CCACGUGGCUGGCUCAAGU
J-010195-09-0002 NOXS5 siRNS #4 CAUCUGCACUGGGCAAGAA

3.9 RNS preparalas, cDNS iras, kvantitativ PCR (qPCR)

NucleoSpin RNA, Mini kit for RNA purification (Macherey-Nagel) készletet
hasznaltam a teljes RNS izolalasahoz, a gyartoi leirast kovetve. A preparalas soran DNS
emésztést is végeztem az RNS-t megkdtd oszlopon DN-az 1 enzimmel. A Kinyert RNS
cDNS szintézisét High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Thermo Fischer
Scientific) csomaggal végeztem a gyartoi leiras szerint, amely random primereket is
tartalmazott. A c¢cDNS képzéséhez minden esetben 2 pg RNS-t hasznaltam fel, a
reakciokhoz 1-1 pl Ribolock RN-az inhibitort (Thermo Fischer Scientific) is adtam. A
gPCR reakciokat a LightCycler 480 Probes Master (Roche) hasznalatra kész reakcio
keverékkel végeztem. A reakciokat 10 ul végtérfogatba mértem Ossze, elegyitve 0,5 pul
Tagman préoba oligonukleotidot, 0,5 pul ¢cDNS-t, 4 ul vizet és 5 ul alapkeveréket, ami
tartalmazta az enzimet és a puffert. A mérésekhez a Light Cycler 480 (Roche) késziiléket
hasznaltam. Az adatok elemzését a ,,masodik derivalt maximuma” mddszerrel végeztem.
A kiértékelés soran a NOX5-re kapott eredményeket normalizéltam a haztartasi gén, aktin
eredményeire, az igy kapott értékeket elemeztem. A kovetkez6 Tagman proba
oligonukleotidokat hasznaltam fel: NOX5: Hs00225846_m1, aktin: Hs00357333_gl1.

3.10 Western blot és Instant blue festés

PBS-sel torténé mosas utan a sejteket RIPA oldattal (150 mM NacCl, 1 % Triton X-
100, 1 % Na-deoxikolat, 0,1 % Na-dodecil-szulfat, 20 mM Tris-Cl, 1 mM EDTA, 1 mM
EGTA, pH=8) gyljtottem be, kiegészitve | mM PMSF-fel és proteazgatlokat tartalmazo
tablettaval (cOmplete Mini EDTA-free Protease Inhibitor, Roche, 1 tabletta 10 ml

oldatban feloldva). A mintakat 10 percre jégre helyeztem, majd az oldhatatlan részeket
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tilepitéssel eltavolitottam 4 °C-on, 10 percig centrifugalva, 16100 g-n. A feliiliszoékhoz
négyszeres toménységli Laemmli mintapuffert adtam, ami 20 %-nyi 2-merkaptoetanolt
tartalmazott. Ezt az eljarast kovetve biztonsagosan ki tudtam mutatni a NOXS fehérjét a
sejtekbdl. A megvasarolt human szoévetlizatumokhoz is ugyanezt a mintapuffert adtam.
Az elokészitett fehérjemintakat denaturald, 10 %-0s poliakrilamidgélben valasztottam el,
majd nitrocelluléz membranra blottoltam at. A membrant megfestettem Ponceau
festékkel, ami aspecifikusan megjeleniti az 6sszes fehérjét, ami a membranba betapadt.
A festett membranképet lefényképeztem. Miutdn a piros festéket elmostam, a
membranokat 5 % zsirszegény tejport és 0,1 % Tween-20-at tartalmazé PBS-sel
blokkoltam (PBS-Tween). Az els6dleges antitestet 5 % BSA-t tartalmazo PBS-Tween-be
oldottam ¢és legalabb egy oOran Kkeresztiill inkubaltam vele a membrant
szobahOmérsekleten, vagy pedig egy éjszakan keresztiil 4 °C-on. Ezutan 30 percen
keresztiil mostam a membrant PBS-Tween oldattal, hat-nyolcszor cserélve a mosdoldatot.
A tormaperoxiddz konjugalt, anti-egér masodlagos antitestet a blokkold oldatba
higitottam és egy oran keresztiil inkubéltam vele szobahdmérsékelten, majd ismét 30
perces mosas kovetkezett, hasonléan, mint korabban. Végiil a Westernbright ECL kit
(Advansta) reagenseib6l adtam azonos mennyiségben a membranhoz, par percet rajta
hagyva. A lumineszcens jelet Fuji Medical (Fujifilm) rontgenfilmeken detektaltam. A
rontgenfilmeket 600 dpi-s felbontasban beszkenneltem. Az eredményeket az Imagel
szoftver segitségével értékeltem (http://imagej.org). Az alkalmazott elsédleges antitest
koncentraciok és higitasok: NOX5: 1-10 pg/ml, a-simaizom aktin: 1:500, B-aktin és
vinkulin: 1:5000. A masodlagos antitestet 1:10000-ben higitottam.

Az Instant Blue-val (Biomedica) torténé festéshez a megfeleld szeparacio utan az
akrilamid gélt 10-15 ml Instant Blue-t tartalmazo6 edénybe helyeztem. A gélt 10-15 percig
festettem a folyadékkal 25 rpm-es sebesség mellett orbitalis razogépen. Az

eredményekrdl fényképfelvételt készitettem.
3.11 Immuncitokémia

A letapadt sejteket egyszer jéghideg PBS-sel mostam, majd 4 % paraformaldehidet
(PFA) tartalmazo PBS-sel fixaltam 6ket 20 percen keresztiil, jégen tartva a sejttenyésztd
lemezt. Ezutan a mintakat hatszor jéghideg PBS-sel mostam, majd 10 mM glicint
tartalmaz6 PBS oldattal neutralizaltam az esetleges maradék PFA-t 10 percig. A
kovetkez6 1épésben kétszer a glicin oldattal, kétszer pedig PBS-sel oblitettem. A sejtek
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permeabilizalasdhoz a kdvetkezo oldatot hasznaltam: 0,1 % Triton X-100 detergenst és 1
% BSA-t tartalmaz6 PBS, amit 20 percig hagytam a sejteken szobahdmérsékleten. A
mintak blokkoldsat 5 % BSA-t tartalmazd PBS-sel végeztem, legalabb 1 o6ran keresztiil,
szobahOmérsékleten. A NOX5-6t (2-5 pg/ml) és a kalnexint (1:100) felismer6 elsédleges
antitesteket a blokkolo oldatba higitottam, és egy ¢jszakan keresztiil hagytam a mintakon
4 °C-on, parasitott kamraban. A kovetkez6 napon nyolcszor mostam PBS-sel a sejteket.
A masodlagos antitest(ek)et (1:1000) és a sejtmagfestéket (4 uM Hoechst 33342) is a
blokkol6 oldatban higitottam. Az oldattal 1 6ran keresztiil inkubaltam a mintainkat,
szobahémérsékleten, sotétben. Végezetiil Gjra PBS-sel mostam nyolcszor. A sejteket
tartalmazo feddlemezt Mowiol segitségével rogzitettem egy targylemezhez, és egy
¢jszakat hagytam szaradni a Mowiol-t szobahémérsékelten, sotétben. Az immunfestés
eredményérdl Leica DMI6000B fluoreszcens mikroszkdp felhasznaldséval készitettem
felvételeket.

Az UACC-257 sejtek esetében kiprobaltam az acetonnal és metanollal végzett
fixalast is. Ezekben az esetekben a PBS-sel mosott sejtekre -20 °C-ra hiitott acetont vagy
metanolt mértem. Tiz percen keresztiil fixaltam a sejteket a szerves oldoszerekkel, -20
°C-on. Ezutan hatszor mostam a mintakat PBS-sel, majd kovetkezett a blokkolas és az

immuncitokémia tobbi 1épése a fentebb leirtak szerint.
3.12 Immunhisztokémia

Formalinnal fixalt, paraffinba &4gyazott, normal huméan szdvetmetszeteket
vasaroltunk az endogén NOXS fehérje kimutatasa céljabol. A mintakat elészor 60 °C-0s
termoblokkba helyeztem 2 érara a paraffin felolvasztasa érdekében. A deparaffinalashoz
a kovetkezo folyadéksorba meritettem a metszeteket (az inkubacio idejét zardjelben
tiintetem fel): xilol (10 perc), xilol (10 perc), abszolut etanol (3 perc), 96 %-0s etanol (2
perc), 85 %-os etanol (1 perc), 70 %-o0s etanol (1 perc), 60 %-os etanol (1 perc), majd 50
%-os etanol (1 perc). Végezetiil folyd csapviz alatt, majd desztillalt vizben mostam 1-1
percig a mintakat.

A szoveti antigének feltarasat két 1épésben valdsitottam meg. Eldszor 6-0s pH
értékii, 10 mM natrium-citratot tartalmazo oldatba meritettem a targylemezeket és magas
nyomason ¢és homérsékleten kezeltem 6ket 20 percig konyhai kukta felhasznalasaval.
Miutan szobahdmérsékletiire hiiltek a targylemezek, PBS-sel oblitettem dket haromszor.

A masodik 1épésben 37 °C-ra melegitett termoblokkra helyeztem a metszeteket, majd

48



hasznalatra kész, antigénfeltard pepszinoldatot csepegtettem a szdvetekre. Tiz percig
tartott a feltaras, majd ismét haromszor oblitettem a metszeteket PBS-sel.

Az immunfestéshez az Alexa Fluor 488 Tyramide SuperBoost Kit-et
(ThermoFisher) hasznaltam. Az endogén peroxidazok gatlasa céljabol 3 %-0s H2O»-
oldattal inkubaltam a szoveteket egy oran keresztiil, szobahdmérsékelten. PBS-es mosast
kovetéen 10 %-os normal kecskeszérumot adtam a mintdkhoz, kiegészitve 0,5 %
TritonX-100-zal. Egy 6ran keresztiil, szobahémérsékleten blokkoltam a szoveteket. Az
elsdleges antitest(ek)et a blokkolo oldatba higitottam, ez esetben viszont 0,1 % TritonX-
100-zal egészitettem Ki. A here és az ovarium esetében 25 pg/ml koncentraciéban
alkalmaztam a NOX5-6s antitestet, a I1épnél 7,5 pg/ml koncentracidban. A von
Willebrand-faktor (VWF), endotélsejt markert 1:100-ban higitottam. Az els6 antitesttel a
targylemezeket egy parasitott kamraban inkubaltam, egy éjszakan keresztiil, 4 °C-on.
Masnap a targylemezeket 30 percen keresztiil, hatszor mostam PBS-sel, korkoros
mozgasokat végzd razdgéppel, 130 rpm-en. A gyartd altal biztositott tormaperoxidaz-
konjugalt, anti-egér méasodlagos antitestet adtam a szovetekhez, kiegészitve az oldatot 4
uM Hoechst 33342 sejtmagfestékkel és egyes esetekben anti-nyul antitesttel (1:1000) is.
1 oran keresztiil inkubaltam szobahOmérsékleten, sotétben. Ismét egy 30 perces mosas
kovetkezett a kordbbi mosasi paraméterekkel. A gyartoi leirds alapjan elkészitettem a
tyramide reagenst tartalmaz6 szubsztratoldatot, amivel 10 percig, sdtétben inkubaltam a
szoveteket. A tyramide oldat eltavolitdsa utan stop reagens oldatot csdppentettem a
metszetkere, végezetiil PBS-sel mostam haromszor 2 percen keresztiil, majd Mowiollal
egy fedélemezt ragasztottam a targylemezekhez. Az immunfestés eredményeirdl szintén

a Leica DMI6000B fluoreszcens mikroszkoppal készitettem felvételeket.
3.13 Szuperoxid és intracellularis kalciumion mérések

A kiilonboz6 sejtvonalakkal végzett 6sszes mérést CLARIOstar Plus Microplate
Reader (BMG LABTECH) miiszerrel végeztem el 37 °C-on. Atlatsz6 aljzatu, fekete
oldala 96 lyuku sejttenyészté lemezt (Greiner 655090) hasznaltam az intracellularis
kalciumion szint valtozasok kovetéséhez, a szuperoxidmérésekhez pedig fehér aljzath,
fehér oldalu 96 lyuku sejttenyésztd lemezeket (Greiner 655083) vettem igénybe. A
stimulusokat vagy pipetta segitségével adtam a sejtekhez, vagy a CLARIOstar injektalo

rendszerével. A végso térfogat 100 ul volt a lemez lyukaiban minden egyes esetben.
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A szuperoxid detektalasahoz 40000 sejtet hasznaltam fel, minden egyes
alkalommal. A mérést szuszpendalt sejteken végeztem el 1:1 aranyt H-médium (145 mM
NaCl, 5 mM KCI, 1 mM MgClz, 0,8 mM CaClz, 5 mM glikkéz, 10 mM HEPES) és
Diogenes reagenskeverék (National Diagnostics) elegyében. Extracellularis szuperoxid
jelet regisztraltam lumineszcens modban.

Az intracellularis kalciumion szint valtozasanak a kovetésére konfluens, letapadt
sejtekkel dolgoztam. A sejteket 2 uM Fura-2 AM kalciumérzékeny festékkel (Life
Technologies) toltottem meg 30 percen keresztiil, 37 °C-on, H-médiumban, s6tétben. A
toltés utan a felesleges festéket H-médiummal elmostam, majd a mérést is ugyanebben a
médiumban végeztem. A Fura-2 festék gerjesztéséhez a CLARIOstar miiszerben gyarilag
beallitott 335-0s és 380-as nanométeres hulldimhosszokat hasznaltam, az emisszios jelet
pedig 510 nanométeren detektdltam. Az eredmények értékeléséhez a 335 nanométeres
gerjesztéssel kapott emisszios értékeket elosztottam a 380 nanométeres gerjesztéssel

kapott értékekkel, majd ezt a 335/380-as hanyadost abrazoltam.
3.14 Statisztika

A mérések eredményeit atlag + SEM (atlag standard hibaja) formaban abrazolom,
az egyes elemszamokat feltiintetem a vonatkozd é&braaldirdsokban. A ,,*” jelolés az
abrakon a 0,05-nél kisebb p értéket jeloli. A szuperoxidtermelés statisztikai elemzése
soran a Mann-Whitney U tesztet alkalmaztam. A kiértékelés folyaman az egyes
1d6pontokban mért értekeket a maximalis detektalt értékre normalizéltam, majd az egyes
ingerekre adott csucsvalaszokat hasonlitottam Ossze. Az elemzéshez és az értékeléshez a

GraphPad Prism 7.0 programot hasznaltam.

3.15 Egysejtes RNS-szekvenalasi adatok elemzése, RNS-szekvenalasi eredmények
kigyijtése az UACC-257 sejtvonalrol

A NOX5 mRNS expressziojanak tanulmanyozasahoz kétféle egysejtes RNS-
szekvenalasi adatokat tartalmazo adatbazist elemeztem. Az egyik a Tabula Sapiens
transzkriptomikai atlasz volt. A Tabula Sapiens tanulmanyban kozel Gtszazezer sejtrol
gyljtottek informaciokat, 24 kiilonb6z6 szovetbdl és szervbdl, tobb mint 400 féle
sejttipust azonositva. A mintakat 15 donorbol gytjtotték ssze (151). Az elemzéshez a
Talk2Data feliiletet (BioTuring cég) hasznaltuk. A masik forrasunk a Human Protein

Atlas (HPA), ingyenesen elérhetd adatbazis (https://www.proteinatlas.org/) volt. A HPA-
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bol szervszinti és kiilonbozo sejttipusokra lebontott egysejtes RNS-szekvenalasi
eredmények érhetéek el. Ezen értékek nTPM (normalized transcript per million)
mennyiségben vannak megadva. A HPA tehat olyan normalizécios eljarasokkal korrigalt
értékeket mutat, amelyek lehetévé teszik a kiilonb6z6 adatbazisokbol, szervekbdl és
sejtekbdl szarmazo informaciok Osszehasonlitasat. Az adatokat az idérél-idore frissitett
HPA adatbéazis 23. verzidja alapjan elemeztem.

