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BEVEZETES

Az emldsokben a NADPH-oxid4azok (NOX) csaladja felelds a
reaktiv oxigénszarmazékok (ROS) szabdlyozott modon torténd
eloallitasaért. A csaladba 7 fehérje sorolhato a NOX1, NOX2, NOX3,
NOX4, NOXS5, illetve DUOX1 és DUOX2 enzimek. A NOX-ok
szuperoxidot vagy hidrogén-peroxidot allitanak el6. A szabalyozas
mechanizmusa eltérd az egyes enzimek kozott. Vannak, amelyek ROS
termeléséhez citoszolikus fehérje alegységek sziikségesek, mig mas
izoformaknal az intracellularis kalciumionkoncentréacio
megemelkedése valtja ki a ROS felszabadulasat. Olyan izoformat is
leirtak, amely konstans aktivitast mutat, és elsdsorban transzkripcios
szinten szabalyozott. A NOX-ok az emberi szervezet szamos sejt- €S
szovettipusaban megtalalhatok. Jelen vannak a vastagbélben (NOX1),
a fehérvérsejtekben (NOX2), a belsé fiilben (NOX3), a vesében és az
erekben (NOX4), a Iépben és a herében (NOXS), illetve a
nyalmirigyben, a légutakban és a pajzsmirigyben (DUOX1 és 2) is.
Széles szoveti expresszidjuknak koszonhetéen szamos ¢lettani
folyamatban vehetnek részt. Ismert a szerepiik az immunvédekezésben
(NOX2, DUOX1), az egyensuly érzékelésében (NOX3) és a
pajzsmirigyhormonok szintézisében (DUOX?2) is.

Tobb mint 20 évvel ezelott, 2001-ben irtak le a NOX5-6t,
azonban az enzim élettani funkcidjat mind a mai napig nem ismerjik.

A NOXS5 szerkezetében megtaldlhaté a NOX-okra altalanosan

jellemzé 6 transzmembran domén ¢és a C-terminalis oldalon

1



elhelyezked6 FAD ¢és NADPH-kotohelyek. A NOXS N-terminalis
oldalan egy egyedi struktara van, az EF-hand domének. Az enzim
aktivalodasahoz az intracellularis kalciumionkoncentracio
megemelkedése sziikséges. A kalciumionok bekotédnek az EF-hand
doménekhez, aminek kovetkeztében konformacidvaltozason megy
keresztiil a fehérje. Az N-terminalis lanc kozelebb keriil a C-terminalis
lanchoz, ami elinditja az elektronok vandorlasat a NADPH-r6l a FAD-
on és transzmembran doméneken keresztiil a molekularis oxigénre. A
NOX5 miikodése soran oxigént redukal szuperoxid anionna. A C-
terminalis oldalon talalhatéak olyan szerin és treonin aminosavak,
amelyek foszforilalodasa fokozza a NOXS5 kalciumérzékenységét.

A NOXS sajatossaga, hogy nem igényel tovabbi citoszolikus
vagy membrankotott fehérje alegységeket a milkodéséhez és a
stabilizalodashoz. Mindazonaltal a NOX5 hajlamos a multimerek
képzésére, és az enzim aktivitdsa jellemzden dimer vagy tetramer
formaban valdsul meg. A tobbi NOX-szal ellentétben a NOXS nem
glikozilalt fehérje.

Az emberi szervezetben a NOX5-nek hat izoformaja van,
amelyeket jellemz6en gorog betiikkel szoktak jelolni (a, B, vy, 0, € és
€). A hat izoforma koziil csak az a és a B bizonyitottan funkcidoképes.
Evolucios érdekesség, hogy a ragcsalok tobbségében nem talalhato
meg a Nox5 gén, igy a laboratoériumokban széleskdrben hasznalt
egerekben és patkanyokban sem. Igy ezek az allatmodellek sajnos nem
alkalmazhatok arra, hogy a NOXS5 élettani funkciot felderitsiik.



