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Roviditések jegyzéke

Caco2: human epithelidlis kolorektalis adenokarcinéma sejtek
CF: cisztas fibrézis

CFTR: cisztéas fibrézis transzmembran konduktancia regulator
CGD: krénikus granulomatézis betegség
COS-7: immortalizalt afrikai z6ld majom vese sejtvonal
C-terminalis: karboxi-terminalis

DNS: dezoxiribonukleinsav

DPI: difenil-jodénium

Duox: kett6s oxidaz (dual oxidase)

ECM: extracellularis matrix

EF-hand: kalcium-k&té motivum

EGTA: etilén-glikol-tetraacetat

EPO: eozinofil peroxidaz

ER: endoplazmatikus retikulum

Ero1: endoplazmas retikulum oxidoreduktaz
EST: expressed sequence tag

FAD: flavin-adenin-dinukleotid

fMLP: N-formil-L-metionil-L-leucil-L-fenilalanin
FN: fibronektin

G418: Geneticin antibiotikum

GAP: GTPase activating protein

GDP: guanozin-difoszfat

GEF: Guanine nucleotide Exchange Factor
GFP: z6ld fluoreszcens fehérje

GTP: guanozin-trifoszfat

HIF: Hipoxia-indukalt Faktor

HOCI: hipoklérossav

HRP: tormaperoxidaz

HT29: human bél epithelialis sejtek

IFNy: interferon-gamma

LPO: laktoperoxidaz

LPS: lipopoliszacharid, endotoxin

LRR: leucin-gazdag ismétl6dé szakasz

MPO: mieloperoxidaz

mRNS: hirvivé RNS
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NADPH: redukalt nikotinamid-adenin-dinukleotid-foszfat
NHBE: human bronchidlis epithel sejtek

NIH-3T3: egér embrionalis fibroblaszt sejtvonal

NO: nitrogén-monoxid

Nox: NADPH-oxidaz

Noxa1: Nox aktivator 1

Noxo1: Nox szabalyoz6 1

N-termindlis: amino-termindlis

0. szuperoxid

OSCN™: hipotiocianat

p40°"°*: a fagocita oxidaz 40 kD témegii komponense
p47°"°*: a fagocita oxidaz 47 kD témegii komponense
p67°"°*: a fagocita oxidaz 67 kD tdmegii komponense
PB1: Phox és Bem1 domén

PDI: protein diszulfid izomeraz

PKC: protein-kinaz C

PMA: forbol-mirisztoil-acetat

PR: prolin-gazdag régié

PX: Phox homolégia domén

PXDN/VPO1: peroxidazin

QPCR: kvantitativ PCR

RACE: Rapid Amplification of cDNA Ends

RENOX: vese-oxidase (renal oxidase, Nox4)
RhoGDI: Rho GDP-disszoci&cié inhibitor

RLU: relativ fényesség (relative light unit)

RNS: ribonukleinsav

ROS: reaktiv oxigén szarmazékok

SCN: tiocianét-ion

SDS: natrium dodecil-szulfat

Sf9: Spodoptera frugiperda rovar bélhamseijt

SH3: Src homolodgia 3 domén

siRNS: kis interferalo RNS

SMA: simaizom aktin

SOD: szuperoxid-dizmutaz

TG: thapsigargin

TGF-B1: transzformalé névekedési faktor-B1

TPO: tireoperoxidaz
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TRP: tetratrikopeptid régioé

TRPV4: tranziens receptor potencidl vanilloid 4 csatorna
Udx1: tengeri siin Duox1

VPO1/PXDN: vaszkuléris peroxidaz (peroxidazin)
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1. Bevezetés

Amikor reaktiv oxigén szarmazékokrél vagy szabadgyokokrél hallunk, akkor gyakran
e molekulak elénytelen tulajdonsagai kerlilnek elétérbe és joggal érezzik, hogy célszer(
elkerlini a talalkozast ezekkel a vegyuletekkel. A reaktiv oxigén szarmazékok réviditésének
hangzasa, a ROS, szintén nem éppen elényds tulajdonsagokat sejtet. A reaktiv oxigén
szarmazékokrol korabban valéban azt gondoltak, hogy kizarélag karos hatasokkal
rendelkeznek és ennek valdszinlleg az a magyarazata, hogy ROS elleni védekezés
mechanizmusait korabban irtak le, mint a szabalyozott ROS termelés jelenségét. Az elmult
néhany évtized kutatasai azonban egyértelmien kimutattak, hogy ezeknek a molekulaknak
szamos fontos, fizioldgias funkcidja is van. Régéta ismert, hogy a ROS termelése
életfontossagu a korokozokkal folytatott kizdelemben. Az utébbi évek kutatasai
megerdsitették, hogy a ROS nem csak az immunvédekezésben fontos, hanem szamos mas
biol6giai mikddésben is jelentés szerepet jatszik, mint példaul a hormonszintézis,
megtermékenyités, idegrendszeri mikodések, oxigénérzékelés és vazoregulacié. A
fiziologias ROS termelés megvaltozasa immunhianyos allapotot, hipotiredzist, vagy sziv- és
érrendszeri megbetegedéseket okozhat. Az él6 szervezetekben a ROS-nak szamos forrasa
lehet, melyek kdzil egyik legismertebb a mitokondrium, ahol a szuperoxid (O,™) a sejtlégzés
melléktermékeként keletkezik. A ROS szabalyozott termelése, azonban elsésorban a
NADPH oxidaz (Nox) enzimek mikoédéséhez kothetd, amelyek a legtdbb tdbbsejtl
szervezetben megtalalhaték és elsédleges termékik a szuperoxid anion (O,7).

A szuperoxidbél képzddé hidrogén peroxid (H.O,) felhasznaldsdban a peroxidaz
enzimek jatszanak kiemelked6 szerepet. A peroxidazok a H.O,-ot olyan valtozatos célokra
tudjak felhasznalni, mint az immunvédekezés, hormonszintézis vagy az extracellularis matrix
médositasa. Szamos példat ismeriink a Nox enzimek és peroxiddzok szoros
egyUttmikddésére, azonban a két enzimcsalad kézoétti kapcsolat szamos részlete még nincs
tisztazva.

Az MTA doktori értekezésem fészerepl6i a reaktiv oxigén szarmazékok; az elmult bd
tiz évben kisérleteim a ROS képz6désének és hatasainak vizsgélatara iranyultak. E munka
legfontosabb eredményeit foglalja 6ssze az értekezés.
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2. Tudomanytertleti hattér

2.1 Reaktiv oxigén szarmazék (ROS)

A reaktiv oxigén szarmazékok (ROS) olyan oxigénbdl kialakulé molekulak, amelyek
igen hatékonyan reagalnak az él6 szervezetek kiilénb6zd alkotéelemeivel (1). Az oxigénbél
kialakul6 legfontosabb reaktiv oxigén szarmazékok a szuperoxid (O,"), a hidrogén-peroxid
(H,O,) és a hidroxil-gydk (OH), a szinglet oxigén ('O,), valamint az 6zon (Os). Ezen
molekuldkat gyakran emlegetik szabadgydkokként is, azonban csak a szuperoxid és a
hidroxil-gyok tekintheté szabadgydknek, ugyanis ezek a molekulék tartalmaznak pérositatlan
elektront a kiilsé elektronhéjukon (1;2). A reaktiv oxigén szarmazékok nitrogén monoxiddal
reagalva reaktiv nitrogén szarmazékokat képezhetnek. Ezek kézil legfontosabb a peroxinitrit
(ONOQO), amely a szuperoxidbdl és a nitrogén monoxidbdl képzddik.

A ROS szintézisének kiindulasi molekulaja legtébbszér a szuperoxid anion, amely a
molekuldris oxigénbdl alakul ki egy elektron felvételével. A molekula kiemelkedd
reakcioképességét a parositatlan elektron jelenléte magyarazza. A szuperoxidbol az 1. abran
bemutatott moédon alakulnak ki a tovabbi reaktiv oxigén és nitrogén szarmazékok.

4 ONOO 2 HoCl

- 2HO

ANO s | 2 He, 2 OF

peroxidaz

. Szuperoxid
NADPH oxidaz dizmutaz

40, 7<= 40, 2 H,0, 7—. 2 Fed++ 2 OH + 2 OH
2 NADPH 2 NADP++H* ( 2 02

4 H+ i 2 Fe?
Katalaz

2H,0+0,

1. abra Reaktiv oxigén és nitrogén szarmazékok képzédése és metabolizmusa
A legfontosabb reaktiv oxigén szarmazékokat piros szinnel jeldltem. O,": szuperoxid; ONOO:
peroxinitrit; HO,: hidrogén peroxid; HOCI: hipoklérossav; ‘OH: hidroxil gyék

Fontos azonban megjegyezni, hogy vannak olyan ROS-termelé mechanizmusok,
amelyek koézvetlendl H,O, szintézisét eredményezik (pl. glikéz oxidacié). A ROS fontos
tulajdonsaga, hogy igen hevesen lép reakciéba a szervezet kiilonb6zé alkotdéelemeivel, amit
gyakran azok szerkezet- és funkciovaltozasa kévet. Régebben azt gondoltdk, hogy a
kilénb6z6 molekulak ROS-al toérténd reakcidja mindenképpen az adott molekula
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karosodasahoz, funkciévesztéséhez vezet. Mara azonban egyértelmivé valt, hogy a
médosulas gyakran fizioldgias folyamat része, ami sokszor reverzibilis. A szabalyozott
fehérjemddositas kllénésen a H.O.—re jellemz6, amelynek jelatviteli folyamatokban jatszott
szerepe mara egyértelmiivé valt (3-5).

2.2 A ROS termelése és lebontasa eml6s sejtekben

El5 szervezetekben a ROS-nak tébb forrasa is ismert. Jelenleg a mitokondriumokat
tartjuk a legjelentdsebb ROS forrasnak, ahol a ROS a sejtlégzés ,melléktermékeként”
termel6édik (6). A mitokondriumok ROS termelésére vonatkoz6 adatok elsésorban izolalt
mitokondriumokkal végzett kisérletekbdl szarmaznak és jelenleg nem vilagos, hogy a sejten
belil milyen kérilmények kdzott és milyen mennyiségben termelnek ROS-t a
mitokondriumok. A mitokondriumokban elsé |épésben szuperoxid képzédik, ami a matrixban
a SOD2 enzim hatasara alakul hidrogén peroxidda. Tobb kisérleti adat is arra utal, hogy a
mitokondriumok ROS termelése elsésorban olyan allapotokban né meg amikor gatlédik a
légzési lanc mikoédése. Megfigyelték példaul, hogy az I. és a Ill. komplex gatlészerei
hatékonyan fokozzak az izolalt mitokondriumok ROS termelését (7;8). A mitokondriumokban
képz6dé H.O, a citoszélba juthat, ahol jelatviteli molekulaként mikédhet (9).

Az endoplazmas retikulum (ER) lumenében szintén nagy mennyiségben keletkezik
H.O.. Ebben a sejtalkotéban az oxidativ fehérjeérés folyaman keletkezik H.O,, ami
elsésorban az Ero1 oxidoreduktaz enzim terméke (10-12). A szekretoros fehérjék diszulfid
hidjainak kialakitasat a protein diszulfid izomeraz enzim (PDI) végzi, amely a folyamat
kézben redukalodik. A PDI oxidalasaért elsésorban az Erol felelés és végs6 elektron
akceptor pedig az oxigén, ami H,O, képzddését eredményezi. Az oxidativ fehérjeérés Ero1
genetikus hianyaban is végbemegy, ami tovabbi oxidoreduktdz enzimek szerepére utal a
folyamatban (13). Erdekes médon az endoplazmas retikulum lumenének H,O, termelése
igen jol szigetelt, ugyanis a sejtalkoté citoplazmatikus felszinén mar nem érzékelheté az
oxidativ kérnyezet (12). Azt is megfigyeltik, hogy az ER Ca®*'-tartalmanak csdkkenése a
luminalis H.O» koncentracié csékkenéséhez vezet (12).

A sejtekben ROS keletkezéséhez vezethet még szamos méas enzim mikddése (pl.
lipoxigenaz, citokrom P450 enzimek), azonban ezek targyaldsa kimeritené az értekezés
kereteit (14). Fontos megjegyezni, hogy a fent emlitett példakban a ROS termelését nem
tekintjik a folyamatban résztvevé enzimek elsédleges funkcidjanak.

A ROS szintiet nemcsak a keletkezésiik, hanem lebontasuk sebessége is
szabalyozza. A ROS lebontasat katalizalé mechanizmusokat hamarabb fedezték fel, mint a
célzott ROS termelés enzimeit (15). A szuperoxid anionok atalakitasat hidrogén peroxidda a
SOD enzimek katalizéljak (1. abra). A SOD enzimeknek harom izoformaja ismert: a SOD1 a

10
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citoszolban, a SOD2 a mitokondriumok matrixaban, a SOD3 pedig extracellularisan talalhaté.
A mitokondrialis SOD2 életfontossagl enzim, hianyaban sulyos oxidativ stressz alakul ki,
ami néhany napon belil a SOD2 hianyos allatok haldldhoz vezet (16). A SOD1 hianya
szamos betegség kialakulasat felgyorsitia, a SOD3 genetikus hianya pedig fokozza a
hiperoxiaval szembeni érzékenységet (17). A H.O, lebontasaban fontos szerepet jatszik a
katalaz enzim, amely vizzé és oxigénné alakitja a H,O,-t. A peroxiredoxinok szintén fontosak
a H,O, inaktivalasaban. A peroxiredoxinok cisztein oldallanc modosulasan keresztl
katalizaljgk a H.O, lebontasat (3). A ROS inaktivdlasaban nemcsak enzim-katalizalt
mechanizmusok fontosak, hanem a kilénb6zd antioxidans hatasu kismolekulak is.

2.3 A NADPH oxidaz (Nox) enzimek csaladja

A sejtekben zajlé szabalyozott ROS termelésért a NADPH oxidaz (Nox) enzimek
felelések. A Nox enzimek szinte minden tébbsejti él6lényben eléfordulnak, ami bizonyitja,
hogy a ROS szabalyozott termelése altalanos jelenség az élévilagban.

Eml6s sejtekben a szabalyozott ROS termelésre az els6 példa a fagocita sejtek Un.
oxidativ robbanasa (respiratory burst) volt, amelyért a fagocitakban kifejez6dé6 NADPH-
oxidaz felelés. Az oxidativ robbanas az a jelenség, melynek soran a fagocitalo fehérvérsejtek
oxigénfogyasztasa jelentésen fokozddik (18). Kezdetben uUgy gondoltak, hogy ennek
magyarazata a kérokozok bekebelezéséhez szlilkséges ,exira” energia termelése volt,
azonban a fokozott oxigénfogyasztas érzéketlennek bizonyult a mitokondridlis légzés
géatlészereire (19). Késbébb derllt fény arra, hogy az extra oxigénfogyasztds szuperoxid
termelésére forditodik és a folyamat kulcsfontossagu a kérokozok elpusztitdsaban (20-22).
Az elmult tiz évben kllonféle szdvetekben tdbb, a fagocita oxidazzal homoldg enzimet
fedeztek fel, melyeket ma a NADPH-oxidazok Nox enzimcsaladjaként ismer(ink (23-26). Az
enzimcsaladnak emlésdkben 6sszesen hét tagja van: a Nox1, Nox2, Nox3, Nox4 és Nox5
fehérjék, valamint a Duox1 és a Duox2. A Nox fehérjék mikodésik soran elektront
transzportdlnak a NADPH-r6l a molekularis oxigénre, ami szuperoxid anion képzddését
eredményezi. A NADPH-oxidazok altal katalizalt reakcié tehat a kovetkezé:

NADPH +2 O, — NADP* + H" + 2 O,

A Nox1-5 fehérjékre jellemzd, hogy hat transzmembran régiéval rendelkeznek és a

fehérjék N- illetve C-termindlis vége is az intracellularis tér felé néz (2. abra).

11
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2. abra A Nox fehérjecsalad tagjai és fébb szerkezeti tulajdonsagaik

A Nox1-5 fehérjék és a Duox fehérjék NADPH oxidaz része hat transzmembran régiéval rendelkezik.
A Nox1-5 fehérjékben a két hem csoport a harmadik és 6tddik transzmembran régiéhoz kétédik, mig a
Duoxok esetében a negyedik és hatodik transzmembran szakasz kéti a hemet. A NADPH és FAD
kotésért a fehérjék intracellularisan elhelyezkedd, C-terminalis régidja a felelés. A Nox5 és Duox
fehérjék EF-hand motivumokat is tartalmaznak. A Duox1 és Duox2 fehérjék tartalmaznak még egy
extracellularisan elhelyezked6 peroxidaz-homolég domént, amit egy transzmembran szakasz kapcsol
az EF-hand motivumokat tartalmazé hurokhoz.

A Nox fehérjék két hem csoportot tartalmaznak, amelyeket a harmadik és 6tddik
transzmembran régidban talalhaté konzervativ helyzeti hisztidinek koordinalnak (2. abra). A
fehérie NADPH és FAD kotéséért a C-termindlis régidban elhelyezkedd, konzervalt

12
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aminosavak felelések. A szuperoxid aniont létrehozé elektron tehat a NADPH-rél a FAD-on
és két hem csoporton keresztll jut a molekularis oxigénre (27). A Duox fehérjék szintén
tartalmazzak az elébb részletezett szerkezeti elemeket, azonban ezeken kivll rendelkeznek
még egy, az extracellularis tér felé néz6 peroxiddz-homolég doménnel is. A Duox peroxidaz
doménhez kapcsolodéd transzmembran szakaszat és NADPH oxidaz részt egy intracellularis
fehérjehurok kapcsolja 6ssze, ami Ca*-két6, EF-hand motivumokat tartalmaz. A Nox5
szintén tartalmaz N-termindlisan elhelyezked6é EF-hand motivumokat. Mivel a Duox fehérjék
tartalmaznak egy ,extra” transzmembran domént, ezért a Duoxok esetében a negyedik és
hatodik transzmembran régi6 kéti a hemet.

A Nox enzimek mikédése soran a NADPH oxidacié kdvetkeztében ndvekszik az enzim
kérnyezetében a H*-koncentracié. A proton eltavolité mechanizmusokat neutrofil granulocitak
esetében tanulmanyoztak a legrészletesebben (28). Ezekben a sejtekben elsésorban egy
feszlltség aktivalta proton csatorna a Hv1, valamint a Na™-H* csere felelés a protonok
eltavolitasaért.

2.3.1 A Nox2 (gp91P"*) fehérje

A Nox enzimek koézil a Nox2 muikddésérdl és szabalyozasardl tudunk a legtdbbet,
ugyanis a Nox2 volt az enzimcsalad els6ként felfedezett tagja (29;30). A protein korabbi,
gp91P"* elnevezése arra utal, hogy a fagocita oxidaz (phox) glikoprotein komponensérél van
sz06, amely 91 kD tdmegil. A Nox2 fehérje egy tébb komponensbél allé enzim komplex, a
fagocita oxidaz nélkilézhetetlen alkotéeleme, ahol az elektrontranszfer végsé lépéseit
katalizalja. A Nox2 egy masik fehérjével, a p22°"°*-al alkotja a citokréom bsss komplexet (31). A
p22°M°* két transzmembran régiét tartalmaz és a Nox2-héz hasonléan, szintén glikozilalt
fehérje (32). A citokrém bssg komplex neutrofil granulocitdkban a szekretoros vezikulumok és
szekunder granulumok membranjaban talalhaté nagyobb mennyiségben. A citokrém bssg
6nmagaban nem alkalmas elektrontranszportra; mikédéséhez tdbb olyan fehérjére is
szilkség van, amelyek a sejtek citoszoéljaban helyezkednek el és az enzim aktivalédasa
soran helyezédnek at a fagoszéma- vagy plazmamembranba. A citoszélikus alkotérészek
azonositdsaban nagy szerepe volt annak felfedézésének, hogy a NADPH oxidaz sejtmentes,
fagocita membrant és citoszoélt tartalmazé rendszerben is aktivalhatéd (33). Az enzimkomplex
aktivalédasahoz elengedhetetlen a citoszélikus p47°", p67°"** és a Rac fehérjék jelenléte és
az oxidaz miikddésének szabalyozasaban részt vesz még a p40P"™ fehérje is (34;35) (3.
abra).
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3. abra A fagocita oxidaz aktivalodasa

A granulum membranban talalhaté Nox2-p22ph°x komplex, a citokrom bssg a fagoszoma membranban
alakitja ki az aktiv enzimkomplexet a fagocita oxidaz citoszolikus komponsenseivel. A fagocita oxidaz
citoszolikus komponensei a p47°", p67°"*, p40°"** és a Rac fehérjék. (Enyedi Balazs rajza)

A jelenleg ismert ROS-termel6 rendszerek kozlil a fagocita oxidaz ,molekularis
anatémiajarél” tudunk a legtébbet. Tébb mint két évtized kutatasainak eredménye, hogy
részletesen ismerjik a citoszélikus komponensek szerkezeti sajatossagait és a fehérjék
kozott kialakuld kapcsolatokat (35;36). Sajnos a Nox2 és p22°" fehérjéket még nem sikeriilt
kristalyositani, ezért a citokrém bssg komplex pontos térszerkezete jelenleg ismeretlen.

A p47°™* fehérje tartalmaz egy N-termindlis PX domént, amit két SH3 domén és egy
polibazikus, autoinhibiciés régi6é (AIR) kdvet (4. abra). A fehérje C-termindlis végén talalhaté
egy prolin-gazdag régi6 (PR) is. A p47°"* nyugvé sejtekben a p67°"* és p40P"* fehérjékkel
komplexben talalhaté (37). A p47°" térszerkezetére jellemzd, hogy nyugvé sejtekben a két
SH3 domén intramolekularis interakcidba kerlil az autoinhibiciés régioval, ezért az SH3
domének nem tudnak mas fehérjéhez kapcsolédni (38). A fagocita oxidaz aktivalédasa
soran az AIR meghatérozott helyzetl szerinjei foszforilalédnak és ennek hatadsara az SH3
domének szabadda valnak és azok kapcsolédni képesek a p22°" C-termindlis részén
talalhaté prolin-gazdag régioval (39;40). A membranba &thelyez6dé p47°"* PX doménje
valésziniileg membran foszfoinozitidekkel létesit kapcsolatot. A p67°"* fehérje, amelyet az
oxidaz aktivatoranak is szoktak nevezni, tartalmaz négy N-terminalis tetratrikopeptid régiét
(TPR), egy konzervalt helyzet(i aktivaciés domént, egy prolin-gazdag régiot és két SH3
domént amelyek egy PB1-domént fognak kdzre (4. 4bra). A p67°" a C-terminalis SH3
doménjén keresztiil kapcsolodik a p47°"°* PR-hez (40:41). A fehérje aktivaciés doménje (AD,
201-210 aminosavak) szerepet jatszik a Nox2-hdz t6rténd kapcsolédasban (42). A p67°">
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tovabbi fontos interakcidi a Rac kis G fehérjéhez torténé kapcsolédas ami az N-termindlis
TPR-eken keresztill torténik, és a p40°"* fehérjével térténé interakcié, ami a PB1 régién
keresztill jon létre (26). Az aktivacié fontos Iépése a Rac fehérje kétédése a p67°"°*-hoz, ami
valészinlileg lehet6évé teszi, hogy az aktivaciés domén interakciéba keriiljon a Nox2-p22°"
komplexxel. A Rac fehérje nyugalomban a RhoGDI fehérjéhez kapcsolédik (43).
Aktivaciokor a p47°"* és p67°"* fehérjéktdl fiiggetlenll keriil a membranba, ahol a GTP-k6t6
forma kotédik a p67°"°*-hoz (44). A p40°"* fehérje nem esszencidlis komponense az
oxidaznak, azonban fontos szerepet jatszik a p47”"™ és p67°"* fagoszémahoz tdrténd

targetalasaban (45;46).

parerox[ [ PX | SH3 "Il SH3 " EREEEY P+
1 390

p67phox | TPR | AdlTsHs" Il re1 i SH3 ]
1 525

4. dbra A pATP"®* és p67°"°* fehérjék doménszerkezete
A fehérjék doménszerkezetének részletes leirasat 1asd a szévegben.

A fagocita oxidaz aktivacidja szamos receptor, példaul az fMLP receptor, komplement
receptorok vagy Fc receptor feldl jhet étre (34). Az aktivalédas kulcs mozzanata a p47°"
foszforilacidja, ami az el6zbleg részletezett mechanizmusokon keresztiil vezet a komplex
kialakulasahoz.

Felmerlil a kérdés, hogy miért ilyen Osszetett a fagocita oxidaz &sszeépllése és
szabalyozodasa? Ez valészinlleg azért fontos, mert a fagocita sejtek
szuperoxidtermelésének szigorlan szabalyozottnak kell lennie és csak akkor szabad
aktivalédnia, ha a sejtek korokozédkkal talalkoznak. A neutrofil granulocitak szuperoxid-
termelését gyakran szoktak kétéll kardhoz hasonlitani, ugyanis a kérokozok ellen iranyul6
szuperoxidtermelés mellékhatasaként a szervezet sajat szbvetei is karosodhatnak.
Kulénbdzé autoimmun gyulladasos megbetegedések kialakulasaban szerepe van a neutrofil
granulocitak koérosan aktivalodé szuperoxidtermelésének. A fagocita oxidaz mikddésének
genetikus hianya egy sulyos immunelégtelenség, a kronikus granulomatézis (chronic
granulomatous disease, CGD) kialakulasahoz vezet (47;48). A CGD patomechanizmusanak
kutatasa tObb évtizeden keresztil szorosan 6sszefonddott a fagocita oxiddz mikédésének
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feltérképezésével. A betegségben szenvedbk kiszolgaltatottak olyan kérokozékkal
(baktériumokkal és gombakkal) szemben, amelyek elpusztitdsa normalis immunitasu egyén
szamara nem okoz problémat. A CGD kialakulasanak leggyakoribb oka a Nox2 fehérje
hianya vagy zavart miikddése, de a p22P", p47°"*, p67°"* és p40P"** fehérjék hianya vagy
mikddészavara is CGD kialakulasat eredményezi (47;49). A Rac2 fehérje mutacidja is
sulyos fagocita funkci6zavart okoz, de az inkabb a leukocita adhéziés deficiencia
betegséghez hasonlé allapotot eredményez (50).

