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1. Publikalt eredmények ismertetése

1.1 A peroxidazin (PXDN) fehérje vizsgalata

A peroxidazin fehérje (PXDN) az eml8s peroxidazok csaladjaba tartozik, pontos funkcioja
azonban jelenleg ismeretlen. Kisérleteinkben kimutattuk, hogy a PXDN a sejtek
endoplazmés retikulumaban talalhat6. Azt is kimutattuk, hogy human fibroblasztok,
miofibroblasztta valé atalakulasa soran a PXDN expresszidja emelkedik és a fehérje
szekretalddik az extracellularis térbe. Az extracellularis térbe keriilve a PXDN jellegzetes,
kabel-szerl struktdrékban taldlhaté és kolokalizaciét mutat mas extracellularis fehérjékkel,
példaul a fibronektinnel. Megallapitottuk, hogy a vese fibrotikus atalakuldsa soran
felszaporodik a PXDN mennyisége a peritubularis térben.

Publikacio: Péterfi Z, Donké A, Orient A, Sum A, Prokai A, Molnér B, Veréb Z, Rajnavélgyi

E, Kovacs KJ, Miller V, Szab6 AJ, Geiszt M. Peroxidasin is secreted and incorporated into
the extracellular matrix of myofibroblasts and fibrotic kidney. Am. J. Pathol. 2009,
175(2):725-35. IF: 5.673

1.2 A laktoperoxidaz enzime (LPO) ditirozinképz6 aktivitasanak jellemzése

Alacsonyabb rendl él6lényekben a peroxidazok fontos szerepet jatszanak az
extracellularis matrix stabilizaciéjaban. Fontos kérdés, hogy vajon az emlés peroxidazoknak
van-e hasonlé funkciojuk. E kérdés vizsgalata a peroxidazin fehérje esetében lenne a
legindokoltabb, azonban a peroxidazin rekombinans formaban térténd elballitdsat egyelére
nem siker(lt megoldanunk. Kisérleteinkben az LPO ditirozin-képzé aktivitasat jellemeztik és
megallapitottuk, hogy az enzim igen hatékonyan katalizalja H.O, jelenlétében a ditirozin
kétések kialakulasat. Azt is megallapitottuk, hogy az enzimnek ez az aktivitasa lehetéséget

teremt a H,O, koncentraciéjanak mérésére is.



Publikacio: Donkd A, Orient A, Szab6 PT, Németh G, Vantus T, Kéri G, Orfi L, Hunyady L,
Buday L, Geiszt M. Detection of hydrogen peroxide by lactoperoxidase-mediated
dityrosine formation. Free. Radic. Res. 2009, 43(5):440-5. IF:2.215

1.3 Az endoplazmas retikulum (ER) redox allapotanak jellemzése fluoreszcens
technikaval

Az endoplazmas retikulum redox allapotanak alakulasa nagyon izgalmas kérdés a Nox
enzimek szempontjabol, ugyanis a Nox4 fehérje valoszinileg ebben a kompartmentben
talalhaté. Kisérleteink soran egy fluoreszcens, H.O.-érzékeny fehérje, a Hyper segitségével
sikerllt megmérniink a H,O, szintjét kilénbdz6 intracellularis kompartmentekben. Specialis
target szekvenciak felhasznalasaval kiilénb6z6 sejtalkotokban expresszaltuk a Hypert és igy
endoplazmas retikulumban, a sejtmagban és a plazmamembran szintjén is. Kimutattuk, hogy
az endoplazmas retikulum lumenében a legmagasabb a H.O, koncentracio, ami valoésziniileg
az Ero1-L enzim aktivitasanak a kévetkezménye. Azt is kimutattuk, hogy ha az endoplazmas
retikulum lumenének kalcium tartalma csdkken, akkor ezzel parhuzamosan csdkken a H,O,
koncentracié is a lumenben. Kisérleteink soran azt is kimutattuk, hogy az endoplazmas
a Nox1-4 enzimek aktivitisahoz elengedhetetlen p22°P" expresszidjanak gatldsa nem
befolyasolta az ER redox allapotat.