Az UACC-257 sejtek RNS-szekvenalasi eredményeit a CellMiner honlaprol
(https://discover.nci.nih.gov/cellminer/) tudtam lekérdezni. Az expresszids szintek
log2(FPKM+1) értékben vannak megadva, ahol az FPKM az egymillié leolvasasra juto
kilobazisonkénti fragmentumok. Az expresszids szintek az egyes gének esetében

magukba foglaljak a gének kiilonb6zd izoformait.
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4. Eredmények
4.1 A human NOXS5-o6t felismeré monoklonalis antitest kifejlesztése

Fontosnak tartottuk, hogy munkadnkat egy megbizhatd antitest segitségével
végezziik el. Az elmult években megjelent, NOX5-r6l sz616 tanulméanyokat attekintve, az
allapithatd meg, hogy szamos esetben nem egy megbizhatd, megfeleléen karakterizalt,
NOXS fehérjét felismerd antitestet hasznaltak a kisérletekhez (119, 125-127). Ezért ugy
dontottiink, hogy kifejlesztiink egy j monoklonalis antitestet egérben (mAb), amely
megbizhatdan felismeri a human NOXS5 fehérjét. A mAD Kifejlesztését az Immunogenes
Kft-vel egyiittmiikodve valositottuk meg. A kloénozasi folyamatokat, a fizios fehérjék
eldallitasat és tisztitdsat, valamint az egérszérumok ¢€s klonjeloltek tesztelését Western
blot-tal és immunfestéssel én végeztem a Semmelweis Egyetemen. Az egerek
immunizacidjat €s véreztetését, a hibridoma sejtek 1étrehozasat és fenntartasat, a klonok
eldszirését ELISA-val, tovabba a mAb tisztitasat az Immunogenes Kft végezte. Ez utobbi

kisérletekrol ezért részletesen nem irok a disszertadciomban.
4.1.1 A fuzios fehérjék eléallitasa

Kétfele fuzios fehérjét allitottunk eld. A molekularis klonozas soran a human
NOX5p elsé 167 aminosavat (N-terminalis, EF-hand doméneket tartalmazé rész) kodolod
DNS-t egyesitettiik glutation-S-transzferazt (GST) kodolo DNS-sel, illetve 6 darab
hisztidin aminosavat hordozé DNS-sel. Igy keletkeztek a GST-NOXS5 és a NOX5-Hisg
fehérjék. Az 0j fehérjék elnevezésében a kapcsolas (-) helyzete jelzi, hogy a GST N-
terminalisan, a Hise rész pedig C-terminalisan helyezkedik el a 167 aminosavas NOX5
részhez viszonyitva. A kétféle konstrukt elkészitésének az volt az értelme, hogy az
egyiket az immunizalashoz, a masikat pedig a teszteléshez hasznaltuk fel. A GST-NOX5-
el torténtek az oltasok, mig a NOXS5-Hiss-t az ELISA tesztekhez hasznalta az
Immunogenes Kft. Ezzel az eljarassal biztosithatd volt, hogy az ELISA teszt sordn
pozitivitast mutatd klonok biztosan a NOXS fehérjét ismerjek fel, és ne a GST antigént.
Az immunizacié alatt az egerek ugyanis nemcsak a NOXS5 antigén ellen képeznek
antitestet, hanem a fuzionaltatott GST ellen is. A NOX5-Hiss alkalmazasaval egyszertien

figyelmen kiviil tudtuk hagyni az anti-GST antitesteket.
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A GST ¢és a Hise részek az antigének tisztitasat teszik lehetdvé az oldatbol
affinitaskromatografias eljarassal. A kihalaszott fehérjéket elualtuk a GST-konjugalt,
illetve nikkeliont tartalmaz6 gyongyokroél, dializaltuk PBS-ben, majd betoményitettiik,
hogy nagyobb fehérjekoncentracioban adjuk oda az antigént az Immunogenes-nek. A
tisztitds mennyiségi €s mindségi eredményét Instant Blue-val megfestett poliakrilamid
gélen ellendriztiik. Az Instant Blue aspecifikusan megfest minden fehérjét, lathatova téve
azokat a gélben. A mintakat 5 percig, 95 °C-on hékezeltem, miel6tt a gélbe toltottem. A
mintdk fehérjéinek elektroforetikus mobilitds szerinti szétvalasztdsa redukald és
denatural6 koriilmények kozott tortént.

A GST-NOXS preparatum gélképén az lathatd a 7. abran, hogy igen nagy
mennyiségben sikeriilt tisztitani a fehérjét. NanoDroppal meghataroztam a bekoncentralt
png fehérjét toltottem a bekoncentralt oldatbol. A GST-NOXS fehérje varhatod
molekulatomege 46,6 kDa. A gélkép alapjan a fehérjehasadas mértéke, illetve az
aspecifikus fehérjék mennyisége minimalis. A preparatum alatti fehérje 30 kDa
kornyékén aspecifikusan izolalt terméket vagy akar a GST-NOXS bomlasabol csekély,
szabad GST jelenlétét mutathatja.
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4.1.23 Albumin oldatsor
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7. abra: A tisztitott GST-NOXS fehérje mennyiségi és mindségi analizise Instant
Blue-val megfestett poliakrilamid gélen. A betoményités utan igen nagy
koncentracioban és tisztasagban sikeriilt kinyerni a GST-NOXS5 fehérjét, ezt szemlélteti
a felsd fekete nyil. A gélre felvitt GST fehérje a bomlas mértékét hivatott tiikkrozni az also

nyilnal. Az albumin oldatsor a mennyiségi viszonyokat igyekszik bemutatni.

A NOX5-Hisg preparatum gélképét a 8. abran mutatom be. Ez esetben is
megmértiik a bekoncentralt fehérjeoldat toménységét, ami 1,5 mg/ml-nek adddott. A
bekoncentralt oldatbol sszesen 37,5 ug-nyi fehérjét toltottem be a gélbe. Az albumin
oldatsorhoz viszonyitva a NOX5-Hise tényleges mennyisége azonban csak koriilbeliil a
tizedét teszi ki az oldat teljes fehérjemennyiségének. Ahogy az abran is lathatd, ez azzal
magyarazhato, hogy a tisztitas soran a nikkel-gyongyhoz sokkal tobb nem kivant fehérje
kotodott, amelyeket nem sikeriilt elmosni a preparalasnal. Ez azt eredményezi, hogy a
GST-NOX5-tel szemben, sokkal inhomogénebb preparatummal kellett dolgozni. A
NOX5-Hiss szamitott molekulatomege koriilbelill 19 kDa, mivel egy joval kisebb
peptidet kapcsoltunk a NOX5-hoz.
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8. abra: A NOXS5-Hiss fehérje mennyiségi és mindségi analizise Instant Blue-val
megfestett poliakrilamid gélen. A NOX5-Hiss fehérje sorsa az eludlastél a
bekoncentralasig kovetheté nyomon a gélképen. A tisztitani kivant NOXS5-Hise fehérjét

a fekete nyil jelzi. Az albumin oldatsor a fehérjemennyiségek viszonyait szemlélteti.
4.1.2 Az egerek immunizacidja és az immunvalasz tesztelése

Az eldallitott GST-NOXS5 antigént és a teszteléshez sziikséges NOXS5-Hisg fehérjét
atadtuk az Immunogenes Kft-nek. Az egerek immunizaciojat 6k végezték a GST-kapcsolt
fehérjével. Az oltasokhoz bFCcRn transzgenikus BALB/c egértorzset hasznaltak. Ezekre
az allatokra az jellemz06, hogy az endogén egér neonatalis Fc receptor (FcRn) /Fcgrt gén
mellett a bFcRn-t (szarvasmarha neonatalis Fc receptor a-lanc) kodolo gén 5 példanyat
hordozzak, amely az egér sajat B2 mikroglobulinjaval alkot heterodimert. Kimutattak,
hogy az immunizacidé soran ezen egerek lépe megnagyobbodik, tobb B-limfocitat
allitanak el és joval nagyobb IgG titerek érhetéek el a nem transzgenikus kontroll
egerekhez viszonyitva (152, 153).

A kezeléseket az elsé oltas idépontjaban 7-8 hetes ndstény egereken végezték. Ot
egeret immunizaltak, amelyek a kovetkezé kodokat kaptak: 4561, 4565, 4566, 4568 és
4570. El6szor 50 pg antigént injektaltak intraperitoneédlisan 1:1 aranyban keverve
komplett Freund adjuvanssal. Majd a 14., 28. és 42. napon emlékeztetd oltasokat kaptak

az allatok, ami 25 pg antigént tartalmazott 1:1 aranyban keverve inkomplett Freund
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adjuvénssal. Az immunizacio végeztével az 56. napon vértmintakat gyiijtottek be az
allatoktol és ELISA-val ellendrizték az immunvélasz kialakulasat.

En Western blot technikéval ellendriztem az oltasok sikerességét. A szérumokat
1:500-ban higitottam ¢és 1 oOran keresztiil inkubaltam a tesztmembranokkal
szobahOmérsékleten. Antigénként kontroll és NOX5-6t stabilan kifejez6 HEK
sejtlizatumokat hasznaltam fel, mely sejtekrdl a kés6bbiekben irok részletesen (4.2-es
fejezet). Az eredményeket a 9. dbra mutatja be. Lathato, hogy az Gsszes allat vérében

megjelentek olyan antitestek, amelyek felismerik a human NOXS5 fehérjét a

sejtlizatumokban.
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9. abra: Az oltott egerek immunvalaszanak az ellen6rzése Western blot technikaval.
Lathato, hogy az 0Osszes egérben kialakult az immunvalasz, vériinkben NOXS5-6t

felismerd antitestek talalhatdak. (Reprezentativ dbrak legalabb 3 fiiggetlen kisérletbdl.)
4.1.3 Hibridoma sejtek eléallitasa, a végso klon kivalasztasa

Az Immunogenes Kft munkatarsai az immunizalt egerek 1épsejtjeit egér hibridoma
sejtekkel (SP2/0-Agl4) fuzionaltattak. A keletkez6 hibridoma sejteket HAT médium
(hipoxantin-aminopterin-timidin médium) segitségével szelektaltak ki. Késébb egysejt
klonokat hoztak 1étre, amelyek korlatlanul termelik a rajuk jellemz6 egyetlen fajta antitest
molekulat. Feliilusz6 mintdkat gyljtottek a sejtekrél, majd ELISA segitségével
meghataroztdk a legjobban teljesitd klonokat. Az ELISA tesztek utan a kivalogatott
feliiliszo mintakat teszteltem, hogy melyik adja a legjobb jelet Western blotban és
immunfestésben. Miutan kivalasztottuk a legigéretesebb jeloltet, a hibridomat
intraperitonealisan beoltottak BALB/c egereknek. Ascitest képeztek az allatokban,

amibdl ProteinA oszlop segitségével pucoltak az antitestet.
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Az egerek koziil a 4565-0s és a 4566-o0s szamu 1épét egylittesen dolgozta fel a cég.
A mAbD fejlesztése soran szamos klont teszteltiink, mieldtt kivalasztottuk a rendelkezésre
allok koziil a legjobbat. A kivalasztas alapjat a klonok ELISA-ban, Western blot-ban és
immunfestésben elért eredményei adtak. Ezen klonokat €s a tesztek eredményeit nem
mutatom be a dolgozatomban, hanem helyette a végsd, kivalasztott jeloltre fokuszalok,
az 1E10 jelolést klonra, ami a mADb-t adta. Dolgozatom késobbi fejezeteiben bemutatott
kisérletekhez én is az 1E10 mAb-et hasznaltam. Elvégeztem az 1j ellenanyag részletes
karakterizalasat, a segitségével detektalni tudtam a NOXS5 fehérjét human sejtekben és
szovetekben. Az egyiittmiikodés célja egy kereskedelmi forgalomban is kaphato, 1j mAb
eldallitdsa volt, ami specifikusan felismeri a human NOXS5-6t. Ezért az Immunogenes
Kft. forgalmazza is az antitestet a honlapjan, O04-es katalogusszam alatt:

http://immunogenes.com/catalogue-models/overview.
4.2 NOX5-6t tiltermel6 HEK293T sejtek tanulmanyozasa

Az antitestfejlesztéssel parhuzamosan létrehoztunk a CMV prométer kontrollja
mellett, stabilan human NOXS5-6t kifejez6 HEK293T sejtvonalat és egy kontroll
HEK293T sejtvonalat. A HEK293T sejtek 1étrehozasanak a célja, hogy felhasznaljuk
Oket, mint antigénforrast az antitestfejlesztés soran a klonok szilirésére. Ezen tulmenden
tanulméanyozni szerettiik volna az oxidaz intracellularis lokalizacidjat is. Tovabba
funkcionalis mérések elvégzése is a terveink kozott szerepelt, hogy megbizonyosodjunk

az enzim hibatlan miikodésérol.
4.2.1 A sejtvonalak létrehozasa

A kontroll HEK293T vonal (HEK-Kontroll) 1étrehozasahoz a sejteket egy tires,
inzert nélkiili Sleeping Beauty vektorral (pSB/CMV/MCS/Puro) transzfektaltam. A
NOX5-6t stabilan expresszald HEK293T vonal (HEK-NOXS5) megalkotasahoz a NOX5[3
CDNS-t tartalmazo Sleeping Beauty vektort juttattam a sejtekbe. Két nappal a
transzfekci6 utan 7,5 pg/ml puromycin hozzaadasaval kezdtem el kiszelektalni a stabilan
transzfektalt klonokat. A szelekcios nyomast két héten keresztiil tartottam fent, és ezen

antibiotikum kezelésen mind a kontroll, mind a NOX5-0s sejtvonal végig ment.
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4.2.2 NOXS5 fehérje detektalasa a HEK sejtekben, az enzim intracellularis

lokalizaciojanak meghatarozasa

Miutan elkésziilt az j, monoklonalis, 1E10 jelii NOX5 ellenes antitestiink, el6szor
HEK sejteken probaltuk ki. Mind a kontroll, mind a NOX5-6s sejtekbdl lizatumokat
készitettem a Modszerek fejezetben leirtak szerint. A Western blot eredményét a 10. abra
mutatja. Az 0j mAb csak a HEK-NOX5-6s mintaban detektalja a fehérjét. Rovid, 1
masodperces, el6hivasnal 66 kDa felett lathato az oxidaz jele (10. abra A). Hosszabb, 5
perces, eléhivasnadl azonban a HEK-NOX5-6s mintdban mar felfedezhetd tobb csik is,
amelyek a fehérje bomlastermékébdl, illetve multimerek képzésébdl szarmazhatnak (10.
abra B). A kontroll minta tovabbra is negativ. A 10. dbra B részén egy higabb HEK-
NOX5-6s sejtlizatumot alkalmaztam. Ennek két célja volt. Egyrészt, szemléltetni
szeretném, hogy a kifejlesztett antitest nagy érzékenységgel ismeri fel a NOXS fehérjét.
Masrészt, bemutatom, hogy 5 perces eléhivasi idé utan sem detektalunk semmilyen jelet
az antitestiinkkel a HEK-Kontroll mintaban. Ehhez higabb HEK-NOX5-6s mintara volt
szlikség, ugyanis kozel azonos fehérjemennyiségek mellett a NOXS jele ,,atcsapott” volna

a HEK-Kontroll minta savjaba, értékelhetetlenné téve azt.
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10. 4bra: Tultermeltetett NOXS detektilasa HEK293T sejtekben az uj,
monoklonalis NOXS5 antitesttel. Az 0j reagens csak a NOXS5-6t taltermeld sejtek
mintajaban mutat pozitivitast. (A) RoOvid el6hivasnal egyetlen csik lathatd a
rontgenfilmen (154). (B) Hosszabb eléhivasnal tobb csik is megjelenik a mintaban, ami
feltehetden a NOXS multimer képzésébdl, illetve degradaciojabol szarmazhat. A HEK-
Kontroll mintdhoz képest ez esetben egy higabb HEK-NOX5-6s mintat tolt6ttem a gélbe.
(Reprezentativ abrak legalabb 3 fliggetlen kisérletbol.)

A 10. abran bemutatott Western blot-ban nem hdkezelt fehérjelizatumokkal
dolgoztam. A kovetkezd vizsgalatban megnéztem, hogyan hat a hdékezelés a NOXS
fehérje kimutatasara. A kisérlet sordn a HEK-NOXS5 lizatumokat ndvekvd iddtartamu, 1-
5 perces, 95 °C-os hokezelésnek tettem ki. A mintakat SDS-PAGE gélen elvalasztottam
és Western blot-tal detektaltam a NOX5-6t (11. abra). Az eredményekbdl leolvashato,
hogy a hédenaturacié rontja a NOXS5 fehérje kimutathatosagat. A hokezelés hatasara a
fehérje valoszintileg aggregalodik, kevesebb képes belépni a szeparald gélbe, illetve
elvandorolni a vart molekulatomeg-tartomanyba. A jelenséget jol demonstralja, hogy a
nem f6z6tt mintahoz képest a f6zés hatasara egyre csokken a NOXS jele a megfeleld
magassagban, mig a membran tetején egyre tobb, nem elvélasztodott fehérjét mutattam

Ki.
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11. abra: A 95 °C-os hdkezelés hatasa a tultermeltetett NOXS fehérje kimutatasara
a HEK293T sejtekben. A f6zés hatasara 6sszecsapodik a NOXS5 fehérje, kevesebb képes
belépni a gélbe, majd szepardlédni. Az aggregitum a membran tetején lathato.

(Reprezentativ 4abra 3 fliggetlen kisérletbdl.)

A denaturalt NOXS detektalasa utdn megnéztiik, hogy antitestiink hogyan teljesit
immuncitokémiai kisérletekben. Az intracellularis elhelyezkedés megallapitasdhoz a
sejteket az ER-ban lokalizalodd6 mCherry (ER-mCherry) konstrukttal transzfektaltam.
Valasztasunk azért esett erre a markerfehérjére, mert az irodalombol ismert, hogy a
NOXS5 enzim elsdsorban az ER-ban és a sejtmagmembranban dusul. A kisérlet soran a
sejteket egy éjszakan keresztiil inkubaltam 2 pg/ml koncentracioban az anti-NOX5
antitesttel. Az eredményeket a 12. abra mutatja be. Lathato, hogy a mAb, semmit nem
ismer fel a kontroll sejtvonalban (12. abra A), ezzel szemben a tultermeltetett fehérje
megjelenik a HEK-NOX5-6s mintaban (12. abra D). Az ER-mCherry-vel egyiitt
vizsgalva a NOXS5 jel eloszlasat, megallapithato, hogy a két fehérje atfedd képet mutat
(12. abra F). A taltermeltetett NOXS5 fehérje jellemzéen ER lokalizacidju de mellette a

sejtmagmembranban is felfedezhetd.
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NOXS5 ER-mCherry Egyesitett

HEK-Kontroll

HEK-NOXS5

12. abra: A HEK-Kontroll és HEK-NOXS vonalak immunfestése az altalunk
kifejlesztett NOX5 antitesttel. Az immunfestés el6tt a sejteket transzfektaltuk az ER-
ban lokalizalod6 mCherry fehérjével (ER-mCherry), hogy meg tudjuk hatarozni a NOX5
intracellularis lokalizaciojat a HEK293T sejtekben. (A) HEK-Kontroll sejtek
immunfestése NOX5-re. (B) HEK-Kontroll sejtek transzfektalva ER-mCherry fehérjével.
(C) A zold és piros csatornak egyesitése a kontroll sejtek esetében. (D) HEK-NOX5
sejtek festése NOXS5-re. (E) HEK-NOXS sejtek transzfektalva az ER-mCherry fehérjével.
(F) A z6l1d és piros csatorna jelei egyesitve a HEK-NOXS5 sejtek esetében. A NOX5 ER
és sejtmagmembran lokalizaciot mutat a HEK-NOX5 sejtvonalban. A kék szin a

sejtmagokat jeloli (154). (Reprezentativ abra 3 fliggetlen kisérletbol.)
4.2.3 A HEK-NOXS sejtek funkcionalis jellemzése

A 1étrehozott HEK-Kontroll és HEK-NOXS5 sejtvonalak alkalmasak voltak a mAb
fejlesztése soran a klonok, illetve az antitestek eldsziirésére. Ezen tilmenden azonban
célunk volt a sejtekbe juttatott NOXS5 enzim miikddésének is a vizsgalata kiilonbozo
funkcionalis mérések segitségével. Végeztiink szuperoxid (0,7) és intracellularis Ca?*-
szint valtozasokat kovetd méréseket. Ezekkel a kisérletekkel vizsgéalni akartuk a

kiilonb6zo stimulusok eredményeként bekovetkezd szuperoxidfelszabadulast, valamint
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megnézni, hogyan valtozik az intracellularis Ca®*-szint a stimulusok és az eldallitott

szuperoxid hatasara.