Az elérhet6 adatok alapjan a NOXS5 elsOsorban az endoplazmas
retikulumban (ER) és a sejtmagmembranban helyezkedik el. Az
emberi szervezetben a legnagyobb mennyiségben a Iépben és a
herében fejezddik ki, kisebb mértékben a nyirokcsomodkban, a
prosztatdban, a méhben és a méh-lepényben.

Attekintve a kereskedelmi forgalomban elérhet6, human NOX5
fehérjét felismerd antitesteket, az allapithaté meg, hogy szamos
antitest olyan sejtlizitumokban detektalja a NOXS fehérjét,
amelyekben a Human Protein Atlas (HPA) adatbazis nem jelez NOX5
mRNS expressziot. Ezen ellentmondas miatt feltételezhetd, hogy ezen
antitestek nem NOX5-6t mutatnak ki. A NOXS szakirodalmaban
szamos koOzleményt talaltunk, amelyekben ilyen bizonytalan
specifitasu antitestekkel dolgoztak.

Munkacsoportunk azt a megkozelitést valasztotta a NOXS5
vizsgalatara, hogy NOXS5 hianyos (KO) uj-zélandi fehér nyulakat hoz
létre CRISPR/Cas9 technikaval. Magas koleszterintartalmt tappal
etetett nyulakon végzett kisérletekben azt talaltuk, hogy a KO
allatokban nagyobb teriileten képzddtek plakkok az aortaban, mint a
kontroll egyedek esetében. Ebbdl arra kdvetkeztettiink, hogy a NOXS5-

nek védo hatasa lehet az érelmeszesedéssel szemben.



CELKITUZES

Kutatémunkdm sordn a human NOXS5-6t tanulmanyoztam és a
NOXS5 hidnyos nyul ,off-target” elemzését végeztem el.

Kisérleteinkben a kovetkezd célokat tliztiik ki magunk elé:

« Uj, monoklonélis NOX5 antitest kifejlesztése az Immunogenes Kft-
vel egyiittmiikddve, amely megbizhatéan felismeri a human NOXS5
fehérjét, és az Uj antitest részletes jellemzése.

* NOXS5-6t stabilan kifejez6 HEK293T sejtvonal létrehozasa. A sejtek
szuperoxidtermelésének a vizsgalata és az enzim intracellularis
lokalizacidjanak a megallapitasa.

* Endogén NOXS5-6t tartalmazé UACC-257 melandéma sejtvonal
tanulmanyozasa, a sejtek szuperoxidtermelésének a vizsgalata, a
NOXS intracellularis lokalizaciojanak a megallapitasa és az 0 antitest
vizsgalata a sejtvonal felhasznalasaval.

* NOXS5 detektalasa és expresszidjanak tanulmanyozasa primer huméan
szovetekben.

* NOXS kimutatasa primer human vaszkularis sejtvonalakban.
» CRISPR/Cas9 technikaval létrehozott NOXS hianyos nyulak ,,off-
target” analizise a NADPH-oxidazokra.



MODSZEREK

Sejtvonalak

HEK293T sejtekbol létrehoztam egy NOXS5-6t taltermeld vonalat
(HEK-NOXS5) ¢és egy kontroll HEK293T vonalat (HEK-Kontroll). Az
endogén NOXS5 fehérjét az UACC-257 melandma sejtvonalban
terveztem kimutatni. Human, primer vaszkuldris sejtek vizsgélatira a
kovetkezd sejtek alltak a rendelkezésiinkre: humén koronaria
simaizom sejtek, human aorta simaizom sejtek és humén sziv eredetii

mikrovaszkuldris endotélsejtek.

Klénozas

A nyilt leolvasési kereti human NOXS5B cDNS (BC125098.1) a
pcDNA3.1/V5-His-TOPO vektorban allt a rendelkezésemre. DNS
polimerazzal kierdsitettem a NOXS inzertet a megfeleld restikcios
vagohelyekkel kiegészitve, majd beleillesztettem a
pSB/CMV/MCS/Puro vektorba.