Publikacio: Enyedi B, Varnai P, Geiszt M. Redox state of the endoplasmic reticulum is
controlled by ErollL-alpha and intraluminal calcium. Antioxid. Redox. Signal. 2010,
13(6):721-9. IF: 8.209

1.4 A Duox1 enzim szerepének vizsgalata urotél sejtekben

A Duox1 NADPH oxidaz funkci6ja jelenleg ismeretlen. Primer urotél sejteket vizsgalva
kimutattuk, hogy a kalcium szignalt kialakité thapsigargin H,O,-termelést stimulal, ami
gatolhaté volt DPI-vel, a NADPH oxidazok gatlészerével. Azt is kimutattuk, hogy az
urotéliumban a Duox1 mRNS nagy mennyiségben, a Duox2 pedig alacsony szinten fejezédik
ki. Annak vizsgalatara, hogy az urotélium altal termelt H.O.-ot valdoban a Duox1 termeli,
Duox1 knockout egerek urotéliumanak H,O, termelését tanulmanyoztuk. Kimutattuk, hogy a
Duox1 knockout sejtek bazalis H.O, -termelését - a vad tipusl sejtekkel ellentétben —
thapsigarginnal, vagy a TRPV4 (tranziens receptor potencial vanilloid 4) csatorna aktivalasan
keresztll nem lehetett stimulalni. Cisztometrias kisérletekben azt is megallapitottuk, hogy a
Duox1 genetikus hianya megvaltozott holyag kontrakci6kat eredményez.



Publikacio: Donkd A, Ruisanchez E, Orient A, Enyedi B, Kapui R, Péterfi Z, de Deken X,
Benyé Z, Geiszt M. Urothelial cells produce hydrogen peroxide through the activation of
Duox1. Free. Radic. Biol. Med. 2010, 49(12):2040-8. IF:5.707

1.5 Az SH3PXD2B fehérje azonositasa és jellemzése

Az SH3PXD2B fehérjét els6k kozott azonositottuk, azonban a fehérje funkciéjanak
megismerése és az eredmények publikdlasa nem bizonyult kénny( feladatnak. A korabban
nem ismert fehérjével azért kezdtiink el foglalkozni, mert az nagyfoki homoldgiat mutat a
p47°"* és NOXO1 fehérjékhez, amelyek a fagocita, illetve a colon oxiddz komponensei.
Mivel a Nox4 fehériének nem ismert citoszolikus regulatora ezért megvizsgaltuk annak
lehet6séget, hogy esetleg az SH3PXD2B fehérje szabalyozna a Nox4 mikoédését. Az
SH3PXD2B és a Nox fehérjék egyittmikddésére azonban nem talaltunk bizonyitékot, annak
ellenére, hogy mas munkacsoportok leirtdk a fehérje Nox1-et szabdlyoz6 mikddését.
Megfigyeltiik viszont, hogy a fehérje szamos sejtben és szdvetben megtalalhaté, mig a Nox
fehériékre inkabb a szbvetspecifikus expresszid a jellemzd. Megallapitottuk, hogy az
SH3PXD2B fontos szerepet jatszik a lamellipédiumok kialakulasaban és a sejtek
szétterllésében.
Publikacio: Lanyi A, Barath M, Péterfi Z, Bogel G, Orient A, Simon T, Petrovszki E,
Kis-Téth K, Sirokmany G, Rajnavolgyi E, Terhorst C, Buday L, Geiszt M. The
homolog of the five SH3-domain protein (HOFI/SH3PXD2B) regulates lamellipodia
formation and cell spreading. PLoS. One. 2011;6(8):e23653 IF:4.411