A 0O, -mérésekhez a Diogenes reagenst hasznaltuk. A Diogenes a sejtekbol
kiaramlo, extracellularis O, -0t képes detektalni nagy érzékenységgel €s specifitassal. A
HEK-NOX5 sejtek 0, -termelését kiilonboz6 stimulusok és reagensek hozzaadasaval
tanulmanyoztuk. Ahhoz, hogy a sejtek szuperoxidot termeljenek a NOX5 kozvetitésével,
meg kell hogy emelkedjen az [Ca?*]ic. Ezt ATP, illetve thapsigargin (Tg) hozziadasaval
véltottuk ki. Mig a Tg az ER-ban taldlhat6 SERCA pumpa gatlasaval éri el az [Ca?*]ic
novekedését, az ATP, mint biologiailag inert ligand, receptor-medialt iton hat. A HPA
RNS adatai alapjan a HEK293 sejtek rendelkeznek kiilonb6z6 P2-es osztalya, ATP-re
reagald és kalcium jelet kivaltd purinerg receptorokkal (P2RX4 ¢és P2RY11)
(https://www.proteinatlas.org/ENSG00000135124-P2RX4/cell+line,
https://www.proteinatlas.org/ENSG00000244165-P2RY 11/cell+line). Indukalhato O, -
termelés csak a HEK-NOXS sejtek esetében figyelheté meg, mig a HEK-Kontroll sejtek
nem valaszoltak a stimulusokra (13. abra A). A ROS termelés gatlasat az altalanos
NAPDH-oxidaz inhibitor difenil-jodonium (DPI) bemérésével értiik el. A DPI toredékére
csokkentette a detektalhatd O, jelet (13. abra B). SOD hozzaadasaval megnéztiik, hogy
a Diogenes reagens mennyire specifikus a 0,7 -ra. 20 U/ml koncentracioban igen
hatékonyan csokkenteni tudtuk a detektalhatdo Diogenes jelet. Az intracellularis térbol
kiaramlo O, -ot a SOD H20:-da alakitja, ezaltal csdkkentve a szignalt (13. abra C). Az
extracellularis  Ca?*-ok szerepét EGTA hozzdadasaval tanulméanyoztuk. A
szuszpenziohoz adott EGTA nagy affinitassal komplexet képez a Ca?*-okkal, igy
csokkentve az extracellularis Ca?* koncentraciot, mialtal kevesebb Ca?* aramlik be a
sejtekbe. Ilyen koriilmények kozott kisebb O, jelet mértiink (13. abra D). A HEK-NOX5
sejteknél mar egy bazalis O, felszabadulas is megfigyelhetd, indukcid nélkil. A
sejtekhez mért DPI és SOD ugyan kiilonb6z6 mechanizmusokkal, de csokkentik ezt a

bazalis O,~ mennyiséget is.
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13. abra: HEK-NOXS5 sejtek szuperoxidtermelésének a vizsgalata extracellularis
szuperoxidot detektalo Diogenes reagenssel. (A) Szuperoxidtermelés kivaltasa receptor
kozvetitett uton ATP hozzaadasaval vagy a SERCA pumpa gatlasaval, thapsigargin
bemérésével. (B) Szuperoxidtermelés gatlasa difenil-jodonium (DPI) hatasara. (C) A
Diogenes reagens szuperoxid specifitasanak a vizsgalata SOD segitségével. (D) Az
extracelluldris Ca?* szerepének megfigyelése EGTA jelenlétében. Az eredmények az

atlag + SEM-et abrazoljak, n=3-4, *: p < 0,05 (154).

Fura-2-AM festék felhasznalasaval nyomon tudtuk kovetni a kiilonb6zo
stimulusokra bekdvetkezd intracellularis Ca?* valtozasokat. Mind a kontroll, mind a
NOX5-6t kifejezd sejtek esetében megnéztiikk, hogyan valtozik a citoplazmatikus
kalciumszintjiik ATP ¢és Tg hataséara, illetve hogyan befolyasolja mindezt a DPI
elékezelés. Osszességében elmondhatd, hogy mind a két sejtvonalban az ATP atmeneti,
a Tg pedig tartos intracellularis Ca®* szint emelkedést valtott ki (14. abra). A HEK-NOX5
sejtek esetében ezt kovette a 0, eldallitasa is (13. abra A). A DPI, ezaltal pedig a NOX5-
fiiggé 0, -termelés hidnya, nem befolyasolta a Ca?* szintet. Erdekes jelenség tovabba,
hogy a Tg fenntartott Ca?* jelet hozott létre, azonban a HEK-NOX5-6s sejtekben ezt nem
egy fenntartott, hanem csak egy atmeneti O, jel koveti (13. abra A). A magyarazat

feltehetden egyrészt az, hogy a Tg hatasara a sejt elhasznalja a NADPH készletét, ennek
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kovetkeztében pedig nincs elektronutanpdtlas tovabbi O, eldallitdsdhoz. Masrészt, a
képzodott O, oxidalhatja az EF-hand-en 1évé metionin és cisztein aminosavakat, ezaltal
csokkentve az N-terminalis fehérjelanc affinitasat az EF-hand-k6té doménhez, amely

végeredményben a O, termelés ledllasahoz vezet.
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14. abra: Intracelluldris Ca?* szint valtozdsinak a nyomon kovetése fura-2 AM
festékkel. DPI, ATP ¢és thapsigargin (Tg) hatasanak a vizsgalata HEK-Kontroll (A) és
HEK-NOX5 (B) sejtvonalakon. Az ATP atmeneti, mig a Tg tartos emelkedést okozott a
Ca-szintben. A DPIL, és igy a szuperoxid hianya nem volt hatassal a Ca-jelekre. Az

eredmények az atlag + SEM-et mutatjak, n=3.
4.3 Az endogén NOXS5 tanulmanyozasa UACC-257 sejtekben

Lattuk, hogy a kifejlesztett mAb megbizhatéan felismeri a taltermeltetett NOXS
fehérjét a HEK293T sejtekben. A kovetkez6 1épésben ezért olyan rendszert kerestiink,
amely endogén modon fejezi ki az oxidazt, nem pedig egy kiilséleg bevitt DNS
konstrukci6 hatasara. Igy keriilt a figyelmiink kézéppontjiba az UACC-257 elnevezésii

melanoma sejtvonal.
4.3.1 NADPH-oxidazok expressziéjanak in silico analizise az UACC-257 sejtekben

Az UACC-257 sejtvonal az NCI-60 sejtvonal gylijtemény egy tagja. Az NCI-60
gyljteménybe 60 kiilonbozé human rdkos sejtvonal tartozik, amelyet az Egyesiilt

Allamok Nemzeti Rakkutaté Intézete hasznal rékellenes gyogyszerek fejlesztéséhez az
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1990-es évek ota. Az évtizedek soran felhalmozodott rengeteg molekularis informaciod
rendezésére €s elérésére hoztak l1étre a CellMiner weboldalt. A honlaprdl ingyenesen
elérheté a 60 sejtvonal molekularis jellemzése RNS, DNS, fehérje és farmakologiai
szinten (https://discover.nci.nih.gov/cellminer/analysis.do).

Kutatdsom soran arra hasznaltam ezt a feliiletet, hogy az érdeklddésiink
kozéppontjaban all6 UACC-257 sejtvonalrél RNS-szekvenalasi informaciokat gytjtsek.
A kiilonb6z6 NADPH-oxidazok (és egyéb gének) expresszios szintjét hasonlitottam
Ossze a 4. tablazatban. Az elért informaciok alapjan ebben a melanoma sejtvonalban a
NOXS5 a meghataroz6 NADPH-oxidaz. A megfigyelés 6sszhangban van a Doroshow
munkacsoport korabban publikalt tanulmanyaval. Az amerikai kutatocsoport 22 human
melandma sejtvonalban vizsgalta a NOXS expressziojat, és azt talaltdk, hogy az UACC-
257 sejtekben a legmagasabb a NOX5 mennyisége mRNS szinten (142). A TRPV4, mint
egy lehetséges, a sejtekben kalcium jelet 1étrehozo csatorna, az UACC-257 sejtek

szuperoxidtermeld képessége miatt van feltiintetve.

4. tablazat: A NADPH-oxidazok, a p22P"* és a TRPV4 fehérjét kédolé gének
expresszios szintjei RNS-szekvenalasi adatok alapjan az UACC-257 sejtvonalban.
Az egyes gének értéke az egymillio leolvasasra jutéo Kkilobazisonkénti
fragmentumokbol (FPKM) szarmaztathaté. A kinyert adatok a CellMiner

weboldalrol érhetoek el.

T Expresszios szint
Vizsgalt gének (Iog 2(FPKM-+1))
NOX1 0
NOX2 (CYBB) 0
NOX3 0
NOX4 0,651
p22P1X (CYBA) 5,704
NOX5 3,939
DUOX1 0,089
DUOX2 0,027
TRPV4 2,271
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4.3.2 Endogén NOXS5 fehérje detektalasa az UACC-257 sejtekben Western blot

technikaval

Mivel az UACC-257 sejtvonalban kimagaslé mennyiségben van jelen a NOX5
RNS-e, alkalmas lehet, hogy teszteljiik rajta az Gj mAb-t. Els6 1épésként Western blot
kisérletben mutattuk ki az endogén NOXS5 fehérjét UACC-257 sejtlizatumokban.
Vizsgalando, hogy az antitestiink specifikusan NOXS5-t ismer-e fel, a sejteket 4 kiilonb6z6
NOX5 siRNS-sel transzfektaltam. Kontrollként kontroll siRNS-sel transzfektalt sejtek
lizatumat hasznaltam. Ahogy a 15. abra is bemutatja, mind a négy NOX5 mRNS-t célzo
siRNS csokkentette a detektalt fehérje mennyiségét 2 nap kezelés utan, mig a kontroll

siRNS nem okozott érdemleges valtozast.
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15. abra: Az endogén NOXS fehérje detektalasa Western blot technikaval az uj
monoklonalis antitest segitségével UACC-257 sejtlizatumban. A specifikussag
ellendrzése 4 kiilonboz6 NOXS siRNS-sel kezelt minta segitségével tortént (NOXS
SIRNS #1-#4). Kontrollként kontroll siRNS-sel transzfektalt minta szolgalt. A
géncsendesités hatdsara az 1) mAb kevesebb NOXS5 fehérjét ismer fel a célzottan kezelt

mintakban. (154). (Reprezentativ abra 2 fliggetlen kisérletbdl.)

A HEK293T sejtekben tultermeltetett NOXS fehérjéhez hasonldéan megvizsgaltam,
hogyan viselkedik az endogén NOX5 a hokezelés hatasara (16. abra). A kisérleti felallas

hasonl6 volt a korabban leirtakhoz, azonban ebben az esetben csupan rovidebb ideig
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hékezeltem 95 °C-on a fehérjeoldatokat. Az UACC-257 sejtekbdl szarmazo jel még
érzékenyebben reagalt a melegitésre. A Western blot képen jol lathato, ahogy egyre
csokken a detektalhato NOXS mennyisége a megfeleld molekulatomeg-tartomanyban,
mig a szeparalddni nem képes fehérje megjelenik a membran tetején. A hddenaturacios
kisérletekbdl azt a kdvetkeztetést tudjuk levonni, hogy a NOXS5 fehérje detektalhatdsaga
meglehetdsen hoéérzékeny. A Western blot-ra felhasznalt fehérjemintak elokészitése
soran nem szabad az oldatokat hokezelésnek kitenni, kiilonben -elveszithetjiikk a
kimutatanddo NOX5 jelet, amint azt a 11. és a 16. abrak is szemléltetik. Feltehetéleg, a
cégek altal forgalmazott, hokezelt humén szovetlizatumokban sem tudnank detektalni a
NOXS fehérjét az antitestiinkkel, ezért mindenképpen meg kell bizonyosodjunk afeldl,
hogy nem hdkezelt mintakkal dolgozunk.
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16. abra: Novekvé idétartamu hékezelés hatasa az endogén NOXS
kimutathatésagara az UACC-257 sejtekben. Minél hosszabb a 95 °C-os f6zés, annal
kevesebb NOXS5 fehérje detektalhatdo a megfeleldé molekulatomeg-tartomanyban.

(Reprezentativ abra 3 fliggetlen kisérletbdl.)

Az endogén NOXS fehérje molekulastlyanak a megbecsléséhez két kiilonbozo
fehérjemarkert hasznaltunk (17. dbra). Az egyik kevésbé jo felbontast biztosit (Marker 1,
17. dbra A), mig a masik jobb megitélhetdséget nyujt a kérdéses tartomanyban (Marker
2, 17. abra B). A 2-es fehérjemarkerrel leolvashato, hogy a melanoma sejtek endogén

NOXS5 fehérjére koriilbeliil 75 kDa méreti. Egy svajci kutatocsoport koriilbeliil 70 kDa
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magassagaban detektalta a NOXS5-6t. Kozleménylikben kifejtik, hogy az oxiddz prediktalt
nagysaga 82 kDa koriil lenne, azonban a Western blot kisérletek eredményeként
visszatéréen egy 70 kDa korili csikot latnak (111). Eredményeink szintén az 6
megfigyelésiiket erdsitik. Egy amerikai labor azonban Western blot vizsgalatiban
valdban koriilbeliil 82-86 kDa magassagaban detektaltak a kiillonb6zé NOXS izoformakat
(155). Az ellentmondas feltehetden abbol fakad, hogy a kisérletek folyaman kiilonb6z6
toménységil akrilamid gélek lettek felhasznalva, jobban vagy rosszabbul lettek szeparalva

a mintak, illetve a denaturacio hatékonysaga sem lehetett egyforma.
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17. abra: Az endogén NOXS fehérje molekulatomegének vizsgalata UACC-257
sejtekben. Kétféle fehérjemarker segitségével igyekeztiink megbecsiilni az endogén
NOXS5 fehérje nagysagat kontroll és NOXS siRNS-sel transzfektalt sejtekben. A Marker
1 kevésbé jo felbontast biztosit a kérdéses 70 kDa nagysagaban (A). Ezzel szemben a
Marker 2 rendelkezik egy 70 kDa-os standarddal (B), ami alapjan a NOX5 75 kDa
nagysagunak becsiilhet6 (154). (Reprezentativ abra 3 fiiggetlen kisérletbol.)
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Megvizsgaltuk az (j NOXS5 mAb érzékenységét is. A kisérletben Neubauer-
kamraban megszamolt sejtekbdl higitasi sort készitettem. A Western blot soran azonos
térfogatu, de csokkend sejtszamu mintakat toltottem be a gélbe. A NOXS mAb-et 1 pg/ml
koncentracioban alkalmaztam, egy €jszakan keresztiil inkubaltam vele a membrant. Az

eredményeket a 18. dbra szemlélteti.
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18. abra: Az 4j NOXS mAb érzékenységének a vizsgalata csokkend sejtszamu
UACC-257 sejtlizatumok felhasznalasaval. A NOX5 mAb koncentracioja 1 pg/ml volt,
amelyet egy éjszakan keresztiil inkubaltunk a mintakkal. Az antitest kevesebb, mint 1000
darab UACC-257 sejtben is képes felismerni a NOX5-6t (154). (Reprezentativ abra 2
fliggetlen kisérletbdl.)

A mAb mar 1000 darab sejtben is képes felismerni a NOXS5 fehérjét a fent emlitett
paraméterek mellett. Fontos megjegyezni, hogy az UACC-257 sejtekben a NOX5
egyenletlen eloszlast mutat. A disszertaciomban kés6bb bemutatott immunfestési
eredményeinél lathato a 20. és a 21. abran, hogy az adott vizsgalati koriillmények mellett
a sejtpopulécio nem mutat egyontetii NOXS pozitivitast. Ebbdl az érdekes jelenségbdl az
szlirhetd le a Western blot-ra vonatkoztatva, hogy az 1000 sejtbdl feltehetdleg csak
kevesebb pozitiv a NOX5-re. Igy a valos sejtszam, amiben még ki tudjuk mutatni a NOX5
fehérjét, joval alacsonyabb érték lehet, mint az 1000 darab sejt. Azonban fennallhat annak

is a lehetdsége, hogy az UACC-257 sejtek nagy részében olyan alacsony a NOXS5 fehérje
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kifejez6dése, hogy az nem éri el az antitestiink detektalasi hatarat, és ennek kovetkeztében

latjuk a sporadikus NOXS5 jelet a 20. és a 21. abrakon.