A GST-NOXS5 ¢és a NOX5-Hise konstruktok esetében a human NOXS5
fehérje els6 167 aminosavat, az EF-hand doméneket kodolo
szekvenciat erdsitettem ki az eredeti plazmidbdl, majd illesztettem a

pGEX-4T-1, illetve a pLATE31 vektorba fehérjetermeltetés céljabol.

Klonozas az ,,off-target” analizishez

Nyul vastagbélbél (NOX1-hez), 1épb6l (NOX2-hoz) és vesébdl
(NOX4-hez) szovetmintakat gyijtottiink, RNS-t preparaltunk, majd
cDNS-t  készitettliink. A cDNS-b6l  specifikus  primerek



felhasznalasaval kierdsitettem az egyes nyul NOX izoformakat, és
pcDNA3.1/V5-His-TOPO vektorba illesztettem. A ligdtumot E. coli
TOP10 baktériumokba transzformaltam, majd hat telepet hasznéltam
fel  plazmidpreparalésra. El6szor  restikcios emésztéssel
bizonyosodtunk meg a kivant plazmiddsszetételrdl, majd az emésztési

kép alapjan 1-1 DNS konstrukciot elkiildtiink DNS szekvenélésra.

Fuzios fehérjék eloallitasa

A GST-NOXS és a NOX5-Hiss fehérjék eloallitdsahoz a plazmidokat
fehérjetermeld E. coli BL21 torzsbe juttattam. A transzformalt
baktériumokat Terrific Broth médiumban novesztettem, és IPTG
hozzaadasaval indukaltam a fehérjetermelést, ami 3-4 6ran keresztiil

zajlott, 37 °C-on, razéinkubatorban.

GST-NOXS és NOXS-Hise fehérjék tisztitasa

A baktériumokat centrifugalassal iilepitettem, majd egy Tris alapq,
protedz inhibitorokat tartalmazé lizis pufferrel szuszpendaltam az
tiledéket. Szonikalassal roncsoltam a baktériumokat, majd az
oldhatatlan részeket centrifugalassal elvalasztottam. A feliiliszohoz
glutation-gyongyot adtam a GST-NOXS kinyeréséhez, illetve nikkel-
gyongyot a NOXS-Hise kihaldszasahoz. A gyongydket mostam a
megfeleld oldatokkal, majd eludltam a rekombinans fehérjéket
glutation, illetve imidazol tartalm elualé oldatokkal. Az eluatumokat

dializaltam PBS-ben, majd bekoncentraltam a fehérjeoldatokat.



siRNS és DNS transzfekcio

Az UACC-257 sejtekben az endogén NOXS5 mennyiségének
csokkentését négy kiilonbdz6, NOXS specifikus siRNS-sel értem el,
mig kontrollként kontroll siRNS-t alkalmaztam. A 40 nM
reagenssel tortént, és a hatas kifejlddésére 2 napot hagytam.

A HEK293T sejteket az inzert nélkiili vagy a NOXS5 inzertet tartalmazd
pSB/CMV/MCS/Puro vektorral és egy transzpozaz enzimet kodold
vektorral egylitt transzfektaltam 1:5 aranyban, Osszesen 2 ng DNS-t
felhasznalva egy hat lyuka sejttenyészté lemez egy lyukaban. Két
nappal a transzfekcié utan 7,5 pg/ml puromycin hozzaadasaval
kezdtem kivalogatni a pozitiv klonokat, és a szelekcidt két hétig
tartottam fent. A HEK-Kontroll és a HEK-NOXS5 sejteket ER-ba
iranyitott mCherry konstrukttal transzfektaltam, hogy megallapitsuk a
tultermeltetett NOXS5 intracellularis lokalizaciojat. A kisérletekhez

Lipofectamine LTX & PLUS reagenst hasznaltam.