2. Még nem publikalt kisérleti munka és eredmények ismertetése

2.1 A Nox4 szerepének vizsgalata differencialédo miofibroblasztok H,O, termelésében
TGFB-val stimulalt fibroblasztokban jelentésen névekszik a Nox4 enzim szintje. Ezt
eddig csak sziv és tidd fibroblasztokon mutattak ki és azt talaltdk, hogy a Nox4 enzim altal
termelt H,O, szlkséges a miofibroblaszt iranyba t6rténd differencialédashoz. Sajat
kisérleteinkben Nox4 KO egerek segitségével vizsgaltuk, hogy mi lehet a Nox4 szerepe a
differencialédasi folyamatban. Kisérleti modelliink az egér farokbdl preparalt fibroblaszt sejt
volt, amely TGFB hatasara harom nap alatt miofibroblasztta differencialodik. Kisérleteink
soran megallapitottuk, hogy a farok fibroblaszt sejtek Nox4 expresszidja TGFB hatasara
jelentésen fokozédik és a sejtek H,O, termelése is nd. Nox4 KO egerekbdl preparalt sejteken
végzett kisérletekben az talaltuk, hogy a fokozéd6 H.O, termelésért a Nox4 enzim a felelés
(1. abra). Ezzel a kisérlettel elséként igazoltuk genetikai modell segitségével a Nox4 enzim

szerepét miofibroblasztta differencialédo sejtek H.O, termelésében.
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1. abra Nox4 KO (-/-) és vad tipusu (+/+) fibroblasztok TGFbeta-val stimulalt H,O, termelése

22 A p22°"* szerepének vizsgalata differencialodé miofibroblasztok H,0,
termelésében

Heterol6g expresszids rendszerekben végzett kisérletek alapjan feltételezik, hogy a
Nox4 enzim komplexet képez a p22°"* fehérjével. Mivel a TGFp-val stimulalt fioroblasztok
endogén modon expresszdljdk a Nox4-et, ezért kivancsiak voltunk, hogy ebben a
rendszerben is sziikséges a p22°"°* expresszidja a Nox4 enzim aktivitisahoz. A kérdést
p22°P"* KO egerekbdl preparalt fibroblasztokon végzett kisérletekkel  sikerilt
megvélaszolnunk. Azt talaltuk, hogy a p22°" KO egerekbd| preparalt fibroblasztok H,O.
termelése — hasonldéan a Nox4 KO sejtekhez — nem fokozédik TGFf hataséara, ami arra utal,
hogy a p22°"* fehérje szilkséges a Nox4 miikddéséhez (2. abra). A Nox4 tehat ebbdl a
szempontbdl hasonlit a Nox csalad azon tagjaihoz, amelyek mikédéséhez szintén
elengedhetetlen a p22°" jelenléte.
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2. abra P22°"* KO és vad tipus fibroblasztok TGFB-val stimulalt H,O, termelése

2.3 A Nox4 szerepének vizsgalata a miofibroblasztta térténé differencialédasban

A kdvetkezb6kben azt vizsgaltuk, hogy a Nox4 KO fibroblasztok képesek-e TGFf
hatdsara miofibroblasztokké differencialodni. A miofibroblasztta térténd atalakulds markere a
simaizom aktin (smooth muscle actin, SMA), amely nagy mennyiségben talalhaté a
miofibroblasztokban. Megallapitottuk, hogy a Nox4-deficiens fibroblasztok SMA expresszioja,
TGFB hatasara, a vad tipusi sejtekhez hasonléan fokozédik (3. abra).
Egy masik, szintén differencialédast jelz6 markert vizsgalva (Hic-5) hasonl6 eredményre
jutottunk.
Eddigi eredményeink alapjan tehat azt latjuk, hogy Nox4 hianyaban a miofibroblaszt iranyba
torténd differencialédas Ilétrején, azonban nem tudjuk hogy a Nox4 hianyos sejtekbdl
differencialédd miofibroblasztok mennyire funkcidképesek, ezért a jévében tovabbi
differencialodasi markereket és miofibroblaszt funkciét is terveziink vizsgalni. Ezek az
eredményeink kildénbdznek a kdézelmultban a Hecker és munkatarsai altal publikalt
eredményektdl, akik siRNS technika felhasznalasaval azt talaltak, hogy a Nox4 expresszié
gatlasa megakadalyozza a TGFpB-val stimulalt miofibroblaszt differencialédast (Hecker et al.
Nature Med., 2009, 1077-1081) Ugy gondoljuk azonban, hogy az altalunk alkalmazott
kisérleti megkdzelités, vagyis a KO sejtek vizsgalata, alkalmasabb mddszer a probléma
vizsgalatara mint az siRNS technika.
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3. abra Miofibroblaszt differencidlédas vizsgalata Nox4 KO (-/-) és vad tipust (+/+)
fibroblasztokban