2.3.2 A Nox1 fehérje

A Nox1 volt a Nox2 elséként azonositott homologja (51). A Nox1 56 %-0s azonossagot
mutat a Nox2-vel, és tartalmazza a Nox fehérjékre jellemzd, kordbban mar targyalt
szerkezeti elemeket. A Nox1 legnagyobb mértékben a vastagbél epithel sejtjeiben
expresszalédik, de kisebb mennyiségben megtalalhatdé az ér simaizomban, az uterusban és
a prosztataban is (51). A Nox1 els6ként feltételezett funkcidja a sejtproliferacié serkentése
volt, azonban késébb kiderllt, hogy a fehérjének nincs ilyen aktivitasa és az eredeti
megfigyelés valdszinileg kisérleti mitermék volt (23). A Nox1 fehérje funkcidja jelenleg
ismeretlen. Nox1-hianyos egérmodellen végzett kisérletekben az talaltak, hogy a Nox1-nek
szerepe van az angiotensin Il inflzi6 hatasara létrejévé magas vérnyomas kialakulasaban
(52;53). Ennek magyarazata lehet, hogy a Nox1-hianyos érfal simaizomsejtek angiotensin Il-
vel szembeni valaszkészsége jelentésen csOkkent. A Nox1 fehérje mikddésének
szabalyozasarél és a fehérje interakcibirdl az ,Eredmények és megbeszélés” fejezetben

fogok részletesen irni.
2.3.3 A Nox3 fehérje

A Nox3 fehérje 58 %-0s azonossagot mutat a Nox2-vel (54). A Nox3 mRNS legnagyobb
mennyiségben a belsé fllben expresszalddik és mas felnétt szévetben nem talalhaté meg
(55;56). Erre a nem mindennapi expresszids helyszinre egy olyan egértdérzs genetikai
analizise soran derilt fény, amely sulyos egyensulyzavarral kizd (het torzs) (55). Az
egértdrzs vizsgalata kideritette, hogy az egyensulyzavar hatterében az all, hogy az allatok
belsé fllébdl hianyoznak a normalis érzékeléshez elengedhetetlen aprd kdvecskék, az
otoconiumok (55). A torzs részletes genetikai analizise megerésitette, hogy a nox3 gén
mutaciéja okozza az otoconiumok hianyat. Jelenleg nem vilagos, hogy a Nox aktivitas
kiesése miért vezet ehhez a defektushoz. Elképzelhetd, hogy a Nox3 eredetli ROS-nak,

fehérjék keresztk6tésén keresztiil, szerepe lehet annak a szerves magnak a kialakulasaban,
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amin késébb a kalcium kristalyok precipitalédnak. A Nox3 szintén komplexet alkot a p22°"°-
al és a NOXO1 fehérje is szabalyozza mikddését (57). E fehérjék genetikus hianya szintén
egyensulyzavar kialakulasat eredményezi (58;59).

2.3.4 A Nox4 fehérje

A Nox4 azonositasa fontos részét képezi munkamnak ezért a Nox4-rél az ,Eredmények és
megbeszélés” fejezetben fogok részletesen irni.

2.3.5 A Nox5 fehérje

A Nox5 fehérjét el6szér Cheng és mtsai azonositottak, mint egy 565 aminosavbdl allé
fehérjét, amely 27%-0s azonossagot mutat a Nox2-vel (54). Késébb Banfi és mtsai tdbb
nox5 génterméket is kimutattak, amelyek tébb mint 700 aminosavél alinak (Nox5a., B, v és &
izoformak) (60). Jelenleg ugy tinik, hogy a hosszabb izoformak jelentik a fehérje gyakrabban
eléforduld formait. A hosszabb Nox5 izoformak tartalmazzak a Nox fehérjékre altalaban
jellemzd konzervalt szerkezeti elemeket, azonban ezeken kivil rendelkeznek még egy
hosszabb N-terminalis szakasszal is, amely négy Ca®*-k6t6 EF hand motivumot hordoz. A
Nox5 mRNS a herében és a |épben expresszalédik nagyobb mennyiségben, valamint
megtalalhaté embriondlis szévetekben is (54;60). Erdekes moédon az egér és a patkany
genom nem tartalmaz nox5 gént. A Nox5-6t expresszal6é sejtek kalcium szignal hatasara
szuperoxidot termelnek. Val6szinli, hogy az enzim szabalyozdsaban a kalcium ionok
jatsszak a legfontosabb szerepet (61). A Nox5 funkcidja jelenleg ismeretlen. Bar fehérje
szinten még nem bizonyitott egyértelmiien, valészin(i, hogy a herében megfigyelt expresszié
a spermiumokhoz kétheté. Ez azért nagyon érdekes, mert a H,O, fontos szerepet jatszik
alacsonyabb rendi élélények (pl. tengeri siin) petesejtjeinek megtermékenyitésében.

2.3.6 A Duox1 és Duox2 fehérjek

A Duox fehérjéket eredetileg mint tiroid oxidazokat irtdk le, ugyanis el6szér a
pajzsmirigyben azonositottak 6ket (62;63). A Duox elnevezést Edens és mtsai ajanlottak,
akik a fehérje szerkezeti tulajdonsagai alapjan adtak a ,kettés oxidaz” (Dual oxidase) nevet
(64). A Duox fehérjék ugyanis a NADPH oxidaz részen kivll tartalmaznak még egy
peroxidaz-szerli domént is ami nagyfokd homol6giat mutat mas allati peroxidaz enzimekkel.
A peroxidaz és NADPH oxidaz részeket egy intracellularis hurok kéti éssze, ami két Ca®*-
két6 EF-hand motivumot tartalmaz (2. abra). Ennek a szerkezeti sajatossagnak
kdszdnhetéen a Duox fehérjék aktivitasat az intracellularis Ca**-koncentracié szabalyozza. A
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Duox fehérjék sejten bellli iranyitasaban és aktivitdsuk szabdalyozasaban fontos szerepet
jatszanak a Duox aktivatorok (Duoxal és Duoxa2) amelyek komplexet képeznek a Duox
fehérjékkel (65). A Duox enzimek rendkivil &si fehérjék, amelyek mar a Caenorhabditis
elegans fonalféregben is megtalalhaték, ahol szerepet jatszanak az allat klltakaréjanak
stabilizalasaban (64). A tengeri slin petesejt megtermékenyitése folyaman pedig a tengeri
stin Duox (Udx1) altal termelt H,O, felel6s a fertilizacidés burok megerésitéséért (66). A Duox
altal termelt H,O, extracellularis matrixot stabilizaldé hatasa mindkét esetben Ggy jon létre,
hogy peroxidaz enzimek, H,O, felhasznalasaval, ditirozin kereszthidak képzésével
O0sszekapcsolnak fehérjéket. Az emberi genom két Duox fehérjét (Duox1 és Duox2) kodol
amelyek nagy mértékben (83 %-ban) hasonloak egymashoz. A Duox2 fehérje genetikus
hianya emberben és egérben egyarant sulyos pajzsmirigy elégtelenséghez vezet (67;68). Ez
a betegség igazolja azokat a korabbi elképzeléseket miszerint a Duox altal termelt H,O,
felelés a hormonszintézishez esszencidlis jodid ionok oxidaciéjaért. Az emlés Duox fehérjék
nemcsak a pajzsmirigyben, hanem szamos mas szervben is megtalalhaték. A Duox fehérjék

megbeszélés” fejezetében irok részletesebben.
2.4 A peroxidaz enzimekrdl 4ltalaban

A H,O, él6 szervezetekben kialakulé hatasai gyakran peroxidaz enzimek
kozvetitésével jonnek létre. A peroxidaz enzimcsalad tagjai egyarant megtalalhaték
prokariotédkban, gombékban, névényekben és allatokban (69). A hem-két6é peroxidazoknak
két szupercsaladja létezik. Az egyik szupercsaladba a gomba, ndvényi és bakterialis
peroxidazok tartoznak. A masik, az allati peroxidazok szupercsaladja, amelynek tagjai az
evolucié folyaman az elébb emlitett enzimektdl fliggetlenil alakultak ki és valtak hasonlé
enzimatikus funkciéval rendelkezd fehérjékké (69-71). Az allati peroxidazok hemet koét6
fehérjék, amelyek kildnbdz6 szubsztratok oxidalasat katalizéljak H,O, jelenlétében. Az allati
peroxidazok molekulaszerkezete nagymértékben konzervalt az élévilagban, a peroxidazok
altal katalizalt reakcié pedig szamos biokémiai illetve élettani folyamatban alapvetd

jelentéségd.
2.4.1 Allati peroxidaz enzimek

Az allati peroxidazok kozé tartozik a mieloperoxidaz (MPO), laktoperoxidaz (LPO),
eozinofil peroxidaz (EPO), tireoperoxidaz (TPO) és a peroxidazin (PXDN) (71). Az allati
peroxidazok koézil az MPO mikdédését és térszerkezetét tanulmanyoztak a
legrészletesebben. Az MPO a neutrofil granulocitak terméke, amely hipé képzésén keresztil
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vesz részt a baktériumok és gombak elpusztitasaban (72). Az enzim altal katalizalt reakcié
az 1. abran lathaté. Az EPO az eozinofil granulocitak granulumaiban talalhaté, és az MPO-
hoz hasonléan a koérokozék, azon belill is a kllénb6z6 parazitdk elpusztitdsaban jatszik
szerepet (73). Az LPO kulénbdz6 exokrin szekrétumokban, tejben, nyalban és kdénnyben
talalhaté nagy mennyiségben és a nyalkahartyakhoz két6dé immunitas fontos szereplje
(74). Az eddig ismertetett peroxidazoktdl eltéréen a TPO nem immunvédekezé
folyamatokban, hanem hormonszintézisben szerepel. A TPO-nak elengedhetetlenil fontos
szerepe van a pajzsmirigyhormonok szintézisében, ahol a Duox2 altal termelt H.O»
felhasznalasaval katalizalja a jodid ionok oxidaciéjat. Az eddig targyalt allati peroxidazok
k6zbs sajatossaga, hogy halid ionok (klorid, jodid) vagy tiocianat oxidaciéjat katalizaljak. A
peroxidazokrél ismert tovabba, hogy igen hatékonyan képeznek ditirozint (64), azonban
magasabb rendl élélényekben ennek az aktivitdsnak a jelentésége ismeretlen. A
peroxidazin (PXDN) egyedi struktiraval rendelkezik a peroxidazok kdzétt, ugyanis peroxidaz
doménje mellett az extracellularis matrix (ECM) fehérjéire jellemz6é doméneket is tartalmaz.
Elészdr Drosophila melanogaster-ben azonositottak (75), ahol az allat szamos fejlédési
szakaszaban kimutattak a fehérjét, am a funkcidjat nem sikerllt azonositani. Human
homolégjat, mint egy melanémahoz asszocialt gén termékét irtak le elészor, valamint EB1
vastagbélrak sejtvonalbdl is kimutattak az expresszibjat (76;77). A fehérje N-termindlis végén
szekretoros szignal szekvencia taldlhato, ezeket hat leucin-gazdag ismétlédé szakasz (LRR)
és négy immunoglobulin C2 domén kdveti (4. abra).

Leucin-gazdag Immunoglobulin-szerii Peroxidaz vWF C-tipusi
ismétlodesek C2 domének domén domén
NH2 COOH
1 1479 PXDN

4. abra A peroxidazin (PXDN) szerkezete

A human PXDN 1479 aminosavbol all. N-termindlis végén talalhaté 6 db LRR, majd négy
immunglobulin C2 domén, ezt kéveti a peroxiddz domén, majd a C-terminalis végen egy von
Willebrand faktor C-tipust domén.

A fehérje peroxidaz doménje 42 %-0s hasonlésagot mutat a MPO-hoz, a C-terminalis
végén pedig egy von Willebrand faktor C-tipusi domén talalhat6. A kézelmultban publikalt
adatok szerint C. elegans-ban a PXDN szerepet jatszik az embriondlis fejlédés soran az
izom-epidermis kapcsolat kialakuldsaban, valamint a bazéalis membranok szervezédésében
(78). Ezen kivil azt is kimutattdk, hogy PXDN hianyaban felgyorsul az axon regereneracio
ami arra utalhat, hogy C. elegans-ban az extracellularis matrix gatlé szerepet jatszhat a

folyamatban.
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3. Célkitlizések

1. A fagocita oxidaz aktivalodasanak végsé Iépéseir6l mar meglehetésen sokat tudunk,
azonban az enzimkomplex 0sszeallasdhoz vezetd jelatviteli Utvonalak kevésbé ismertek. A
plazmamembran receptorokon keresztlil haté és az oxidazt aktivalé stimulusokra jellemzé,
hogy az intracellularis Ca®*-szint emelkedését hozzak Iétre. Nem volt vilagos azonban, hogy
a Ca®"-szignalnak milyen szerepe van a szuperoxidtermelés elinditadsaban. Munkankban
ezért célul tiztik ki annak megismerését, hogy a neutrofil granulocitakban kialakuld Ca*'-
szignalnak milyen szerepe van a NADPH oxidaz aktivacidjaban.

2. A bevezetében emlitettem, hogy a Rac kis G fehérje aktivacidja elengedhetelen az aktiv
enzimkomplex 06sszeallasahoz. A Rac nukleotid-k6td allapotanak moédositasa tehat a
szuperoxidtermelés szabalyozasanak lehetéségét jelenti. A Rac GTP-az aktivitast GTP-az
aktivalé fehérjék modulaljak, azonban a neutrofil granulocitdkban taldlhaté Rac-GAP
fehérjékrdl nagyon keveset tudtunk. Ezért célul tlztik ki a neutrofil granulocitakban talalhat6
Rac-GAP aktivitasu fehérjék jellemzését.

3. Régota ismert volt, hogy ROS termelésre nemcsak a fagocita sejtek, hanem szamos mas
sejtféleség is képes. A nem-fagocita sejtek ROS termelésének enzimatikus hattere azonban
ismeretlen volt. Munkankban célul tliztik olyan, kordbban ismeretlen enzimek azonositasat

és jellemzését, amelyek képesek ROS eléallitasara.

4. A Nox enzimek gyakran mikd&dnek egyltt peroxidaz enzimekkel, ahol a peroxiddzok
felhasznaljak a Nox fehérjék altal termelt szuperoxidbdl kialakulé H,O,-t. Az allati
peroxidazok kozul a laktoperoxidaz és a peroxidazin enzimek vizsgdalatat tiztik ki célul.
Azért esett erre a két enzimre a valasztasunk, ugyanis az esetlikben felmerllt annak a
lehetdsége, hogy szerepik lehet az extracellularis matrix oxidativ médositasaban.
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4. Kisérleti megkdzelités

Ebben a fejezetben szeretném d&sszefoglalni, hogy milyen kisérleti technikak
felhasznalasaval probaltuk megvaldsitani az el6z6 fejezetben vazolt célokat. A kisérletekben
felhasznalt reagensek, oldatok valamint a kisérleti médszerek részletes ismertetését az
egyes publikaciok tartalmazzak.

ROS termelés mérése: A szuperoxidtermelést fotometrias Gton a ferricitokrém c festék
szuperoxid dizmutaz (SOD) érzékeny redukcidja alapjan mértik. Ez a mddszer elsésorban a
fagocita oxidaz aktivitdsanak vizsgalatara alkalmas, mert az nagy mennyiségben termel
szuperoxidot. A szuperoxidtermelést érzékenyebb, kemilumineszcens mdédszerrel is mértik a
Diogenes nevi reagens felhasznalasaval. H,O, termelés mérésére az Amplex Red technikat
hasznaltuk, ahol a torma peroxidaz H.O. jelenlétében fluoreszcens termékké oxidalja az
Amplex Red reagenst.

Intracelluléris Ca’*-koncentracié mérése: Az intracellularis Ca®*-koncentracié méréséhez a
Fura-2 Ca®*-érzékeny fluoreszcens festéket hasznaltuk. A sejteket a festék acetoxy metil
észter formajaval toltottik fel és a fluoreszcenciat sejtszuszpenziéban mértik Deltascan
fluoreszcens spektrofotométerrel.

Poliklonalis antitestek el6allitasa: A poliklondlis antitestek eldallitdsahoz sziikséges
antigéneket GST flzids fehérje formajaban allitottuk elé E. coli baktériumokban és affinitas
kromatografia segitségével tisztitottuk meg a sejtek lizatumabdl. Az immunizalas soran
standard immunizalasi protokollt alkalmaztunk. A célfehérjére specifikus antitesteket GST-vel
kimeritett szérumbdl, affinitas kromatografia segitségével tisztitottuk meg. A szérumot és a
tisztitott antitestet Western blot kisérletekben teszteltiik.

A GTP-az és Rac-GAP aktivitas mérése: A Rac GTP-az aktivitasat nitrocelluldz filterhez valo
kotédés segitségével mértik. A Racl fehérjét [-*P]GTP-vel toltéttik, majd a
reakciéelegybdl meghatarozott idépontokban mintakat véve meghataroztuk a mosasok utan
filteren maradd, Rac fehériéhez ko6t6d6 aktivitast. A membranpreparatum Rac-GAP
aktivitdsat az el6bbiekben leirt modszerrel mértik Ggy, hogy a reakcidelegyet
membranpreparatummal egészitettik ki. A neutrofil granulocitak citszélikus és membran
frakcidinak Rac-GAP hatasu fehérjéit overlay technikaval vizsgaltuk. A citoszdélikus és
membran frakcio, valamint patkany agy fehérjéit SDS-gélektroforézissel elvalasztottuk és
nitrocelluléz membranra blottoltuk. A membrankoététt fehérjéket albuminos oldattal inkubalva
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renaturaltuk, majd [y-**P]GTP-t két6 Rac1 fehérjével inkubaltuk. Az eredeti membranra egy
masodik membrant helyeztink, majd tébbszéri mosas utan rdntgenfilm segitségével
detektaltuk a masodik, rarétegzett membranhoz két6dé radioaktivitast. Ez az aktivitas a Rac1
nukleotid-ko6td allapotat tikrozte.

mRNS detektalasi technikak: Az mRNS expressziot Northern blot, kvantitativ PCR (QPCR)
és in situ hibridizacié technikakkal vizsgaltuk. Patkany szoévetekbdl vagy transzfektalt
sejtekbdl RNS-t prepardltunk, agar6z formaldehid gélen szétvalasztottuk, majd az RNS-t
nylon-membranra blottoltuk. Tébb Northern blot kisérletben elére elkészitett membrant
hasznaltunk. A radioktivan jelzett szondak szintézisénél lehetéség szerint a cDNS 3’, le nem

e

kisérletekhez RNS-t preparaltunk, majd cDNS-t szintetizaltunk. A QPCR reakciét Roche
Lightcycler 1.5 késziléken, LightCycler FastStart DNA Master SYBR Green reagens
felhasznalasaval végeztik. A genomialis DNS feler6sitését elkerllendd, olyan primereket
hasznaltunk, amelyek hosszabb intron szakaszokkal elvalasztott exonokra illeszkedtek. A
QPCR kisérletek kiértékelésére Lightcycler Software 4.05 programot hasznaltunk. Belsé
kontrollként a GAPDH gén expressziés szintjét mértik. Az in situ hibridizaciés kisérletekhez
felhasznalt cDNS-eket olyan plazmidokba klonoztuk, amelyek alkalmasak voltak szenz és
antiszenz szondék szintézisére (pl. pBluescript). A [*>SJUTP-vel jelzett szondék szintézisét

T7, T3 vagy SP6 polimerazok segitségével végeztik. Az in situ hibridizaciés kisérletek

részletes protokollja a http:/intramural.nimh.nih.gov/Icmr/snge/Protocols/ISHH/ISHH.html

cimen talalhato.

A korabban ismeretlen Nox homoldgok és szabalyozd fehérjék klénozasanak menete: A
kordbban ismeretlen szekvencidkat a Génbank EST (Expressed Sequence Tags)
adatbazisaban tortént homolégia kutatas segitségével azonositottam. Az EST adatbazis
hasznélatanak elénye volt, hogy ez az adatbazis cDNS szekvencidkat tartalmaz és a genom
szekvenal6é projekiek befejezése el6tt ez volt a genom expresszal6odd részét legjobban
reprezentalé adatbazis. Homolég szekvenciak azonositdsa utan elemeztik a homoldgia
fokat és az adott mRNS expressziés mintazatat. A klénozast altalaban olyan sejtvonalbdl
vagy szovetbdl végeztik, amely az expresszios vizsgalatok eredménye alapjan nagy
mennyiségben tartalmazta az adott mRNS-t. A Nox4 klénozasakor a teljes hosszisagu
cDNS-t 3’ és 5’ RACE reakcio6 segitségével kibnoztuk meg.

Fehérje detektalasi technikak: A fehérjéket sejtlizatumb6l specifikus antitestek
felhasznalasaval, Western blot technika segitségével mutattuk ki. Ha nem rendelkeztiink az

22



dc_ 250 11

adott fehérjére specifikus antitesttel, akkor epitéppal jeleztik a fehérjét és az epitépot
felismerd antitestet hasznaltunk a kisérleteinkben. A fehérjék sejten, illetve szbveten bellli
elhelyezkedését immuncitokémia, illetve immunhisztokémia segitségével vizsgéltuk. Az
intracellularis lokalizaciojat konfokdlis mikroszképia segitségével hataroztuk meg. A
konfokalis képeket LSM510 konfokalis mikroszkdppal készitettik.

Heterolog expresszios technikak: Fehérjék heteroldg expresszidjara legtdbb esetben a
pcDNA3.1 emlds expresszids vektort alkalmaztuk. A plazmidok transzfekcidjat Geneporter,
Fugene vagy Lipofectamine 2000 transzfekcids reagensek segitségével végeztik el. A
tranziens expresszios kisérletekben a transzfekcié utan 24-48 oraval vizsgaltuk a sejteket. A
Nox4-et stabilan expresszal6 sejtek létrehozasanal Geneticinnel végeztik a szelekciot és a
sejtek kihigitdsa utan rezisztens klonokat izolaltunk. Az izolalt klénokat kiterjesztettik és a
Nox4 expresszi6jat RT-PCR illetve Northern blot technikék segitségével ellendriztik.

Génexpressziot gatld (knock-down) kisérletek: Ezekben a kisérletekben antiszenz
oligonukleotidok vagy siRNS-ek segitségével gatoltuk a génexpressziot. A Duox1 expresszio
gatlasara léguti epithel sejtekben foszfotioat antiszenz oligonukleotidokat alkalmaztunk,
amelyeket Oligofectamine transzfekcios reagens segitségével juttattunk a sejtekbe. A siRNS
technikat alkalmazd kisérleteinkben Stealth siRNS-t alkalmaztunk, amit RNAIMAX
transzfekcidés reagens segitségével juttattunk a sejtekbe. Az siRNS-es kisérletekben a
génexpresszid gatlasanak hatékonysagat Western blot segitségével ellenériztiik.