RNS preparalas, cDNS iras, kvantitativ PCR (qPCR)

Kiilonb6z6 sejtvonalakbol, DNS emésztés mellett, RNS-t preparaltam.
A kinyert RNS-r6l ¢cDNS-t szintetizaltam. A qPCR reakcidkat a
LightCycler 480 Probes Master hasznalatra kész reakcio keverékkel
végeztem, 0,5 pl Tagman proba oligonukleotid és 0,5 pl cDNS
felhasznalasaval. A mintdkban a NOXS5 és, belsd kontrollként, aktin
expressziojat vizsgaltam. A kiértékelés soran a NOXS5/aktin aranyt

elemeztem.



Western blot és Instant blue festés

A NOXS5 fehérje kimutatdsa céljabol humén szovetlizatumokat
vasaroltunk, illetve fehérjeoldatokat készitettem  kiilonb6zo
sejtvonalakbdl RIPA oldat segitségével. A szolubilizalt fehérjék
elvalasztasat 10%-os poliakrilamid tartalmu gélen végeztem, redukalo
¢és denaturald koriilmények kozott. A gélrdl a fehérjéket nitrocelluldz
membranra blottoltam, majd Ponceau-festéssel ellendriztem a
blottolas sikerességét. A membrant 5 %-nyi tejport tartalmazo PBS-
Tween oldattal blokkoltam. Fls6 antitestként a kifejlesztett human
NOXS ellenes antitestet hasznaltam 1-10 ug/ml-es koncentracioban,
kontrollként pedig B-aktin, a-simaizom aktin vagy vinculin ellenes
antitesteket.

Az Instant blue festéshez a gélelektroforézis utan a gélt Instant blue

festékkel inkubaltam.

Immuncitokémia

A sejteket paraformaldehiddel (PFA), acetonnal vagy metanollal
fixaltam. A PFA-s fixalast egy inkubacios 1épés kovette 10 mM-os
glicin oldattal, majd egy permeabilizalasi 1épés 0,1 % Triton X-100
detergenssel. Ezutan egy orat blokkolodtak a minték 5 % BSA tartalmt
PBS-ben. Az elsé antitesteket (NOXS: 2-5 pg/ml, kalnexin: 1:100) a
blokkold oldatban higitottam, majd egy egész éjszakan keresztiil
kezeltem velik a sejteket. Masnap mostam a fed6lemezen 1évo
sejteket, majd egy orat inkubaltam sotétben a fluoreszcensen jelolt

masodik antitestekkel.



Immunbhisztokémia

A NOXS5 fehérje szoveti eloszldsanak a megallapitdsdhoz normal,
human here, 1ép és petefészek metszeteket vasaroltunk. A metszeteket
deparaffindltam, rehidratdltam majd két 1épésben végeztem el az
antigénfeltarast. E18szo6r pH=6-o0s, 10 mM natrium-citratot tartalmazo
oldatban, magas nyomason és homérsékleten kezeltem a metszeteket
20 percig, majd hasznalatra kész, antigénfeltard pepszinoldattal, 10
percig, 37 °C-on. A NOXS5 fehérje kimutatasahoz az Alexa Fluor 488
Tyramide SuperBoost Kit-et alkalmaztam. Az endotélsejt marker von
Willebrand-faktor (vWF)  fehérjét fluoreszcens masodlagos
antitestekkel detektaltam.

Szuperoxid mérések

A méréseket a CLARIOstar Plus Microplate Reader miiszerrel
végeztem, 37 °C-on. A sejtalapu vizsgalatokat HEPES-sel pufferelt
(H-) médiumban csinaltam. A szuperoxid detektalasahoz a Diogenes
reagenskeveréket adtam a sejtekhez. Extracellularis szuperoxid jelet

regisztraltam lumineszcens modban.

Statisztika

A mérések eredményeit atlag £ SEM (atlag standard hibaja) forméban
abrazoltam. A szuperoxidtermelés statisztikai elemzése soran a Mann-
Whitney U tesztet alkalmaztam. A kiértékelés folyaméan az egyes
idépontokban mért értékeket a maximalis detektalt értékre
normalizaltam, majd az egyes ingerekre adott cslicsvalaszokat

hasonlitottam 0ssze. Az elemzés és az értékelés a GraphPad Prism 7.0
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programmal tortént.