Egy kovetkezo kisérletben megvizsgéaltam, hogy a NOXS5 mAb mennyire specifikus
a NOXS5 EF-hand régidjara. A NADPH-oxidazok csaladjaban a NOXS, a DUOXI ¢és a
DUOX2 fehérjék rendelkeznek EF-hand motivummal. Emiatt, ha az antitest
keresztreagilna mas NOX enzimmel, az varhatéoan egy DUOX lenne. A Western blot
kisérletekhez HaCaT sejtlizdtumot kértem kollégamtol, Dr. Patd6 Annatol. A HaCaT
sejtekben nagy mennyiségben megtalalhato a DUOX1 NADPH-oxidaz (156). Az
antitestiink azonban nem detektalt semmilyen jelet a HaCaT mintaban. Pozitiv
kontrollként UACC-257 sejtlizatumot hasznaltam. A DUOXI1 jelet 170-180 kDa

magassagaban varnank (19. abra).
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19. abra: A NOXS5 ellenes antitest NOX5 EF-hand specifitasanak a vizsgalata a
DUOX1 EF-hand-del szemben. A DUOX1 nagy mennyiségben fejezédik ki a HaCaT
sejtekben. Pozitiv kontrollként UACC-257 sejtek lizdtumat hasznaltam. Az antitest

semmit sem detektal a HaCaT mintaban. (Reprezentativ abra 3 fiiggetlen kisérletbdl.)
4.3.3 Endogén NOXS fehérje detektalasa az UACC-257 sejtekben immunfestéssel

A Western blot eredmények alapjan meggy6zddtiink arrdl, hogy a kifejlesztett
antitest megbizhatoan detektalja az SDS-PAGE soran denaturalt, endogén NOXS5-6t. A
kovetkezd 1épésként, a nativabb konforméciot megdérzd6 NOXS fehérjét is detektalni

terveztilkk immuncitokémias eljarassal. A kisérletben, hasonléan a Western blothoz,
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kontroll és NOXS5 siRNS-sel transzfektalt mintakat vetettiink Ossze (20. abra). A
kezelésekhez az #1-es vagy a #4-es NOX5 SiRNS-t hasznaltam. Immunfestésben is
kimutathaté az j monoklonalis antitesttel, hogy a NOXS5 siRNS kezelés hatasara

kevesebb pozitiv sejt van a latotérben, a NOXS mennyisége csokkent a sejtekben.

NOXS siRNS-sel kezelt sejtek Kontroll siRNS-sel kezelt sejtek

20. abra: NOXS fehérje detektalasa az UACC-257 sejtekben immunfestéssel. A z6ld
szin a NOXS ellenes antitest kotodését jelzi, mig a kékkel megjelenitett DNS festék a
sejtmagokat. (A) A NOXS specifikus siRNS kezelés hatasara csokkent jelolédést lehet
megfigyelni a kontroll siRNS kezeléshez (B) képest (154). (Reprezentativ abra 3
fiiggetlen kisérletbdl.)

Az antitestjellemzés soran megvizsgaltam kiilonb6zo fixalasi technikikat is.
Acetonnal, metanollal, illetve paraformaldehiddel torténé fixalas utan festettem meg az
UACC-257 sejteket NOX5-re. Hatasmechanizmusaban az aceton és a metanol eltavolitja
a sejtekbdl a lipideket, a fehérjéket pedig precipitdlja. Ezzel szemben a PFA
keresztkotéseket hoz létre a makromolekulak kozott, igy rogzitve azokat. Kisérleteim
eredményébdl az latszik, hogy mind a harom agenssel torténd kezelés utan felismeri az

antitest a NOXS5 fehérjét (21. dbra).
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Aceton Metanol Paraformaldehid

21. abra: UACC-257 sejtek immunfestése NOXS5-re Kkiilonbozo fixalasi technikak
utan. Az acetonnal (A), metanollal (B) és paraformaldehiddel (C) fixalt sejtekben is
felismeri az uj NOXS5 mAb az antigénjét. Zold szinnel van jeldlve a NOXS fehérje, mig

kék szinnel a sejtmagok. (Reprezentativ adbra 3 fiiggetlen kisérletbdl.)

Koimmunfestéssel vizsgaltam a melanoma vonalban a NOXS intracellularis
elhelyezkedését. A NOXS mellett a kalnexin fehérjét jeloltem meg. A kalnexin egy
transzmembran ER chaperon, amely a glikozilalt fehérjék megfelel6 hajtogatasaban vesz
részt (157). A 22. abra szemlélteti, hogy a z6ld, NOX5, és a piros, kalnexin, jelek
mintazatai kozott a kettdsen pozitiv sejtekben jelentds atfedés van (22. abra C).
Megallapithatd, hogy a HEK293T sejtekben tultermeltetett NOX5-hoz hasonldan, az
UACC-257 sejtekben az endogén NOX5 is ER és sejtmagmembran elhelyezkedést mutat.

NOX5 Kalnexin

A
v
25 pm

22. abra: A NOXS intracellularis lokalizacidjanak tanulmanyozasa UACC-257
sejtekben. Zold szignal (A) jeloli a NOXS fehérjét, mig a piros (B) az ER-ban talalhato

Egyesitett

kalnexint. Az egyesitett képen (C) felfedezhetd, amint a zold és piros csatorna atfedo
festést mutat, ezaltal megallapithatd, hogy a NOXS dontéen ER elhelyezkedést mutat a
sejtekben. A kék szin a sejtmagokat jeloli (154). (Reprezentativ abra 3 fiiggetlen
kisérletbol.)
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4.3.4 Endogén NOXS fehérje aktivitasanak a vizsgalata az UACC-257 sejtekben

A melanéma sejtek jo rendszernek bizonyultak ahhoz, hogy a Kifejlesztett NOX5
ellenes antitestiinket validaljuk és endogén NOXS5-6t mutassunk Ki. Azonban kivancsiak
voltunk arra is, hogy kalciummal aktivalhaté NOX5-6t tartalmaznak-e a sejtek, vagy
inaktiv formdban, a szuperoxidtermelés képessége nélkiil van jelen az oxidaz. Ezért
funkcionalis vizsgalatokat is terveztiink. Diogenes reagens felhasznalasaval
megkiséreltiik kimutatni a sejtekbdl kijuté 0, -0t. Az intracellularis Ca?*-szintet biztosan
emeld stimulusként ez esetben is thapsigargint alkalmaztunk. Szerettiik volna azonban
egy receptor vagy ioncsatorna altal kozvetitett uton is elérni az indukalt O, -termelést. A
szuperoxidtermelés vizsgalataban az ADP, ATP, carbachol, H>O> és mustarolaj (TRPAL
agonista) adasa hatastalannak bizonyult. A CellMiner adatbazisbol elérheté adatok
alapjan a TRPV4 kalcium permedbilis ioncsatorna expresszidja megfelelének
bizonyulhat (4. tablazat). A TRPV4 csatorna agonista GSK1016790A (GSK) adasaval

sikeriilt is attorést elérniink. A GSK hatasat a szuperoxid termelésre a 23. abra mutatja
be.

A B
—_ + 1 pM Thapsigargin
= 6000 + 1 pM Thapsigargin = 8000 s
fz & +GSK
= = 6000
5 S l
g S 4000-
3 =
é 2 2000 A
§ 0' T T T T T E 0 T T T T T
- 0 300 600 900 1200 1500 0 300 600 900 1200 1500
1dé (s) 1dé (s)
= Kontroll = Kontroll siRNS
+ 5 uM DPI NOX5 siRNS

23. abra: UACC-257 sejtek GSK1016790A és thapsigargin hatasara szuperoxidot
termelnek. A sejtek 1,5 vagy 2 nM GSK-val, tovabba 1 puM thapsigarginnal lettek
stimulalva. (A) Kezeletlen, kontroll sejtek szuperoxidtermelésének Osszevetése a DPI
kezelt, azaz NOX5 gatolt sejtekével. A DPI gyakorlatilag kivédte az agonistak altal
kivaltott szuperoxidtermelést. (n=4) (B) Kontroll kezeléshez képest a NOX5 siRNS-sel
kezelt sejtek szuperoxidtermelése csokkent. (Nn=6) Az eredmények az atlag + SEM-et
mutatjak, *: p < 0,05 (154).
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A kisérlek soran kétféle megkozelitéssel demonstraltuk, hogy a detektalt O3~
NOXS eredetti. Egyrészt, NOX inhibitor DPI-t adtunk a sejtekhez a mérés kezdetén, €s
ahogy a 23. abra A részén is jol lathato, az oxidaz gatlasa mellett egyaltalan nem tudtunk
0, szignalt detektalni. Masrészt, a 23. dbra B része szemlélteti, hogy a NOXS specifikus
SIRNS (az #1-es vagy a #4-es) kezelés hatasara csokkent az extracellularis O3
mennyisége a kontroll siRNS-sel kezelt sejtekhez képest. Erdemes megfigyelni a DPI-vel
torténd kezelés esetében, hogy az UACC-257 sejteknek is van egy alacsony, bazalis 05~
kibocsajtasa. A gatloszer hozzdadasara, stimulus nélkil is csokken a detektalhato
szuperoxid mennyisége. Ezen eredmények alapjan kijelenthetd, hogy az UACC-257
melanoma sejtek kalcium jelet okozo agonistdkkal aktivalhato, O, -termelésre képes
NOXS5 fehérjével rendelkeznek.

Lathato, hogy az UACC-257 sejtek Tg kezelése utan egy fenntartott O5,~ produkcio
jelenik meg (23. abra). Ezzel szemben a NOXS5 fehérjét taltermeld HEK sejteknél a cstics
elérése utan a jel visszacsokken az alapvonal kozelébe (13. abra). Ez az érdekes kiilonbség
feltehet6leg azzal magyarazhato, hogy a taltermeltetett fehérje a stimulus hatasara olyan
intenziven oxidalja a sejt NADPH-jat, hogy azzal a NADPH eldallitds megkozelitdleg
sem tud 1épést tartani. Ezzel szemben a melandoma sejtek ,,fiziologiasabb” mennyiségben
tartalmaznak NOX5-6t. A Tg stimulus hatasara egy alacsonyabb és fenntartott O3~

Kibocsajtasba kezdenek, nem kimeritve a sejt NADPH regeneracios kapacitasat.
4.4 NOXS fehérje kimutatasa human szovetekben

A kifejlesztett monoklonalis antitest miikodését heterolég és endogén NOXS
fehérjét kifejezd rendszerekben teszteltilk Western blot és immunfestési eljarasokkal.
Eredményeink alapjan gy lattuk, hogy specifikusan és nagy érzékenységgel tudjuk
kimutatni az oxidazt a kiilonb6zd sejtes rendszerekben €s kiilonb6zo technikakkal. Ezért
a kovetkezO kérdésnek az meriilt fel, vajon ki tudjuk-e mutatni a fehérjét NOXS5 gént

kifejezd, egészséges human szervekben.
4.4.1 NOXS5 fehérje kimutatasa 1ép- és herelizatumokban

A NOX5-6t eldszor 2001-ben irta le egy svijci és egy amerikai kutatdcsoport.
Northern blot technikéaval vizsgaltak szamos kiilonb6z6 human szervet a NOX5 RNS-e

utdn kutatva. Eredményeik alapjan a 1€p €s a here tartalmazta a vizsgalt szervek koziil a
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legtobb NOX5 RNS-t (33, 92). igy a szoveti NOX5 fehérje kimutatasa céljabol
egészséges emberi 1épbal és herébdl szarmazo fehérjeoldatokat vasaroltunk.

Western blot kisérleteket végeztiink a fent emlitett human mintdkon az j NOX5
ellenes antitestiinkkel. A specifikus NOX5 jel meghatarozasa céljabol kontroll és NOX5
SIRNS-sel kezelt UACC-257 sejtek lizatumait hasznaltam. A mAb jelet adott a
szovetlizatumokban, amely azonos magassagban van az UACC-257 mintakban detektalt,
NOXS5 siRNS kezelésre érzékeny jellel (24. abra A). Mindezek alapjan sikeriilt
kimutatnunk a NOX5 fehérjét a fentebb nevezett mintakban. Eredményeink szerint az is
kijelenthetd, hogy a Iépben érdemlegesen nagyobb NOXS jel detektalhatd, mint a
herében. A fehérjeszintii azonositas mellett megnéztem, hogyan viszonyulnak egymashoz
a normalizalt NOX5 mRNS értékek a fenti szovetekben a Humén Protein Atlas (HPA)
adatbazisa alapjan. A HPA adatai szerint, egyetértésben a 2001-ben megjelent
kozleményekkel, a 1épben talalhaté meg a legnagyobb mennyiségben a NOXS5 mRNS-e
az emberi szervek koziil
(https://www.proteinatlas.org/ENSG00000255346-NOX5/tissue). A 1éphez képest, a
herében minddssze a tized mennyiségii NOXS5 mRNS detektalhato (24. abra B).
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24. abra: A NOXS5 Kkifejezodése human lépben és herében. (A) A NOXS5 fehérje
kimutatasa emberi szovetlizatumokban Western blot-tal. A NOX5-re specifikus jel
meghatarozasahoz kontrollként UACC-257 sejtlizatumokat hasznaltam. Mind a 1épben,
mind a herében lathatd NOXS5 specifikus jel, amely a sejtlizatumok NOXS5 jelével azonos
magassagban detektalhatd (154). (Reprezentativ abra 3 fiiggetlen kisérletbdl.) (B) A
NOXS5 mRNS mennyiségének az dsszehasonlitasa a 1épben és a herében a HPA adatbazis
alapjan. A herében koriilbeliil tized annyi mennyiségii RNS-t azonositottak, mint a

1épben.
4.4.2 NOXS fehérje kimutatasa here szovetmetszeten immunfestéssel

A Western blot-os kisérletet kovetden immunhisztokémiai eljarassal is
megkiséreltiik kimutatni a NOX5-6t egészséges here szovetmetszeten. Mivel NOXS5
hianyos humén minta nem all rendelkezésre, kontrollként egér IgG antitestet hasznaltam
elsd antitestként az aspecifikus kotddések megjelenitéséhez. Eldsegitendd a valtozatos
herestruktiran beliilli tajékozodast, a von Willebrand-faktor (vWF) fehérjét is
megjeldltem (25. abra B és D, piros szin). A vWF egy altalanos endotélsejt marker,
megjeldlésével a szovet szerkezetében kirajzolodik az érhaldzat. Egészséges herében az
erek a herecsatornak kozotti intersticialis strukturdkban futnak.

Az egér IgG alapvetden csak egy aspecifikus hattérfestést ad (25. abra A és B).
Specifikus NOX5 festédés nagyobb részben a herecsatornakban lathat6, kisebb részben

az intersticiumban (25. abra C és D). Az erek endotélsejtjei negativak NOX5-re.
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Egyesitett

Kontroll
(egér IgG)

NOX5

25. abra: NOXS fehérje immunhisztokémiai kimutatisa human here
szovetmetszetében. Az egér IgG aspecifikus festését az (A) abra szemlélteti, mig a
NOXS5 antitest specifikus betapadasat a (C) abra. Az egyesitett abrakon (B és D) a piros
szin jelzi az endotélsejt marker von Willebrand-faktort, ezaltal kirajzolva az ereket, mig
a kék szin a sejtmagokat jeloli. A NOXS5 szignal elsdsorban a herecsatornak falabol, annak
is inkabb a bazalisabb régidibdl, a fejlddd spermium eldalakokbol érkezik, kisebb részben

pedig az intersticium sejtjeibol. (Reprezentativ abra 2 fiiggetlen kisérletbol.)

Az eredmények alaposabb értékelhetdségének céljabol a 26. abran nagyobb
nagyitasban mutatom be a NOXS5 festddést egy herecsatorna keresztmetszetén. A zold
NOXS szignalok a sejtmagokhoz asszocialtan, a spermatogenezisben részt vevo
kiilonboz6 fejlodési alakokndl jelennek meg a herecsatorndban. A lamina basalis-tol
elindulva a herecsatorna lumene felé NOXS5 pozitivitast mutatnak a spermatogoniumok,
spermatocytak és spermatidak. Ezzel szemben a lumenben, a mar kondenzalt sejtmaggal
rendelkezd érett spermiumokban nem detektaltunk NOXS jelet. Megfigyelhetd, hogy a
spermatogenezisben részt vevo sejteknek csak egy része fejez ki NOXS fehérjét, nem a

teljes populacio.
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Sejtmagok NOXS5 Egyesitett

26. abra: NOXS immunfestés human heremetszeten. K&k szinnel vannak jelolve a
sejtmagok (A), zold szinnel a NOXS5 (B), mig az egyesitett képen a két csatornabdl érkezd
jelek egyiitt lathatoak (C). A NOXS5 jelolédés a spermatogenezisben részt vevo kiilonbozo
fejlodési alakokhoz tarsul, mig az érett spermiumokban nem latjuk. A felvételek 630-

szoros nagyitasban késziiltek (154).

Az antitest jellemzése soran megvizsgaltam a human hereszdveten, hogy az antigén
feltaras sordn a 6-os pH értékli, 10 mM-os natrium-citrat vagy a 8-as pH értékili, 1 mM-
0s EDTA oldat hasznalata vezet értékelhetébb eredményhez. Az EDTA-s feltaras
esetében erdsen ¢s aspecifikusan, zoldre festédott a herecsatornak kollagéntokja, mig a
citrat esetében az RNS adatok alapjan prediktalt eloszlasat lattuk a NOX5 jelnek. Igy a

késobbiekben csak a citrat oldatos feltarast alkalmaztam.

Megnéztem a HPA adatbazisban a NOX5-re vonatkozo egysejtes RNS-
szekvenalasi adatokat, és a herére vonatkozd értékeket a 27. abran tiintetem fel
(https://www.proteinatlas.org/ENSG00000255346-NOX5/single+cell+type).

RNS szinten kimagasl6 mennyiségben jelenik meg a NOX5 a korai és kései
spermatiddkban. Az RNS adatok jol korrelalnak az immunfestési eredményeinkkel, igy
RNS- ¢és fehérjeszinten is megerdsitettnek tekintheté a NOXS5 jelenléte a
spermatogenezisben részt vevd sejtekben. Kisebb mennyiségben, de ugyancsak
szamottevd lehet a NOXS5 kifejez6dése a spermatocytakban, Sertoli sejtekben és a

spermatogoniumokban.
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27. abra: NOX5 mRNS eloszlasa a herében Kkiilonb6z6 sejttipusok kozott egysejtes
RNS-szekvenalas nyoman a HPA adatbazis szerint. RNS szinten az oxidaz

legnagyobb mennyiségben a korai- és kései spermatidakban jelenik meg.
4.4.3 NOXS5 fehérje kimutatasa a petefészekben

A Krause vezette svajci kutatocsoport eredményeit tanulmanyozva, akik 2001-ben
az elsok kozott irtak le a NOXS5-6t, arra lettiink figyelmesek, hogy a Northern blot
eredményiikben nem csak a kiemelt 1ép és here mintakban detektaltdk a NOXS5 RNS-ét,
hanem a prosztataban és a petefészekben is. Ugyanakkor, a kozleményiikben nem
targyaltak ezeket az eredményeket (92). B6 20 évvel az eredeti felfedezés utan arra
lettlink figyelmesek a HPA RNS adatait tanulmanyozva, hogy NOX5 mRNS expressziot
irtak le a petefészekben. Hogy megvizsgaljuk a NOXS jelenlétét a petefészekben,

beszereztlink normal petefészek mintdkat a NOX5 fehérje kimutatasara.