Allatkisérletek: A vese fibrotikus elvaltozasat BALB/c egérben az egyik oldali ureter
lekodtésével indukaltuk. A beavatkozas 5-7 nap alatt a vese fibrotikus elvaltozasat valtja ki. A
Lexicon Genetics cégtél vasarolt Duox1 knock-out egerekben retroviralis gén-csapda
modszerrel szakitottak meg a Duox1 gént. Az egereket tébb generacién keresztil
visszakereszteztik C57BL/6 genetikai hattérre. Az egerek genotipizaldsdhoz farokbdl
izolaltunk DNS-t és PCR segitségével hataroztuk meg az allatok genotipusat. Az in vivo
cisztometrias kisérletekhez néstény egereket hasznaltunk. Polietilén kanllt vezettink az
allatok hugyholyagjaba és a vizelet eltavozasa utan PBS-el tolt6ttiik fel a hdélyagot. Az

intraluminalis nyomast nyomas transducer segitségével mértik.
Statisztikai analizis: Az adatok atlag + szoéras vagy atlag = standard hiba formajaban keriltek

feltintetésre. Mas esetekben olyan reprezentativ kisérleti eredményt mutattunk be, amit tébb
hasonlo eredményl kisérletbdl valasztottunk ki.
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5. Eredmények és megbeszélés
5.1 A fagocita NADPH oxidaz szabdalyozasanak vizsgéalata
5.1.1 Kllénbdz6 kalcium forrasok szerepe a fagocita oxidaz aktivalasaban

A NADPH oxidazt aktivalé, receptoron keresztil haté stimulusok a sejtek
intracellularis Ca®*-koncentracidjanak emelkedését okozzak. Nem volt vildgos azonban, hogy
az intracellularis Ca®"-koncentraci6 emelkedése ©nmagédban elegendé-e az oxidaz
aktivalédasahoz, valamint az sem, hogy mennyire fontos a kialakuld szignal a receptoron
keresztll haté stimulusok esetében. Az intracellularis Ca®*-koncentracié és a szuperoxid-
termelés kozotti kapcesolatot kordbban elsdsorban kalcium ionoférok segitségével vizsgaltak,
amelyek hatasmechanizmusa nem tekinthetd fiziologidsnak. Mi kisérleteinkben a
thapsigargin (TG) nevii anyagot alkalmaztuk, ami az endoplazmas retikulum Ca?*-ATP-az
enzimének hatékony gatlészere (79). Ez a géatlas a belsé raktarak Orulését valtja ki, ami a
kapacitativ Ca?* bearamlas aktivalédasahoz vezet (80). A TG gyakran alkalmazott vegyiilet a
kapacitativ Ca®* influxot vizsgal6 kisérletekben. A raktaririiléssel indukalt, kapacitativ Ca®*
bearamlas mechanizmusa sokaig ismeretlen volt. A kdzelmdultban publikalt adatok szerint az
ER STIM1 fehérjéje érzékeli a Ca?*-raktarak teltségi allapotat és raktariiriiléskor aktivalja az
Oral Ca® csatornat (81). Kisérleteinkben elészdér a TG hatasat vizsgaltuk neutrofil
granulocitak szuperoxidtermelésére (5. dbra).
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5. abra A TG hatasa human neutrofil granulocitak O," termelésére

A TG jelenlétében, illetve hidnyaban termelt szuperoxid mennyiségét a SOD-érzékeny citokrom c
redukcié alapjan hataroztuk meg 10 perc utan. Az abra A része négy Kkilénbdz6 neutrofil
preparatumon végzett 12 mérés atlagat £SD mutatja, a B rész pedig négy kilénbdzd neutrofil
preparatumon elvégzett hasonl6é eredményi kisérletbdl kivalasztott reprezentativ eredmény.
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Megallapitottuk, hogy a TG a nM-os koncentracio tartomanyban nem stimulal
szuperoxid termelést. Mérhet6 szuperoxid termelés 1 uM felett jelent meg és a fél-maximalis
stimuldlé hatds 3.5 puM-nal volt. Ez az eredmény 0Osszhangban volt Kano és mtsai
kisérleteivel, akik korabban leirtak a uM-os koncentraciéban alkalmazott TG
szuperoxidtermelést stimulalé hatasat (82). Korabbi kisérleteinkben kimutattuk, hogy a TG
nM-os koncentracié tartomanyban mar maximalis Ca®**-szignalt valt ki, ezért valészini volt,
hogy a magasabb TG koncentraciéknal megfigyelt stimuldlé hatds nem a Ca*-szignal
kdvetkezménye (83). Ezt a feltevést megerdsitették azok a kisérleteink, ahol a mikromélos
koncentracidban alkalmazott TG a sejtek Ca**-raktarainak depléciéja utan is stimulalta a
szuperoxidtermelést. A kovetkez6kben azt vizsgaltuk, hogy az fMLP-vel stimulalt szuperoxid
valasznak mennyiben feltétele az intracellularis Ca®**-koncentracié emelkedése. ElBszor, a
killsé térbdl valé Ca®*-bearamlast akadalyoztuk meg és megvizsgaltuk, hogy ilyen
kériilmények hogyan valtozik a sejtek szuperoxidtermelése. Ca®*-mentes kdzegben csdkken
az fMLP-vel kivaltott Ca®*-szignal amplitidéja és nem alakul ki a szignal fenntartott fazisa.
llyen kérilmények kdzétt azonban nem csokkent az fMLP-vel indukalt szuperoxidtermelés.
Hasonloképpen hatédstalan volt az a beavatkozds amikor TG és fMLP egyiittes
alkalmazasaval megakadalyoztuk a raktarak Ujratdltédését és a kapacitativ Ca®*-influx
stimulalasaval magasabb Ca®*-szintet alakitottunk ki a szignal fenntartott fazisaban. Azt is
megvizsgaltuk, hogy milyen hatassal van az fMLP-vel kivaltott szuperoxidtermelésre a belsé
Ca**-raktarak teljes deplécidja. A sejteket Ca®*-mentes kdzegben, TG jelenlétében 15 percig
inkubalva a Ca®*-raktarak teljes kiliriilését hoztuk létre (6. abra).
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6. abra A belsé Ca®-raktarak deplécidjanak hatasa az fMLP-vel kivaltott O,”
termelésére A. Fura-2-vel oIttt sejteket, Ca®*-mentes médiumban t=0 idépontban 100 nM TG-al
stimulaltunk, majd a nyillal jelzett idépontban 1 uM fMLP-t adtunk a sejtekhez. Reprezentativ gorbe,
harom azonos eredményii kisérletbdl. B. A sejteket Ca®* -mentes médiumban 15 percig kezeltik TG-
al, majd 5 percig stimulaltuk 1 uM fMLP-vel. Az dbra harom parhuzamos mérés atlagat £+SD mutatja,
Reprezentativ kisérlet hat kilénbdz6 neutrofil preparatumon végzett, hasonlé eredmény kisérletbdl.
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Az fMLP ilyen korllmények kdzétt nem hozott létre Ca®*-szignalt és az fMLP-vel
kivaltott ~ szuperoxidtermelés jelentésen csdkkent. Eredményeinket 6sszefoglalva
megallapithatjuk, hogy a fizioldgiashoz kdzel &llé Gton Iétrejéovd Ca®*-szignal nem elégséges
a szuperoxidtermelés  aktivalédasahoz. A  receptoron  keresztil haté fMLP
szuperoxidtermelést kivaltd hatdsanak ugyan nem feltétele a Ca?*-szignal kialakulasa,
azonban a maximalis szuperoxid vélasz csak emelkedett Ca®*-koncentracié mellett jon létre.

A neutrofil granulocitdk ionforgalma és a NADPH oxidaz aktivitdsa kdzott érdekes
kélcsbnhatas van. PhD munkam soran végzett kisérletekben kimutattuk, hogy a NADPH
oxidaz aktivalédasa gatolja a kapacitativ Gton |étrejové Ca®*-bedramlast és ennek
magyarazata a NADPH oxidaz elektrogén mikddése. A fagocita sejtek NADPH oxidaz
enzime ugyanis egy elekiron transzportjat katalizélja az intracellularis NADPH-rol az
extracellularis O.-re és ez a plazmamembran, vagy fagocitozis esetén a fagoszéma
membran depolarizaciéjahoz vezet. A NADPH oxidaz elektrogén mikédését figyelmbe véve
egyértelmiinek tlnik, hogy az fMLP-vel kivaltott oxidaz aktivalédas kdzben megfigyelhetd
Ca*-szignédl szinte telies egészében a belsé raktarbdl torténd Ca®* felszabadulas

eredménye.

X*: Na*, ca2* K*, H*

Y: CI5, HCO3"

7. abra A fagocita oxidaz elektrogén miikodése befolyasolja a neutrofil granulocitak
ionforgalmat

A plazmamembranban vagy a fagoszoma membréanjaban mikédé NADPH oxidaz depolarizélja a
membrant és ez a membranpotencial valtozas befolyasolja a kiilonb6zd kationok (X*) és anionok (Y))
mozgasat.
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Az oxidaz elektrogén mikédésének hatasa valészinlileg nem korlatozédik a sejtek
Ca?*-forgalmara. Egy hipotézis kdzleményiinkben fogalmaztuk meg azt az elképzelést, hogy
a fagoszéma membranban dsszedlld enzimkomplex miikédése nemcsak a Ca®*-forgalomra
van hatassal, hanem mas ionok mozgasat is befolyasolhatja (7. abra). Ez azt jelenti, hogy az
oxidaz mikddése befolyasolhatia a fagoszoma iondsszetételét. Munkankban azt is
felvetettiik, hogy az oxidaz muikddésének kiesése nemcsak azért vezethet a CGD
kialakuldsahoz, mert hianyoznak az antibakteridlis hatdsi reaktiv oxigén szarmazékok,
hanem azért is, mert a kies6é elekirogén aktivitds miatt megvaltozik a beteg sejtek
fagoszémainak iondsszetétele. Az NADPH oxidaz enzim elekirogén, ROS-fliggetlen
antibakterialis aktivitasat Reeves és mtsai-nak kisérletei (84), valamint sajat kisérleteink is
igazoltak (85).

5.1.2 Rac-GAP fehérjék vizsgalata fagocita sejtekben

A Rac fehérje a kismélsulyu GTP-kétd fehérjék csalddjaba tartozik. A Rac-nak a Rho
és (Cdc42 fehériékkel egyltt fontos szerepe van a citoszkeleton mikddésének
szabalyozasaban (86), azonban a fehérjét elséként a fagocita NADPH-oxidaz komplex
komponenseként azonositottak (43). A GTP-kété fehérjék tdbbi csaladtagjahoz hasonléan a
Rac is GTP-koétott formaban aktiv és a GTP hidrolizise juttatia a GDP-t kété, inaktiv formaba.
A Rac GTP-az aktivitasanak szabalyozasa a NADPH-oxidaz szabalyozasanak lehetéségét
jelenti. A Rac GTP-koétését, vagyis az aktiv allapot kialakulasat, a nukleotid kicserélédést
serkent6 faktorok (Guanine nucleotide Exchange Factors, GEFs) serkentik. A GTP hidrolizis
sebességét GTP-az aktivalé fehérjék (GTPase Activating Proteins, GAPs) gyorsitjak fel és
ezzel fokozzak a Rac inaktivaciéjanak sebességét. Mara a Rac-GEF és Rac-GAP fehérjék
csaladjanak szamos tagjat siker(lt azonositani, azonban munkam kezdetekor még nagyon
keveset tudtunk ezekrél a fehérjékrél. Munkank célja a neutrofil granulocitakban talalhaté
Rac-GAP fehérjék jellemzése volt. A neutrofil granulocitakbdl preparalt sejtfrakciok vizsgalata
soran megallapitottuk, hogy a membranfrakcié 6tszér nagyobb Rac-GAP aktivitassal
rendelkezik mint a citoszolikus frakcié. Azt is kimutattuk, hogy a membranhoz két6dé GAP
fehérjék joval hatasosabban fokozzak az Sf9 sejtekbdl preparalt Rac1 GTP hidrolizisének
sebességét, mint az E. coli-bdl preparalt Rac-ét. Ennek valdsziniileg az a magyarazata, hogy
az Sf9 sejtekben a Racl posztranszlaciés modositdson megy keresztiil, amelynek soran
prenilalodik és ez el6segiti a membranokhoz val6é kotddését. Azt is kimutattuk, hogy ha az
oxidazt sejtmentes, csak a NADPH oxidaz komponenseit tartalmazé rendszerben aktivaltuk,
akkor kilséleg hozzaadott Rac-GAP fehérijék csokkentették a termelt szuperoxid
mennyiségét. Ismert GAP hatasu fehérjék expressziéjat Western blot technikaval vizsgalva
megallapitottuk, hogy a Bcr és a p190Rho-GAP fehérjék a granulocitakbél preparalt
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citoszdlikus frakcidéban talalhatok. Ezek a fehérjék tehat valoszinilleg nem teheték feleléssé a
membran GAP aktivitdsaért. Tovabbi GAP fehérjék azonositdsara egy renaturacios,
soverlay” eljarést alkalmaztunk (87). Ezzel a technikdval sikerllt kimutatnunk, hogy a
renaturalhat6, dominans GAP aktivitds a membranban és a citoszélban egyarant 50 kD kérdl
jelentkezik (8. abra).

A B C

—116 —
—974—

— 66 —

11 11

— 29 —

8. abra Rac-GAP aktivitas detektalasa neutrofil granulocitakbdl preparalt membran és
citoszélikus frakcidkban és patkany agy kivonatban

Neutrofil granulocitakbdl preparalt membran (A) citoszol (B) frakcid, valamint patkany agy fehérjéit (C)
SDS-gélektroforézissel elvalasztottuk és nitrocelluléz membranra blottoltuk. A membran-kétott
fehérjéket renaturaltuk, majd izotéppal gamma helyzetben jelzett GTP-t két6 Rac1l fehérjével
inkubaltuk. Az eredeti membranra masodik membrant helyeztiink, majd tébbszdri mosas utan
réntgenfilm segitségével detektaltuk a membranhoz két6dd radioaktivitdst. Ez az aktivitas a Racl
nukleotid-k6t6 allapotat tikrézi. Az inverz képen a GTP-az aktivitas ndvekedése sotét csikként,
csokkenése vilagos csikként jelenik meg.

Ez a molsuly pontosan megfelel a p5S0RhoGAP fehérje tdmegének, ezért Western
blot technikaval vizsgaltuk a p50RhoGAP jelenlétét neutrofil granulocitdk membran- és
citosz6l frakcidjaban. Azt talaltuk, hogy a p50RhoGAP fehérje mindkét frakciéban
megtalalhaté és megoszlasa 6sszhangban van az overlay technikaval detektalt GAP
aktivitdséval. Annak vizsgdlatara, hogy az overlay és Western blot technikaval detektalt
fehérjék azonosak-e, immundepletaltuk a membran p50RhoGAP tartalmat és az igy nyert
preparatumot overlay technika segitségével vizsgédltuk. Megaéllapitottuk, hogy az
immundepletalt preparatum p50RhoGAP tartalma és renaturalhatdé GAP aktivitdsa egyarant
csokkent, ami bizonyitja, hogy az overlay technikaval azonositott aktivitasért a p5S0RhoGAP
volt felelés. Erdekes médon a p50RhoGAP immundepléciéja nem befolyasolta a membran
telies GAP aktivitasat. Ennek egyik lehetséges oka, hogy a membranban van olyan
~.dominans” GAP ami nem renaturalhatd, de mellette a p5S0RhoGAP fehérje GAP aktivitasa
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nem érvényesill. Egy masik lehetséges magyarazat, hogy a membranban talalhaté p50Rho-
GAP valamilyen okbol nem fér hozza a Rac-hoz. Lehetséges, hogy a p5S0RhoGAP mas
fehérjével talalhatd komplexben, ami gatolja az aktivitasat, viszont ez a komplex szétvalik az
overlay kisérletekben alkalmazott mintael6készités folyaman. Erdekes médon a
p50RhoGAP-ot eredetileg Ugy azonositottak, hogy a fehérje 28 kD tdmegli fragmentjét
pucoltak vérlemezkékbdl, illetve |épbdl (88;89). Elképzelhetd, hogy a teljes hosszusagu
pP50RhoGAP tisztitdsa éppen azért nem sikerdilt, mert az komplexben van mas fehérjével,
vagy fehérjékkel. A génbankban kutathaté expressziés adatok alapjan a p5SO0RhoGAP fehérje
nem tekinthetd granulocita-specifikus GAP-nak, hiszen szamos sejtben, szdvetben
megtalalhaté. Késébbi kisérleteinkben kimutattuk, hogy a p5S0RhoGAP a korai és reciklizalé
endoszomalis kompartmentben talalhat6é és kapcsolatot teremthet a Rho- és Rab GTP-azok
kézétt (90). Valdszini tehat, hogy neutrofil granulocitdkban is elsGsorban a

membranforgalom szabalyozasaban vesz részt.
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5.2 Nox enzimek korabban ismeretlen izoformainak azonositasa és jellemzése

5.2.1 A NADPH oxidaz 1 (Nox1) mikédésének vizsgalata

A Nox1 enzimet eredetileg, mint sejtosztédast stimuldlé NADPH oxidazt irték le,
amely a vastagbélben expresszalédik nagy mennyiségben (51). A nox1 gén termékeként
leirtak még egy proton csatornat koédolé varianst is (NOH-1S) (91), azonban errél a termékrél
kimutattuk, hogy a klénozéasi folyamat mitermékeként jott Iétre (92). A Nox1-et azonosito
kutaték azt gondoltak, hogy a fehérje azért talalhaté nagy mennyiségben a vastagbélben,
mert szerepet jatszik az ott megfigyelheté intenziv sejtosztdédasban. Sajat kisérleti
eredményeink nem tamasztottdk ala a Nox1 mitogenezist serkenté szerepét. Human szévet-
chip technolégia segitségével megvizsgaltuk 600 kiilonb6z6 tumor-minta Nox1 expressziodjat.
A Nox1 expresszid detektalasara in situ hibridizaciét hasznaltunk. Megallapitottuk, hogy a

Nox1 kizarélag a vastagbélbdl szarmazé tumorokban expresszalodik (9. abra).

ovarian || lymph.

breast || prostate
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9. abra A Nox1 mRNS detektalasa human tumor mintakban in situ hibridizacioval

A. Radioaktivan jelzett Nox1 antiszenz szondaval inkubalt human tumor szévet chip phosphorimage
képe. B. Radioaktivan jelzett Nox1 szenz (kontroll) szondaval inkubalt human tumor szdvet-chip
phosphorimage képe. C. Tumor mintak elhelyezkedése a szbvet chip targylemezen

Megvizsgaltuk a Nox1-et jol, vagy kevésbé jél expresszald tumorok szdvettani képét
és azt a meglepé eredményt kaptuk, hogy a Nox1 elsésorban a ol differencialt
daganatokban expresszalddik. A colonbdl szarmazé tumormintdkban tehat nem a fokozott
sejtosztodassal, hanem a tumor eredetével fligg 6ssze a magas Nox1 expresszid. Azt is
megallapitottuk, hogy human colon tumor sejtvonalak in vitro differencidlédasa folyaman
ndvekszik a Nox1 expresszid, mig a sejtek proliferaciéja csdkken. Tovabbi kisérleteinkben
olyan ,knock-down” sejtvonalat allitottunk el6, amelyben antiszenz-technika felhasznélaséaval
jelentdsen gatoltuk a Nox1 expresszidjat. Erdekes médon ezeknek a sejtvonalaknak a
proliferacidja egyaltalan nem csokkent. Kisérleteink szerint tehat a Nox1 elsésorban a
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differencialt colon epithel sejtek terméke és nem jatszik szerepet a sejtosztédas
szabalyozasaban. A tudomanyos hattér ismertetésekor mar emlitettem, hogy a Nox1 jelentés
homolo6giat mutat a Nox2 fehérjével. A Nox2-re szintén jellemz8, hogy a granulocita
sejtvonalak differencidlédésa folyaman né az expresszidja (93). A Nox1 és Nox2 kdzotti
hasonlosag alapjan felmerllt bennink a kérdés, hogy vajon a Nox1 képes lehet-e
egyittmikédni a fagocita oxidaz citoszolikus alegységeivel, a p67°"*-al és a p47°"**-al. Ezt a
lehet6séget egy olyan granulocita sejtvonalban (PLB-985) vizsgaltuk, ahol a Nox2 génjét
homol6g rekombinacié segitségével el6zéleg megszakitottak (94). A génkilitott sejtek a Nox2
hianyaban nem tudnak szuperoxidot termelni és igy a krénikus granulomatézis betegség
(CGD) sejtmodelljének tekintheték (94). Mivel a vérsejt vonalak altalaban igen nehezen
transzfektalhatok, ezért a PLB-985 sejtekbe retrovirusok segitségével vittik be a Nox1-et
kodolé cDNS-t (10. abra).
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10. abra A retroviralis Nox1 expresszio visszaallitia a Nox2-hianyos PLB-985 sejtek

szuperoxidtermelését.

A. Nox1 mRNS expresszié vizsgalata Northern blot technikaval Nox1-el transzdukalt PLB-985
sejtekben és kontroll, EGFP-vel transzdukalt sejtekben B. PMA-stimulalt szuperoxidtermelés Nox1-el
transzdukalt sejtekben (négyzetek) és kontroll, EGFP-vel transzdukalt sejtekben (haromszégek).

Megallapitottuk, hogy a Nox1-et expresszalé CGD-s sejtek Ujra képesek szuperoxidot
termelni, vagyis a Nox1 egyittimlUkddik a fagocita oxidaz citoszolikus komponenseivel.
Tovabbi kisérleteinkben azt is kimutattuk, hogy ha CGD-s hemopoetikus sejtekben (CD34+
Ossejtek) expresszaljuk a Nox1-et, akkor az 6ssejtekbdl in vitro differencialédd granulocitak
is képesek szuperoxidot termelni.

A Nox1 fehérje Nox2-t p6tld mikédésének nagy lehet a jelentésége, hiszen a CGD
leggyakoribb formajat ennek a fehériének a genetikus hianya idézi el6. Ha a Nox1
expresszibdjat sikerlilne névelni CGD-s betegek granulocitaiban, akkor ez val6szinileg
fokozna a beteg sejtek baktérium-ellenes aktivitasat.
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A fagocita oxidaz citoszolikus komponensei nem expresszalédnak a vastagbélben,
vagyis ezek a fehérjék nem lehetnek a Nox1 természetes fehérje partnerei. Ezért a p47°">
és a pB7™"™ fehérje szekvencidjat felhasznalva, homolégokat kerestiink a génbank EST
adatbazisaban. Sikeriilt is els6ként azonositanunk két fehérjét, amelyeket a molekulasulyuk
alapjan p41-nek illetve p51-nek neveztiink el. Késébb a p41 fehérie a NOXO1 (Nox
organizer 1), a p51 fehérje pedig a NOXA1 (Nox activator 1) elnevezést kapta. A NOXO1 a
p47°"*-al 46 %-o0s hasonldésagot mutat, azonban az altalanos hasonlésagnal még fontosabb,
hogy a fehérje ugyanazt a konzervalt doménszerkezetet tartalmazza, mint fagocita
megfeleldje (11. abra).

A

NOXO1 MAGPRYPVSVQGAALVQI-KRL————— QTFAF SVRWSDGSDTEVRRSWDEFROL—-KTLKE

p47Phox M-GDTF---IRHIALLGFEKRFVPSQHYVYMFLVKWODLSEKVVYRRFTEIYEFHKTLKE

TRDRPFQAQAQESLDVLLRHP SGWWLVENEDRQTAWFPAPYLEEA-APGQGREGGPSLGS

LSTGDVVEVV. 'COMKAKR-GWIPASFLEPLDSPDETEDPEPNY——

A LLSGTGFRGGDD————————=== PAGEAR

VSQAQROTKRGAPPRRSS IRNAHSTHOQRSRKRLSQDAYRRNSVRF LOORRRQARPGPQSP

GFP-—--EPSQATA

GSPLEEERQTQRSH
TTEQ 370

ASAV 390

Nnoxot[ [ ex | RN BEREE 0O [
1

370

parerex [ PX [ SO [STEER orserfion [ |
1 390

11. dbra A NOXO1 és p47°"* fehérjék kozoétti hasonlosag és a fehérjék
doménszerkezete

A. A NOXO1 és p47°" kozétti hasonlésag aminosav szinten. A : szimbélum az azonosségot a .
szimbdélum a hasonldsagot jelzi. A pontokkal aldhuzott rész a fehérje PX doménjét jelzi, a szaggatott
vonallal aldhlzott rész az SH3 domént jeldli. A bekeretezett rész a prolin-gazdag régionak felel meg.
B. A NOXO1 és p47phox fehérjék doménszerkezete. Mindkét fehérje tartalmaz egy N-termindlisan
elhelyezked6 PX domént, két SH3 domént valamint egy C-termindlis prolin-gazdag régiot. A p47phox
fehérjében megfigyelhetd polibazikus régié a NOXO1-ben hidanyzik.
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A fehérje tartalmaz egy N-terminalisan elhelyezkedd phox homology (PX) domént,
ami a foszfatidililinozitol szarmazékokhoz kétédik nagy affinitassal. A NOXO1 tartalmaz még
két SH3 domént, valamint egy C-terminalisan elhelyezkedd prolin-gazdag szekvencia
motivumot, ami SH3 doménekhez tud kapcsol6dni. A jelentds hasonlésag mellett, azonban
tbb érdekes killdnbség is van a két fehérje kozdtt. A p47°"ban van egy C-terminalis
polibazikus régio, ami tébb foszforilalhaté szerin maradékot tartalmaz. Ehhez hasonl6
szakasz a NOXO1-ben nem ismerhetd fel. Tovabbi érdekes kiilénbség, hogy a p47°"* PX
doménje tartalmaz egy PXXP motivumot, ami korabbi adatok szerint intramolekularis
interakcidba kerllhet a fehérje masodik SH3 doménjével (95). A NOXO1 PX doménjében
nem talalhaté meg ez a motivum.

A NOXO1 expresszidjat Northern blot és in situ hibridizacié segitségével
tanulmanyoztuk és megallapitottuk, hogy a fehérjét kdédol6 mRNS elsésorban a colonban

expresszalédik és expresszidés mintazata rendkivil hasonlé a Nox1-éhez (12. abra)
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12. abra A NOXO1 mRNS expressziés mintazatanak vizsgalata

A. NOXO1 mRNS detektdldsa human szdvetekbdl szarmazé mRNS mintdkbol, Northern blot
technikaval. B. Nox1 és NOXO1 mRNS kimutatasa human gasztrointesztindlis mRNS panelen,
Northern blot technikdval. C. Nox1 mRNS detektélasa radioaktivan jelzett antiszenz szondaval egér
colon metszeten in situ hibridizaciéval. A Giemsa festett metszeten a hibridizaciés szignal piros
szinben tinik fel. D. Kontroll (szenz) szondaval jelzett metszet képe.

In situ hibridizaciés kisérletekben a colon epithel sejtekben detektaltuk a NOXO1 mRNS-t
(12. abra).
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A fagocita p67°" fehérje colonban expresszalédé homoldgja a NOXA1, amelynek
human és egér valtozatat egyarant megklénoztuk (13. abra).
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13. 4dbra A NOXA1 és p67°" fehérjék kozotti hasonlosag és a fehérjék
doménszerkezete

A. Az egér NOXA1 és p67°" kézotti hasonlésag aminosav szinten. A : szimbélum az azonossagot a
. szimbélum a hasonlésagot jelzi. A folyamatos vonallal alahdzott rész a TPR motivumoknak felel
meg, a szaggatott vonallal aldhizott szakasz az SH3 domént jeI2| A bekeretezett rész az aktivacios
doménnek felel meg. B. A human NOXA1, egér NOXA1 és p47phox fehérjék doménszerkezete.
Mindegyik fehérje tartalmaz egy N-termindlisan elhelyezkedd TPR régi6t, a PB1 domént, valamint egy
C-terminalis SH3 domént. Tovabbi fontos szekvencia motivum az aktivaciés domén (AD), amely
mindharom fehérjében me%;talalhato és helyzete is konzervalt. A NOXA1 kisebb fehérje mint a p67°">
és nem tartalmazza a p67°">-ra jellemzé, belsé6 SH3 domént.