Az in vivo fibrézis modellekben (bleomycinnel kivaltott tidd és ureter ligalassal kivaltott vese
fibrézis) nem lattunk kiildbnbséget a vad tipusu és KO egerek kdzott, ami 6sszhangban van a
sejtkultiraban végzett kisérletek eredményével.

2.4 A Nox4 intracellularis lokalizacidjanak vizsgalata

A Nox4 fehérje mikddésének kutatasat jelentésen megneheziti, hogy nem allnak
rendelkezésiinkre megfeleld mindségl, immunfestésre alkalmas Nox4 ellenes antitestek.
Megfelel6 antitest hianydban sajnos nehéz meghatarozni a fehérje intracellularis
lokalizaciéjat, ami kulcsfontossagu volna a Nox4 funkcidjanak megfejtéséhez. A mi
laboratériumunk is tébbszdr megprobalkozott Nox4 ellenes antitest el6allitasaval, azonban
az &ltalunk kifejlesztett antitestek sem voltak alkalmasak immunfestésre. A sejten beldli
elhelyezkedés meghatarozasara egy masik megkdzelités lehet a sejtfrakcionalas és a
kilonb6z6 sejtfrakciok H.O, termelésének vizsgalata, VT és KO egerekbdl szarmazé
szOvetek felhasznaldsaval. Egy amerikai munkacsoport a koézelmiltban publikalt
kézleményében azt mutatta, hogy a Nox4 a vese hamsejtek mitokondriumjaiban helyezkedik
el. A tulnyomérészt Western blot kisérletekre tdmaszkodd kézleményik problémaja, hogy
Nox4 KO egér hianyaban csak korlatozottan tudtak vizsgalni a kisérletekben hasznalt, Nox4-
ellenes antitest specifitasat. Az év folyaman sikertlt megmérniink a Nox4 enzim aktivitasat
egér vesébodl preparalt kiilénb6zé sejtfrakciokban. Nox4-deficiens (KO) és vad tipusa (VT)
egerek veséjébdl készilt preparatumok ROS termelését dsszehasonlitva azt talaltuk, hogy a
VT vesékbdl preparalt mikroszémalis frakcid jelentés szuperoxid-termelést mutat és a KO
allatokbol szarmazé preparatumok aktivitasa joval alacsonyabb (4. abra). A mikroszémalis
frakcibban Western blot technikaval is detektaltuk a Nox4-et, A késébbiekben,
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differencialédé miofibroblaszt sejtekkel is szeretnénk megismételni ezeket a kisérleteket.
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4. abra Vese mikroszéma preparatum szuperoxid termelése

A Nox4 fehérje intracellularis lokalizaciéjanak meghatarozasara tovabbi lehetéség lehet a
p22°"°* elhelyezkedésének vizsgélata. Sajat kisérleteink és irodalmi adatok is arra utalnak,
hogy a Nox4 komplexben taldlhaté a p22P" fehérjével. Ez azt jelenti, hogy ha a p22P">
fehérjét lokalizaciojat sikerlilne kimutatni, akkor az nagy valoszinliséggel megmutatna a
Nox4 elhelyezkedését is. A beszamolasi periddusban p22°"* ellenes antitestek
szisztematikus tesztelésébe kezdtiink. A p22°"* fehérjérsl mar régéta ismert, hogy az része
a fagocita oxidaz komplexnek. Ezzel magyarazhatd, hogy a fehérje ellen szamos (kdztik
monoklonalis) antitestet fejlesztettek ki. Egy francia kutatdcsoporttdl tébb olyan p22P™* -
ellenes monoklonalis antitestet kaptunk, amelyeknél azt is meghataroztak, hogy a célfehérje
Az antitestek tesztelése soran azt tapasztaltuk, hogy a 16G7 jelG antitest nagy
érzékenységgel és specifitissal ismeri fel a p22°" fehérjét. Azt is sikeriilt kimutatnunk, a
p22°"°* primer human fibroblasztokban is expresszalodik (5. abra)
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5. abra a p22°"* fehérje kimutatasa human, t(idd eredetti fibroblasztokban