Els6ként petefészek lizatumban igyekeztiik kimutatni a fehérjét Western blot-tal. A
kisérlethez kontrollként, hasonléan a 24. dbran bemutatott eredményekhez, UACC-257
sejtek lizatumat hasznaltam. A kontroll és a NOXS5 siRNS-sel transzfektalt UACC-257
sejtlizatumokban detektalt NOX5-tel azonos magassagban megjelené szignalt fogadtuk
el NOXS jelnek a petefészek esetében is. Egy gyenge, de egyértelml jelolodést

tapasztaltunk a vart molekulasulynal az ovariumban (28. abra).
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28. abra: NOXS fehérje kimutatisa normal, human petefészeklizaitumban. A NOX5
specifikus jel megallapitasahoz kontroll és NOXS5 siRNS-sel kezelt UACC-257 sejtek
lizatumat hasznaltuk (154). (Reprezentativ abra 3 fliggetlen kisérletb6l.)

Kovetkez6 kisérletben immunhisztokémias eljarasban szerettiik volna kimutatni a
NOXS5 fehérjét normal petefészek szovetmetszeten. Kontrollként ezuttal is egér IgG els6
antitestet alkalmaztunk. Az 4j NOX5 mAb-tel a petefészek intersticiumaban detektaltunk

intenzivebb jelet, mig az egér IgG nem mutatott specifikus szignalt (29. abra).
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29. abra: A NOX5 immunfestése human petefészek metszetben. Kontroll jel6lés egér
IgG-vel a zold csatornan detektalva (A), és kiegészitve a kékkel megjelenitett
sejtmagfestéssel (B). Jelolés az uj NOX5 mADb-tel (z61d) (C), tovabba kék szinnel jeldlve
a sejtmagok mellette (D).

A HPA egysejtes RNS-szekvenalasi adatait kigyiijtve megnéztem, mely
sejttipusokban talaltak meg a NOX5 mRNS-¢ét a petefészekben (30. abra). Legnagyobb
mennyiségben az oocytakban ¢€s a granulosa sejtekben detektaltdk, kisebb hanyadban a
stromalis sejtekben és az endotélsejtekben
(https://www.proteinatlas.org/ENSG00000255346-NOX5/single+cell+type).

A stromalis sejteket alaposabban elemezve megallapithatd, hogy ebben a populacioban
gyakorlatilag a theca sejtek és a fibroblasztok expresszaljak a NOX5-6t
(https://www.proteinatlas.org/ENSG00000255346-NOX5/single+cell+type/ovary).
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30. abra: NOX5 mRNS mennyisége kiilonb6z6 ovarialis sejttipusokban a HPA
adatbazisa alapjan. Legnagyobb mennyiségben az oocytdkban és a granulosa sejtekben

talaltak NOXS5 mRNS-t.
4.4.4 NOXS fehérje kimutatasa 1ép metszeten immunfestéssel

Kivancsiak voltunk arra is, mit ismer fel az antitestiink a human 1ép metszeten
immunfestésben (31. abra). Kontrollként tovabbra is egér IgG-t hasznaltam, mint elsé
antitest (31. abra A és C). Az érhaldzat megjelenitésére ezattal is az endotélsejtmarker
VWE ellenes antitestet alkalmaztam (31. abra B és E). Meglepetésiinkre a zold NOXS
szignal gylriiszerli rajzolatokat mutatott a szovetben (31. abra D ¢és F), amely atfedést
adott a vWF piros jelével. Az eredményeinkbdl arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy a
human 1épben a NOXS5-6t az endotélsejtek expresszaljak. Ugyanakkor megjegyzendd,
hogy nem az Gsszes piros jelzésii érgyliri mutat NOXS pozitivitast is egyben. Az egér

IgG hasznélata nem eredményezett specifikus jeldlést.
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31. abra: Human lép immunfestése az \j, monoklonalis NOXS5 ellenes antitesttel.
Kontrollként egér IgG antitestet alkalmaztam, amely nem ad specifikus jel6lést (A-C). A
NOX5 mAD festédés (D-F) részleges atfedést mutat az endotélsejt marker vWF jel6léssel,
amibol arra kovetkeztethetiink, hogy a human lépben a NOXS5 forrasa egyes erek
endotélje (154). (Reprezentativ abra 2 fliggetlen kisérletbdl.)

Felfedezésiinket meg szerettiik volna erdsiteni RNS szintli adatokkal is. Azonban
sajnos ehhez nem tudtuk a HPA adatait hasznalni, mivel ott gyakorlatilag csak az
immunsejtek adatait tartalmazza a 1ép adatbazis, és a feltoltott egysejtes RNS-
szekvenalasi eredmények kozott nem szerepelnek az endotélsejtek. Az viszont
egyértelmiien kiolvashat6 a meglévo eredményekbdl, hogy nem a 1ép immunsejtjei, a B-
¢és T-limfocitak, makrofagok vagy a plazmasejtek, tartalmazzak a NOX5 mRNS-t
(https://www.proteinatlas.org/ENSG00000255346-NOX5/single+cell+type/spleen).

A tovabbiakban ezért a Tabula Sapiens, szamos szervet vizsgalo, egy sejt
transzkriptomikai adatbazishoz fordultunk (151). Megvizsgaltuk néhany szerv esetében,
hogy az endotélsejtek hany szazaléka fejezi ki a NOXS RNS-ét. A vizsgalt szervek koziil
a 1ép endotélsejtei emelkedtek ki, mint amelyek a legnagyobb mennyiségben hordozzak
ezen NADPH-oxidaz mRNS-ét (32. abra). fgy tovabbi bizonyitékokat is talaltunk, ami

alatamasztja a NOXS szignal dontéen endotelialis eredetét a human Iépben.
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32. abra: A NOXS pozitiv endotélsejtek aranya a teljes endotélsejt populaciéban
néhany szerv esetében a Tabula Sapiens tanulmany alapjan. A 1ép endotélsejtjei
kozott a legmagasabb a NOXS pozitivak aranya. Az izom adatokba beletartoznak a

harantcsikolt és simaizmokbol szarmazo6 eredmények is (154).
4.4.5 Kontroll kisérletek a NOXS kimutatashoz human szovetekben

A kifejlesztett antitestet néhany olyan human szdveten is teszteltem, amelyek nem
expresszaljak a NOXS5 fehérjét. A megfeleld mintak kivalasztasahoz, amelyek nem
tartalmazzdk a NOXS5 mRNS-¢t, a HPA  adatbazist tanulmanyoztam
(https://www.proteinatlas.org/ENSG00000255346-NOX5/tissue). A célom az volt, hogy
ellendrizzem, antitestiink nem ismer-e fel masik fehérjét a kisérletekben. Humén
szivizom és vazizom lizatumok alltak a rendelkezésiinkre a lehetdségek koziil a Western

blot-hoz, és vazizom szovetmetszet az immunhisztokémiahoz.

A Western blot soran pozitiv kontrollként UACC-257 sejtlizatumokat alkalmaztam.
Az izom mintakban semmilyen jel616dés sem tapasztalhato a NOX5 mAb-tel (33. abra).
Ezen megfigyelést teljesen megerdsiti a HPA adatbazisbol elérheté RNS adatok is, ahol
a szivben nem, a vazizomszovetben pedig minimalis mennyiségben detektaltak a NOXS
RNS-ét
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(https://www.proteinatlas.org/ENSG00000255346-
NOX5/single+cell+type/heart+muscle;
https://www.proteinatlas.org/ENSG00000255346-
NOX5/single+cell+type/skeletal+muscle).

A fehérjemennyiségek ellendrzése céljabol ezhttal a Ponceau festék altal festett
membranképet helyeztem az abraba, ugyanis az anti-f-aktin nem ismeri fel az

izomszovetekben megtalalhato aktin izoformat.
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33. abra: NOX5 mMRNS-t nem expresszalé human sziv és vazizom Western blot
vizsgalata az ij NOX5 antitesttel. Az altalunk kifejlesztett NOX5 ellenes antitest
semmit sem detektal a vizsgalt izomszdvetekben az alkalmazott kisérleti koriilmények
kozott. A vizsgalt fehérjemintdk mennyiségi és mindségi viszonyait a Ponceau festés

mutatja. (Reprezentativ abra 3 fliggetlen kisérletbdl.)

Az immunhisztokémiai kisérlet soran human vazizomszovetet festettem meg az 0j
NOXS5 ellenes antitesttel a 1épszovet esetében 1is alkalmazott 7,5 pg/ml-s
antitestkoncentracioval. Az érhalozat kirajzolasahoz ez esetben is a VWF antitestet
hasznaltam. Elsésorban arra voltunk kivancsiak, hogy immunfestésben nem festi-e

aspecifikusan a NOXS5 antitest az ereket. Amint a kisérlet eredményébdl latszik, a mAb
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nem ismert fel semmilyen antigént a vazizomszovet metszetén az adott koriilmények
kozott (34. abra).

NOXS5 vWF Egyesitett

34. abra: Immunfestés az @j NOXS5 ellenes antitesttel human vazizom
szovetmetszeten. A NOX5 antitest csak hattér jelolédést ad (A, zold). Az endotélsejtek
jelolése vWF antitesttel (B, piros). Az egyesitett kép a NOXS és vWF festésbol,
kiegészitve a kék sejtmagfestéssel (C) (154).

4.5 NOXS kimutatasa human primer sejtekben

A NOXS5 szakirodalmdban tobb olyan kdézlemény is napvilagot latott mar, ahol
human endotél- illetve simaizomsejtekben vizsgaltak az oxidaz jelenlétét és szerepét.
Ezen tanulmanyokban a NOX5-6t PCR-ral, illetve antitestekkel detektaltak (118, 158).
Kivancsiak voltunk ezért, vajon ki tudjuk-e mutatni a NOXS5 fehérjét az 4j antitestiinkkel
ilyen sejtekben. Human koronaria simaizom sejtek (HCSMC), human aorta simaizom
sejtek (HAoSMC) és human sziv eredetii mikrovaszkularis endotélsejtek (HMVEC)

alltak a rendelkezésemre a kisérletekhez.

Elészor Western blot kisérletben vizsgaltam a fehérje jelenlétét a kiillonbozo
sejtlizatumokban. Pozitiv kontrollként UACC-257 mintat hasznaltam. A simaizomsejtek
identitasanak az igazolasahoz simaizomra specifikus aktin antitestet alkalmaztam. A
Western blot soran az endotélsejt minta esetében kettd, a simaizomsejt mintdk esetében
egy aspecifikus csikot detektalt a reagensiink. Ellenben semmilyen fehérjét nem ismert
fel az antitest a vaszkularis eredetii sejtekben az alkalmazott kisérleti koriilmények kozatt,

ami a kontroll NOXS5 jel6l6dés magassagaban lett volna (35. abra).
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35. abra: NOXS vizsgalata human primer vaszkularis sejtekben az ij monoklonalis
antitesttel. Human sziv eredetii mikrovaszkularis endotélsejtekben (HMVEC), huméan
koronaria simaizom sejtekben (HCSMC) és human aorta simaizom sejtekben (HAoSMC)
nem tudtuk kimutatni a NOXS5 fehérjét az 0j antitesttel az alkalmazott kisérleti
kortilmények kozott. A simaizomsejtek identitasanak ellendrzésére simaizom specifikus
aktin antitestet hasznaltam, pozitiv kontrollként pedig UACC-257 sejtek lizatumat (154).
(Reprezentativ dbra 2 fiiggetlen kisérletbdl.)

ANOXS fehérje jelenlétét nem tudtuk megerdsiteni a vaszkularis primer sejtekben,
ezért kovetkezd 1épésként RNS szinten vizsgaltuk meg a kérdést. A sejtekbdl RNS-t
preparaltam, cDNS-t készitettem €s qPCR technikaval vizsgaltam a NOXS5 mRNS
mennyiségét a mintdkban. Haztartasi génnek az aktint valasztottuk és a NOXS5/aktin
aranyt elemeztiik.

RNS szinten is az UACC-257 sejtek tartalmazzak a legtobbet a NOX5-bdl. A HEK-
Kontroll sejtek negativ kontrollként szerepeltettiik, mig az UACC-257 sejtek a biztos
pozitivként. A hdrom primer sejtvonalban detektalhatdé NOXS mRNS mennyisége azonos
nagysagrendben mozog, mint amit a HEK-Kontroll sejtek esetében latunk (36. abra).

Kovetkeztetésképpen nem lehet meglepd, hogy fehérje szinten nem tudtuk kimutatni az
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enzimet a primer sejtekb6l. Az UACC-257 sejtek kiugro értéke is figyelemre mélto,
hiszen az immunfestési eredmények alapjan tudjuk, hogy a NOXS5 fehérje jelenléte
meglehetdsen sporadikus a sejtkultraban. Tovabba megjegyzendd, hogy az altalunk
hasznalt NOXS5 Tagman proba oligonukleotid az Osszes ismert NOXS izoformat
felismeri, ezért kizarhatd, hogy esetleg valamelyik izoformat ne venné szamitasba a

vizsgalat.
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36. abra: NOXS mRNS kimutatasa qPCR-ral kiilonb6z6 sejtvonalakban. A HEK-
Kontroll sejtek negativ, mig az UACC-257 sejtek pozitiv kontrollként szolgaltak a
kisérletben. A vizsgalt primer sejtvonalakban (humdan sziv eredetli mikrovaszkularis
endotélsejtek = HMVEC, human koronaria simaizom sejtek = HCSMC, humén aorta
simaizom sejtek = HAoSMC) a NOX5 mRNS mennyisége a negativ kontroll
nagysagrendjében mozog, n = 2-3 (154).

Ha megvizsgaljuk a HPA adatbazis vaszkularis sejtekre vonatkoz6 gylijteményét,
azt lathatjuk, hogy szdmos sejttipust szdmba véve, egy-kettében detektaltdk csak
elszortan a NOX5 RNS-ét. Az egysejtes RNS-szekvenalasi eredményekbdl is azt lehet
kiolvasni, hogy a vaszkularis sejttipusokban mennyiségileg nem meghatarozo a NOX5
(https://www.proteinatlas.org/ENSG00000255346-NOX5/single+cell+type/Vascular).

A HPA adatbazis eredményei tehat megerdsitik a mi kisérletes megfigyeléseinket.
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4.6 NOXS hianyos nyul ,,0ff-target” analizise NADPH-oxidazokra

PhD kutatomunkdm soran bekapcsolodtam a NOXS hianyos nyulakkal végzett
kisérletekbe is. A 2021-ben megjelent ,,Disruption of the NOX5 Gene Aggravates
Atherosclerosis in Rabbits” cimi tanulmanyban biral6i kérésre én végeztem el a nyul
NOXI1, NOX2 ¢és NOX4 gének ,,off-target” analizisét, azaz megvizsgaltam, hogy a
CRISPR/Cas9 technikaval létrehozott NOXS5 hidnyos nytlban nem sériiltek-e a NOX1,
NOX2 és NOX4 gének (132).

A munkdhoz NOXS hidnyos nyulbdl izolalt RNS mintdkat kaptam a godolldi
egylittmiik6dé partnereinkt6l. A human analdgia alapjan azokbol a szovetekbol
preparaltak RNS-t, amelyekben az egyes NADPH-oxidazok a legnagyobb mennyiségben
eléfordulnak. Igy a NOX1-hez a vastagbélbdl, a NOX2-hoz a 1épbdl, illetve a NOX4-hez
a vesébol késziiltek a mintak.

Az RNS-ekbdl cDNS-t készitettem. Ezutan PCR reakcidban Dream Taq polimeraz
¢s a megfeleld primerek felhasznaldsaval kierdsitettem az egyes NOX izoformakat a
CDNS-bdl. 1 %-os agarozgélen elvalasztottam a PCR termékeket, mind a NOX1-et,
NOX2-t és NOX4-et kodol6 DNS 2000 bazispar magassagaban volt detektalhatd. A
termékeket kivagtam a gélbdl, majd kipucoltam. A megtisztitott DNS inzertet TA
klonozassal pcDNA3.1/V5-His-TOPO vektorba illesztettem. A reakcioterméket TOP10
E. coli torzsbe transzformaltam, végiil a baktériumokat ampicillint tartalmazé
agardzlemezre szélesztettem. A taptalajon csak azok a baktériumok éltek tal és hoztak
létre telepeket, amelyek felvették a plazmidot és ezaltal ampicillin rezisztencidhoz
jutottak. Masnap a kindtt telepekbdl plazmidpreparalas céljabol baktériumkultardkat
inditottam LB médiumban ampicillin jelenlétében. Az éjszakai novesztést kovetden a
megklonozott plazmidot kinyertem a baktériumokbol.

A klénozasi munkékat kovetéen restrikciés endonukledazokkal emésztettem a
plazmidokat, hogy megallapitsam, sikeresen ki tudtam-e nyerni a NOX-okat a
szovetekbdl. A megfeleld endonukledzok kivalasztasahoz megvizsgaltam a pcDNA3.1
vektor és a nytl NOX izoformdk nukleotidszekvencidit a GenBank adatbazis nyomén
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/). Ezaltal az emésztési kép alapjan meg tudtam
hatérozni, hogy a kipreparalt plazmid DNS hordozza-e a kivant inzerteket, azaz a nyul
NOX1, NOX2 és NOX4 szekvenciakat. A NOX1-et hordozo6 plazmidokat BstXI-gyel, a
NOX2-t EcoRI-gyel, a NOX4-et pedig Hindlll enzimekkel kezeltem. Egy-egy igéretes
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plazmidot szekvendlasra is elkiildtem, hogy megbizonyosodjunk a pontos nukleotid

sorrendrél.