A human p67°" és a NOXA1 kozdtti homolégia 56 %-0s és a két fehérie
doménszerkezete kz6tt is nagy a hasonlosag. Mindkét fehérjére jellemzé az N-termindlisan
elhelyezkedd négy TPR motivum, amely felel6s a Rac kétésért, a PB1 domén, valamint a C-
terminalis SH3 domén. A p67°" fehérjében talalhatd egy centralisan elhelyezkedé SH3
domén is, ami a NOXA1 fehérjébdl hianyzik. A p67°"°* és NOXA1 fehérjék egyarant
tartalmaznak egy konzervalt, hisz aminosavbél all6 szakaszt, az Un. aktivaciés domént,

amelynek aminosavsorrendje és fehérjén belili helyzete is nagymértékben konzervalt. Errél
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a szakaszrél kordbban kimutattdk, hogy fontos szerepet jatszik a fagocita oxidaz

aktivalédasaban.
NOXA1 szintén megtalalhat6 a colonban, igaz mas szervben is detektaltuk az mRNS-
t (14. abra), ami arra utal, hogy a NOXA1 esetleg mas Nox fehérjével is képes az

egylttmikddésre.
A
2= X .
1.5kb —
w = A r [y w 2] w w g - |
s ¢ & ¥ £ 5§ z § © 5§ 3§ 2
5 3 3 ¢ & 5 & g 3 # 3
< £ s 2 8 H
® = >
8 g
24kb —
""* ‘.'
[¢) ) (2] = | (7] c
§ § § 5§ § 5 ¢
3 5 2 2 g 3 &
® > « b
B

14. abra A NOXA1 mRNS expresszios mintazatanak vizsgalata

A. NOXA1 mRNS detektalasa Northern blot technikaval egér szdvetekbdl szarmazé mRNS mintakbol.
B. NOXA1 mRNS detektalasa radioaktivan jelzett antiszenz szondaval egér colon metszeten in situ
hibridizacioval. A Giemsa festett metszeten a hibridizaciés szignal piros szinben tlnik fel. C. Kontroll

(szenz) szondaval jelzett metszet képe.

Az in situ hibridizaciés kisérletekben azt talaltuk, hogy a NOXO1-hez hasonléan a NOXA1-et

kodoléd mRNS is a colon epithel sejtjeiben talalhaté (74. abra).

A NOXO1 és NOXAT1 jelenléte colon epithel sejtekben még nem bizonyitja, hogy azok
valéban interakciéba kerlilnek a Nox1-el. Ezt a lehet6séget Ugy vizsgaltuk, hogy a fehérjéket
ko-expresszaltuk kiilénb6z6 sejtvonalakban és megvizsgaltuk a sejtek szuperoxid-
termelését. Ezek a kisérletek azt mutattak, hogy csak akkor van érdemleges szuperoxid-
termelés, ha valamennyi fehérje (Nox1, NOXO1, NOXA1) egyltt van jelen a transzfektalt

sejtekben (15. abra).
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15. abra NOXO1 és NOXA1 fehérjék egyiittes expresszidjanak hatasa a Nox1-medialta
szuperoxidtermelésre

A. NOXO1 és NOXAT1 fehérjék hatasa Caco2 sejtek szuperoxidtermelésére. A Caco2 sejtek endogén
Nox1 expresszidval rendelkeznek. B. A NOXO1 és NOXA1 fehérjék hatasa Nox1-et expresszalé 3T3
sejtek szuperoxidtermelésére.

Ezekkel a kisérletekkel sikertlt bizonyitanunk, hogy a NOXO1és a NOXA1 valéban
egylttmikddik a Nox1-el. Téllink részben fliggetlenil, hasonlé eredményre jutott két masik
munkacsoport is (96;97). A fagocita oxidaz és a vastagbélben expresszalédé enzimkomplex
koz6tti nagyfokl homoldgia arra késztetett bennilinket, hogy megvizsgaljuk az esetleges
tovabbi hasonlésagot a két rendszer kodzétt. Kordbban mar emlitettem, hogy a Rac kis
molekulasulyu GTP-kété fehérje része a fagocita oxidaz komplexnek, azonban a colon
oxidaz mikodésében jatszott esetleges szerepe ismeretlen volt. Tovabbi kisérleteinkben
tébb kiildnb6zd megkdzelitést is alkalmaztunk a Rac esetleges szerepének vizsgalatara és
kimutattuk, hogy a Racl1 fehérje a NOXA1 fehérjén keresztll szerepet jatszik a Nox1
szabalyozasaban (98). Egy japan munkacsoport tovabbi hasonlésagot mutatott ki a fagocita
és colon oxidazok kozott, ugyanis azt talaltdk, hogy a Nox1 fehérje a Nox2-héz hasonldan
komplexet alkot a p22°"* fehérjével (97).
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Sajat kisérleti eredményeink és az irodalmi adatok szerint tehat a colon epithel
sejtieiben mikddik egy szuperoxid-termelé enzimrendszer, a colon oxidaz, amely nagyon
hasonl6 a fagocita sejtek NADPH-oxidaz enzimkomplexéhez (16. abra).

A 4

16. abra A fagocita oxidaz és a colon oxidaz miikédése

Mindkét enzimkomplex membran és citoszolikus alkotéelemekbdl all 3ssze. A p22°" és Rac fehérjék
mindkét oxidaz mikédésében szerepet jatszanak. A Nox2 (gp91ph°x) colon homoldgja a Nox1, a
p47°"*.6 a NOXO1, a p67°"*-hasonl6 fehérje pedig a NOXA1. A p40°"™ esetleges szerepe a colon
oxidaz mikddésében jelenleg nem ismert.

A hasonlésag mellett azonban fontos kiilénbség is van a két enzimkomplex k&ézott, amit
leginkabb a p47°"* és a NOXO1 kdzétti eltérés magyaraz. Kordbban méar emlitettem, hogy a
p47°"* nyugvé sejtekben olyan zart konforméaciéban talalhaté ahol az SH3 domének
rahajolnak az autoinhibicids, polibazikus régiéra. Ez a konformacié a polibazikus régiéban
t6rténd foszforilacié hatasara megvaltozik, a fehérje kinyilik és igy kapcsolédni tud a p22°"°*-
hoz. A NOXO1 fehérje viszont valoszinlileg eleve nyitott allapotban talalhatdé, mivel a
fehérjébdl hianyzik a foszforilacios helyeket tartalmazé polibazikus régio, és a PX domén
sem tartalmazza azt a PXXP motivumot, ami intramolekularis kapcsolatot Iétesitene az SH3
doménnel. Ezt a konformaciét valoszindsiti az is, hogy a Nox1-et, NOXO1-et és NOXA1-et
expresszald sejtek stimulus hianyaban is jelentdés szuperoxidtermelést mutatnak és PKC-
aktivator PMA nem fokozza a komplex aktivitasat. Dutta és Rittinger kisérletei némileg
modositottak a fehérje szekvenciakbol kikdvetkeztethetd interakciok képét, ugyanis azt
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talaltak, hogy valészinlleg a NOXO1 fehérje sincs teljesen nyitott allapotban. Az SH3
domének utani C-termindlis szakasz PR-je kapcsolatba I1ép az SH3 doménekkel, ami
csokkent azok affinitasat a p22°"™ PR-jéhez (99). Azt azonban 6k is megerésitették, hogy az
intramolekuléris interakcié ellenére a NOXO1 konstitutiv médon képes kapcsolodni a p22P"*-
hoz.

A colon oxidaz funkcidja jelenleg ismeretlen. Elképzelhetd, hogy az enzimkomplex
funkcidja, a fagocita oxidazhoz hasonléan, a baktériumokkal szembeni védekezés lehet. Ez
a vastagbélben kilénésen fontos, hiszen ha az itt normalisan jelen levd baktériumok
atjutnanak a colon falan annak sulyos, szeptikus kévetkezményei lennének. Az is
nyilvanvald, hogy a vastagbélben nem lehet cél a teljes baktérium fléra elpusztitasa, ami
kifejezetten karos lenne a gazdaszervezet szamara. Egy lokalis ,reaktiv oxigén gat” viszont
hatasosan gatolhatja, hogy a colonban hasznos, de a véraramban veszélyes baktériumok
athatoljanak a hamon. E lehetséges védekezd funkcié szempontjabol kilbnésen érdekes az
a megfigyelésiink miszerint a Nox1 expressziét fokozza a gyulladasos folyamatok
szervezésében fontos szerepet jatszé citokin, a gamma-interferon (100). A bakterialis
eredetl LPS és a flagellin szintén fokozzak a Nox1 expresszidjat (101;102).
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5.2.2 ANADPH oxidaz 4 (Nox4) enzim azonositasa

A jelenleg Nox4-ként ismert fehérjét azonositasa utan elészér Renox-nak neveztik
el, mivel igen magas expressziét mutat a vesében. A Nox4 fehérjét kédol6 mRNS egy
toredékét a Génbank EST (expressed sequence tags) adatbazisaban azonositottam. A
szekvencia informacié birtokaban, RACE reakcié segitségével klonoztam meg a teljes Nox4
cDNS-t. A Nox4 aminosav sorrendje nagyfokl, 57 %-os homolégiat mutat a Nox2
szekvenciajaval (17. abra).
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17. 4bra A human és az egér Nox4, valamint az egér Nox2 (gp91°")
aminosavsorrendjének 6sszehasonlitasa

A Nox4 tartalmazza mindazokat a konzervalt szerkezeti elemeket amelyek sziikségesek a NADPH
oxidaz aktivitashoz. A fehérje transzmembran régioit sétét hattérrel, a FAD kotéseért felelés szekvencia
motivumot szlrke hattérrel, a NADPH kotésért felelés molekularészleteket pedig bekeretezve jeléltem.
A ,Consensus” sorban szerepl6 betlik aminosav azonossagot, a ,+” szimbdlumok pedig hasonlésagot
jeléinek.

39



dc_ 250 11

Eredményeim szerint a Nox4 felnétt szervezetben kizardlag a vesében talalhaté (718. abra),

mig az embriondlis élet folyaman a majban is megjelenik.
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18. abra A Nox4 mRNS expresszidja human szévetekben
A Nox4 mRNS expresszi6jat Northern blot technikaval vizsgaltuk.

In situ hibridizaciés technikaval sikeriilt meghatéarozni, hogy a Nox4, egér vesében a
proximalis tubulus sejtjeiben taldlhatdé nagy mennyiségben, de alacsonyabb szinten a
vesevel6 gyljtécsatornaiban is expresszalédik (19. abra).

AS S (kontroll)

19. abra Nox4 mRNS expresszidjanak vizsgalata in situ hibridizaciéval

A. Antiszenz (AS) és szenz (S) szondakkal végzett kisérletekben magas Nox4 expresszid latszik a
vesekéregben, mig a veléallomanyban alacsonyabb expressziés szintet detektaltunk. A sétét latoteres
mikroszkopos felvételeken a hibridizaciés szigndlt vilagos szin jelzi. B. A nagyobb nagyitasu képen a
hibridizacios szignal a proximalis tubulusra lokalizalodik. A H&E festett metszeten z6ld szemcsék jelzik

a hibridizaciés szignalt.

Azt is megallapitottuk, hogy az egér vese gyUjtécsatornaibdl kialakitott MIMCD3
(Mouse Inner Medullary Collecting Duct) sejtvonal sejtjei szintén expresszaljak a Nox4-et. A
Nox4 fehérjét kifejeztik NIH 3T3 sejtekben, (amelyek normalisan nem tartalmazzédk a
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fehérjét) és megfigyeltiik, hogy a sejtek szuperoxidtermelése jelentésen fokozéddott (20.
abra).
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20. abra Nox4 expresszid hatasa NIH 3T3 sejtek szuperoxidtermelésére

A. Nox4 expresszio detektalasa Nox4-et stabilan expresszalé NIH 3T3 sejtvonalakban (R10, R15,
R16) és kontroll sejtekben (C1). B. Nox4-et stabilan expresszaldé és kontroll sejtek
szuperoxidtermelése.

A Nox4 tehat a fagocitdk NADPH-oxiddz enziméhez hasonlé aktivitast mutatott, a termelt
szuperoxid mennyisége azonban jéval alacsonyabb volt a neutrofil granulocitak altal
termeltnél. Erdekes médon a Nox4-et expresszalé sejtek proliferacioja jelentdsen lecsdkkent
és a sejtek az 6regedés (cellular senescence) jeleit mutattak; jelentésen megnagyobbodtak,
tébbszdrdés nydlvanyokat ndvesztettek és sokmagvu sejtek is kialakultak. A sejtéregedést
létrehoz6 hatast valdszinlleg nem tekinthetjlk a Nox4 fiziolégias funkcidjanak, hanem
inkabb egy heterolég expressziés rendszerben megfigyelheté “mellékhatasnak”, ami
valészinlleg a sejtek altal termelt szuperoxid toxicitdsanak tulajdonithatd. A Nox4-et késébb,
télink flaggetlendl, harom masik kutatécsoport is azonositotta (54;103;104). A Nox4
szabalyozasarol viszonylag keveset tudunk. A Nox1, Nox2 és Nox3 fehérjékhez hasonléan a
Nox4 is komplexet alkot a p22°"*-al (105;106). A fagocita és a colon oxidaz citoszélikus
komponenseihez hasonld, Nox4-el egylttm(kédd fehériéket viszont nem ismeriink. A
Poldip2 nevii fehérjérdl kimutattak, hogy az a p22°"**-hoz kétédve fokozza a Nox4 aktivitasat
(107). A Nox4 szabalyozasa valoszinlleg els6sorban transzkripcié szinti. A TGF-beta

példaul tobb kilonb6zé sejtben is jelentésen fokozza a Nox4 expresszidjat, és a kezelés
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utan 12-24 6raval a sejtek H,O, termelése jelentdsen és tartésan fokozédik (108;109). A
Nox4 funkcidja jelenleg ismeretlen. A Nox4 hianyos egerek életképesek és nem mutatnak
nyilvanvalé betegség tlneteket (Péterfi és mtsai., nem publikalt adat). A Nox4 fehérje
enzimaktivitasa, valamint az a tény, hogy a vesében nagy mennyiségben talalhatd, felveti
egy izgalmas funkci6 lehetéségét. Régéta ismert, hogy a vordsvértestek termelédését
szabalyozo eritropoetin a vesében termelédik és szintézisének legfontosabb szabalyozéja a
vér oxigéntartalma. A folyamat vesén beliili elhelyezkedése jelenleg még nem vilagos.
Bizonyos kisérleti adatok a proximalis tubulus sejtjeit jeldlik meg az oxigén-érzékelés és az
eritropoetin szintézis helyszineként (110), mig mas adatok szerint a peritubularis térben
talalhaté fibroblaszt-szer( sejtekben zajlik a folyamat (111). Izgalmas kérdés, hogy vajon a
Nox4 szerepet jatszik-e az eritropoetin termelés szabalyozasaban?

A vese oxigén-érzékelésének egyik modellie szerint a jelatvitel szempontjabol
és ugy fejti ki az eritropoetin gén expresszidjat szabdalyozd hatasat (112). Ugyan az
oxigénérzékelésben kulcsszerepet jatsz6 HIF (Hypoxia Inducible Factor) szabalyozasaban
jelenleg elsésorban a prolin hidroxilaz enzimeket tartjuk fontosnak (113), tébb kézelmultban
publikalt eredmény is arra utal, hogy a Nox4-nek szerepe lehet az oxigénérzékelésben, a
HIF-2a szint szabalyozasan keresztil (114;115). Azt azonban jelenleg nem tudjuk, hogy ez a
kapcsolat az eritropoetint termeld sejtekben is megvalosul-e.

Egy maésik izgalmas lehet6ség, hogy a Nox4, a fagocita sejtekben taldlhaté
homol6gjahoz hasonléan, védekezé funkciét lat el azaltal, hogy reaktiv oxigén metabolitokat
juttat a tubulusokon athaladé sziirletbe és ezzel mintegy fertétleniti azt. Tény hogy a
vizeletben kimutathaté a H,O,, amely szuperoxid anionokbdl képzdédik. Lehetséges, hogy a
vizelet H,O, tartalmanak szerepe van a hlgyutak sterilitasanak fenntartasaban.

A Nox4 nemcsak a vesében hanem szamos mas szdvetben, sejtben is megtalalhato.
Az endotél sejtek is expresszalijdk a Nox4-et (116;117) és lehetséges, hogy az enzim a
kapillaris slirliség szabalyozasan keresztil hatassal van a szbvetek vérellatasara (58). Egy
masik izgalmas expressziés helyszin a differencialodé miofibroblaszt, amely TGF-beta
hatasara Nox4-fliggé médon H,O,-t termel. Két munkacsoport is leirta, hogy a termelt H,O,-
nak fontos szerepe van a miofibroblasztok differencialodasaban, amit a simaizom aktin
expresszibjanak fokozddasa és extracellularis matrix fehérjék szintézise jellemez (108;118).
A miobroblasztok fontos szerepet jatszanak a sebgydgyulasban és fészerepléi a
szervfibrozis folyamatanak is. A Nox4 expresszi6é siRNS technikaval térténé gatlasa egérben
csOkkentette a bleomycinnel indukalt tldéfibrozis sulyossagat, ami felveti annak a
lehetdséget, hogy a Nox4 gydégyszeres gatlasa emberben is antifibrotikus hatasu lehet (118).
Egy, a Nox4-et és Nox1-et gatld gydgyszerjeldltet a kdzeljovében fognak kiprébalni a
diabéteszes vesekarosodas gyogyitasaban (forras: www.genkyotex.com).
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5.2.3 Duox enzimek vizsgalata

5.2.3.1 A Duox enzimek kimutatasa kalénbdz6 nyalkahartya felszineken

A bevezetében mar emlitettem, hogy a Duox2 biztositja a pajzsmirigy hormonok
szintézisében felhasznalt jodid ionok oxidalasahoz szlkséges hidrogén peroxidot. A jodid
ionok oxidalasat a pajzsmirigyben a TPO enzim végzi. Kdzel negyven éve ismert, hogy a
nyalban, tejben, kdnnyben talalhaté egy enzim, a laktoperoxidaz (LPO) amelynek kérokozo6
ellenes hatasa van (119). Az enzim mikddése nagyon hasonlé a pajzsmirigyben talalhatéd
TPO mikddéséhez, ugyanis az LPO hidrogén peroxid (H.O,) jelenlétében oxidalja a jodid
ionokat, ami reaktiv jodvegylletek képz6dését eredményezi (271. abra). Ennél fontosabb
azonban, hogy a LPO a tiocianat (SCN) iont is képes oxidalni és hipotiocianattta alakitani
(21. abra).

Laktoperoxidaz (e, nysi, kenny)

SCN,, I + H,0, OSCN:, O + H,0

}éf

21. abra A laktoperoxidaz (LPO) enzim miikédése

Az LPO H,0, felhasznalasaval oxidalja az exokrin szekrétumokban talalhat6 jodid és tiocianat ionokat.
A reakcidban kulénb6z6 mértékben oxidalt, antibakteridlis termékek képzddnek, amelyek kozll
legfontosabb a hipotiocianat (OSCN’).

Ez azért lényeges, mert a tiocianat joval nagyobb koncentraciéban talalhaté az emlitett
szekrétumokban, mint a jodid (a nyalban példaul elérheti a tébb szaz mikromdlos
koncentraciét). Munkank elétt azonban ismeretlen volt, hogy honnan szarmazik a H.O, a
LPO altal katalizalt reakciéhoz. Pajzsmirigyben a TPO szamara a Duox NADPH oxidaz
enzimek termelik a H,O,-t. A TPO és az LPO altal katalizalt reakciok kozoétti hasonlésag
alapjan felmerUlt benniink a kérdés, hogy vajon lehetséges-e, hogy Duox enzimek termelik a
H.O,-t az LPO szamara is. El6ész6r Northern blot technika segitségével vizsgaltuk a Duox
enzimek expresszidjat, human- és patkany nyalmirigyben (22. 4bra).
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22. abra Duox2, LPO és NIS mRNS-ek detektalasa patkany és human nyalmirigyben

a. A Duox2 mRNS detektaldsa huméan (bal oldali panel) és patkany (jobb oldali panel) nyalmirigyben
b-d. A Duox2 mRNS kimutatasa patkény nyamirigyben in situ hibridizaciéval. H&E festés. A nagyobb
kivezetécsOvekben (b és ¢) megfigyelhetd soétét szemcsék jelzik az antiszenz szondaval létrejévé
hibridizaciés szignalt. A kontroll (szenz) szondaval inkubdlt szévetmintaban (d) nem lathaté
hibridizaci6. e-j Duox2 (e), LPO (f) és NIS (g) mRNS-ek detektalasa human parotisban. Giemsa
festés. Az antiszenz szondakkal kialakulé hibridizaciés szignalt piros szemcsék jelzik. h-j. Kontroll
(szenz) szondakkal inkubalt mintak képe.

A 22 gbran lathato, hogy human és patkany nyalmirigyben egyarant detektaltuk a Duox2
mRNS-t. Ez utan arra voltunk kivancsiak, hogy a nyalmirigyen belll hol talalhaté a Duox2.
Ezt in situ hibridizacié segitségével vizsgaltuk, patkany submandibularis nyalmirigyében (22.
abra, b-d panelek). Lathaté, hogy a hibridizaciés szignal jol kérilhatarolhatéan a
kivezet6csGrendszer végsd szakaszan jelenik meg és a szjireghez futd, f6 kivezetdcsd is
nagy mennyiségben tartalmazza a Duox2-t. A H&E festés mellett jol latszik, hogy a
kivezetécsOveket gazdag kapillarisrendszer veszi koril, ami valészinlleg a H,O, termelés
intenziv oxigénigényéhez szikséges. Kévetkezd kisérleteinkben emberi nyalmirigyben in situ
hibridizacié segitségével detektaltuk az LPO, a Duox2 expressziéjét, valamint a natrium-
mirigyvégkamrakban termelédik (22. abra, f panel), amelyek homogén, intenziv jel6l6dést
mutatnak az LPO-ra. Az el6z6ekben mar emlitettem, hogy az LPO tiocianatot és jédot oxidal,
ezért ezeknek az anionoknak jelentésen fel kell dusulniuk a nyalban. A jodid ionok nyalba
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térténd kivalasztdsat mar Claude Bernard is leirta a mult szdzadban, azonban ennek a
jelentésége ismeretlen volt. Ez a folyamat ugyanannak a natrium-jodid szimporternek (NIS) a
segitségével toérténik, amely a pajzsmirigy j0d felvételét is medidlja (120). A 22. dbra g
paneljén lathatd, hogy a NIS a kisebb kivezetécsdvekben expresszalddik. Végil a nagyobb,
termindlis kivezetécsdvekben taldlhaté a Duox2, amely a H,O,-ot termeli (22. 4bra, e panel).
A Duox elhelyezkedése biztositja, hogy a H,O, a szdjireghez kdzel képz6édik nagyobb
mennyiségben, ami valészinlileg fontos a hatasossag szempontjabél, valamint megelézheti
a mirigyszdvet esetleges karosodasat is.

Tovabbi kisérleteinkben a Duox2-t a gasztrointesztindlis traktusban is sikerQlt
kimutatnunk, ahol elsésorban a rectum nydalkahartydjanak kriptaiban expresszalédik (23.

abra).

a CaCt Cd C R

(RLU) Relative Light Units

+DPI

23. abra Duox2 expresszid vizsgalata gasztrointesztinalis szévetekben

a. A Duox2 mRNS kimutatasa human (bal oldali panel) és patkany vastagbélben (jobb oldali panel)
Northern blot technikaval. A human gasztrointesztinalis mRNS panel a kdvetkezd vastagbél
szakaszokat reprezentdlja: Ca - colon ascendens, Ct —colon transversum, Cd — colon descendens, C
— cecum, R — rektum. b-d. Duox2 expresszié kimutatésa in situ hibridizacioval patkany rektumban. A
sOtét latoteres mikroszkopos felvételen fehér szemcsék jelzik a hibridizacios szignalt (b, antiszenz
szonda; ¢, kontroll (szenz) szonda; c, antiszenz szonda) e. Izolalt rektélis kripta faziskontraszt
mikroszkopos felvétele. f. 1zolalt rektdlis kriptdk H.O, termelésének mérése kemilumineszcencias
technikaval.
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Azt is megfigyeltik, hogy a patkany rektumbdl preparalt kriptak H,O.-t termeltek és a
folyamat gétolhaté volt DPI-vel, a Nox enzimek hatdsos (bar nem tul specifikus)
gatlészerével. Patkany rektumban sikerilt kimutatnunk az LPO expressziét is. Ezek a
megfigyelések arra utalnak, hogy a Duox2 és az LPO ebben a szévetben is egyittmikddhet,
aminek a bélfléra integritasanak fenntartasaban lehet szerepe.

Egy amerikai munkacsoport jelentés LPO mennyiséget talalt birka légutak
szekrétumaban is, ahol az LPO a szolubilis fehérjék mintegy 1 %-t képezi (121). Azt is
kimutattédk, hogy a LPO gétlasa csOkkenti a légutak baktérium-ellenes aktivitasat. Azt
azonban, hogy hol termel6dik az enzim, nem vizsgéaltak. A 24. dbra mutatja, hogy human
tracheaban és a bronchusokban kiterjedt submucosélis mirigyrendszer helyezkedik el és a
LPO-t kddol6 mRNS ezekben a mirigyekben talalhato.