Egysejtes RNS-szekvenalasi adatok elemzése, RNS-szekvenalasi
eredmények gytijtése

ANOXS5 mRNS expresszidjanak tanulmanyozasahoz kétféle egysejtes
RNS-szekvendlasi adatokat tartalmazé adatbazist elemeztem. Az
egyik a Tabula Sapiens transzkriptomikai atlasz volt, amely 6tszdzezer
sejtrél tartalmaz informaciokat, 24 kiilonb6z6 szovetbdl és szervbol,
tobb mint 400 féle sejttipust azonositva. A mintakat 15 donorbol
gyujtottek Ossze. A masik forrasnak a HPA, ingyenesen elérhetd
adatbazis szolgalt. A HPA-bol szervszintl és kiillonbdzo sejttipusokra
lebontott egysejtes RNS-szekvenalasi eredmények érhetéek el. Az
UACC-257 sejtek RNS-szekvenalasi eredményeit a CellMiner

honlaprol kérdeztem le.
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EREDMENYEK

1. Uj, human NOXS5 fehérjét felismeré antitest kifejlesztése
Az 1j, human NOXS5 fehérjét felismerd antitest kifejlesztését az

Immunogenes Kft-vel egyiittmiikodésben valositottuk meg.

167 aminosav hosszu szakasznak elkészitettem a GST (GST-NOX5),
illetve 6 darab hisztidin aminosavval (NOX5-Hise) kapcsolt formajat.
E. coli BL21 baktériumtdrzzsel megtermeltettem, majd
affinitaskromatografias eljarassal tisztitottam, végiil dializaltam és
bekoncentraltam a fehérjéket. A cég a GST-NOXS fehérjével bFcRn
transzgenikus BALB/c egereket immunizalt. Western blot-tal (WB)
ellendriztem a szérumokban a kialakult immunvalaszt, majd két egér
1épét hasznalta fel az Immunogenes Kft a hibridoma sejtek
létrehozasahoz. A hibridomak termelte antitestek teszteléséhez
hasznaltak a NOX5-Hise antigént. Tobb, igéretesnek latszo klon koziil
az 1E10 jelolésti bizonyult a legmegfelelébbnek. Kisérleteink soran
elvégeztik az uj, 1E10 monoklondlis antitest (mAb) részletes
jellemzését és a tovabbiakban ezt hasznaltuk a NOXS fehérje

kimutatasara.

2. NOXS5-6t tiltermeld6 HEK293T sejtek létrehozisa, a NOXS
fehérje kimutatisa a sejtekben, a sejtek szuperoxidtermelé
képességének vizsgalata

Sleeping beauty vektorba klonoztam a human NOXS5B-t, és egy
11



transzpozaz enzimet kodold vektorral egyiitt HEK293T sejtekbe
(HEK-NOX35) transzfektaltam. Létrehoztam egy NOXS5 inzert nélkiili
HEK293T kontroll sejtvonalat is (HEK-Kontroll). Puromycines
szelekcioval stabil sejtvonalakat alkottam, amelyeket felhasznaltam az

antitestfejlesztés soran is a klonok eldsztirésére.

WB kisérletekben meggy6zddtiink, hogy az j 1E10 mAb csak a HEK-
NOXS5-6s mintdkban detektdl NOXS5 jelet, mig a HEK-Kontroll
mintdban nem ismer fel semmit sem. Ugyanezt tapasztaltuk az
immunfestés soran kapott eredmények esetében is. A NOXS5
intracellularis  elhelyezkedésének vizsgalatahoz a sejteket az
endoplazmas retikulumban (ER) kifejez6d6 mCherry konstrukttal
transzfektaltam. Az lattuk, hogy a két jel nagymértékben atfedé képet
mutat, és megallapitottuk, hogy a tultermeltetett NOXS elsésorban ER

¢s sejtmagmembran elhelyezkedést mutat.