Az antitest specifitisat siRNS kisérletekkel is ellenériztiik. A p22°"* fehérje expresszibja
primer fibroblasztokban azért nagyon érdekes, mert ezek a sejtek még nem expresszaljak a
Nox4 fehérjét és csak TGFP hatdsara fokozodik a Nox4 expresszidjuk és ezzel
parhuzamosan a H,O, termelésiik. A kovetkezékben azt is megvizsgaltuk, hogy a
myofibroblaszt differencialédasa folyaman fokozédik-e a p22°"™ expresszié. Ez azért tiint
valoszinlinek, mert a fehérvérsejtekben expresszalédéd fagocita oxidaz esetében leirtak,
hogy a Nox2 (gp91°"*) expresszidjaval parhuzamosan névekszik a p22°"* expresszié is és a
két fehérje komplexet alkotva stabilizalja egymast. Erdekes médon azt talaltuk, hogy TGFB
hatadsara nem nétt a p22°"* szintje (6. abra), annak ellenére, hogy a Nox4 expresszid
megjelent és a H,O, termelés is fokozddott.
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6. abra A TGFp nem befolyasolja a p22°"* expressziés szintjét



Ezek a kisérletek arra utalnak, hogy a p22°" fehérje mar eleve jelen van a fibroblaszt
sejtekben és a fehérje stabilitasahoz nem szlikséges a Nox4 jelenléte. Felmer(lt benniink a
lehetéség, hogy a Nox4 hianyaban valamilyen méasik Nox izoforma stabilizalna a p22°"*-ot,
azonban QPCR kisérletekben nem tudtunk kimutatni mas Nox izoforma expressziojatt
ezekben a sejtekben.

Koévetkezd kisérleteinkben immuncitokémia segitségével probaltuk kimutatni a p22°"
expresszidjat TGFB-val differencialt fibroblasztokban. Ezekben a kisérletekben human és
egér primer fibroblasztokat egyarant hasznaltunk. A human fibroblasztokon végzett
kisérletekben olyan kontroll sejteket hasznaltunk ahol p22°"*-specifikus siRNS el6kezeléssel
gatoltuk a fehérje expresszidjat. Az egér fibroblasztokkal végzett kisérletekben p22°">
génhianyos egerekbdl preparalt sejteket hasznaltunk negativ kontrollként. Sajnos a Western
blot kisérletekben sikeresen hasznalt antitest, immunfestésre nem bizonyult alkalmasnak.
Ennek oka lehet, hogy az az epitép amit a 16G7 felismer, valamilyen okbol a sejten belll
nem hozzaférhetd az antitest szamara. Jelenleg tovabbi monoklonalis antitesteket és egy
poliklonalis antitestet tesztelink immunfestésre.

2.5 PXDN knockout egér eléallitasa

A PXDN KO egér elballitasat a Biotalentum Kit.-vel egylttmikodésben kiséreltiik
meg. A PXDN targetald vektort az International Knockout Mouse Consortium-t6l szereztiik
be. A Biotalentum Kft altal elvégzett ES sejtekben t6rténé géntargetalas sikeres volt és
kiméra egereket is sikerilt Iétrehozni, azonban a targetalt allél érokitése — ismeretlen okbol —
nem tortént meg. A jovében a PXDN gén targetalasat mas technikaval tervezzik elvégezni.