24. abra LPO és Duox1 mRNS-ek kimutatadsa human légutakban

a-d: LPO mRNS kimutatdsa human trachea (a,b) és bronchus (c,d) szubmukdzdlis mirigyeiben.
Giemsa festés. Az antiszenz szondékkal (a,c) kialakulé hibridizacios szignalt piros szemcsék jelzik.
b,d Kontroll (szenz) szondakkal inkubalt mintak képe. e-h: Duox1 mRNS kimutatasa human trachea
(e,f) és bronchus (g,h) epithel sejtjeiben. Giemsa festés. Az antiszenz szondakkal (e,g) kialakuld
hibridizacios szignalt piros szemcsék jelzik. f,h: Kontroll (szenz) szondakkal inkubalt mintak képe.
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A kiterjedt expresszié arra utal, hogy az emberi légutak is jelentdés mennyiségli LPO-t
tartalmaznak. A kévetkezékben azt vizsgaltuk meg, hogy melyik enzim lehet a H,O, forrasa a
Iégutakban. Northern blot és in situ hibridizacios kisérleteink eredménye alapjan ez a Duox1,
amely a légutakat borito csill6sz6rés hengerhamsejtekben expresszalodik (24. abra, e és g
panelek). Azt is megallapitottuk, hogy primer human bronchialis epithel sejtek expresszaljak
a Duox1-et és jelentdés H,O,-termelésre képesek. A H.O, valasz Duox1-specifikus antiszenz

oligonukleotidokkal t6rténé elékezelés utan csdkken (25. abra).
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25. abra Duox expresszié és aktivitas kimutatasa human bronchialis epithel (HBE)
sejtekben

A. Duox1 mRNS detektalasa human tracheabdl (Tr) és HBE sejtekbdl preparalt RNS-bél Northern blot
technikaval. B. HBE sejtek H,O, termelésének mérése kemilumineszcens technikaval (négyzet,
ionomycinnel stimulalt sejtek; haromszdg, DPI elékezelés utan ionomycinnel stimulalt sejtek; gyémant,
nem stimulalt sejtek). C: Duox1 antiszenz oligonukleotid hatdsa HBE sejtek ionomycinnnel stimulalt
H,0O, termelésére.

Kisérleteinkben tehat megallapitottuk, hogy a Duox fehériék szamos epithel
sejtféleségben expresszalddnak és valészinlileg a Duox enzimek biztositjak a H.O,-t az LPO

altal katalizalt reakcidkhoz. A pajzsmirigyen Kkivili Duox expressziét dokumentéld

eredményeinket kés6bb tdbb munkacsoport is megerdsitette (122-124). A Duox-LPO
rendszer altalunk felallitott modelljét a 26. abra mutatja.

a b - C
SCN-, | a
Nis -

LPO l
LPO SCN-
o~ LPO SCN- SCN-, I'+H,0, - >==¢ » OSCN-, Ol
SCN- I

26. abra A Duox-LPO rendszer modellje (nyalmirigy)

a. Az LPO a mirigyvégkamrakban termelédik. b. A tiocianat ionok bekoncentralasat a NIS végzi, amely
nyalmirigyben a kisebb kivezetécsdvekben expresszalodik. c. A nagyobb kivezetécsévekben talalhatéd
a Duox, amely H,O.-t termelve aktivélja a védekezé rendszert.
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Ugy gondoljuk, hogy a Duox-LPO rendszernek fontos szerepe lehet a nyalkahartyakhoz
kot6d6é védekezési mechanizmusokban. Moskwa és mtsai késébb kimutattak, hogy a
patkanybdl izolalt bronchialis epithel sejtek Duox2-t expresszalnak és a sejtek LPO és
tiocianat jelenlétében jelentés antibakterialis aktivitassal rendelkeznek, ami a Duox-LPO
rendszer barmelyik komponensének hianya vagy gatlasa esetén megsziinik (125). Hasonl6
eredményeket publikaltak Conner és mtsai is (126). A Duox-LPO védekez6 rendszer in vivo
fontossagat azonban csak genetikailag modositott allatokon lehetne tanulmanyozni.
Problémat jelenthet azonban, hogy az egérmodellek valésziniileg nem lesznek alkalmasak a
Duox fehérjék légutakban jatszott szerepének tisztazasara. Az egér és a nagy emlés légutak
szerkezete ugyanis jelentésen eltér egymastél. A nagyobb emlésdk Iégutjai kiterjedt
mirigyrendszerrel rendelkeznek, amelynek fontos szerepe van a légutak felszinének
nedvesitésében (24. abra). Egérben és patkanyban ezek a mirigyek hianyoznak. Ennek a
kilébnbségnek igen nagy az orvosi jelentésége, ugyanis a cisztas fibrézis (CF) betegség
egérmodelljében példaul nincs komoly tidé fenotipus, ami az emberi CF betegségben a
legsulyosabb elvaltozas. E problémara megoldast jelenthetnek azok a kdézelmultban
kifejlesztett allatmodellek, ahol nagyobb testii emlésékben, menyétben és birkaban
szakitottdk meg a CFTR gén mikédését (127;128). Ezekben a génmaodositott allatokban mar
kialakult a CF-re jellemzé tldéelvaltozas. Elképzelhetd, hogy a Duox fehérjék légutakban
jatszott szerepének tisztdzasa szintén csak hasonldé modellek létrehozasaval lesz majd
lehetséges.

A Duox-LPO rendszer miikddése tébb ponton is sériilhet a CF-es betegek tlidejében.
A Duox-LPO rendszert leird cikkiinkben elséként vetettik fel azt a lehetéséget, hogy CFTR
hianyaban karosodhat a légutakat borité folyadék filmbe iranyulé SCN' transzport, ugyanis a
CFTR SCN'-re is permeabilis. Kés6bb két munkacsoport is kimutatta, hogy a CF-es epithel
sejtek tiocianat transzportja valdban karosodik (125;126). CF-ben tovabbi problémat
jelenthet, hogy a betegség folyaman a légutak szubmukédzalis mirigyei degeneralédnak, ami
az LPO termelés jelentds csdkkenéséhez vezethet.

Bar emlésék esetén még nincs genetikai bizonyiték a Duox fehérjék
immunvédekezésben jatszott szerepére, Drosophilan végzett génmanipulacios kisérletekben

bebizonyitottak, hogy a Duox szerepet jatszik a tapcsatorna immunvédekezésében (129).

5.2.3.2 A Duox1 funkcidjanak vizsgéalata hugyhdélyag epithel sejtekben

A Duox enzimek a légutakon kivil még szamos mas szervben megtalalhaték, az
urotél sejtekben azonban még nem mutattdk ki a jelenlétiket és mikddéslket.
Kisérleteinkben megvizsgaltuk, hogy a frissen izolalt urotél sejtek termelnek-e H,Oo-t.
Kordbban mar emlitettem, hogy a Duox enzimek aktivitdsa kalcium-figgd, ezért
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kisérleteinkben a thapsigargint hasznaltuk stimulusként, amely az ER Ca®*-ATP-az
gatlasaval és kovetkezményes Ca?*-influx létrehozasaval emeli a sejtek Ca*'-
koncentraciojat. A 27. abran lathaté, hogy a TG fokozta az urotél sejtek H.O, termelését, ami

gatolhat6 volt DPI-vel.

1.007 = control
A TG
_. 0754 v TG+DPI
=

=
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27. abra Primer egér urotél sejtek H,O.-termelésének mérése A. Thapsigargin (TG)
stimulalast kovetéen, 30 percen keresztll mértiik a sejtek altal termelt H,O,-ot. Kontrollként nem
stimulalt sejteket hasznaltunk. Az abran egy reprezentativ mérés eredménye lathatd6 harom hasonl6
eredmény kisérletbdl.

B. TG-al stimulalt H,O, termelés gatlasa DPI-vel vagy BAPTA-val. Az dbra harom fliggetlen kisérletbél

szarmazé adatok atlagat £+ SEM mutatja.

A H,O, termelés Ca®'-fliggése felvetette annak a lehetéségét, hogy a folyamat
hatterében a Duox enzimek aktivalédasa all. A kdvetkezékben a Duox enzimek expresszibjat
vizsgaltuk RNS szinten, QPCR technikaval (28. abra, A panel).

A g B
% urothelial cells
+H MW (kDa)
H] 250 —
@
E— o Duox
° 130 —
3
< 100 —
-
E 70—1
®

Duox1 Duox2

28. abra Duox expresszid detektalasa mRNS és fehérje szinten egér urotéliumban A.
Relativ Duox1 és Duox2 mRNS expressziés szintek egér urotéliumban QPCR-el detektalva. B. Duox
fehérje kimutatasa egér urotéliumban Western blot technikaval.

Megallapitottuk, hogy az urotél sejtek Duox1-et expresszalnak nagy mennyiségben,
mig a Duox2 szintje joval alacsonyabb. A Duox expressziét fehérje szinten is siker(lt
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kimutatnunk (28. abra, B panel). Annak bizonyitasara, hogy valéban a Duox1 felel6s a
stimulalt H.O, termelésért, Duox1 knockout egerekbdl preparalt urotél sejteken végeztiink
kisérleteket. A Duox1-hianyos egértérzset a Lexicon Genetics cégtdl szereztiik be. A Duox1-
hianyos egértérzset gy hoztak létre, hogy a Duox1 gént retrovirdlis vektor segitségével un.
géncsapda (gene trap) modszerrel Gtotték ki (130). A Duox1 knockout sejtekbdl urotél
sejteket izolaltunk és Western blot segitségével vizsgaltuk a Duox1 jelenlétét.

WT KO

urothelial cells
MW (kDa) KO  WT
250— | i

130— > o Duox
100—
70—

55—
a beta-actin

29. abra Duox fehérje expresszio vizsgalata vad tipusu és Duox1 knockout egerekbdl
szarmazo urotéliumban

A. Duox fehérje detektalasa Duox1 knockout és vad tipusu egerekbdl szarmazo urotéliumban Western
blot technikaval. B. Duox immunhisztokémiai detektalasa vad tipusu (bal oldali panelek) és Duox1
knockout (jobb oldali panelek) egerekbdl szarmazé hugyholyag metszeteken.

A 29. abran lathat6, hogy a KO sejtekbél szarmazd szdvetben nem detektalhaté a Duox1, a
vad tipusu sejtekben viszont jelen van a fehérje. A kisérletben felhasznalt Duox antitest nem
tesz klildbnbséget a Duox1 és Duox2 kdz6tt, ezért ezzel a kisérlettel azt is bizonyitottuk, hogy
a Duox1 hidnyaban nem joén létre a Duox2 kompenzatérikus expresszié ndvekedése. A
Western blot kisérletekben alkalmazott antitest a Duox1 immunhisztokémiai detektaldsara is
alkalmasnak bizonyult (29. abra).

A bevezet6ben mar emlitettem, hogy alacsonyabb rendi allatokban a Duox enzimek
szerepet jatszanak az extracellularis matrix stabilizaciéjaban. A Duox-hidnyos C. elegans
egyedeken példaul jellegzetes hodlyagokat figyeltek meg, amik a kutikula stabilizacié zavarat
jelzik (64). Felmerllt benniink a kérdés, hogy vajon nem télt-e be hasonld, stabilizalé
szerepet az emlés hamban is a Duox1. A kérdést megvalaszoland6 dsszehasonlitottuk
Duox1 knockout és vad tipusl egerek hugyholyagjainak szévettani képét. A hematoxilin-
eozin festett metszeteken jél latszik, hogy a Duox1 hidnydban nincs nyilvanvalé morfolégiai
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valtozds, ami arra utal, hogy a Duox1 hianya nem okoz komoly defektust a ham
szerkezetében (30. abra).

30. abra Vad tipusu (WT) és Duox1 knockout (KO) egérbdl szarmazé hugyhdlyag
szOvettani képe
A hematoxilin-eozin festett metszeteken ,L” jel6li a hugyhélyag lumenét.

Ezt kovetbéen 0&sszehasonlitottuk a vad tipusu és Duox1 knockout sejtek
thapsigarginnal indukalt H,O, termelését. Az 31. abran lathaté, hogy a knockout sejtek H,O,
termelése — a vad tipusu sejtekkel ellentétben - nem fokozddik thapsigargin hatasara. A
thapsigargin vad tipusu és knockout sejtekben hasonlé Ca**-szignalt hozott létre, vagyis a
knockout sejtek elmaradt H,O, valaszaért egyértelmien a Duox1 hianya a felelés. A
thapsigarginon Kkivil a receptor agonista ATP is fokozta a vad tipusu sejtek H.O, termelését

és ez a valasz sem jitt Iétre knockout sejtekben.

31. abra H,0.-termelés mérése vad tipusu és Duox1 knockout urotél sejteken

A sejteket 200 nM thapsigarginnal vagy 10 uM ATP-vel stimulaltuk. Az dbran négy kisérlet atlaga *
SEM lathat6.
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A Duox1-hianyos egérmodell lehetéséget nyujthat a fehérje funkcidjanak azonositasara.
Természetesen felmerilt benniink a lehetéség, hogy a Duox1 altal termelt H,O, esetleg
szerepet jatszik a hugyhdlyagba bejutdé kérokozok elpusztitdsaban. Ezt a lehetéséget Ugy
vizsgaltuk, hogy E. coli baktériumokat juttattunk az allatok hagyhélyagjaba és 24 6ra utan
vizsgaltuk a tulélé baktériumok szamat. A Duox1-hianyos és a kontroll allatok holyagjabol
azonos szamu baktériumtelep tenyészett ki, ami a Duox1 antibakteridlis hatasa ellen szol.
Azt is megallapitottuk, hogy vad tipusu allatokban a fertézés nem vezetett a Duox1
expresszid fokozodasahoz, ami szintén a védekez6 szerep ellen szél. Megvizsgaltuk azt is,
hogy a hugyhdlyagban expresszalodik-e a LPO, amely a legtdbb szdvetben egyittmikddik a
Duox enzimekkel. Azt talaltuk, hogy a hélyagban nem expresszalédik az enzim, mig a
kontrollként hasznalt tejmirigyben jelentés mennyiségli LPO-t detektaltunk.

A hugyhélyag mikddése soran jelentés mechanikai stressznek van kitéve. Szamos
kisérleti adat utal arra, hogy az urotél sejteknek aktiv szereplk van a mechanikai hatasok
érzékelésében és az azokra adott valaszok kialakitdsaban. A mechanikai hatasok jelatvitele
soran megvaltozik a sejtek intracellularis Ca®* koncentracidja, ami elsésorban a TRPV4
csatornak aktivalédasanak kévetkezménye (131;132). Felmerilt benniink a lehetéség, hogy
a Duox! mint Ca®-aktivalt enzim esetleg szerepet jatszik a mechanotranszdukcid
folyamataban. A TRPV4 csatornak farmakolégias aktivalasa (133) névelte a vad tipusu urotél
sejtek H,O, termelését, mig a knockout sejtek H.O, termelése nem valtozott (32. abra).
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32. abra A TRPV4 agonista GSK hatasa vad tipusu és Duox1 knockout urotél sejtek
H,0, termlésére
A sejteket 10 nM GSK1016790A TRPV4-agonistaval stimulaltuk. Az dbra két kisérlet atlagat mutatja.

A kovetkezékben izolalt hagyholyagon vizsgaltuk a szerv mechanikai stresszre adott
valaszait. Beny6 Zoltan kutatécsoportjaval egylttmikédve, in vivo cisztometrias

kisérletekben kimutattuk, hogy a vad tipusi és Duox1 knockout allatok Urité kontrakcioi
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hasonlé térfogatokndl alakultak ki, azonban az (rit6 kontrakciok frekvencidja
szignifikansabban magasabb volt a Duox1 knockout &llatokban (33. abra). A nem-(rit6
kontrakciok frekvencidjaban nem volt kilénbség a két egértdrzs kdzott.
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33. abra Hagyholyag miikddés vizsgalata vad tipusu és Duox1 knockout egerekben
Az in vivo cisztometrias kisérletek eredményeit dsszefoglalé abra. Urité (VC) és nem-Urit6 (NVC)
kontrakcidk frekvenciaja vad tipusu (WT) egerek és Duox1 knockout (KO) egerek hugyholyagjaiban.

Ezek az eredmények tehat arra utalnak, hogy a Duox1 szerepet jatszik a hagyhdlyag
mechanotranszdukciéjaban, azonban jelenleg nem tudjuk megmondani hogy mi lehet a Ca**-
szignal hatasara keletkez6 H,O, pontos szerepe. A H,0O, tébb mechanizmussal is
befolyasolhatja az epithel sejtekben, vagy azokkal szomszédos sejtekben zajlo jelatviteli
folyamatokat. Ismert példaul, hogy a H,O, gatolja a protein tirozin foszfatdz enzimek
aktivitasat, ami a tirozin-kinaz receptorok jelatvitelének erésitéséhez vezethet (134). A H.O,
kilbnb6z6 ioncsatornak mikodését is befolyasolhatja. Névényekben és Drosophilaban is
leirtdk azt a jelenséget, hogy a NADPH oxidaz altal termelt H,O,, Ca**-influxot aktival
(135;136). Novények esetében ez a jelatviteli mechanizmus szerepet jatszik a gyokércsucs
névekedésében.

A Duox fehériék vizsgalataval kapcsolatos eredményeinket &sszefoglalva
elmondhatjuk, hogy a Duox fehérjék aktivitdsa nem korlatozédik a pajzsmirigyre, hiszen
szamos mas epithel sejtben is megtalalhatok. Valészinl, hogy az LPO antibakterialis
mikddését tamogatva részei a nyalkahartyakhoz ko6t6dé immunmechanizmusoknak,

azonban az urotéliumban expresszalodé Duoxi-nek feltehetéleg nincs antibakteridlis
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funkciéja. Eredményeink arra utalnak, hogy az itt taldlhat6 Duox1 a
mechanotranszdukciéban jatszhat szerepet. A kbzeljdvében szeretnénk azonositani a Duox1
altal termelt H,O, célpont fehérjéit és akkor kdzelebb kerilhetiink a Duox1 hamsejtekben
jatszott szerepének megismeréséhez.
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5.3 Peroxidaz enzimek vizsgéalata
5.3.1 Peroxidaz enzimek ECM-képz6 mikddéesének vizsgélata

A ROS és az extracellularis matrix kapcsolatdban fontos szerepet jatszanak a
peroxidaz enzimek. Az allati peroxidaz enzimek 4&ltalanos tulajdonsaga, hogy képesek
ditirozin keresztkGtések kialakitadsara. A bevezet6ben mar emlitettem, hogy a ditirozin
kereszthidak kialakulasanak fontos szerepe van alacsonyabb rendi él6lények extracellularis
allomanyanak modositasaban (64;137), azonban emlésékben a ditirozin képzés
mechanizmusa és jelentésége még nem tisztazott. Tisztitott LPO-val végzett kisérleteinkben
kimutattuk, hogy az enzim mar igen alacsony H.O. koncentraci6 mellett is hatékonyan
katalizalja a ditirozin képz&6dését (138). Mivel a képz6dé ditirozin egy fluoreszcens termék,
ezért az enzimnek ez az aktivitasa felhasznalhat6 a H,O, detektalasara. Nox4-et expresszal6
sejtek H,O, termelését is sikeresen mértik az LPO segitségével. Jelenleg nem tudjuk, hogy
a LPO in vivo katalizélja-e ditirozin kotések kialakulasat - és ezen keresztil fehérjék
keresztkdtését - de a jovében mindenképpen szeretnénk megvizsgalni ezt a lehetéséget. Az
LPO nagy mennyiségben talalhaté tejben, nydlban és bronchialis valadékban ahol a
korokozok elleni védekezésben jatszik szerepet. Bar az immunvédekezésben valésziniileg
elsésorban az LPO 4éltal szintetizalt hipotiocianatnak van fontos szerepe, elképzelhetd hogy
a ditirozin képzés is fontos lehet, ugyanis korokozé eredetl fehérjék, példaul toxinok
inaktivalashoz vezethet.

Az allati peroxidazok kozott a peroxidazin (PXDN) az a fehérje, amely igazan
izgalmas lehet az ECM képz&dés szempontjabdl. Az enzim emlésdkben expresszalodd
formajarél azonban minimalisak voltak az ismereteink.

A PXDN expresszids mintazatarél példaul korabban ellentmondasos adatok jelentek
meg. Horikoshi és mtsai azt talaltak, hogy a PXDN szinte minden altaluk vizsgalt szévetben
expresszalédik (76), mig Mitchell és mtsai szerint a PXDN a melanémas sejtekben talalhaté
nagyobb mennyiségben (77). Az ellentmondésos expresszids adatokat tisztazandd, Northern
blot technikaval vizsgaltuk a human PXDN expressziés mintazatat. Azt talaltuk, hogy a
PXDN a legtdbb vizsgalt szdvetben expresszalédik (34. abra), mig az agyban, a thymusban
és leukocitakban nem talalhaté meg a PXDN. Bar a PXDN szerkezeti sajatossagai arra
utalnak, hogy a fehérje peroxidaz aktivitdssal rendelkezik, a fehérje enzimaktivitasat
korabban még senki nem vizsgalta. Az enzimaktivitds mérésekhez COS7 sejtekben
expresszaltuk a peroxidazint (34. abra, B panel) és megvizsgaltuk a sejtekbdl preparalt
lizatum peroxidaz aktivitasat. A 34. abra, C panelje mutatja, hogy a PXDN-el transzfektalt

sejtek joval nagyobb peroxidaz aktivitast mutattak, mint a kontroll sejtek.
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34. abra A PXDN expresszidjanak és enzimaktivitasanak vizsgalata

A. A PXDN mRNS expresszidjanak vizsgalata kilonb6zé human szdvetekben, Northern blot
technikaval. B. PXDN fehérje detektalasa kontroll (-) és PXDN cDNS-el transzfektalt (+) COS-7
sejtekben, Western blot technikaval. Kontrollként a f—aktint detektaltuk. C. Peroxidaz aktivitds mérése
PXDN-t expresszaldo COS-7 sejtekbdl prepardlt sejtlizatumban. A peroxidaz aktvitas mérése Amplex
Red technikaval tértént, a keletkez6 fluoreszcens anyag a resorufin. D-F. A PXDN lokalizacioja PXDN-
el transzfektalt sejtekben. Konfokalis mikroszkoppal késziilt felvételek. A PXDN-t és az ER marker
PDI-t specifikus antitestek segitségével detektaltuk. Az F panel a piros és zéld csatorna egymasra
vetitett képét dbrazolja. A D panelen lathaté méretvonal 20 um-nek felel meg.

A ditirozin képzés vizsgalatdhoz megprobaltuk a rekombinans médon eléallitott

fehérjét Sf9 sejtekb6l megtisztitani, azonban ez nem sikerillt. PXDN-ellenes antitestek

56



dc_ 250 11

segitségével azt is megvizsgaltuk, hogy a PXDN hol taldlhatd a transzfektalt COS-7
sejtekben. A 34. dbra konfokalis mikroszkoppal készilt felvételein jol latszik, hogy a PXDN
az endoplazmas retikulumban helyezkedik el, ahol kolokalizalédik az ER marker protein
diszulfid izomerazzal (PDI). A kdvetkez6 kisérleteinkben olyan sejtekben vizsgaltuk a PXDN
lokalizaciéjat, ahol endogén modon expresszalodik a fehérje. Western blot kisérletekben azt
talaltuk, hogy tobb primer sejt, kdztik a tid6é és bér eredetl primer human fibroblasztok,
valamint HUVEC sejtek is expresszéljadk a PXDN-t. A fehérje intracellularis lokalizaciéjat
tid6- és bér eredetl primer fibroblasztokban vizsgaltuk. Azt taldltuk, hogy a heterol6g médon
expresszalt fehérjéhez hasonléan, az endogén PXDN is az endoplazmas retikulumban
talalhato (35. abra).

35. abra A PXDN fehérje kimutatasa human tiid6 fibroblasztokban (HPF) és human bér
fibroblasztokban (HDF)

A. A PXDN fehérje kimutatdsa HPF és HDF sejtekben Western blot technikaval. B-G. A PXDN
intracellularis lokalizaciéja HPF (B-D) és HDF sejtekben (E-G). A PXDN-t és az ER marker PDI-t
antitestek segitségével detektaltuk. Az D és G paneleken a piros és zdld csatorna egymasra vetitett
képe lathat6. A B panelen lathatd méretvonal 20 um-nek felel meg

A PXDN doménszerkezete és az N-termindlis szekrécios szignal szekvencia jelenléte
is arra utal, hogy a fehérje az extracellularis térbe kertil. A HPF és HDF sejtekben viszont
csak intracellularis festédést figyeltiink meg. Arra gondoltunk, hogy megvizsgaljuk a fehérje
elhelyezkedését olyan kértlmények kdzott, amikor az ECM szintézise jelentésen fokozodik.
Ismert, hogy a fibroblaszt sejtek TGF-beta hatasara miofibroblasztokka alakulnak at. A
miofibroblaszt differencialédas folyaman megjelenik a simaizom aktin expresszié és a sejtek
intenziv  ECM szintézisbe kezdenek (139;140). Ez a folyamat kozponti eleme a

sebgydgyulasnak és koros aktivacioja szerepet jatszik a szervfibrézis kialakulasaban.
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Megvizsgaltuk, hogy a folyamat soran hogyan valtozik a PXDN expressziéja és lokalizacioja.
A 36. abra mutatja, hogy TGF-beta kezelés hatasara mar 24 éra mulva is megemelkedik a
PXDN expresszi6 és tartésan emelkedett marad. Az expresszié névekedése a konfokdlis
mikroszképpal készitett felvételeken is jol lathatd, és a fehérje megjelent a sejtek

médiumaban is.
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36. abra TGF-beta hatasa a PXDN expresszidjara human tiidé fibroblasztokban

A. 24 o6ras TGF-beta kezelés hatasa a PXDN mRNS expresszidjara HPF sejtekben. A relativ
expresszios szintet QPCR technikdval hataroztuk meg. Belsd kontrollként a GAPDH expressziot
hasznaltuk. B. A PXDN fehérje indukciéja TGF-beta-val kezelt HPF sejtekben. A Western blot
kisérletekben kontrollként a Lamin A és C fehérjéket detektaltuk. C,D. A TGF-beta-val kivaltott PXDN
indukcié kimutatdsa immunfluoreszcenciaval. Konfokalis mikroszképos felvételek, a méretvonal 20
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um-t jeldl. A miofibroblaszt differencialédas markereként a SMA-t detektaltuk. E. PXDN kimutatasa a
sejtkultira médiumbdl Western blot technikaval. A médium sejtmentességét P—aktin detektalasaval
ellenériztik.