Diogenes reagens felhasznalasaval kovetni tudtuk a sejtek
szuperoxidtermelését az extracellularis térben. A HEK-NOXS5-6s
sejtekben sikeriilt szuperoxidtermelést kivaltani receptor-medialt iton
ATP-vel és a SERCA pumpa gatlasa révén thapsigarginnal (Tg). A
HEK-Kontroll sejtek egyaltalan nem valaszoltak a stimulusokra. A
HEK-NOXS sejtek szuperoxid jelét sikeresen csokkentettiik NOX
inhibitor difenil-jodonium (DPI), illetve szuperoxid-dizmutaz

hozzaadasaval.
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3. Endogén NOXS fehérje kimutataisa UACC-257 sejtekben, a
sejtek szuperoxidtermel6 képességének vizsgalata

Az endogén NOXS5 fehérje kimutatasara az UACC-257 melanéma
sejtek alltak a rendelkezésemre. A legtobb antitestjellemzést célzo

kisérletet ennek a sejtvonalnak a felhasznalasaval végeztem.

Csokkent NOXS5 jelet detektaltam a WB soran, ha a 4 kiilénb6zd,
NOXS mRNS-t célzo siRNS barmelyikével transzfektaltam a sejteket,
mig a kontroll siRNS kezelés hatdsara nem tortént a NOXS5 fehérje
mennyiségében valtozas. A kisérlettel validaltam az 0j mAb-ot,
tovabba megbizonyosodtam afeldl, hogy felismeri az endogén NOXS
fehérjét. Megvizsgaltam azt is, hogy a mAb hany darab melanéma
sejtben képes még kimutatni a NOXS5 fehérjét. Ehhez a sejtekbol
higitasi sort készitettem, és a WB képek alapjan ugy lattam, hogy
minimum 1000 darab sejtben képes megbizhatéan felismerni az
antitest a NOXS5-6t. Tovabbi kisérletekben azt talaltam, hogy az
endogén NOXS5-6t csak nem hdkezelt mintakbdl tudjuk kimutatni,

s

egy esetleges aspecifikus jelet 1étrehozva.

Immuncitokémiai kisérletekben NOXS5 siRNS-sel kontrollalt médon
sikertiilt bizonyitanom az antitest specifikus felismerd képességét. Az
immunfestések alkalmaval a mAb a paraformaldehides, metanolos és
acetonos fixalas utan is megbizhatd eredményt adott, ami szélesitheti
a mAb felhasznalasi lehetdségeit. A kalnexin és a NOXS5 egyiittes

immunfestése soran igyekeztem megdallapitani az endogén NOXS
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fehérje intracellularis lokalizacidjat. Eredményeink szerint az endogén
NOXS5 fehérje is dontéen az ER-ban és a sejtmagmembranban disul,

ugyanis a NOXS5 és a kalnexin jele nagymértékben atfedd képet adott.

Megbizonyosodtam a melandma sejtek ROS termeld képességérdl is.
A sejtek TRPV4 agonista GSK1016790A és Tg hatasara szuperoxidot
allitottak eld. DPI, illetve NOXS siRNS kezeléssel igazoltam, hogy a
detektalt szuperoxid jel NOXS eredetii.

4. NOXS fehérje kimutatasa human szévetekben

Humén [ép és here mintdkban WB-tal igazoltuk a NOXS fehérje
jelenlétét. A mintakban detektaltunk egy csikot, amely az UACC-257
sejtek NOX5-jével azonos magassagban volt. Petefészek lizatumban
is bizonyitottuk az oxidaz jelenlétét. Negativ kontrollként sziv- és
vazizom mintak alltak a rendelkezésiinkre, ezekben semmilyen jelet

nem mutatott ki az uj mAb.