A BstXI-gyel vagott plazmidok esetében (NOX1 vizsgalata), ha megfelel6 a DNS
konstrukcio, az enzim a vektort 2 helyen, az inzertet 4 helyen hasitja. Ennek megfelel6en
a vart nagyobb fragmentek koriilbeliil 5500, 950 és 650 bazispar (bp) magassagaban
jelennek meg. Harom kisebb fragment 200 bp alatti méretli, ezek nem voltak lathatoak a
gélképen (37. dbra). Az emésztés alapjan 2., 4., 5. és 6. plazmidok megfeleldek lehetnek,

ebbdl a 2. szamut kiildtem tovabb szekvendalasra.

Bp 1. 2. 3. 4. 5. 6.

20000 —
10000 —

7000 —
5000 — s ,\...Ju\u.»’\-_./'\.__/

3000 —

2000 —
1500 —

1000 — S— —— —

700 —
500 —

37. abra: Nyal NOX1 cDNS klénozasi eredményének analizise BstXI restrikcios
endonukleazzal. Az gélkép alapjan a 2., 4., 5. és 6. plazmidok pozitivak, azaz a
pcDNA3.1 vektorba beépiilt a nyal NOX1 cDNS-e.

Az EcoRI-gyel emésztett plazmidok esetében (NOX2 vizsgalata) az enzim 2 helyen
hasit az inzertben, azonban nem végja a vektort. Ennek kovetkeztében egy 500 bp és egy
tobb mint 7000 bp koriili fragment jelenik meg a gélen (38. abra). A vizsgalt plazmidok
koziil a 6-at leszdmitva a tobbi 6t megfelelonek bizonyult, ezek koziil az 1. kiildtem el

szekvenalasra.
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Bp 1. 2. 3. 4. 5. 6.

20000 —

10000 = s\ o
7000 — e

5000 —
3000 —
2000 —
1500 —
1000 —

700 —

500 —
38. abra: Nyul NOX2 c¢DNS klonozasi eredményének analizise EcoRI restrikcios
endonukleazzal. Az gélkép alapjan az 1., 2., 3., 4. és 5. plazmidok pozitivak, azaz a

pcDNA3.1 vektorba beépiilt a nyul NOX2 cDNS-e.

A Hindlll-mal kezelt plazmidok esetében (NOX4 vizsgalata) az enzim egy helyen
hasit a vektorban ¢s egy helyen az inzertben. A TA klonozés eredményeként az inzert
kétféle orientacioban is csatlakozhat a vektorhoz, ennek megfeleléen a HindlIII-as
emésztés eredményeként kétféle fragmentacios kép is kialakulhat (39. dbra). Ha az inzert
az egyik orientacioban iil be, akkor az emésztés kdvetkeztében 2 fragmentet latunk 500
¢s 7000 bp kornyékén. Ha a masik orientacidban kapcsolddik az inzert a vektorhoz, akkor
1500 és 6000 bp magassagaban futnak a DNS darabok. A 2. és 4. minta mutatja az elsd
esetet, mig a 3., 5. és 6. minta a masodik esetet. Az 1. minta sikertelen klénozas volt. A

2. plazmidot kiildtem el szekvenalasra a 6 minta koziil.

Bp 1. 2. 3. 4. 5 6.

20000 —

10000 = uw
7000 — o s
5000 — — ——
3000 —
2000 —

1500 — W—— (i
1000 —

700 —

500 —

39. abra: Nyidl NOX4 ¢DNS klonozasi eredményének analizise HindIII restrikcids
endonukleazzal. Az gélkép alapjan a 2., 3., 4., 5. és 6. plazmidok pozitivak, azaz a

pcDNA3.1 vektorba beépiilt a nytl NOX4 cDNS-e.
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A visszaérkezd szekvenalasi eredményeket kiértékeltem, az Osszeillesztett
szekvencidkra ~ rakerestem a  Standard  Nucleotide = BLAST  feliileten
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastn&BLAST_SPEC=GeoBlast
&PAGE_TYPE=BlastSearch). A NOXI1 és NOX2 esetében 99,94 %-0s szekvencia
azonossagot talalt a program, mig a NOX4 esetében 99,89 %-osat. A kdvetkezo NCBI
referencia szekvencidkkal vetettem 0Ossze a szekvenaldsi eredményeket: NOXI:
XM_002720381.4, NOX2: XM_051826875.1, NOX4: XM_002708641.4. igy tehat a
nukleinsavak szintjén sikeriilt igazolni a NOX izoformak sértetlenségét. A szekvenalas
soran kapott nukleotidsorrend eredményeket, jelolve a fehérjekodold szakaszokkal, a
Fiiggelékben helyeztem el.

A NOX izoformakat kodold nukleinsav szekvencidkat az EXPASy weboldalon
(https://web.expasy.org/translate/) leforditottam fehérje szekvenciakka, majd a protein
szekvenciakra szintén rakerestem, ezuttal a Standard Protein BLAST feliileten
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PAGE=Proteins).

Mindharom fehérjeszekvencia esetében megtalalta a Protein BLAST adatbazis a
megfeleld nyul fehérjéket. A NOX1-et 100 %-os azonossaggal ismerte fel (referencia
szekvencia: XP_002720427.1), a NOX2-t 99,82%-0s azonossaggal (referencia
szekvencia: NP_001075569.1) a NOX4-et pedig 99,65 %-os egyezéssel (referencia
szekvencia: XP_002708687.1). Ezen eredmények alapjan, tobb szinten is ellenérizve a
kiilonb6z6 NOX izoformakat, kijelenthetd, hogy a CRISPR/Cas9 technikaval 1étrehozott
NOXS5 hianyos nyulakban nem sériiltek a NOX1, NOX2 és NOX4 szekvenciai.
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5. Megbeszélés

A NOX5-6t mar tobb mint 20 éve felfedezték, azonban az élettani funkcidjat mind
a mai napig nem ismerjiik. Ehhez nagyban hozzajarult, hogy a kutatasban széleskdrben
hasznalt egér és patkany allatmodellek genomjaban nem taldlhaté meg az enzimet kodold
gén. Tovabbi probléma, hogy a kereskedelmi forgalomban kaphatd, és igy széles kor
szamara elérheté, NOXS5 ellenes antitestek NOX5 specifitasa a legtobb esetben kétséges.
A megbizhatatlan reagensek széles palettaja miatt hataroztunk ugy, hogy megkisérliink
kifejleszteni egy 1j, jol karakterizalt, specifikus és kelléen érzékeny monoklonalis
antitestet a human NOXS fehérje detektalasara. Egyiittmiik6do partnernek az egér eredetii
monoklonalis antitestfejlesztésben mar tobb éves tapasztalattal rendelkezé Immunogenes
Kft-t kértiik fel. A hosszh tesztelési folyamatban végiil a legeredményesebb klonnak,
illetve antitestnek, az 1E10-es jel6lésti bizonyult. Bemutatott kisérleteimet ennek az
antitestnek a felhasznalasaval végeztem. A mAb jellemzése soran fontos volt szdmunkra,
hogy 1épésrdl 1épésre meghatarozzuk az 1j antitestiink lehetséges alkalmazasi teriileteit.
Ezért eldszor heterolog expresszids rendszerben, majd a fehérjét endogén modon kifejezd
UACC-257 sejtvonalban tanulméanyoztuk a NOXS detektalhatosagat és szubcellularis
eloszlasat az antitestiinkkel. Végezetiil normal, human szovetekben vizsgaltuk a NOXS
jelenlétét és a szoveten beliili elhelyezkedését. Fehérjealapti eredményeink
alatamasztasara pedig egysejtes RNS-szekvenalasi adatbazisokbol nyert informaciokat is
felhasznaltunk.

A heterolog expresszios rendszerben a HEK293T sejtek altal tultermeltetett NOXS
fehérje tulajdonsagait vizsgaltuk. Antitestiinkkel kimutattuk a fehérjét Western blot-ban
¢s immunfestésben is. Immuncitokémiai kisérleteinkkel mi is azt a tobb kutatocsoport
altal tett megallapitast erdsitettiik meg, hogy a taltermeltetett fehérje elsésorban a
sejtmagmembranban és az ER-ban oszlik el (111, 116). A 1étrehozott HEK-Kontroll és
HEK-NOXS5 sejtvonalakon funkciondlis méréseket is végeztiink. ATP hozziadasaval
receptor medialt Gton, thapsigargin révén pedig a SERCA pumpa gétlasaval valtottuk ki
az intracellularis Ca?" szint emelkedését. Az extracellularis szuperoxid detektalasaval
kimutattuk, hogy a HEK-NOXS5 sejtekben a megemelkedett citoplazmatikus Ca?* szint
hatdsara megindul a szuperoxidtermelés. A szuperoxid anion termelédését NADPH-
oxidaz inhibitor DPI jelenlétében gatolni tudtuk. Mivel a NOX5-6t a [Ca?"]ic emelkedése

aktivalja, megnéztiik, hogy a képz6dott szuperoxidnak esetleg van-e barmilyen rahatasa

93



a megemelkedett Ca?*-szintre. Méréseink soran arra a megallapitasra jutottunk, hogy a
DPI-nak, és igy a szuperoxid hidnyénak, nincs hatasa a Ca?*-jel lefutasara a HEK-NOX5
sejtekben. Ebben a modellrendszerben tehat nem tapasztaltuk, hogy a NOXS altal termelt
szuperoxid befolyasolta volna az intracellularis Ca®*-jel dinamikajat. Mindazonaltal, a
jovoben endogén NOXS expressziot mutatd sejtekben érdemes lehet majd tjra
megvizsgdlni a NOXS5 4ltal termelt ROS Ca?*-jelre kifejtett esetleges hatasat. Az
irodalomban ugyanis szamos, olyan Ca?* homeosztazist befolyasolé kalciumcsatornat és
kalciumpumpat leirtak, amelyek miikodését a ROS-ok képesek befolyasolni (159). A
NOXS5 funkcidjanak a szempontjabol fontos lehet, ha sikeriil azonositani egy ilyen
kalciumcsatornat vagy kalciumpumpat. Mindezek mellett megjegyzendd, hogy a HEK-
NOX5 sejtek ROS termelése meglehetdsen érzékenyen lekdveti a citoplazmatikus Ca?*
véltozasat. Az atlagos 100 nM kériili [Ca®']ic mér képes egy bazalis szuperoxidtermelést
eléidézni. Azt, hogy a stimulusok hatasara bekdvetkez6 ROS termelésnek az
intracellularis kalciumszint emelkedése az oka, tovabb bizonyitottuk az extracellularis
Ca?*-ok elvonasaval, amit EGTA alkalmazasaval értiink el. Az extracellularis térbe adott
EGTA jelenlétében, mivel csdkkent a sejtekben a kiviilrdl érkezé Ca®* utanpétlds, joval

kisebb kalcium jelet és szuperoxidtermelést tudtunk csak kivaltani.

Az endogén NOXS fehérje tanulményozasa mar joval nagyobb kihivassal jar. A
HPA adatai alapjan csupan néhany human eredetii tumor sejtvonalban talalhaté meg a
NOX5 RNS-e nagyobb mennyiségben. Az 5. tablazatban Osszegyljtottem azt a 10
sejtvonalat, amelyekben a legnagyobb mennyiségben detektaltak a NOXS5 mRNS-t
(https://www.proteinatlas.org/ENSG00000255346-NOX5/cell+line). Ezen sejtvonalak
megfeleléek lehetnek arra, hogy kimutassuk benniik a NOXS5 fehérjét, vizsgaljuk az
enzim aktivitasat és tulajdonsagait, illetve felhasznaljuk dket tesztrendszerként, példaul
antitest fejlesztéséhez. Azonban ezek a sejtek, daganatos eredetiik miatt, aligha lehetnek
alkalmasak arra a célra, hogy megértsiik a NOXS élettani szerepét, noha az altaluk nyert

informaciok esetleg kozelebb vihetnek a kérdés megvalaszolashoz.
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5. tablazat: A 10 legtobb NOXS

MRNS-t tartalmazé sejtvonal a HPA adatbazis

alapjan.
Rak tipusa Sejtvonal nTPM

Borrak K029AX 55,8
Hasnyalmirigyrak PSN1 34,1
Tiid6érak HCC461 20,8
Mellrak SUM149PT 16,5
Tiidorak NCI-H1373 11,2
Hasnyalmirigyrak Panc 02.03 8,8
Majrak HuH-6 7,7
Limféma L-1236 47
Borrak UACC-257 4.4
Limféma Ki-JK 3,3

Az antitestlink karakterizalasara endogén NOXS5 fehérje forrasaként UACC-257
melanéma sejtek alltak a rendelkezésiinkre. A legtobb technikai jellegii kisérletet ezzel a
sejtvonallal végeztiik. Western blot és immuncitokémiai kisérletekben NOX5 SiRNS
felhasznalasaval ki tudtuk mutatni, hogy az antitest specifikus NOXS5 jelet ismer fel. Az
immunfestési eredmények alapjan arra a megallapitasra jutottunk, hogy az endogén
NOXS5 fehérje is dontden az ER-ban ¢és a sejtmagmembranban oszlik el. Ezzel igazoltuk
a Doroshow munkacsoport korabbi megfigyelését a NOXS intracellularis lokalizacidjarol
ezen melanoma sejtekben (115). Tovabbi egyezés az emlitett munkacsoport
eredményeivel, hogy Western blot-ban mi is koriilbeliil 75 kDa magassagaban latjuk az
oxidazt (115). Megfigyeltiikk tovabba, hogy a Western blot mintak hokezelése rontja a
NOXS5 detektalhatosdgat, ami alacsony NOXS tartalmi fehérjemintdk eldkészitése
esetében egy fontos tényezd. Az 4j monoklonalis antitesttel kevesebb, mint 1000 darab
melanéma sejtben detektaltuk a NOX5-6t 1 pg/ml-es antitestkoncentracioval egész
¢éjszakas inkubalast kovetden. Figyelembe véve az immunfestési eredményeinket,
belathatd, hogy a NOXS5 jel hatterében allo valos sejtszam ennél joval kisebb, hiszen a
NOXS5 igen sporadikusan fordul elé a sejtekben az alkalmazott kisérleti koriillmények
kozott. A Doroshow kutatocsoport arra a kovetkeztetésre jutott, hogy a melanoma
mig a lecsendesitett NOXS lassitotta a sejtek novekedését (142). Mi érdemben nem
vizsgaltuk ezt a kérdést, de lehetséges, hogy az immunfestésben NOXS5 pozitivitast

mutatd sejtek proliferalnak, igy az enzim emelkedett expresszidja az osztodas egy
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markereként vehetd figyelembe UACC-257 sejtekben. Mivel az immunizalas a human
oxidazok is rendelkeznek, nevezetesen a DUOX1 és DUOX2, ezért ellendriztiik, hogy
antitestiink felismeri-e a DUOXI1 fehérjét. Western blot kisérletekben meggy6zodtiink
arr6l, hogy az j mAb nem ismeri fel a DUOX1-et. Immunfestési kisérletekben
bizonyitotta tovabba a mAb, hogy paraformaldehides, metanolos és acetonos fixalas utan
is képes felismerni a NOX5-t, ami szélesiti a reagens felhasznalasi lehetOségeit.

A Doroshow-csoporthoz hasonléan mi is kimutattuk, hogy az UACC-257 sejtek
aktiv NOX5 enzimmel rendelkeznek (142). T6liik eltéréen azonban nem a mesterséges
kalcium ionofor ionomycin alkalmazasaval valtottuk ki a sejtek szuperoxidtermelését.
Els6ként igy nekiink sikeriilt endogén kalcium transzportok modulalasaval, a TRPV4
csatorna agonista GSK1016790A és a SERCA inhibitor thapsigargin alkalmazasaval
szuperoxidtermelést kivaltani az UACC-257 sejtekben. A ROS jel NOXS specifikussagat
az altalanos NADPH-oxidaz inhibitor DPI-vel és NOXS5-re specifikus siRNS-sel

tamasztottuk ala.