A TGF-beta-val indukalt differencialodas szérummentes médiumban térténik, ezért
felmerllt benniink a lehetéség hogy a sejtek esetleg nem jutnak elég hemhez ami fontos
lehet a PXDN szintéziséhez és a differencialédas folyaman fokozottan expresszalédé NOX4
eléallitasahoz is. A sejtek médiumat ezért kiegészitettik delta aminolevulonsavval, a hem-
szintézis eléanyagaval. Ez a médositas érdekes valtozast okozott a PXDN lokalizaciojaban.

PXDN-1 siRNA control SIRNA
control TGFB + ALA (TGFB + ALA) (TGFp + ALA)

E
TGF|3+ALA
éz_es" .Q‘_\g
by o2
0 gF &
200 =
S0 N S ' PXDN
“ p-actin

37. abra PXDN-t tartalmazo, fonalszerii strukturak képzédése TGF-beta-val kezelt HPF
és HDF sejtekben

A-D. HPF (A,B) és HDF (C,D) sejteket TGF-beta-val kezeltink 72 éraig, ALA jelenlétében. A fehér
nyilak a kezelés hatdsara megjelené fonalszerl strukturakat jeldlik. Konfokalis mikroszkopos
felvételek, a méretvonal: 20 um. E. sSiRNS kezelés hatdsa a PXDN expressziora. A PXDN
expresszidjat Western blottal vizsgéltuk. Kontrollként B—aktint detektaltunk F-l. siRNS kezelés hatdsa
a TGF-beta-val kivaltott PXDN indukciéra és szekréciéora HPF (F,G) és HDF (H,l) sejtekben.
Kontrollként a miofibroblaszt differencialodas markerét, a SMA-t detektaltuk (F-I, inzertek). Konfokalis
mikroszkopos felvételek, a méretvonal 20 um-t jeldl.

HPF

HDF

A 37. abra mutatja, hogy az intracellularis elhelyezkedés mellett a PXDN jellegzetes
fonalszerl struktdrdkban is medfigyelheté volt, amik PXDN-specifikus siRNS kezelés
hatasara eltiintek. A fonalszeri struktirak gyakran szomszédos sejtek kézo6tt hizédtak és a
sejtmag koézelében rogziltek (38. abra). Ezek a struktirak a nem permeabilizalt sejtek
esetén is festédtek PXDN-re, vagyis extracellularis elhelyezkedésiiek voltak (38. abra). Azt is
megvizsgaltuk, hogy az extracellularis térbe kerilt PXDN kolokalizalodik-e mas ECM
fehérjével. A 39. abra mutatja, hogy HPF és HDF sejtekbdl differencidlédott miofibroblaszt
kultirakban a PXDN részlegesen kolokalizalédott a fibronektin fehérjével. A két fehérje
egylittes elhelyezkedése elsésorban a vastagabb kétegekben volt megfigyelhetd.

59



dc_ 250 11

PXDN PXDN+Lamin

PXDN

C
unperm.
HDF
i

perm.
HDF

38. abra A PXDN-t tartamazo fibrillumok jellemzése

A,B. PXDN fehérje kimutatdsa immunfluoreszcencidval TGF-beta-val kezelt HDF (A) és HPF (B)
sejtekben. A sejtmagokat lamin-ellenes antitesttel festettiik meg. Konfokalis mikroszkopos felvételek, a
méretvonal 20 um-nek felel meg. C-F. PXDN detektalasa immunfluoreszcenciaval, nem-permeabilizalt
(C,D) és permeabilizalt (E,F) HDF sejtekben. A permeabilizacié ellenérzésére SMA festést
alkalmaztunk (D,F).

PXDN

i |I||||||||||| .
: |I||||||||||i .

39. &bra A PXDN kolokalizacidja fibronektinnel

TGF-beta-val kezelt HPF (A-C) és HDF (D-F) sejtekben immunfluoreszcenciaval detektaltuk a PXDN-t
(A,D)és FN-t (B,E). Konfokalis mikroszkopos felvételek, a méretvonal 20 um-nek felel meg. A C és F
panelek a piros és zdld csatorna egymasra vetitett képét abrazoljak.

60



dc_ 250 11

A bevezetében mar emlitettem, hogy a PXDN 6sszetett szerkezet(i fehérje, amely a
peroxidaz domén mellett tdbb, az ECM fehérjéire jellemzd szerkezeti elemet tartalmaz.
Kivancsiak voltunk, hogy a fehérje peroxidaz aktivitdsa mennyire aktiv a PXDN szekrécidja
és jellegzetes extracellularis elrendez6dése folyaman. Ezt a kérdést Ugy vizsgaltuk, hogy
Osszehasonlitottuk kontroll és PXDN siRNS-el kezelt sejtek H,O, termelését. Abbdl indultunk
ki, hogy ha a PXDN peroxidaz aktivitasa ,fogyasztja” a H,O, -t, akkor kiilénbség fog
mutatkozni a detektalhatdé H.O, mennyiségében. A kontroll és siRNS kezelt sejtek H.O,
termelésében nem lattunk kllénbséget, ami arra utal hogy a PXDN-nek nincs mérheté H,O»
felhasznalasa miofibroblaszt sejtekben. A miofibroblaszt differencialédas folyaman
egyébként a PXDN extracellularis megjelenése idében nem esik egybe a H,O, termelés

maximumaval, ami a TGF-beta adasa utan 24 6raval mérheté.
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40. abra A PXDN expressziéjanak vizsgalata egér vesefibrozis modellben

A. A relativ PXDN expressziés szintet az egyik oldali ureter lekétés utan hét nappal hataroztuk meg
QPCR technikaval a fibrotikus és kontroll vesékben. Belsd kontrollként a GAPDH expressziot
hasznaltuk. B-C. A fibrotikus atalakulas kimutatdsa Goldner-féle trikrém festéssel. D-I. PXDN és FN
kimutatdsa immunfluoreszcenciaval lezart (D-F) és kontroll (G-1) vesékben. Konfokalis mikroszkopos
felvételek, a méretvonal 20 um-t jelél. Az F és | paneleken a zéld és piros csatorndk egymasra vetitett
képe lathato.

Korabban mar emlitettem, hogy a miofibroblasztok kulcsszerepet jatszanak a fibrozis
kialakulasaban. Tébb kisérleti adat is arra utal, hogy a TGF-beta nemcsak in vitro, de in vivo
korilmények kozott is meghataroz6 mediator ebben a folyamatban. Koévetkezé
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kisérleteinkben egér vesefibrézis modellben vizsgaltuk, hogy a PXDN expresszibja
névekszik-e a folyamat soran. A fibrézis kialakulasat egy oldali ureter lekétéssel indukaltuk,
ami mar 5-7 nappal a beavatkozas utan a fibrézis kialakulasahoz vezet (141) (40. abra). A
fibrézis kialakulasat szdvettani vizsgalattal ellendriztik. A Goldner-féle trikrom festésen jél
latszik a peritubularis térben felszaporodo kétészévetes allomany. Elészér QPCR technikaval
vizsgaltuk a PXDN expresszi6 valtozasat és megallapitottuk, hogy a fibrotikus vesében
jelentésen fokozédik a PXDN mRNS expresszidja. A megndvekedett PXDN expressziot
immunhisztokémiai vizsgalattal is sikerlt kimutatnunk (40. dbra). Azt is megallapitottuk,
hogy a PXDN a peritubularis térben talalhato, ahol kolokalizal6dik a fibronektinnel.

A PXDN egy érdekes ,hibrid” fehérje, ugyanis a peroxidaz domén mellett t6bb, az
ECM fehérjéire jellemz6 domént is tartalmaz (4. abra). A PXDN-t elészér egy Drosophila
eredetli sejtvonal szekrécidés termékeként azonositottak és kimutattak, hogy a szekretalt
PXDN trimer formajaban taldlhatd a sejtek médiumaban (75). A PXDN expresszios
mintazata alapjan feltételezték, hogy a PXDN szerepet jatszik az ECM szintézisében az allat
egyedfejlédése soran. Az emberi PXDN-t elész6r MG50 néven azonositottak (77), majd
VPO1 (vascular peroxidase 1) néven fedezték fel Ujra a kdzelmultban (142). Ez utdbbi nem
tll szerencsés elnevezés, ugyanis a fehérje nemcsak ér-eredetii sejtekben, hanem szamos
mas sejtféleségben is expresszaldédik. A fehérjében talalhaté leucin-gazdag ismétlédd
szakaszok és az immunglobulin-szeri C2 domének arra utalnak, hogy a PXDN kdnnyen
Iéphet kapcsolatba mas ECM fehérjékkel. A C-terminalisan talalhaté vWF C-tipusi domén
szintén megfigyelheté tébb olyan ECM fehérjében, amelyek szintén trimert formalnak (143).
A Drosophila PXDN trimerizaciéja tehat valészinlleg ezen a doménen keresztil térténik.
Nelson és mtsai részletesen jellemezték a tisztitott Drosophila PXDN peroxidaz aktivitasat.
Megallapitottdk, hogy a fehérje ditirozin szintetizaldé aktivitasa nagyobb mint a MPO és
ovoperoxidaz enzimeké (75). Sajat kisérleteinkben sikerilt kimutatnunk az emlés PXDN
peroxidaz aktivitast, azonban a tisztitott fehérje ditirozin-képz6 aktivitasat technikai okok
miatt nem tudtuk vizsgalni. Természetesen jelenleg az sem biztos, hogy in vivo a ditirozin
kereszthidak kialakitasa lenne a peroxidaz domén funkciéja.

A PXDN fehérje fibroblasztokban és mas sejtféleségekben is az ER-ban talalhaté.
Izgalmas kérdés, hogy vajon mi lehet a funkcidja a fehérjének ebben a sejtalkotéban. Sajat
kisérleteinkbdl tudjuk, hogy az ER lumenében magas a H,O, koncentracié, ami tdmogathatja
a fehérje peroxidaz aktivitdsat (12). Elképzelhetd, hogy a PXDN mar az ER lumenében
kialakithat ditirozin kereszthidakat mas, szekréciéra ker(lé fehérjékben.

Kimutattuk, hogy a TGF-beta hatasara differencialodé miofibroblasztok PXDN-t
szekretalnak, ami jellegzetes fonalszer( struktirakba kerll az extracellularis térben. Ez a
korabban ismeretlen ECM-képzd mechanizmus fontos lehet az egyedfejlédés folyaman és
fibrézis kialakulasaban is, amit fokozott ECM képzés jellemez. A PXDN fibrogenezisben
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jatszott esetleges szerepére utalhat, hogy a PXDN mRNS célpontja a miR-29 mikro-RNS-
nek (144). A miR-29-rél pedig kimutattak, hogy kdézponti szerepet jatszik a tid6- maj- és bér
fibrézis kialakulasaban.

A koézelmdltban Khan és mtsai olyan csaladokat azonositottak, ahol egy 6rokl6dé,
sulyos szemfejlédési zavar hatterében a pxdn gént érinté mutacidkat sikerilt kimutatni (145).
A jovében szeretnénk létrehozni egy PXDN-hianyos egértézset, ami lehetéségét nyljtana a
PXDN funkcidjanak in vivo vizsgalatara.
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6. Az értekezésben ismertetett Uj tudomanyos eredmények 6sszefoglalasa

1. Kimutattuk, hogy a fiziolégias tartomanyban létrejové Ca**-szignal énmagaban nem
elégséges a neutrofil granulocitak szuperoxidtermelésének aktivalasahoz. Azt is kimutattuk,
hogy a receptor agonista fMLP, Ca®*-szignal hianyaban is képes a NADPH-oxidaz
aktivalasara, azonban a maximalis stimulalé hatas csak emelkedett Ca®*-szint mellett jén

létre.

2. Sajat kisérletes és irodalmi adatok alapjan Uj hipotézist dolgoztunk ki a krénikus
granulomatézis  betegségben  megfigyelhetd  neutrofil  granulocita  funkciézavar
magyarazatara.

3. Neutrofil granulocitdk membranban elhelyezkedé Rac-GAP fehérjéit vizsgalva kimutattuk,
hogy a sejtek membranjaban megtaldlhaté a p50Rho-GAP és ez a fehérje felelés a
membran dominans, renaturalhaté Rac-GAP  aktivitasaért, azonban a nativ
membranpreparatum Rac-GAP aktivitdsaban nem jatszik szerepet.

4. Kimutattuk, hogy a Nox1 nem rendelkezik mitogén aktivitassal és az expresszioja
fokozodik colon tumor sejtek differencialédasa folyaman. Megallapitottuk, hogy a Nox1
képes egylttmikodni a fagocita oxidaz citoszélikus komponenseivel.

5. Azonositottuk a Nox1 colon epithel sejtekben expressszaldédé citoszolikus regulatorait, a
NOXO1 és NOXA1 fehérjéket. Leirtuk a NOXO1 és NOXA1 mRNS-ek expresszids
mintazatat és kimutattuk, hogy a fehérjék hatékonyan tamogatjdk a Nox1 enzim mikodését.

6. Azonositottuk a NADPH oxidaz 4 (Nox4) enzimet és kimutattuk, hogy a Nox4 nagy
mennyiségben expresszalodik a vesében, ahol a vesetubulusok epithel sejtjeiben taldlhaté.
Felvetettik, hogy a Nox4 szerepet jatszhat a vese oxigénérzékelésében.

7. Kimutattuk a Duox fehérjék expresszidjat nyalmirigyben, a vastagbélben és a nagyobb
légutakban. Megallapitottuk, hogy a Iégutak epithel sejtjei Duox-fliggd modon H.O»-ot
termelnek. Felallitottuk a Duox-LPO védekez6 rendszer modelljét.

8. Kimutattuk, hogy a Duox1 expresszalddik urothel sejtekben és megallapitottuk, hogy a

Duox1 felelés a sejtek Ca?*-szignal altal aktivalt H.O, termeléséért. Kimutattuk, hogy a
Duox1 szerepet jatszik a hugyhdlyag fizioldgias nyomas véalaszainak kialakitadsaban.
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9. Jellemeztiik a LPO ditrozinképzé aktivitasat és megallapitottuk, hogy az enzimnek ez az

aktivitasa alkalmas sejtek H,O, termelésének mérésére.

10. Kimutattuk, hogy a PXDN fehérje rendelkezik peroxidaz aktivitassal és a sejtek
endoplazmas retikulumaban talalhat6. Megallapitottuk, hogy miofibroblaszt differencialédas
soran nd a PXDN expresszibéja és a fehérje szekretalodik az extracellularis térbe.
Megallapitottuk, hogy ez az eddig ismeretlen matrixképz6 mechanizmus aktivalodik
vesefibrozis kialakuldsa soran.
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7. Az eredmények gyakorlati jelentésége

A fagocitak ROS termelésének megvaltozasa fontos szerepet jatszik kilonb6zé
betegségek kialakulasaban. Szamos kisérleti adat utal arra, hogy fagocita oxidaz elégtelen
vagy fokozott mikédése egyarant problémat okozhat. Joggal feltételezhetjik tehat, hogy ez
a nem-fagocita sejtekben talalhaté Nox fehérjék miikddésére is igaz lehet. Az altalunk
elséként azonositott Nox4-rél kimutattak, hogy szerepet jatszik a tidéfibrozis kialakulasaban
és egy, a Nox4-et és Nox1-et gatlé gyogyszerjeldliet a kdzeljdvében fognak kiprébalni a
diabéteszes vesekarosodas gyogyitasaban (forras: www.genkyotex.com). A Duox-LPO
védekezd rendszer azonositasanak szintén lehet gyakorlati jelent6ésége. A dolgozatomban
korabban emlitettem, hogy cisztas fibrézisban csdkken a légutak antibakterialis aktivitasa. A
kozeljbvében indul egy olyan készitmény kiprébalasa, amely részben ennek a védekezd
rendszernek a stimulalasan keresztlll javitana a CF-es légutak antibakteridlis aktivitasat

(forras: www.alaxia-pharma.eu).
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Oxygen sensing is essential for homeostasis in all aerobic organ-
isms, but its mechanism is poorly understood. Data suggest that a
phagocytic-like NAD(P)H oxidase producing reactive oxygen spe-
cies serves as a primary sensor for oxygen. We have characterized
a source of superoxide anions in the kidney that we refer to as a
renal NAD(P)H oxidase or Renox. Renox is homologous to gp91phox
(91-kDa subunit of the phagocyte oxidase), the electron-transport-
ing subunit of phagocytic NADPH oxidase, and contains all of the
structural motifs considered essential for binding of heme, flavin,
and nucleotide. In situ RNA hybridization revealed that renox is
highly expressed at the site of erythropoietin production in the
renal cortex, showing the greatest accumulation of renox mRNA in
proximal convoluted tubule epithelial cells. NIH 3T3 fibroblasts
overexpressing transfected Renox show increased production of
superoxide and develop signs of cellular senescence. Our data
suggest that Renox, as a renal source of reactive oxygen species,
is a likely candidate for the oxygen sensor function regulating
oxygen-dependent gene expression and may also have arole in the
development of inflammatory processes in the kidney.

Reactive oxygen species (ROS) have a central role in diverse
physiological and pathological processes. When produced in
high amounts by professional immune cells such as neutrophil
granulocytes, ROS have antimicrobial activity serving in the first
line of host defense (1). However, ROS produced at low levels
by nonimmune cells have been implicated in growth factor
signaling, mitogenic responses, apoptosis, and oxygen sensing
(2, 3). In phagocytic cells, the precursor of ROS is superoxide
(O,3), which is produced by the NADPH oxidase, a complex of
membrane-bound cytochrome bssg, cytosolic factors p47phox
p67Phoxand p40PPo% and the small GTPase Rac2 (1). The
heme-binding component of cytochrome bssg is gp91Phox (91-
kDa subunit of the phagocyte oxidase), a glycosylated flavopro-
tein associated with p22Phox, Recently, two other mammalian
homologues of gp91Phox have been described: Moxl, a protein
with cell-transforming activity (4), and the thyroid oxidase
p138Tox (5). Mox1 is highly expressed in the colon and is detected
at lower levels in uterus, prostate, and vascular smooth muscle.
Overexpression of Mox1 in NIH 3T3 fibroblasts results in
increased superoxide production and mitogenic activity. These
data suggest the involvement of Mox1 in regulation of the cell
cycle; however, its exact physiological function remains elusive.
An alternatively spliced variant of the Mox1 transcript was also
identified, encoding a truncated, four-transmembrane segment-
containing protein that apparently has proton channel activity
(6). The thyroid oxidase p138T° is homologous to gp91Ph* and
Mox1 within its C-terminal region but also contains an additional
N-terminal portion that has similarities with peroxidases (5). The
function of p138T°* has not been demonstrated directly, although
it is hypothesized to be involved in thyroid hormone biosynthesis.

A phagocyte-type oxidase has been postulated to function in
kidney as an oxygen sensor that regulates erythropoietin (EPO)
synthesis (3). EPO is produced in the renal cortex; although the
precise cellular source remains controversial, it seems to be
produced either by proximal convoluted tubule epithelial cells or
by peritubular interstitial cells (7, 8). A widely accepted model
for oxygen sensing (3) hypothesizes that superoxide anion and its
downstream reactive oxygen intermediates are formed in pro-
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portion to local oxygen concentrations within the vicinity of
EPO-producing cells. These oxidize and destabilize the
transcription factor HIF-1«, thereby decreasing expression of
hypoxia-inducible genes, including EPO. When oxygen concen-
trations decrease, less superoxide is formed, and HIF-la is
stabilized, enabling enhanced expression of EPO.

Overproduction of ROS in the kidney is also thought to have
other important pathophysiological consequences, because it is
associated with tissue injury and inflammatory reactions affect-
ing tubular and glomerular cell functions (9). Herein, we de-
scribe the identification and characterization of a previously
uncharacterized source of superoxide in the kidney referred to
as a renal oxidase or Renox, which is highly expressed in the
proximal tubules of the renal cortex and may fulfill the function
of the putative oxygen sensor in the kidney.

Materials and Methods

cDNA Cloning and Rapid Amplification of cDNA Ends (RACE) Analysis.
BLAST nucleotide searches (10) were conducted in the database
of expressed sequence tags (EST) with nucleotide sequences
corresponding to conserved C-terminal regions of gp91PP°*. The
mouse cDNA EST clone (GenBank accession no. AT 226641)
was obtained from Genome Systems (St. Louis). Based on the
sequence information of this clone, the full-length cDNA se-
quence was obtained by 5’ and 3 RACE performed with the
SMART RACE c¢cDNA Amplification Kit (CLONTECH) with
mouse kidney mRNA as a template for cDNA synthesis.
Based on sequence derived from related human EST clones
(GenBank accession nos. AW237557 and AI241222), the ORF
of human renox was amplified from human kidney cDNA with
primers 5'-GGCGGCATGGCTGTGTCCTGGA-3" and 5'-
CCTTAGAAATTGCACTCATTCC-3'.

Northern Blot Analysis and in Situ Hybridization. Mouse multiple-
tissue Northern blot membranes (CLONTECH) were probed
at 50°C with a radiolabeled oligonucleotide probe
(5'-GGCGGCTACATGCACACCTGAGAAAATGAAT-
AGTTACACCACATGTGAT-3") corresponding to murine
renox cDNA in ExpressHyb (CLONTECH) hybridization solu-
tion. Oligonucleotide probe was labeled with a DNA 5’ labeling
kit (Roche Molecular Biochemicals). For analysis of transfected
cells, total RNA was prepared from 107 cells (15 pg) electro-
phoretically separated on a 1% agarose formaldehyde gel and
transferred to nylon membrane. Membranes were probed at
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55°C with a 536-bp randomly radiolabeled renox cDNA fragment
(Amersham Pharmacia) by standard hybridization protocols.

For in situ hybridization experiments, renox cDNA was sub-
cloned into pBluescript KS vector (Stratagene), and the plasmid
was linearized by either Xhol or Notl. Labeled RNA transcripts
(sense or antisense) were synthesized by SP6 or T7 RNA
polymerases. Preparation and probing of fixed and paraffin-
embedded kidney thin-section specimens were performed as
described in ref. 11.

Cell Culture and Cell Transfection. For expression studies, the
complete coding sequence of murine renox was subcloned into
pcDNA3.1 (Invitrogen). NIH 3T3 fibroblasts were maintained in
DMEM containing 10% (vol/vol) FCS, penicillin (100 units/ml),
and streptomycin (100 wg/ml). At 60-70% of confluence, NIH
3T3 fibroblasts were transfected with pcDNA3.1-renox or the
empty pcDNA3.1 vector (Invitrogen) by using the GENE-
PORTER (Gene Therapy Systems) transfection reagent. After
48 h, cells were selected with G418 (2 mg/ml), and individual
resistant colonies were isolated after 7 days.

Measurement of Superoxide Production. Superoxide production
was measured by chemiluminescence with DIOGENES (Nation-
al Diagnostics), a superoxide-specific chemiluminescence re-
agent (12). Cells were trypsinized and washed once in 1X Hank’s
balanced salt solution lacking Ca?" and Mg?*. Measurements
were performed in 96-well microtiter chemiluminescence plates
(2 X 10° cells per well) at 37°C over a time course of 1 h with a
Luminoskan luminometer (Labsystems, Chicago). The total
integrated light units recorded from these reactions were shown
to be completely sensitive to superoxide dismutase.

Results

We have identified several mouse and human ESTs derived from
kidney libraries in the GenBank EST database that showed
significant nucleic acid homology to gp91PhX, The mouse cDNA
EST clone (GenBank accession no. AI1226641) was obtained and
sequenced, and then the complete cDNA sequence was derived
by 5" and 3" RACE by using mouse kidney poly(A) RNA as a
template for cDNA synthesis. The human cDNA was also
amplified based on sequences derived from two human EST
clones (GenBank accession nos. AW237557 and AI241222) as
described in Materials and Methods. A subsequent BLAST search
of the unfinished High Throughput Genomic Sequences data-
base with the human cDNA as a query sequence revealed that
this gene is located on chromosome 15. The murine ORF
encodes a 578-aa-long protein showing 40% sequence identity
and 57% similarity to mouse gp91P"°x (Fig. 1), and the corre-
sponding human homologue is also a 578-aa-long protein with
90% identity to its mouse counterpart. The deduced sequences
contain conserved features considered critical for NADPH
oxidase function (1), namely six hydrophobic segments within
the N-terminal segment, proposed as membrane-embedded
domains involved in transmembrane electron transport, as well
as sequence motifs corresponding to proposed binding sites for
heme, flavin, and NADPH. The third and fifth hydrophobic
segments each contain two conserved histidines, which are
thought to serve as coordination sites for two heme moieties
within the corresponding sequences of gp91Phox and ferric re-
ductase (13, 14). Other sites exhibiting high homology occur
within the C-terminal portion, corresponding to gp91P"°x se-
quences that are thought to represent binding sites for flavin and
NADPH (Fig. 1). In addition to conserved features of gp91Phox,
sequence pattern analysis revealed a nucleotide-binding se-
quence motif in the C-terminal region (534-AKCNRGKT-543),
which is often referred as the “P loop” present in various ATP-
or GTP-binding proteins (15).
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Fig.1. Comparison of the deduced amino acid sequences of murine (M.) and
human (H.) Renox (GenBank accession nos. AF261944 and AF261943) with the
sequence of the murine phagocyte NADPH oxidase homologue gp91Phox,
Renox contains all of the conserved structural features considered essential for
NADPH oxidase activity in gp91Phox, including the six proposed membrane-
spanning segments (black boxes), FAD binding site (gray box), NADPH binding
motifs (open boxes), and proposed heme binding histidines (asterisks; ref. 1,
references therein, and refs. 14 and 15). Conservative amino acid substitutions
in all sequences are indicated in the consensus line by ““+".