Immunhisztokémiai kisérletekben tanulmanyoztuk a NOXS eloszlasat
here, 1ép és petefészek szovetmetszeteken. Azt tapasztaltuk, hogy a
here esetében a NOXS jel forrasa dontden a herecsatornak falabol
érkezik, a spermatogenezisben részt vevo sejtekbol, mig a luminalisan
elhelyezkedd spermiumok nem jel6lddnek. Immunfestéseink nem
tamasztjak ala azon irodalmi kovetkeztetéseket, amelyek szerint a
NOXS5-nek az érett spermiumokban van fontos szerepe. A petefészek
metszet esetében a NOXS jel dontden az intersticiumaban volt. A 1ép

esetében a metszetet egyiitt festettiik meg NOXS5-re és az endotélsejt
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marker vWF-ra. Meglepetésiinkre a két jel atfedd képet mutatott,
gyuriszerti strukturdkat kirajzolva a szdvetben. Ebbdl arra

kovetkeztettiink, hogy a 1épben az endotélsejtek a NOXS forrésa.

RNS adatbézisok segitségével is igazoltuk az immunfestésekkel tett
megfigyeléseinket, miszerint a herében a spermatidak ¢és
spermatocytak, a petefészekben az oocytak és a granulosa sejtek, a

1épben pedig az endotélsejtek a NOXS forrasai.

5. NOXS kimutatisa primer human vaszkularis sejtekben

Irodalmi adatok alapjan a NOXS5 fehérje széles korben kifejezodik
vaszkularis simaizom- és endotél sejtekben. Rendelkezésiinkre alltak
koronaria simaizom sejteket, aorta simaizom sejteket és sziv eredetil
mikrovaszkularis endotélsejteket. Antitestiink egyik sejt esetében sem
detektalt NOXS fehérjét. qPCR-ral megvizsgaltuk ezért a mintak
NOXS5 mRNS tartalmat is, de csak csekély mértékii expressziot
tapasztaltunk, amely feltehetdleg nem eredményez szamottevo

mennyiségli NOXS fehérjét.

6. NOXS hianyos nyulak ,,off-target” analizise

Megvizsgaltuk, hogy a NOX5 hidnyos nyulakban nem sériiltek a
NOX1, NOX2 és NOX4 gének. Mintakat gytijtottiink a NOX1-hez a
vastagbélbdl, a NOX2-hoz a 1épbdl, a NOX4-hez pedig a vesébdl,
majd  molekularis  biologiai  moddszerekkel — klonoztuk  és
megszekvenaltuk a nevezett géneket. Megallapitottuk, hogy épek a
NOXS5 hidnyos nytlban a vizsgalt NOX izoformak génjei.
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KOVETKEZTETESEK

» Kifejlesztettiink egy mar kereskedelmi forgalomban is kaphat6, 1j,
monoklonalis, egér antitestet, amely specifikusan ismeri fel a humén
NOXS fehérjét Western blot és immunfestési eljarasokban.

* A NOXS5 fehérjét tultermeldé HEK293T sejtekben az enzim
sejtmagmembran és endoplazmas retikulum lokalizacidt mutat.

» Az endogén NOX5-6t tartalmazé UACC-257 melandma sejtekben az
enzim szintén endoplazmas retikulum és sejtmagmembran lokalizaciot
mutat. Kimutattuk, hogy a melanoéma sejtek NOX5 fehérjéje képes
szuperoxidot eldallitani TRPV4 csatorna agonista GSK és SERCA
inhibitor thapsigargin hatasara.

* Els6ként mutattuk ki a NOXS5 fehérjét human here, 1€p és petefészek
mintakban.

* A herében a NOXS5-6t dontéen a spermatogenezisben résztvevo
sejtek fejezik ki és nem az érett spermiumok.

* A 1épben a NOXS5 forrasa az endotélsejtek.

» Az altalunk vizsgalt human vaszkularis primer sejtekben nem volt
kimutathato a NOXS fehérjeszinten.

* A NOX5 hianyos nyulainkban nem sériiltek a NOX1, NOX2 ¢és
NOX4 gének.
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