A fejlesztési folyamat utolsd fazisdban teszteltiik az antitestet normal human
szovetmintakon is. Felfedezésekor, a NOX5 RNS-ét a legnagyobb mennyiségben a
lépben és a herében irtak le (33, 92), ezért els6 korben ezeket a szerveket vizsgaltuk.
Elsdként sikeriilt kimutatnunk a NOXS5 fehérjét human herelizatumban Western blot
technikaval. Heremetszeten is sikeriilt megjeleniteni az oxidazt. Az immunhisztokémiai
eredményekbdl az latszik, hogy a NOXS jele a herecsatornabdl, zomében a csatorna belsé
falahoz kozelebb elhelyezkedd sejtekbdl szarmazik. Ezek azok a sejtek, amelyek a
spermatogenezisben vesznek részt. Egyenként nem azonositottuk a kiilonb6z6 fejlodési
alakokat, azonban eredményiinket egysejtes RNS-szekvenalasi adatokkal is ala tudtuk
tdmasztani, miszerint a herében a spermatidék, spermatocytak, spermatogéniumok és a
Sertoli sejtek a NOXS f6 kifejezdi. Fehérjealapti eredményiink 6sszhangban van Banfi és
munkatarsai korabbi in situ hibridizaciés megfigyeléseivel, ahol ugyanezen
sejtpopulaciokban detektaltak a NOXS mRNS-ét (92). 2022-ben tobb kozlemény is
sziiletett, amelyben vaddiszné (160) és human (161) spermiumok ROS termelését
vizsgaltdk. Ezen tanulmanyokban a NOXS5-6t tették feleldssé a detektalt szuperoxid
forrdsaként, azonban a fehérje jelenlétét nem mutattak ki. Kordbban napvilagot lattak

olyan kutatasok is, ahol fehérjeszinten mutattak ki a NOX5-6t human spermiumokban
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(121, 162). Probléma azonban, hogy mindkét cikkben ugyanazt az antitestet alkalmaztak
¢s nem végezték el annak részletes karakterizalasat. A human spermiumok kérdését érintd
kutatasokban a legjobb lenne olyan mintakat vizsgalni, amelyek NOXS5 hianyos férfiaktol
szarmaznak, azonban bizonyitottan NOXS5 deficiens ember hianyaban erre jelenleg
nincsen lehetdség. Ezért mindenképpen esszencidlis lenne egy megbizhat6 antitesttel az
oxidaz jelenlétét validalni az érett spermiumokban. Az immunhisztokémiai adataink nem
tamasztjak ald az elmult években publikalt tanulmanyok altal bemutatott eredményeket.
Az ¢érett spermiumok a herecsatorndk kozepén helyezkednek el, azonban az
immunfestéseink soran azok a teriiletek negativak maradtak, ugyanakkor a sejtmagfestés
jelezte a spermiumok jelenlétét. Természetesen nem zarhato ki, hogy a NOX5 olyan
komplexben van jelen a spermiumokban, amelyhez nem fér hozzd az antitestiink, és
esetleg ezért nem tudjuk kimutatni. Azonban vizsgalataink dsszességében inkabb abba az
iranyba mutatnak, hogy a NOXS5-nek a spermiumok érésében, a spermatogenezisben lehet
fontos szerepe, nem pedig az érett spermiumban.

A NOXS felfedezésekor a Krause munkacsoport kozolt az eredményei kozott egy
Northern blot képet, amelyen a petefészekben halvanyan detektalhato volt a NOX5
MRNS-e. Koézleményiikben azonban nem fejtették bévebben Ki ezt a megfigyelést (92).
2014-ben megjelent egy publikacidé, amelyben granulosa sejt kultarabol RT-PCR
technikaval erésitették fel és mutattak ki a NOX5-6t (163). Ennél szélesebb kérben nem
vizsgaltak a NOXS5 szerepét a petefészekben. Mindazonaltal az RNS-szekvenalasi adatok
is azt demonstraltak, hogy az oxidaz jelen van az ovariumban. Ezért mi is végeztiink
kisérleteket, hogy megvizsgaljuk az enzim ovarialis jelenlétét. Laborunk elészor mutatta
ki a NOXS fehérjét petefészek lizdtumban Western blot-tal, illetve petefészek
szovetmetszeten immunfestéssel. Az egysejtes RNS-szekvenalasi eredményeket
tanulmanyozva megallapithato, hogy az oocytak, fibroblasztok, granulosa- és theca sejtek
a NOXS5 jel forrasai az ovariumban. A férfi és a n6i gonadokra vonatkozoan az allapithato
meg, hogy detektalhatd mennyiségben megtalalhaté ezen szervekben a NOX5 fehérje,
azonban az enzim élettani szerepének a feltérképezésére tovabbi kutatasok sziikségesek.

Munkénk egy masik fontos eredménye, hogy els6ként mutattuk ki a NOXS fehérjét
normal 1éplizatumban Western blot-tal. Immunfestések soran is sikeriilt detektalnunk a
NOXS5 fehérjét, ahol azt vettiik észre, hogy az eloszlasa atfedést mutat az endotélsejt

marker VWF fehérjével. Megfigyelésiinket egysejtes RNS-szekvenalasi eredményekkel
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is alatamasztottuk. A Tabula Sapiens tanulmanybol nyert informéciok alapjan kiszirtiik,
hogy a NOX5 RNS-e a 1ép endotélsejtjei kozott fordul eld a legnagyobb volumenben.
Ezen észrevételiink ellentmondasban van Banfi és munkatarsai altal kozolt in situ
hibridizacios kisérlettel. Eredményeikben a 1ép B- és T-limfocita gazdag régioiban lattak
megjelenni a NOX5 RNS-ét (92). A NOXS expresszido hianyat limfocitakban
alatamasztjak a HPA adatbazis informacioi is, miszerint NOX5 mRNS-t nem detektaltak
az immunsejtekben. fgy Banfiék feltehetéleg egy miiterméket lathattak korabban. 2007-
ben Gorlach és munkatarsai az endotél- és simaizomsejteket nevezték meg a NOXS
forrasaként a Iép immunhisztokémiai elemzésében (158). Az altaluk kifejlesztett
antitesttel azonban a tiid6 ereiben is detektaltak a fehérjét, holott az RNS-szekvenalasi
adatok szerint a tiidé gyakorlatilag negativ a NOX5 RNS-re. Osszegezve az eddig
rendelkezésre allo eredményeket, ki lehet jelenteni, hogy a 1épbdl szarmazd NOXS jel

dontéen endotélsejt eredetil.

Az eddig bemutatott eredmények kevés kivétellel 6sszhangban voltak a NOXS5-6t
vizsgald korabbi kutatasokbol Kinyerhet6 informaciokkal. Kimutattuk a taltermeltetett és
az endogén NOX5 fehérjét, detektaltuk azokban az egészséges, human szovetekben,
amelyekben ismert modon a legnagyobb mennyiségben fordul elé. Azonban kisérletes
eredményeinknek a NOXS5 irodalom f8sodraval leginkabb ellentmondd része a primer
human sejtek vizsgalatabol szarmazik. Koronaria és aorta simaizomsejtek, illetve sziv
eredetli mikrovaszkularis endotélsejtek esetében minimalis NOX5 mRNS-t mutattunk
csak ki, fehérje szinten azonban egyaltalan nem lattunk NOXS specifikus jelet az emlitett
sejtekben. A qPCR reakcid soran pozitiv kontrollként az UACC-257 mintat alkalmaztuk,
¢és olyan NOXS Tagman proba oligonukleotidot hasznaltunk, amely mind a hat ismert
human NOXS5 izoformat képes felismerni. Mégis, a legnagyobb mennyiségben a
melanoma sejtekben lattuk a NOXS mRNS-ét. A melanéma sejtekrdl viszont tudjuk,
hogy szoérvanyosan expresszaljak a NOX5-6t. Azaz a gPCR-ban kimagaslo jelet ado
UACC-257 mintanal sem sok NOXS5 pozitiv sejtb6l szarmazhat az RNS. Tovéabba, a
primer sejtekbdl nyert NOX5 mRNS mennyisége hasonld nagysagrendben mozog, mint
amennyit a HEK-Kontroll minta esetében latunk. Mivel a HEK-Kontroll sejtekben ATP
¢és thapsigargin stimulécid hatasara nem volt kimutathaté szuperoxid jel, valdszinii, hogy
a qPCR éltal primer sejtekben kimutatott NOXS5 mRNS mennyisége nem elegendd

funkcionalisan szamottevd vagy akar detektalhato mennyiségii fehérje képzéséhez. igy
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tehat a kisérletes eredményeink alapjan arra jutottunk, hogy az altalunk vizsgalt
vaszkularis sejtekben nem meghataroz6 a NOXS jelenléte. Felvetésiinket megerdsitik a
HPA adatbazis vaszkularis sejtekre vonatkozo RNS adatai is, amelyben csak néhany
sejttipus és csak elszortan mutat gyenge NOXS5 pozitivitast (maximum 0,3 nTPM
mennyiségben).

2007-ben jelent meg az els6é kozlemény, amely a NOXS szerepét taglalja simaizom- és
endotélsejtekben (158). Kés6bb tobb olyan cikk sziiletett, amelyekben sajat fejlesztési
antitesttel mutattak ki a vaszkularis sejtekben a NOXS5 fehérjét (118, 137, 158). Ezen
cikkek azonban elmulasztottak demonstralni, hogy az alkalmazott NOXS5 antitestiik
valdban felismeri a fehérjét. Tovabba tobb olyan tanulmany is megjelent, amiben csak
PCR-ral (RNS szinten) detektaltak az oxidaz jelenlétét a primer sejtekben (138, 164). Ez
utobbi esetben kérdéses, hogy pontosan mekkora a NOX5 expresszio és az MRNS-bdl
mennyi mitkodoképes fehérje képzodik az érintett sejtekben.

A korabbi és az altalunk nem régiben k6zolt (154) tanulmanyok kozti diszkrepancia
feloldasara tobb valasz is szoba johet. El6szor is, a vizsgalt endotélsejteket nem
ugyanabbol a szervbdl preparaltdk ki. Mi sziv eredetii endotélekkel dolgoztunk, mig tobb
tanulmanyban is bor eredetlivel végezték a kisérleteket (118, 158). Masrészt felmeriilhet,
hogy az egyes laborokban gondozott sejtkultarak klonalis kiilonbséget mutatnak, azaz a
fenntartott sejtekben le- vagy felszabalyozodhatnak gének, befolyasolva ezzel a kisérletek
eredményét. Harmadrészt, nem kizarhatd, hogy a vaszkularis sejtekben 1évé NOXS
mennyisége nem ¢éri el az antitestiink detektalasi kiiszobét az alkalmazott kisérletes
koriilmények kozott, holott tobb kisérletben is bizonyitottuk az antitest érzékenységét €s
specifikussagat. Negyedrészt, mi fiziologids korilmények kozott tartottuk a primer
sejteket. Egyes kozlemények eredményei alapjan az angiotenzin-1I és az endothelin-I
hatasa fokozza a NOXS5 expressziojat (118). Elképzelheto tehat, hogy normal fiziologias
koriilmények k6zott nem dominas a NOXS az erekben, azonban patologias allapotokban

megndhet a mennyisége.

A NOXS szerepét vizsgalo kisérletek tervezésénél alaposan meg kell fontolni,
milyen rendszert valasztunk a megfeleld kontrollok biztositasa céljabol. Sejtkultiraban
lehet tanulmanyozni a tultermeltetett fehérjét, vagy az endogént géncsendesitéssel
leszabalyozni. Az allatmodellek megvalasztasa azonban nagyobb kihivast jelentenek a

teriileten, mivel a kutatohelyeken altalanosan elérhetd egerekben és patkdnyokban nem
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talalhatdé meg a NOX5 génje. Az utdbbi években késziilt tobb olyan transzgenikus
egérvonal, amelybe bevitték a human NOXS5 génjét, majd ezekkel végeztek kisérleteket
(119, 128, 165). Azonban felvetédik a kérdés, vajon mennyire jo otlet bevinni egy Ca?*-
jelre szuperoxidot eldallitdo enzimet egy olyan rendszerbe, amiben természetesen az nem
fordul el6. A vaszkularis sejteket példaul rendszeresen érik olyan behatasok, aminek
kovetkeztében megemelkedik az [Ca?*]ic, ennek kdvetkeztében szuperoxidtermelésbe
kezd az enzim. Ezért természetesen Ohatatlanul kialakulnak olyan mértékii és/vagy
mintazati ROS hatasok a sejtben és a kornyezetében, amelyek normalisan nem
jelennének meg. Eppen ezért egy ilyen rendszerbél kovetkeztetéseket levonni az enzim
¢lettani  funkciojara meglehetdsen problémas. Az ilyen rendszerekben nyert
eredményeket elengedhetetlen NOX5-6t endogénen kifejezd élettani vagy koros
rendszerben is megerdsiteni.

Az allatmodellekre vonatkozo masik megkozelités a génkititott, knock out (KO),
allatok létrehozasa és vizsgalata. Kutatécsoportunk ezt az utat valasztotta a NOXS
tanulmanyozasara, és a modellbdl nyert informaciok segithetnek majd a NOX5 emberi
szervezetben betoltott szerepének megértésében. Kollégaim New-Zealand White tipusa
nyulakb6l CRISPR/Cas9 technika felhasznalasaval kititétték a NOXS génjét. A
modositas soran a NOXS gén 3. exonjaban tortént egy 10 bazisparos delécio. A génkititést
Western blot-tal is sikeriilt megerdsiteni, ugyanis a KO allatbol szarmazé nyirokcsomoé
mintaban nem detektaltak a NOX5-6t, szemben a kontroll allatbol szarmazo mintaval,
amelynél 95 kDa koriil jelent meg a fehérje (132). A Fulton munkacsoport nytil herébdl
megklonozta a NOX5 enzimet. Szuperoxidtermelés vizsgalataval bizonyitottak, hogy a
nyul NOXS enzim, a human NOX5-hoz hasonldan, aktivalhaté ionomycinnel és PMA-
val. COS-7 sejtekben vizsgaltak a nytl NOXS expresszidjat, és megallapitottak, hogy a
megklonozott fehérje nagysaga 90 kDa koriili (166). Igy tehat két fiiggetlen tanulmany is
bizonyitja, hogy a nyulban kifejez6d6 NOXS5 fehérje nagyobb, mint a human NOX5
fehérje, amely 75-80 kDa nagysagti. Mivel a szakirodalomban felmeriilt a NOXS5 szerepe
a vaszkularis sejtek miikodésében, ezért mi is megvizsgaltuk a kérdést a nyulmodelliink
segitségével. A kontroll és a NOXS5 hidnyos nyulakbol preparalt aortagyliriikon elvégzett
miografias mérésekben nem talaltunk kiilonbséget az erek valaszkészségében kaliumion,
adrenalin és acetil-kolin stimulusokra. Altatott allatok vérnyomasértékeiben tigyszintén

nem lattunk kiillonbséget. Felfedeztiik azonban, hogy 8 hét aterogén diétat kdvetden a
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NOXS5 hidnyos nyulak aortdiban nagyobb teriileten képzddtek plakkok, mint a kontroll
nyulak esetében. Az eredményekbdl azt a kovetkeztetést vontuk le, hogy a NOX5-nek
védo hatasa van az érelmeszesedés kialakulasaval szemben (132). A jovOben érdemes
lehet felderiteni, hogy milyen molekularis mechanizmusokkal jarul hozza a NOX5 az
erek védelméhez a zsirdus diétaval szemben, illetve megvizsgalni, hogy mely jelatviteli
palyakat befolyasolja a NOXS altal termelt szuperoxid hianya a KO nyulakban. Hasznos
lenne meghatarozni, hogy milyen fehérjék expresszidja valtozik a NOXS hianyaban, €s
az eredmények fliggvényében tovabbi kisérleteket tervezni az enzim tanulmanyozasara.
Magam azzal kapcsolddtam be a NOXS hidnyos nyul jellemzésébe, hogy megvizsgaltam,
a NOXS5 kiiités hatasara nem sériiltek-e a NOX1, NOX2 és NOX4 gének. Molekularis
kloénozasi technikdkkal bizonyitottam, hogy a nevezett gének épek maradtak. A NOX5
KO nyulakkal végzett kutatomunkank szempontjabol kiilondsen fontos a NOX4
sértetlensége. A NOX5 KO nyulakban szamos, ereket érint6 kisérletet végeztiink, s mint
a bevezetében is leirtam, a NOX4 a kardiovaszkuldris rendszer szamos pontjan
megtalalhato, ezért fontos volt megbizonyosodni a nevezett gén épségérdl (69). Bizunk
benne, hogy az 0jonnan létrehozott NOXS5 hianyos nyulmodelliink kozelebb vihet

benniinket az enzim human ¢lettani funkcidjanak a felderitéséhez.
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6. Kovetkeztetések

A PhD kutatomunkam soran elért eredmények alapjan az alabbi kovetkeztetéseket

tudom megallapitani:

o Kifejlesztettiink egy 0j, mar kereskedelmi forgalomban is kaphatd, egér
monoklonalis antitestet, amely specifikusan felismeri a human NOXS5
fehérjét ELISA, Western blot és immunfestési eljarasokban.

e Az irodalmi adatokkal egyetértésben, a NOXS5-6t taltermeld HEK293T
sejtekben a NOX5 az endoplazmas retikulumban és a sejtmagmembranban
helyezkedik el. Ugyanezen sejtekben ugy lattuk, hogy a NOXS5 altal termelt
szuperoxid nem befolyésolta a sejtek Ca?*-szintjét.

e Az irodalmi adatokkal megegyezden, az UACC-257 sejtekben az endogén
NOXS5 fehérje szintén az endoplazmas retikulumban ¢és a
sejtmagmembranban talalhaté meg. Els6ként sikeriilt stimulalnunk a sejtek
NOXS5 fiiggé szuperoxidtermelését endogén kalciumtranszporterek
befolyasolasaval a SERCA inhibitor thapsigargin és a TRPV4 csatorna
agonista GSK1016790A segitségével.

e Elséként mutattuk ki a NOXS5 fehérjét human here, petefészek és 1ép
mintdkban Western blot és immunhisztokémia eljarasokkal. In silico
modszerekkel azonositottuk a NOXS5-6t kifejezd sejttipusokat az egyes
szervekben.

e Eredményeink alapjan arra a megallapitasra jutottunk, hogy a human
herében dontden a spermatogenezisben részt vevo sejtek fejezik ki a NOXS-
0t, nem pedig az €rett spermiumok.

o Megallapitottuk, hogy a humén 1épben az endotélsejtek a NOXS5 forrasai.

e Az altalunk vizsgalt vaszkularis eredeti primer sejtekben, az el6zetes
varakozéasokkal ellentétben, nem detektalhatdo a NOXS fehérje.

e Megallapitottuk, hogy a CRISPR/Cas9 technikaval létrehozott NOXS5
hianyos nyulakban a génkiiités hatdsara nem sériiltek a NOX1, NOX2 és
NOX4 gének.
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7. Osszefoglalas

A NADPH-oxidazok csaladjaban a NOX5-r61 tudunk a legkevesebbet. Ismerjiik az
enzim megoszlasat az emberi szervezetben, elsdsorban a 1épben €s a herében fordul eld.
Azonban a NOX5 fehérjeszintli detektalasahoz korabban nem allt rendelkezésre széles
korben hozzaférhetd, megfeleld mindségli antitest. Ezért kifejlesztettink egy uj,
monoklonalis, human NOXS5-6t felismerd antitestet, egylittmiikodve az Immunogenes
Kft-vel, és elvégeztiikk annak részletes jellemzését is. Az antitest immar kereskedelmi
forgalomban is elérhetd. Bizunk benne, hogy az altalunk kifejlesztett antitest 01j lendiiletet
ad a NOXS5 elhelyezkedését és funkcidjat vizsgald kutatdsoknak.