In Northern blot experiments, Renox mRNA was detected
only in the adult kidney and was absent in other tissues including
heart, brain, spleen, lung, liver, skeletal muscle, and testis (Fig.
2). Renox mRNA was also highly expressed in a mouse inner
medullary collecting duct cell line (MIMCD3; data not shown).
Because a phagocyte-type oxidase has been postulated to func-
tion in kidney as an oxygen sensor for EPO synthesis, we were
interested in the intrarenal distribution of the renox message. In
situ hybridization experiments with fixed mouse kidney sections
revealed that Renox mRNA has the highest expression within
the renal cortex (Fig. 3), specifically in proximal convoluted
tubule cells, whereas lower expression was detected in tubules
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Fig. 2. Northern blotting of various murine tissue RNAs with an oligonucle-
otide probe corresponding to the murine renox cDNA revealed high levels of
this transcript in kidney. These results are representative of two independent
blotting experiments. Kb, kilobase.
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Fig.3. Detection of Renox mRNA in proximal convoluted tubule cells by in situ hybridization. Antisense (A, C, and E) and sense (B) probes demonstrated specific
expression of Renox transcripts within the proximal convoluted tubule cells of the renal cortex (CO). (A-C) Dark-field images in which the positive silver grain
signal appears white. (D) Hematoxylin/eosin staining of the field shown in C. (E) Superimposed polarized epi-illumination and bright-field images (in which the
signal appears green). High magnification in E shows a strong positive signal in proximal tubule (PT) epithelial cells, whereas glomeruli (GL; marked by
arrowheads in C) and distal tubule (DT) epithelial cells are negative for Renox mRNA expression. (A and B) X 14.5 magnification; (C and D) x60; (E) x500. OS,
outer stripe of the medulla; IS, inner stripe of the medulla; IM, inner medulla. The expression patterns shown were confirmed in two other independent
hybridization experiments.

8012 | www.pnas.org Geiszt et al.



dc_250 11

A C1 R10 R15 R16

o
B&
5 a
b
2 3
2
3 2
4
o
El

Control

Renox

Fig. 4. Transfection of NIH 3T3 cells with pcDNA3.1-renox resulted in
increased production of superoxide. (A) Detection of the renox message by
Northern blotting in transfected NIH 3T3 fibroblasts. Lane C1 represents a
control cell line transfected with the empty vector, and R10, R15, and R16
correspond to cloned renox-transfected cell lines. (B) Detection of superoxide
production in renox-transfected cell lines. The control bar represents cells
transfected with empty pCDNA 3.1 vector. The data represent the average
response of three control and three renox-transfected cell lines (shown in A)
analyzed in two separate assays.

within the medulla. In contrast, glomeruli, which were noted for
expression of phagocyte oxidase components, did not show
significant Renox mRNA expression.

During fetal life, EPO is produced mainly by the liver (3). We
were unable to detect Renox mRNA by in situ hybridization in
the liver of 16-day-old mouse embryos, although expression of
Renox mRNA was detected by reverse transcription-PCR in
human fetal liver (data not shown).

To explore the enzymatic function of Renox, NIH 3T3 fibro-
blasts were transfected with renox cDNA constructed in the
pcDNA3.1 vector. NIH 3T3 clones expressing high levels of
Renox mRNA were identified by reverse transcription-PCR and
analyzed further by Northern blotting. Cell lines showing the
highest expression of Renox mRNA were selected and assayed
in further experiments (Fig. 44). Superoxide production was
measured by chemiluminescence with an enhanced luminol-
containing reagent that has high sensitivity and specificity for
superoxide. Renox-transfected cells showed significant superox-
ide production when compared with several control (empty
vector) transfected lines (Fig. 4B), a response that was not
increased by elevating intracellular calcium concentrations and
activating protein kinase C with phorbol esters (data not shown).

Interestingly, when compared with control transfected cells,
renox-transfected fibroblasts showed drastic changes in cellular
morphology and a significantly decreased rate of proliferation
(Fig. 5). Compared with the normal, spindle-shaped morphology
of NIH 3T3 cells, renox-transfected fibroblasts became flattened
and larger in size, developed long processes, and often contained
multiple nuclei. These phenotypic changes are characteristic of
the phenomenon of cellular senescence, which can be induced by
ROS (16). We did not, however, obtain evidence of increased
apoptosis in renox-transfected cells in two independent assays
(genomic DNA fragmentation and nuclear staining assays).

Discussion

In this study, we describe the characterization of a previously
uncharacterized renal gp91Ph°* homologue called Renox. Using
Northern blot and in situ hybridization techniques, we have
shown that Renox mRNA is highly expressed in the kidney,
particularly in the proximal convoluted tubule cells of the renal
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Fig. 5. Renox transfection of NIH 3T3 cells resulted in the appearance of
a senescent phenotype. (A and C) Control (empty vector-transfected) cells
grew faster and exhibited uniform spindle-shaped morphology. (B and D)
Renox transfectants were heterogeneous, flattened, and enlarged cells,
frequently containing multiple nuclei. (E) Renox transfection inhibits the
proliferation of NIH 3T3 cells. On day 1, wells were seeded with 10,000 cells
per well of either control or renox-transfected cells. Cells were allowed to
grow for 96 h and then counted on day 4. These phenotypic changes were
observed in three separate transfection experiments. Data in E represent
the average of three control and three renox-transfected cell lines, which
were also analyzed in Fig. 4.

cortex. We could also demonstrate the enzymatic function of
Renox by overexpressing it in NIH 3T3 fibroblasts. Both its
coincident expression within the site of EPO production and its
demonstrated capacity for superoxide production provide pro-
vocative evidence for considering this enzyme as the candidate
oxygen sensor of the kidney. Although it is generally accepted
that EPO is produced in the renal cortex, there are conflicting
reports on the exact cellular source of the hormone. Several
studies, including one that used a transgenic approach, indicated
that EPO is produced by the proximal convoluted tubule cells (7,
17), and others that used similar experimental techniques de-
tected the EPO mRNA exclusively in the peritubular interstitial
cells in the renal cortex (8, 18). This disparity, however, is likely
unimportant in terms of location of the oxygen sensor, because
long-lived ROS such as hydrogen peroxide are membrane per-
meable and would readily diffuse into neighboring cells. The
localization of an oxygen sensor within proximal tubule cells is
appropriate for its presumed function in EPO regulation, be-
cause these cells are the major determinants of kidney oxygen
consumption and are sensitive to hypoxia. Therefore, specific
expression of Renox in these cells represents a compelling
argument in support of its proposed role as the oxygen sensor
regulating EPO synthesis.

Recently, a cytochrome b-type NAD(P)H oxidoreductase,
cytochrome b5 + bSR, was described and proposed to function
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as an oxygen sensor (19). However, its ubiquitous expression
pattern makes this protein an unlikely candidate to be the
dedicated oxygen sensor responsible for the regulation of EPO
synthesis in the kidney. Furthermore, this study did not dem-
onstrate ROS-producing activity of this enzyme in vivo in COS
cells overexpressing the protein.

The growth arrest and senescence phenotype induced by
Renox provides a good model for examining the toxicity of high
oxygen concentrations, an effect that is likely mediated by
increased production of ROS. Although the increase in ROS
detected in renox-transfected cells seems to be relatively modest
when considering the dramatic phenotypic changes observed, it
is likely that significantly higher levels of ROS exist within
intracellular compartments that are not detected by the extra-
cellular chemiluminescence probe. These effects of Renox stand
in sharp contrast to the transforming activity of Mox1 described
in the same host cell background (4). Differences in the subcel-
lular localization of these enzymes or their yield of superoxide
may account for these conflicting observations. Opposing pro-
liferation and senescence responses to ROS have already been
documented in other studies (16, 20). Previously, it was
demonstrated that Ras-transformed NIH 3T3 fibroblasts show
increased proliferation and superoxide production, responses
induced by the Ras-dependent activation of another small
GTPase, Racl (20). In contrast, oncogenic Ras induces growth
arrest and senescent phenotype in human primary fibroblasts
(21), which was also attributed to the increased production of
ROS (16). Taken together, these data suggest that the effect of
ROS on the cell cycle may be determined by several factors,
including the enzymatic source, its intracellular localization, the
yield of ROS generation, processing of downstream metabolites,
and other host cell factors.

The kidney is susceptible to oxidative damage induced by
ischemia-reperfusion, inflammatory, and toxic drug reactions
that can lead to renal diseases such as acute ischemic renal
failure, acute glomerulonephritis, and chronic or acute tubular
disease (9). Although circulating leukocytes are known to be
important mediators of oxidative damage to renal tissues, par-
ticularly the glomerular basement membrane, several resident
renal cell types are also recognized for their capacity for
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significant superoxide release. The kidney was noted for high
levels of p22phox expression (22), and several “phagocyte-
specific” oxidase components have been detected in glomerular
mesangial cells (23) or podocytes (24) by reverse transcription—
PCRs and immunochemical methods. We detected p22PhoX nei-
ther in NIH 3T3 cells where we demonstrated enhanced ROS
production after renox transfection nor in MIMCD3 cells, which
endogenously express Renox. Cell-free assays have also detected
NADH and NADPH-dependent oxidase activities in tubular cell
membrane preparations (25), although the identities of these
enzymes have been unclear. The identification of Renox as a
source of superoxide in proximal convoluted tubules could have
important physiological and pathological implications, because
ROS play significant roles in tubular hypertrophic responses to
angiotensin II (26) and the nephrotoxicity of drugs such as
cyclosporin and aminoglycosides (9).

Because the phagocyte oxidase is induced by inflammatory
cytokines such as interferon-y (ref. 27; consistent with the
presence of interferon responsive elements in several phox
genes), future work should address whether the renox gene is also
directly responsive to inflammatory cytokines. Such responsive-
ness may account for the diminished EPO synthesis observed in
avariety of inflammatory diseases (3). Further analysis of Renox
function would be facilitated by creation of transgenic animal
models, which will provide a better understanding of oxygen
sensing and its role in EPO synthesis and may also help to explore
the role of Renox in experimental models of kidney diseases.
Pharmacological inhibitors targeted to Renox may have an
important role in stimulation of intrinsic EPO synthesis in
certain diseases where anemia is caused by insufficient EPO
production.

Note Added in Proof. A recent BLAST search of the unfinished High
Throughput Genomic Sequences database revealed that genomic clones
assigned to chromosome 11 also contain sequence corresponding to
renox.
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Superoxide production by phagocytes involves activa-
tion of a multi-component NADPH oxidase. Recently,
several homologues of the catalytic component of the
phagocyte oxidase, gp917"°*, were identified in various
tissues. Here we describe two proteins, p41 and p51,
with significant homology to two cytosolic components
of the phagocytic oxidase, p47°"°* and p67°"°*, Like
p47P"°* p41 contains an amino-terminal Phox homology
domain, two SH3 domains, and a conserved carboxyl-
terminal, proline-rich motif. Similarly, p51 is homolo-
gous to p677"°%, containing four amino-terminal tetra-
trico-peptide repeats, a conserved “activation domain”
motif, a PB1 domain, and a carboxyl-terminal SH3 do-
main. The highest levels of p41 transcript are detected
in the colon and in other gastrointestinal tissues that
express Noxl, the predominant gp91”°* homologue in
these tissues. In contrast, the p51 transcript showed a
more widespread expression pattern, suggesting that it
may support other tissue-specific oxidases. Mouse colon
in situ hybridization detected both transcripts in the
epithelial cells of colon crypts. Heterologous co-expres-
sion of p41 and p51 significantly enhances the superox-
ide-generating activity of Noxl-expressing cells; thus,
p41 and p51 appear to be novel regulators of Nox1. These
proteins also support the activity of gp91P?°*, albeit at
much lower levels than the cytosolic phox counterparts.
Our results suggest colon epithelial cells contain a
multi-component NAD(P)H oxidase with a molecular ar-
chitecture similar to the phagocytic oxidase.

Neutrophils and other circulating phagocytic cells are recog-
nized for their unique capacity for robust reactive oxidant
generation. This activity is attributed to a phagocyte-specific
NADPH oxidase (phox), which serves as an effective microbi-
cidal system (1). Patients with deficient phox activity suffer
from chronic granulomatous disease, an inherited disease char-
acterized by enhanced susceptibility to microbial infections due
to the absence of or defects in any one of several essential
phagocyte oxidase components (1, 2). The phox system is sub-
ject to tight regulation, as it is dormant in resting cells and
becomes activated in response to infectious or inflammatory
stimuli. This involves the coordinated translocation of several
phosphorylated cytosolic phox factors, as well as the activation
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of the small GTPase Rac2, which assemble in a membrane-
bound complex with flavocytochrome b558 (1).

Recently, several oxidases have been identified in other tis-
sues, based on their homology to the catalytic core component
of the flavocytochrome, gp917”°* (3—8). These novel enzymes
are proposed to serve a variety of functions, including oxygen
sensing, hormone biosynthesis, and signal transduction affect-
ing vasoregulation, cellular proliferation, senescence, and apo-
ptosis; however, little is known about the factors that influence
the oxidative output of these related Nox family oxidases. The
thyroid and lymphoid oxidases contain multiple calcium-bind-
ing EF-hands, consistent with their apparent activation by
calcium signals (5, 6, 8). The renal oxidase, Nox4 or Renox,
produces measurable amounts of superoxide and induces cel-
lular senescence when heterologously expressed in transfected
NIH-3T3 cells, suggesting that this enzyme may be constitu-
tively active, consistent with its proposed role in oxygen sens-
ing (4, 7). In contrast, the colon-specific oxidase, Nox1, appears
to be a low-activity enzyme when ectopically expressed (3).
Nox1 exhibits functional similarities to the phagocyte oxidase,
as it restores differentiation- and activation-dependent super-
oxide production when transduced into gp917"°*-deficient my-
eloid cell models, indicative of a capacity to cross talk with
other phox components.! Furthermore, co-expression of two
cytosolic phox components, p477"°* and p677°*, augments
Nox1 activity in an activation-dependent manner. These obser-
vations demonstrate a significant level of functional homology
(cofactor-dependence and regulated superoxide production) be-
tween Nox1 and its closest relative, gp917"°*, raising the inter-
esting possibility that Nox1 may function as a multi-compo-
nent, phox-like oxidase in differentiated colon cells. Based on
these findings, we searched for candidate phox-like proteins as
potential functional partners of Nox1l. Here we identify two
novel proteins that have significant structural homology to
p477"°* and p67°"°* and that are capable of supporting Nox1
activity.

MATERIALS AND METHODS

Sequence Analysis—We performed initial data base searches in the
non-redundant peptide sequence data base of GenBank™ using the
protein sequences of p4777°* and p677"°* as query sequences. The fol-
lowing IMAGE clones were identified and obtained from Research Ge-
netics: the human p4l cDNA (4661469), the mouse p4l1 cDNA
(6399072), the mouse p51 cDNA (4988389), and the human p51 ¢cDNA
(5197877). The full coding sequence for human p51 cDNA was amplified
from human kidney ¢cDNA using Advantage 2 polymerase (Clontech)
and primers designed from IMAGE clone 5197877 (5’ primer: ATGGC-
CTCTCTGGGGGACCT; 3’ primer: GCATCATTAGGGCTGATCTCCC-
TG). We conducted additional nucleotide BLAST searches in the data

1 Geiszt, M., Lekstrom, K., Brenner, S., Hewitt, S. M., Dana, R.,
Malech, H. L. and Leto, T. L. (2003) JJ. Immunol., in press.
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Fic. 1. Comparison of the deduced
amino acid sequence of human p41
(GenBank™ accession number
AY255768) with its phagocyte oxidase

TRDRPFQAQAQESLDVLLRHP SGHWLVENEDRQTAWF PAPYLEEA-APGQGREGGPSLGS 231
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homologue, p47°"°~, A, the sequence =

alignment denotes identical residues by

and conservative substitutions by “.
Structural domains are designated as fol-

«» AGEPYVAIKAYTAVEGDEVSLLEGEAVEVIHKLLDGWWVIRKDDVTGYFPSMYLOKSGQD 286

lows: PX domains (dotted underline),
PXXP motif (double underline), SH3 do-
mains (dashed underline), proline-rich
motifs (boxed sequence), phosphorylated
serines in p477"°* (single underline). B,
schematic representation of structural do-
mains within p41 and p477"°*, The phos-
phorylated serine/arginine-rich (auto-

GFP----EPSQR

GA: -—-- LLSGTGFRGGDD--———--===-= PAGEAR 310

VSQAQRQIKRGAPPRRSSIRNAHS THORSRKRLSQDAYRRNSVRFLOORRROARPGPQSE 346

FISPGAIQSRCCTVTRRALERRPRRQGRPRGCVDSVPHE 366

GSPLEEERQTQRSHPQPAVPPRHSADLILNRCSESTKRKL 386

inhibitory) domain is unique to p477"°*, HEQ 370
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base of expressed sequence tags (dbEST) to identify other homologous
EST entries, verifying the results of direct sequence analysis.

Northern Blot and in Situ Hybridization—For the human p41 mRNA
detection, human multiple-tissue (2 ug of poly(A)" RNA) and gastroin-
testinal tissue (1 ug of poly(A)* RNA) Northern blot membranes (Clon-
tech) were probed at 65 °C with a randomly radiolabeled p41 ¢cDNA
fragment (Amersham Biosciences), following standard hybridization
methods. For detection of the mouse p51 mRNA, mouse multiple tissue
Northern blot membranes containing 2 ug of poly(A)* RNA/lane (Clon-
tech) were hybridized with a randomly radiolabeled p51 ¢cDNA frag-
ment. For the analysis of Nox1-transfected fibroblasts, total RNA was
prepared from 107 cells (15 ug), electrophoretically separated on a 1%
agarose formaldehyde gel, and transferred to nylon membrane. Mem-
branes were probed at 55 °C with a randomly radiolabeled human Nox1
cDNA fragment (Amersham Biosciences) by standard hybridization
protocols.

For in situ hybridization on mouse colon sections, mouse p41 and p51
c¢DNAs were used as templates. Single-stranded, [**S]UTP-labeled RNA
transcripts (sense or antisense riboprobes) were synthesized by T3, T7,
or SP6 RNA polymerases, using linearized vector templates. The prob-
ing of mouse colon tissue was performed according to the protocol
described at intramural.nimh.nih.gov/lemr/snge/Protocols/ISHH/
ISHH.html. Exposed silver grains from autoradiography were visual-
ized with dark-field optics and were photographed using a red filter to
contrast with superimposed Giemsa-stained, bright-field images of the
same sections.

Cell Culture and Cell Transfection and Transduction—For expres-
sion studies, the complete coding sequence of human Nox1, p41, and
p51 were subcloned into pcDNA3.1+ (Invitrogen). NITH-3T3 fibroblasts
and Caco2 adenocarcinoma cells were maintained in Dulbecco’s modi-
fied Eagle’s medium containing 10% fetal calf serum, penicillin (100
units/ml), streptomycin (100 pg/ml), and sodium pyruvate (1 mm). For
establishment of Nox1-expressing NIH-3T3 cell line, fibroblasts were

S8 S

transfected at 60-70% confluence, with pcDNAS3.1-Nox1 or the empty
pcDNAS3.1 vector (Invitrogen) using the Geneporter (Gene Therapy
Systems) transfection reagent (3 ug plasmid DNA and 20 ul of
Geneporter/300,000-500,000 cells). Cells were selected with G418 (2
mg/ml) 48 h post-transfection, and individual resistant colonies were
isolated 7 days later. In transient expression experiments, Caco2 cells
and Nox1-NIH-3T3 fibroblasts were transfected with either
pcDNAS3.1-p41, pcDNA3.1-p51, or the combination of the two plasmids
using the Geneporter transfection reagent. K562 cells expressing
gp917"°* were established using MFG-S-gp917"°* retrovirus, as de-
scribed (9), and were then transiently transfected with the human
pcDNA3.1-p41 and pcDNA3.1-p51 plasmids (30 pug DNA/10 million
cells) by electroporation (10). Superoxide production by transfected cells
was analyzed 24—66 h after transfection. In control experiments, mock
transfections using Geneporter alone or control (empty) vector had no
significant effect on oxidant release by these cells.

Measurement of Superoxide Production—Superoxide production by
Caco2, NIH-3T3, and K562 cells was measured by chemiluminescence
using DIOGENES (National Diagnostics), a superoxide-specific chemi-
luminescence reagent. Adherent cells were trypsinized and washed
twice in 1X Hank’s balanced solution with Ca®?* and Mg?". Measure-
ments were performed in 96-well microtiter chemiluminescence plates
(5 X 10° cells/well) at 37 °C over a time course of 1 h using a Lumino-
skan luminometer (Labsystems). The net integrated light units re-
corded from these reactions (adjusted to account for the low lumines-
cence observed in mock-transfected cells) were shown to be sensitive to
superoxide dismutase.

RESULTS

Using the BLAST search algorithm, we identified a novel
protein sequence in the non-redundant protein data base of
GenBank™ deposited by the Human Genome Project that
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Fic. 2. Detection of p41 mRNA in |
colon epithelium. A, Northern blotting
of human tissues, showing high expres-
sion in the colon. Lanes were loaded with
2 pg of poly(A)* RNA. B, Northern blot
detection of Nox1 and p41 mRNAs (upper
and lower panels, respectively) in human
gastro-intestinal tissues. C, in situ hy-
bridization of mouse colon cross-sections
to [**S]UTP-labeled p41 antisense RNA
probe, showing specific expression in co-
lon crypts. Shown is a bright-field image
of Giemsa-stained tissue, superimposed
with an epi-illumination dark-field im-
age, in which the light reflected from ex-
posed silver grain signal appears red. D,
control p41 sense-strand probe in situ hy-
bridization performed identically to C,
showing the absence of specific signal.
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showed significant homology to p477"°* (BC015917). Based on
its predicted sequence, we named this protein p41 (calculated
molecular mass of 41 kDa). A subsequent BLAST search of the
Human Genome Data base, using the p41 nucleotide sequence
as a query, indicated that the corresponding gene is located on
chromosome 16 (16p13.3). The corresponding IMAGE clone
(4661469) was obtained and sequenced; the predicted open
reading frame encodes a 370-amino acid protein with 27%
sequence identity and 46% sequence similarity to human
p477"* (Fig. 1A). A full coding murine sequence homologous to
the human ¢cDNA was identified by a Blast search in the data
base of expressed sequence tags (BQ935073); the predicted
mouse protein has 66% identity with the human p41lnox se-
quence. Although the overall homology between p47°%°* and
p41 is relatively low, p41 shares remarkable structural simi-
larities with its phagocytic counterpart (Fig. 1B). It contains an
amino-terminal PX-domain, followed by two tandem SH3-do-
mains. The protein also has a carboxyl-terminal proline-rich
sequence motif (320-PPPTVPTRPSP-332) that could serve as a
SH3 domain-binding sequence. The homologous proline-rich
motif near the carboxyl terminus of p47°"°* was shown to
interact with the carboxyl-terminal SH3 domain of p677%°* (10,
11). Aside from these remarkable similarities, there are several
notable differences between these proteins. For example,
p477"°* contains several serine residues within a polybasic,
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carboxyl-terminal region (“auto-inhibitory” domain) that were
identified as phosphorylation sites that regulate assembly of
the phagocytic NAD(P)H oxidase complex (12). Most of these
serine residues and their flanking sequences are absent in p41.
The PX domain of p47°"°* contains a PXXP motif at position
73-76 that is conserved in several other PX domain sequences
and was proposed to participate in an intra-molecular interac-
tion with the carboxyl-terminal SH3 domain of p477%°* (13).
The PXXP sequence motif is absent in the p41 PX domain.

In Northern blotting experiments, p41 mRNA was detected
as a 1.6-kb signal in the colon and the small intestine (Fig. 24).
In other blotting experiments that probed a human gastroin-
testinal mRNA panel, the p41 transcript was detected in the
ileocecal region, the cecum, and the ascending, transverse, and
descending colon. When this RNA panel was re-probed with a
Nox1-specific probe, a very similar expression pattern was
observed (Fig. 2B). Previous experiments in our laboratory
indicated that Nox1 is expressed in the epithelial cells of the
mouse colon.! In situ hybridization experiments with fixed
mouse colon sections revealed that p41 mRNA is also abundant
within epithelial cells of the colon crypts (Fig. 2C).