Létrehoztunk egy NOXS5-6t stabilan expresszalo HEK293T sejtvonalat. A
tultermeltetett fehérjét intracelluldrisan dontéen az ER-ban és a sejtmagmembranban
lattuk. Szuperoxidmérésekkel igazoltuk, hogy a sejtek funkcidképes és kalciummal
aktivalhat6 enzimet fejeznek ki. Az endogén NOXS5 tanulmanyozasara az UACC-257
melandéma sejtvonalat hasznaltuk. Western blot és immunfestési eljarasokkal, NOX5
siRNS-sel kontrollalt kisérletekben igazoltuk, hogy a kifejlesztett antitest felismeri az
endogén NOXS5 fehérjét. Az enzim ezen sejtekben is foként a fentebb emlitett
kompartmentekben oszlik szét. Kalciumra atjarhatd6 TRPV4 csatorna aktivacidjaval
(GSK1016790A) és a SERCA gatlasaval (thapsigargin) kivaltottunk a sejtekben kalcium
jelet, amit szuperoxidtermelés kovetett. A NOX-okat gatlo DPI és NOXS5 siRNS
segitségével igazoltuk, hogy a mért ROS NOXS eredeti.

Az 1) monoklondlis antitesttel kimutattuk a NOXS fehérjét normal, human Iépben,
herében ¢és petefészekben Western blot és immunhisztokémiai technikdkkal. RNS
adatbazisok elemzésével azonositottuk az oxiddz cellularis forrasait a nevezett
szovetekben, alatamasztva ezzel immunfestési eredményeinket. Herében a korai és kései
spermatiddk, petefészekben az oocytdk ¢€s granulosa sejtek, a Iépben pedig az
endotélsejtek az enzim fo kifejezOdési helyei. A szakirodalommal ellentétben, de
Osszhangban a mRNS adatbdzisokkal, a 1ép endotél kivételével primer vaszkularis
sejtekben nem talaltunk érdemi NOXS kifejez6dést.

Elvégeztiik a laboratoriumunk altal 1étrehozott NOXS5 hianyos nyulak ,,0ff-target”
analizisét egyéb NADPH-oxidazokra. Megallapitottuk, hogy a CRISPR/Cas9 technikéval
létrehozott nyulakban nem sériiltek a NOX1, NOX2 és NOX4 gének a moddositas

hatasara.
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8. Summary

In the family of NADPH oxidases, our knowledge about NOX5 is the least
comprehensive. We know the distribution of enzyme in the human body, primarily
expressed in the spleen and testes. However, there was previously no widely available,
high-quality antibody for the detection of NOXS5 at the protein level. Therefore, we
developed a new monoclonal antibody that recognizes human NOXS5, in collaboration
with Immunogenes Ltd., and conducted its detailed characterization. The antibody is now
commercially available. We hope that our developed antibody will give new momentum
into research exploring the localization and function of NOXS5.

We established a HEK293T cell line stably expressing NOX5. Predominantly, the
overexpressed protein was observed intracellularly in the ER and the nuclear membrane.
Through superoxide measurements, we confirmed that the cells express a functional
enzyme that can be activated by calcium. To study endogenous NOXS5, we used the
UACC-257 melanoma cell line. Using Western blot and immunostaining procedures,
along with NOX5 siRNA-controlled experiments, we demonstrated that the developed
antibody recognizes the endogenous NOXS5 protein. In these cells, the enzyme is mainly
distributed in the compartments mentioned above. By activating the TRPV4 channel
(with GSK1016790A) and inhibiting SERCA (with thapsigargin), we induced a calcium
signal in the cells, followed by superoxide production. The origin of the measured ROS
as NOX5-derived was confirmed with the use of NOX inhibitor DPI and NOXS5 siRNA.

With the novel monoclonal antibody, we detected the NOX5 protein in normal
human spleen, testes, and ovaries with the help of Western blot and
immunohistochemistry techniques. By analyzing RNA databases, we identified the
cellular sources of the oxidase in these tissues, supporting our immunostaining results. In
the testes, early and late spermatids; in the ovaries, oocytes and granulosa cells; and in
the spleen, endothelial cells were the primary sites of enzyme expression. Contrary to
literature but in agreement with mRNA database findings, we found no significant
expression of NOX5 in primary vascular cells, except in spleen endothelium.

We also conducted ,,off-target” analysis for other NADPH oxidases of NOX5-
deficient rabbits created in our laboratory. We determined that the NOX1, NOX2, and
NOX4 genes were not affected by the modifications in the rabbits generated using the
CRISPR/Cas9 technology.
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Fiiggelék

GGTGATGGTGATGATGACCGGTACGCGTAGAATCGAGACCGAGGAGAGGGTTAGGGATAGGCTTA
CCTTCGAACCGCGGGCCCTCTAGACTCGAGCGGCCGCCACTGTGCTGGATATCTGCAGAATTGCCCT
TCGATGGGAAACTGGGTGGTTAATCACTGGTTCTCAGTTTTGATTCTGGTTATTTGGTTTGGACTCA
ACGTTTTCTTGTTTGTGCAAGCATTTCTGCAATATGAGACGGACGACAAGTACTACTACACAAGGG
AAATCCTTGGGTCTGCATTGGCCTGGGCCCGAGCCTCTGCTCGCTGCTTGAATTATAACAGCATGCT
GATCCTGGTTCCCGTGTGTCGCAATCTGCTGTCCTTCGTGAGGGGCACCTGCTCATTTTGCAGTCGA
ACACTGAGAAAGCCATTGGATCACAATCTGACCTTCCACAAGCTGGTGGCGTATATGATCTGCCTC
CTCACAGCTGTTCATATAATCGCACACCTGTTTAACTTTGAACGCTACAGCAGAAGCCGGCGGGCC
ACAGATGGATCCCTGGCCTCTGTTCTCTCTAACCTATCTCATCATGGGAAGGAAGGAGATGCTTGG
CTAAATCCCATCCATTCCCCAGACACGACATTGTTGTATGTGACGTTTACCAGCATTGCTGGTCTCAC
AGGAGTTATTATCACGATAGCCTTGATTCTCATGGTAACTTCAGCTGTGGAGTTTATCCGGAAGCAT
TATTTTGAGGTCTTCTGGTATACTCACCACCTCTTCATCATCTATATCATTGGCTTAGTGATTCATGGT)
GTTGGTGGAATTGTCCGAGGTCAAACGAAGAAGAGCATGGAGGAGAGCCATCCTCATGAATGTGC
AGAATCTTTTGAGAAGTGGGATGATCCTGACCATCACTGTAGGCATCCTCAGTTTGAAGGGCACTT
CCCTCAGTCTTGGGAGTGGATCCTTGCACCATGCATTCTTTATGCCTTTGAAAGGATCCTCCGGTTCT
ATCGTTCCCGGCAGAAGGTTGTGATTACCAAGGTGATCATGCACCCATCCAAAGTTTTGGAATTGC
AGATGAAGAAGCGCGGTTTCAGCATGGAAGTGGGGCAGTACGTCTTCGTTAATTGCCCCTCAATCT
CTTTCCTGGAGTGGCATCCCTTTACTCTGACCTCTGCTCCAGAGGAAGATTTCTTCTCCATTCATGTC
CGAGTAGCAGGGGACTGGACAGAAAAACTCATCAAGGCTTTTGAACAACAGAAGTTACCACTACC
CAGAATTGAGGTAGATGGTCCCTTTGGCACAGTCAGTGAGGATGTTTTCCAGTATGAGGTGGCTAT
GCTGATTGGAGCAGGAATTGGGGTCACTCCCTTTGCTTCCATCTTGAAATCCATCTGGTACAAATTC
CAGCGTGCTGACCACAAACTCAAAACCCAAAAGATCTATTTCTACTGGATCTGCAGGGAGACAGGT
GCCTTTGCCTGGTTCAATGACCTGTTGAATTCCCTGGAAAAGGAAATGGAGGAATTGGGCAAAGT
GGGTTTTCTAAACTACCGTCTCTTCCTCACCGGATGGGATAGCAACATTGTTGGCCATGCAGCAATA
AACTTTGACAAGGCCACTGACATCTTGACAGGTTTGAAACAGAAAACCTCCTTTGGGAGACCAATG
TGGGACAATGAGTTCTCTACTATAGCTACTGCCCACCCCAAGTCTGTGGTGGGGGTTTTCTTATGTG
GTCCTCAAGGTTTGGCAAAGAGCCTGCGCAAATGCTGTCAACGACACTCCAGTCTGGATCCTAGGA
AGGTTCAATTCTACTTCAACAAAGAAAATTTCTGAATTGCAGTAATGAGGATGGAAGGGCAATTCC
ACCACACTGGACTAGTGGATCCGAGCTCGGTACCAAGC

1. abra: Nyl vastagbélb6l megklonozott NOX1 szekvenalasi eredménye, kiemelve a

fehérjekodolo szekvencia.
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GTGATGGTGATGATGACCGGTACGCGTAGAATCGAGACCGAGGAGAGGGTTAGGGATA
GGCTTACCTTCGAACCGCGGGCCCTCTAGACTCGAGCGGCCGCCACTGTGCTGGATAT
CTGCAGAATTGCCCTTATGGGGAACTGGGTTGAGAATGAAGGACTCTCCATCTTCGTT
ATTTTCGTTTGGCTGGGGCTGAACGTCTTCCTCTTTGTCGTGGTACTACTEGGGTTTATGC
TTTTGGAAAGAAGTATTATTATACTACAAAACTTCTTGGGGCAGCACTGCCATTGGCC
AGGGCCCCAGCAGCCTGCCTGAACTTCAACTGCCTGCTGATCCTGCTTCCAGTCTGTC
GAAATCTGCTCTCTTTTCTCAGGGGTTCCAGTGCCTGCTGCTCAACAAGAATTCGAAG
ACAACTGGACAGAAATCTCACTTTTCATAAAATGGTGGCATGGATGATTGCACTTCATT
CTGCGATTCACACAATTGCACATCTATTCAATGTGCGAGTCGCTGTGTGAATGCCCGAGT
CAACAATTCTGATAGTTACTCGATAGCACTCTCTGAAATTGGGGACAAAAAGAATGAA
ACTTACCTCAATTTTGTTCGAGAGAGAATCAAGAACCCTGAAGGAGGCCTGTTAGTGG
CTGTAACGCGGTTGGCAGGCGTCACTGGAATTATCATCACACTGTGCCTCATACTTAT
CATCACATCCTCCACCAAAATCATCCGCGAGGTCTTACTTTGAAGTGTTTTGGTACACAC
ACCATCTCTTCGTCATATTCTTCATTGGTCTTGCCATCCATGGAGCTGAACGAATTGTA
CGTGGGCAAACTGAGGAGATTCTGAAGAAACATGATCCAGTGATGTGTGAGCAACAT
ATCTCAGATTGGGGAAAGATAAAGGACTGCCCTGTCCCAGAATTCTCTGGAAACCCTC
CTATGACCTGGAAATGGATAGTGGGTCCCATGTTCCTATATCTCTCGTCGAGAGGTTGGT
CCGGTTTTGGCCGATCTCAGCAGAAGGTGGTCATCACCAAGGTGGTCACTCACCCTTTC
AAAACCATTGAACTACAAATGAAGAAGAAAGGATTCAAGATGGAGGTGGGACAATAT
ATTTTTGTCAAGTGCCCCACGGTGTCCAAGCTGGAATGGCACCCTTTCACACTGACCT
CTGCCCCTGAAGAAGACTTCTTTAGCATCCATATCCGCATCGTGGGGGACTGGACAG
AGGGGCTGTTCAATGCTTGTGGCTGTGATAAGCAGGAGTTTCAAGATGCATGGAAACT
ACCTAAGATAGCAGTTGATGGGCCCTTTGGCACAGCAAGTGAAGATGTGTTCAGCTAT
GAGCTGGTCGATCTTAGTGGCGAGCAGGAATTGGGGTCACGCCCTTTGCATCCATCCTC
AAGTCAGTCTGGTACAAATATTGTGACAATGCCACGAATCTGAGGCTCAAAAAGATCT
ACTTCTACTGGCTGTGCCGTGACACACATGCCTTTGAGTGGTTTGCAGACTTGCTGCA
GCTGCTGGAGACACAGATGCAGGAGAGGAACAATGCTGGCTTCCTCAGCTACAACAT
CTATCTCACCGGCTGGGATGAGTCCCAGGCCAATCACTTTGCTGTGCACCATGATGAG
GAGAAAGATGTGATCACAGGTCTGAAACAAAAGACACTGTATGGACGACCCAACTGG
GATAATGAGTTCAAGACAATTGCAAGTCAACACCCTAATACCAGAATAGGAGTTTTCC
TCTGTGGACCTGAAGCCTTGGCTGAAACCCTCAGTAAACAGAGCATCTCCAACTCTGA
GTCTGGCCCTCGGGGAGTGCACTTCATTTTCAACAAGGAAAACTTCTGATTCATCCCA
CTACGAGAAGGGCAATTCCACCACACTGGACTAGTGGATCCGAGCTCGGTACCAAGCT
ANN

2. abra: Nyul lépb6l megklonozott NOX2 szekvenalasi eredménye, kiemelve a

fehérjekodolé szekvencia.
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NNAGCTTGGTACCGAGCTCGGATCCACTAGTCCAGTGTGGTGGAATTGCCCTTGCATG
GATGTGTCCTGGAGAAGCTGGCTGGCCAACGAAGGGGTTAAACACCTCTGCCTGCTC
ATCTCGCTTTCCCTGAATGGTCTGCTTTTCTCGAAAACCTTCCTGCTGTATAACCAAGG
GCCAGAGTACCATTACCTCCACCAGATGTTAGGCCTAGGATTGTGTCTAAGCAGAGCC
TCCGCATCTGTTCTTAACCTCAATTGCAGCCTCATCCTTTTACCCATGTGCCGAACACT
CCTGGCTTACCTTCGGGGATCCCAGAAGGTCCCAAGCAGGAGAACAAGAAGAGTGTT
GGATAAGAGCAGAACATTCCATATAACTTGTGGTGTCACTATCTGTATTTTCTCAGGTG
TGCATGTGGCTGCCCATCTECGTCGAATCGCCCTCAACTTCTCAGTCGAACTACAATGAGGA
TTTTATTGAACTGAATGCAGCAAGATACCGAGATGAGGATCCTAGAAAGCTTCTCTTC
ACAACTGTTCCTGGCCTGACAGGAGTCTGCATGGTAATGGTGCTATTCCTCATGGTTA
CAGCTTCTACTTATGCAATAAGAGTTTCTAACTATGACATCTTCTGGTATACTCATAAC
CTCTTCTTTGTCTTCTACATGCTGCTGATGTTGCATGTGTCAGGGGGGCTGCTGAAGTA
TCAAACTAATTTAGATACCCACCCTCCTGGCTGCATCAGTCTTAACCAAACTCACCATC
AAGACATTTCCTCGCCATTGCATCACTCAGAACATTTGCCTGCGATCTTTCTTGGGAGAA
TTTTCAAAACCAGAAGAACTTGCTCAGAACACATTCATGAAGATTTGTGTGGAAGGGC
CCAGATTCCGAGCTACTTTTCCACAGACTTGGCTTTGGATTTICTGGACCTTTGTGCCTA
TACTGTGCCGAAAGACTTTATAGGTGTATTCGGAGCAATAAACCAGTCACCATCCTCT
CAGTTATAAGTCATCCCTCAGATGTCATGGAAATCCGAATGGTCAAAGAAAATTTTAA
AGCAAGACCTGGCCAGTATGTTATTCTGCATTGTCCCAGTGTGTCTGCATTAGAAAAC
CATCCCTTTACCCTCACAATGTGTCCTACAGAAAAAAAAGCAACATTTGGAGTCCATC
TTAAAATAGTAGGAGACTGGACAGAACGATTCCGAGATTTACTGCTGCCTCCATCTAG
TCAAGACTCTGAGATTCTGCCGTTCATTCAAACTAGAAATTACCCAAAGCTATACATA
GATGGTCCATTTGGAAGTCCATTTGAGGAGTCACTGAACTATGAGGTCAGCCTGTGCG
TGGCTGGAGGCATTGGAGTGACTCCTTTTGCATCGATACTCAACACCCTGCTGGATGA
CTGGAAGCCGTACAAACTTAGAAGACTGTATTTTATTTGGGTGTGCAGAGACATCCAA
TCCTTCTGTTGGTTTGCAGACTTACTCTGCATGTTATATAACAAGTTTTGGCAAGAGAA
CAGACCTGACTATGTCAACATCCAGCTGTACCTCAGTCAAACAGATGGGATTCAGAAG
ATAATTGGAGAAAAATACCATGCATTGAATTCAAGACTTTTTATTGGGCGTCCTCAGTG
GAAACTTCTATTTGATGAAATAGCAAAATATAACACGAGGGAAAACAGTTECGTGTCTTC
TCGCTGCGGACCCAATTCACTTTCCAAGATTCTTCATAAACTCGAGTAACCAAAGCAACT
CATATGGGACAAGATTTGAATACAATAAAGAATCTTTCAGCTGAAAATCTGAGAAGAAC
CAGGACTCTAAAGAAGGAATGTGTGCAAGGGCAATTCTGCAGATATCCAGCACAGTGG
CGGCCGCTCGAGTCTAGAGGGCCCGCGGTTCGAAGGTAAGCCTATCCCTAACCCTCTC
CTCGGTCTCGATTCTACGCGTACCGGTCATCATCACCATCACCAN

3. abra: Nyl vesébol megklonozott NOX4 szekvenalasi eredménye, kiemelve a

fehérjekodolo szekvencia.
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