To explore the possible interaction between Nox1 and p41,
we expressed p41 in a K562 erythroleukemia cell line that was
previously transduced for Nox1 expression. The co-expression
of p41 and Nox1 did not result in any detectable change in
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superoxide production in these cells. In other experiments, we
co-expressed p41, p67°"°* and Nox1 in K562 cells and observed
a small detectable increase in superoxide output (data not
shown). The relatively low stimulatory effect of p41 on the
superoxide-producing activity of Nox1 prompted us to search
for proteins homologous to p677"°* that could interact with p41.
Using the p677°* protein sequence as a query sequence to
screen the non-redundant peptide sequence data base in Gen-
bank™, we identified a sequence homologous to the carboxyl-
terminal portion of p677"°* that was described as a human
colon tumor-specific antigen (NY-CO-31), recognized by autol-
ogous antibodies in colon cancer patients (14). Subsequent ho-
mology searches with the NY-CO-31 sequence identified larger
mouse (BG967340, IMAGE 4988389) and human EST clones
(BI753839, IMAGE 5197877) with more extended homology
with p677%°*. The mouse EST clone was obtained and se-
quenced. The open reading frame translates into a 444-amino
acid protein with 27% identity and 40% similarity to p677"°*
(Fig. 3A). The human EST appears to contain an intronic se-
quence that was not observed in any other deposited sequence
in dbEST. The open reading frame of the human sequence was
amplified from kidney cDNA using primers derived from
IMAGE clone 5197877. This ¢cDNA matches other EST se-
quences and translates into a 476-amino acid protein with 38%
sequence identity and 56% sequence similarity to human
p677"°* The mouse and human p51 protein sequences are only
60% identical. We named this protein p51, based on the calcu-
lated molecular mass of the human p67°°* homologue. These
proteins exhibit the most remarkable structural conservation
with domains in p677°* shown to be involved in interactions
with other phox components (Fig. 3); this includes four amino-
terminal tetratrico-peptide repeats (TPR)? that interact with
Rac, a carboxyl-terminal SH3 domain that interacts with
p477"°* and a sequence homologous to the activation domain
motif of p677"°* (residues 199-210) that participates in activa-
tion of the phox system (15). Both the human and murine
proteins lack sequences homologous to the central SH3 domain
of p67P"* Murine p51 lacks additional flanking sequences
within central regions of human p51; its PB1 domain also
appears to be less conserved, because its homology to the PB1
domain of p67°"°* was not detected in BLAST searches.

The expression pattern of p51 was first examined by North-
ern blotting of several mouse tissues. Compared with the ex-
pression pattern of p41, the p51 mRNA was more widely de-
tected in various tissues. The p51 transcript was not only
detected in mouse colon, uterus, prostate, small intestine, and
stomach, tissues where Nox1 expression has been documented
(3, 16), but also in lung, thyroid, and salivary glands (Fig. 4A).
In situ hybridization experiments on mouse colon sections re-
vealed an expression pattern that is indistinguishable from
that of p41, suggesting that the two proteins might act together
with Nox1 in colon epithelial cells (Fig. 4B). We also detected
the p51 mRNA in the human colon by Northern blot and
reverse transcription-PCR, although kidney and liver were also
positive for the human p51 mRNA (data not shown). Interest-
ingly, although the human colon expresses high levels of Nox1
and p41 mRNA, the expression level of p51 was comparatively
low, suggesting that this gene product may be a limiting factor
in activation of the colon oxidase.

To study their possible interactions with Nox1, we trans-
fected p41 and p51 in Caco2 colon epithelial adenocarcinoma
cells, which express the endogenous Noxl mRNA (3).! As
shown in Fig. 5A, neither p41 nor p51 stimulate significant

2 The abbreviations used are: TPR, tetratrico-peptide repeats; PMS,
phorbol 12-myristate 13-acetate.
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Fic. 3. Comparison of deduced amino acid sequences of p51
and p67P"°*, A alignment of murine and human p51 sequences (Gen-
Bank™ accession numbers AY255770 and AY255769, respectively)
with that of human p677"°*, showing conserved tetratrico-peptide re-
peats (TPR; dashed underline), activation domain motifs (boxed), SH3
domains (underlined), and PB1 domains (italics, underlined). B, sche-
matic representation of structural domains in murine and human p51
homologues of p677"°*. Human and murine p51 exhibit the greatest
structural differences within central regions. Both homologues lack a
central SH3 domain.

superoxide production when expressed alone; however, we ob-
served a significant increase in superoxide production when
both proteins were present in these Nox1-expressing cells. The
overall yield of superoxide in these reconstituted cells was not
dependent on PMA stimulation. In other experiments, we co-
transfected p41 and p51 into NIH-3T3 fibroblasts that were
previously transfected with the human Nox1 ¢cDNA (Fig. 5B).
The co-expression of p41 and p51 resulted in significantly en-
hanced superoxide production, similar to that observed in
Caco2 cells, although the activity reconstituted in NIH-3T3
cells was remarkably dependent on PMA stimulation. These
experiments confirmed that p41 and p51 interact with Nox1 to
form a functional NAD(P)H oxidase complex. We also co-ex-
pressed p41 and p51 in mixed pairs with their phagocytic
counterparts, p47°"°* and p67°"°*, to determine whether these
homologous proteins could also support Nox1 activity. Signifi-
cantly lower levels of oxidase activity were reconstituted when
the colon isoforms were co-expressed in combination with the
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Fic. 4. Detection of p51 mRNA in
mouse tissues. A, Northern blotting of
mouse tissue poly(A)" RNA (1 ug/lane),
showing high p51 expression in colon,
uterus, and salivary gland, and lower ex-
pression in small intestine, stomach,
lung, and thyroid gland. B, in situ hybrid-
ization of mouse colon cross-sections to a
[*>S]UTP-labeled, p51 antisense probe,
showing specific expression in colon
crypts. C, in situ hybridization of control
p51 sense-strand probe, showing the ab-
sence of specific signal. Images were pro-
cessed as superimposed bright-field and
dark-field images, as described in the leg- B
end to Fig. 2.

phox proteins, or when both cytosolic phox proteins were ex-
pressed in place of p41 and p51 (Fig. 5B). These reconstitution
experiments, together with the observed expression patterns,
clearly indicate that p41 and p51 are natural functional part-
ners of Nox1 in colon epithelial cells that together form an
active colon oxidase.

Reciprocal experiments were also conducted to examine
whether p41 and p51 could support the activity of gp91?°*. For
this purpose, p41 and p51 or their phagocytic counterparts
were co-transfected in K562 cells that were previously trans-
duced for high gp917"°* expression. Fig. 5C shows that co-
expression of p477"°* and p67°"** restored comparatively
higher levels of oxidase activity in these cells. In contrast, the
activities supported by p41 and p51 together or as mixed pairs
with the phox isoforms were significantly lower (<1%) than the
“complete” phox system, again indicative of a considerable
functional divergence between the human colon and phagocytic
oxidase systems. In all cases the reconstituted activity of
gp91P"°% in these cells was dependent on PMA stimulation.

DISCUSSION

Reactive oxygen species production by phagocytic cells has a
well established role in the arsenal of antimicrobial systems of
the innate immune system. The multi-component nature of the
phox system offers several features for the tight regulation of
toxic oxidant production by phagocytes, which is considered
essential for the targeted killing of invading microbes. In the
past two years, several new homologues of gp917°*, the cata-
lytic core of the phagocytic oxidase, have been described due in
part to the rapid growth of nucleic acid sequence databases
(3—8). These homologues, now known as members of the Nox/
Duox family of NAD(P)H oxidases, all contain highly conserved
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structural elements considered necessary for the transport of
electrons from the cytosol, through the membrane, to molecular
oxygen. These include carboxyl-terminal sequence motifs in-
volved in binding of flavin and NAD(P)H and four conserved
histidines that co-ordinate two heme adducts within trans-
membrane domains (17). These phox homologues are proposed
to serve diverse roles, such as hormone biosynthesis, oxygen
sensing, growth factor signaling, apoptosis, and fertilization
(3—8). The first homologue to be recognized, Nox1, is a colon-
specific oxidase that was implicated in the regulation of cell
proliferation (3, 15, 18). The identification of a novel source of
reactive oxygen species in the colon epithelium is an important
finding, as reactive oxygen species production in this organ
could have roles in the pathogenesis of inflammatory bowel
disease and colon cancer. Nox1 causes increased cell prolifera-
tion when ectopically expressed in NIH-3T3 fibroblasts, and
these Nox1-transfected cells induce tumor formation in nude
mice (3, 18). The study suggested that Nox1 is a constitutively
active enzyme with low-level superoxide output. In contrast, we
recently obtained evidence that Nox1 could interact with cyto-
solic components of the phagocytic oxidase when expressed in
gp917"°*_deficient PLB-985 cells and K562 cells. Thus, the re-
constituted Nox1 can function as a regulated and activated
oxidase complex.! The functional interactions between Nox1,
p477"* and p67P"°* suggest close similarities between the
phagocyte and colon enzymes. This prompted us to search for
colon-specific homologues of p47°°* and p67°"°*, In this report,
we identified and characterized two proteins, p41 and p51, that
have considerable homology to the p47°"°* and p677"°* cytosolic
components of the phagocytic oxidase and that appear to sup-
port the activity of Nox1. While this manuscript was in prep-
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Fic. 5. p41 and p51 together support superoxide release by
Nox1 and gp91phox-expressing cells. A, chemiluminescence assays
of superoxide release by CaCo2 cells transfected 24 h with p41, p51, or
both ¢cDNAs. B, superoxide release by Nox1-expressing NIH-3T3 cells
transiently transfected (24 h) with p41 and p51 or their phox homo-
logues, p47°"°* and p67P"°*. C, superoxide release by gp91?/°*-express-
ing K562 cells transiently transfected (66 h) with p41 and p51 or their
phox homologues, p477%°* and p67°"°*. Data represent the mean of
triplicate assays. Similar results were obtained in four separate trans-
fection experiments.

aration, Banfi et al. (19) also described the murine homologues
of these proteins, which were designated as NOXO1 (p41) and
NOXA1l (p51) for Nox organizer 1 and Nox activator 1,
respectively.

Although p41 exhibits significant structural similarity to
p47Phox in terms of size and conserved domain structure, we
noted several important differences between the two proteins
that could have important functional consequences. The ab-
sence of multiple, conserved serine residues in the carboxyl
terminus of p41 suggests that direct, protein kinase C-medi-
ated phosphorylation of this protein does not play a role in the
regulation of p41 function. Several reports suggest that p472%°~
exists in an inhibited state under resting conditions (10, 11, 13,
20) and that this conformation is stabilized through intramo-
lecular interactions between the central SH3 domains and pro-
line-containing motifs within the amino-terminal PX-domain
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and the polybasic, carboxyl-terminal domain. It has been pro-
posed that phosphorylation on the carboxyl-terminal serine
residues during phagocyte stimulation releases these intramo-
lecular interactions within p477"°* and enables SH3 domain
interactions with the proline-rich carboxyl terminus of p22°"°~
(10, 11). Two structural differences between p47°"** and p41
suggest that an auto-inhibited conformation involving intramo-
lecular SH3 domain contacts is not assumed by p41: (i) the
PXXP motif present in the PX domain of several proteins is
absent in p41, and (ii) most of the phosphorylated serine resi-
dues in the carboxyl-terminal portion, as well as flanking se-
quences within the polybasic, auto-inhibitory domain of p47°°*
(residues 299-340) are absent. Interestingly, sequence homol-
ogous to p477"°* residues 318-329 (RLSQDAYRRNRSV),
shown to be involved in interactions with p677%°* and the
flavocytochrome b (21, 22), is retained in the carboxyl-terminal
domain of human p41 (residues 293-304: LLSGTGFRGGDD).
These observations suggest that p41 adopts an “open” confor-
mation under resting conditions and that regulation of p41 is
achieved by other mechanisms.

When expressed together with p67°"°* in Nox1-transfected
cells, we observed only a moderate stimulatory effect of p41 on
superoxide production. This low efficiency observed with pro-
teins combined from the two oxidase systems prompted us to
search the nucleic acid databases for colon-specific homologues
of p677"°* Using the deposited sequence information about a
cloned tumor antigen, we were able to identify both mouse and
human homologues of p677°*, Similar to p67°"°*, p51 contains
four amino-terminal TPR repeats and a carboxyl-terminal SH3
domain preceded by a PB1 domain. Both p677°* homologues
also contain a short stretch of conserved amino acids immedi-
ately following the TPR repeats, which is homologous to the
activation domain in p677°* (15, 23) thought to interact with
the flavocytochrome b558 complex. p6777°* contains another
central SH3 domain between amino acids 243 and 298, which is
not present in human or murine p51. Previous studies (10, 24,
25) on protein interactions of p67°°* allow some speculation
about the possible protein partners of p51. For example, the
carboxyl-terminal SH3 domain has been shown to interact with
the carboxyl-terminal proline-rich motif of p477”°*. Because the
structural elements necessary for this interaction are well con-
served in p51 and p41l, it is likely that a similar interaction
occurs between these proteins and that the two exist in a
complex. Furthermore, the presence of amino-terminal TPR
motifs in p51 suggests that this protein interacts with Rac, as
in p67°"°* (26, 27). The presence of PB1 domains in human and
mouse p51 suggests that proteins containing the PC motif
might be partners of p51. The mouse p51 sequence PB1 do-
main, however, is less conserved and human p51 lacks se-
quences homologous to the p677°* lysine residue 355 that was
shown to be critical for its interaction with the PC motif of
p40P"°* suggesting that p407”°* is not a regulator of the colon
oxidase. Finally, we observed significant structural differences
in the C-terminal sequences of human and mouse p51 and
p677"°* Neither p51 sequence is entirely hydrophobic; an as-
sociation of these tail sequences with the membrane, as sug-
gested recently (19), seems unlikely.

Both the expression patterns and our transfection studies
with the human p41 and p51 suggest that these proteins are
uniquely adapted to function in concert with Nox1 in colon
epithelial cells. These proteins together reconstituted high lev-
els of “constitutive” (i.e. PMA-independent) activity in Caco2
colon epithelial cells, as was recently demonstrated when the
murine forms were heterologously expressed in HEK293 cells
(19). In contrast to the murine proteins, however, we demon-
strated in some settings (i.e. Nox1-expressing NIH-3T3 cells or
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gp917"°*_expressing cells) that the activity supported by the
human proteins is significantly enhanced by PMA stimulation.
Future work should explore whether these differences in reg-
ulation reflect evolutionary differences in these proteins and
whether the environment of differentiated colon epithelial cells
renders this oxidase constitutively active. Our studies explor-
ing the effects of co-expression of colon and phagocytic compo-
nents demonstrated that the human proteins are less capable
of functioning as mixed Nox/phox complexes than the murine
proteins (19). Because the murine proteins were characterized
in a different host system, it is possible that differences in host
cell factors may account, in part, for this difference. It is none-
theless tempting to speculate that the significant structural
differences in these proteins across species can account for this
apparent functional divergence between the phox and Nox1
systems in man.

Although both p41 and p51 are expressed in mouse and
human colon, we also detected p51 mRNA in several other
tissues and suspect that it might support the activity of other
oxidases. In this regard, it is particularly intriguing that p51 is
expressed in the thyroid gland, the salivary gland, and the
lung, where Duox isoforms are present (5, 6, 28), and in the
human kidney, which is the primary site of Nox4 (Renox)
expression (4, 7). The close homology, as well as the functional
similarities in the regulation of Nox1 and gp91P*°* activities by
homologous components, raises the possibility that the colon
oxidase has similar host defense functions as the phagocytic
system. It is well known that the colon is inhabited by a
plethora of microorganisms and must, therefore, maintain an
effective epithelial barrier against invasion of the host. This
proposed role of the colon oxidase in mucosal defense against
these microorganisms is an exciting possibility that will re-
quire further investigation.

Note Added in Proof—A consensus terminology for genes encoding
p41 and p51 was recently established among several laboratories in this
field: NOXO1(p41), for Nox organizer 1, and NOXA1(p51), for Nox
activator 1.
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Peroxidasin Is Secreted and Incorporated into the
Extracellular Matrix of Myofibroblasts and Fibrotic

Kidney
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Mammalian peroxidases are heme-containing en-
zymes that serve diverse biological roles, such as host
defense and hormone biosynthesis. A mammalian ho-
molog of Drosopbila peroxidasin belongs to the per-
oxidase family; however, its function is currently un-
known. In this study, we show that peroxidasin is
present in the endoplasmic reticulum of human
primary pulmonary and dermal fibroblasts, and the
expression of this protein is increased during trans-
forming growth factor-B1-induced myofibroblast dif-
ferentiation. Myofibroblasts secrete peroxidasin into
the extracellular space where it becomes organized
into a fibril-like network and colocalizes with fi-
bronectin, thus helping to form the extracellular ma-
trix. We also demonstrate that peroxidasin expres-
sion is increased in a murine model of kidney fibrosis
and that peroxidasin localizes to the peritubular
space in fibrotic kidneys. In addition, we show that
this novel pathway of extracellular matrix formation
is unlikely mediated by the peroxidase activity of the
protein. Our data indicate that peroxidasin secretion
represents a previously unknown pathway in extra-
cellular matrix formation with a potentially impor-
tant role in the physiological and pathological fibro-
genic response. (Am J Pathol 2009, 175:725-735; DOI:
10.2353/ajpath.2009.080693)

Peroxidases are heme-containing enzymes with highly
conserved structure, serving diverse functions in the
plant and animal kingdom." Peroxidases catalyze the
oxidation of various substrates in the presence of H,O..
Mammalian peroxidases have an important role in sev-
eral physiological processes including host defense and
hormone biosynthesis. The family of mammalian per-
oxidases consists of myeloperoxidase, eosinophil per-
oxidase, lactoperoxidase, thyroid peroxidase, and the
mammalian peroxidasin. Myeloperoxidase, eosinophil
peroxidase, and lactoperoxidase have antimicrobial ac-
tivity and serve in the first line of host defense, while
thyroid peroxidase has an essential role in the biosynthe-
sis of thyroid hormones.?~* The function of the mamma-
lian peroxidasin is currently unknown. Peroxidases in
plants and in lower animal species frequently participate
in extracellular matrix (ECM) formation. In the presence of
H,0,, peroxidases enzymatically cross-link extracellular
proteins through tyrosine residues.® ECM stabilization by
dityrosine bridges is well-documented during sea urchin
fertilization, where secreted ovoperoxidase is responsi-
ble for the formation of cross-links.® Dityrosine formation
is also involved in the stabilization of C. elegans cuticle,
where dual oxidases, carrying both NADPH oxidase and
peroxidase-like domains, provide hydrogen peroxide for
the crosslinking reaction.”

Peroxidasin (PXDN), a unique form of peroxidase was
first identified in Drosophila melanogaster.® Beside con-
taining a peroxidase domain, which is highly homologous
to other animal peroxidases, peroxidasin also contains
protein domains characteristic for proteins of the ECM.
Drosophila PXDN was found to be expressed in several
stages of development, but the exact function remained
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Table 1. siRNA Sequences
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Name Sequence
PXDN-1 5'-CCUCCAUCCUAGAUCUUCGCUUUAA-3'
PXDN-1control 5'-CCUCCCUCAUAGAUGUUCCCUUUAA-3'
PXDN-2 5'-GCAUAACAACCGGAUUACACAUUUA-3'
PXDN2control 5'-GCAUCAAAACCGGAUAACUCAUUUA-3'

Oligonucleotides Used in Quantitative PCR Experiments

Name Species Sequence
gabdh F H. Sapiens 5'-AAGGTGAAGGTCGGAGTCAACGG-3’
gabdh R H. Sapiens 5'-CCAAAGTTGTCATGGATGACCTTGG-3’
pxdn F H. Sapiens 5'-CTCAGCCTTCAGCACACGCTC-3’
pxdn R H. Sapiens 5'-GAGTTCTGGGTGTTTCCTGGT-3’
gabdh F M. musculus 5'-CTGAGTATGTCGTGGAGTCTACTG-3’
gabdh R M. musculus 5'-AAGGCCATGCCAGTGAGCTTC-3’
pxdn F M. musculus 5'-CGAGGCCGGGACCATGGCATC-3’
pxdn R M. musculus 5'-CTGCAGGCTGGCAAGCTTCCAC-3’

unknown.? Little is still known about the mammalian
PXDN protein. A human homolog of Drosophila PXDN was
originally identified as a p53-responsive gene product
from a colon cancer cell line, but it was not characterized
in detail.® An independent cloning effort, using subtrac-
tive hybridization also led to the identification of the mam-
malian PXDN gene, which was originally named mela-
noma gene 50, based on the expression in melanoma
samples. ' This latter study has characterized PXDN as a
possible potent melanoma-associated antigen, but it did
not examine the possible physiological role of the protein.

Here we demonstrate that peroxidasin is expressed by
human primary cells, including fibroblasts of different
origin, where the protein is localized to the endoplasmic
reticulum. On stimulation by transforming growth factor
(TGF)-p1, differentiating myofibroblasts show increased
expression of peroxidasin. The protein becomes secreted
to the extracellular space where it is organized into a fibril-
like network. We also show that this pathway of ECM forma-
tion is probably not mediated by the peroxidase activity of
the protein. Our results suggest that beside the secre-
tion of well-known constituents of the ECM, PXDN se-
cretion by myofibroblasts is a novel way of ECM mod-
ification in wound repair and tissue fibrosis.

Materials and Methods

Materials

We used the following antibodies in our studies: Alexa488-
and Alexa568-labeled anti-rabbit and anti-mouse Fab (Mo-
lecular Probes, Eugene, OR), protein disulfide isomerase
(PDI) antibody (RL90), and fibronectin antibody (IST-9) (Ab-
cam, Cambridge, UK), lamin antibody (Santa Cruz Bio-
technology, Santa Cruz, CA), B-actin antibody, and
smooth muscle actin (SMA) antibody (Sigma Chemical
Co., St. Louis, MO).

Anti-PXDN Antibody

PXDN polyclonal antibody was purified from rabbit se-
rum following intracutaneous injections of glutathione

S-transferase-PXDN (amino acids 1329 to 1479). The
antibody was affinity purified using Affigel 10 beads
(BioRad Laboratories, Richmond, CA) loaded with the
antigen.

Cell Culture and Treatments

COS-7 cells were grown in Dulbecco’s Modified Eagles
Medium with Glutamax | (Invitrogen Corp., Carlsbad, CA)
supplemented with 10% fetal calf serum, 50 U/ml pen-
icillin (Sigma), and 50 ug/ml streptomycin (Sigma).
Human pulmonary and dermal fibroblasts (PromoCell,
Heidelberg, Germany) were grown in fibroblast basal
medium supplemented with 2% fetal calf serum, 5
wg/ml insulin, and 1 ng/ml basic fibroblast growth fac-
tor. Cells were grown in a humidified atmosphere of 5%
CO, in air at 37°C. Before TGF-B1 treatment, primary
fibroblasts were serum-deprived in the presence of
0.05% serum. Cells were treated with TGF-1 (R&D
Systems, Minneapolis, MN) for 24 to 72 hours in the
absence of serum. In some experiments the medium
was supplemented with 500 umol/L 8-aminolevulonic
acid (Sigma).

Transient Transfections

PXDN encoding pcDNA 3.1 plasmid was transfected
by using Fugene6 (Roche Diagnostics GmbH, Mann-
heim, Germany) or Lipofectamine2000 (Invitrogen). Small
interfering (si)RNA was transfected in 100 nmol/L con-
centration using the Interferin siRNA transfection re-
agent (Polyplus Transfection, lllkirch, France) or
RNAIMAX (Invitrogen).

SIRNA Sequences

Sequence-specific and control Stealth siRNAs were ob-
tained from Invitrogen. The sequences of PXDN-specific
and control siRNAs are provided in Table 1.
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Western Blot Experiments

Cells lysed in Laemmli sample buffer were boiled and
run on 7.5% or 10% polyacrylamide gels. After blotting
onto nitrocellulose membranes blocking was per-
formed in PBS 5% milk and 0.1% Tween 20 for 1 hour
at room temperature. We incubated the membranes
with the first antibody for 1 hour at room temperature.
Membranes were washed five times in PBS 0.1%
Tween 20 and horseradish peroxidase-labeled anti-
rabbit secondary antibody (Amersham Pharmaceuti-
cals, Amersham, UK) was used in 1:5000 dilution and
signals were detected on FUJI Super RX films using the
enhanced chemiluminescence method. To precipitate
PXDN from the cell culture medium, the medium was
removed, and 1 volume of 100% (w/v) trichloroacetic acid
was added to four volumes of medium. The samples were
kept on ice for 10 minutes then the precipitate was sepa-
rated by centrifugation (14,000 rpm, 5 minutes). The pellets
were washed three times with 2 ml of cold acetone and
dried by placing the tube in 95°C heat block for 5 minutes.
The pellets were resuspended in 4X sample buffer then
boiled for 10 minutes before they were loaded onto poly-
acrylamide gels.

Measurement of Peroxidase Activity

COS-7 cells expressing PXDN or primary fibroblasts were
lysed in PBS containing 1% hexadecyltrimethylammo-
nium bromide. Peroxidase activity of the lysates was
immediately determined by the Amplex Red peroxidase
assay (Molecular Probes). After 30 minutes incubation
time with the Amplex Red reagent, resorufin fluorescence
was measured at 590 nm.

Measurement of H,O, Production

TGF-B1-induced H,O, production of pulmonary fibro-
blasts was measured with the Amplex Red assay (Mo-
lecular Probes). Attached cells were incubated in the
presence of 50 umol/L Amplex Red and 0.1 U/ml horse-
radish peroxidase in an extracellular medium containing
145 mmol/L NaCl, 5 mmol/L KCI, 1 mmol/L MgCl,, 0.8
mmol/L CaCl,, 5 mmol/L glucose, and 10 mmol/L HEPES.
After 1 hour incubation at 37°C, resorufin fluorescence
was measured at 590 nm.

Immunofluorescent Labeling and Confocal
Laser Microscopy

Cells grown on coverslips were fixed in 4% paraformal-
dehyde in PBS then rinsed 5 times in PBS and incubated
for 10 minutes in PBS containing 100 mmol/L glycine.
Coverslips were washed twice in PBS and permeabilized
in PBS containing 1% bovine serum albumin and 0.1%
Triton X-100 for 20 minutes at room temperature. After 1
hour blocking in PBS containing 3% bovine serum albu-
min cells were incubated with the primary antibody in
PBS plus 3% bovine serum albumin, washed thoroughly
six times in PBS, and incubated with the secondary an-
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tibody for 1 hour and finally washed six times in PBS
again. Coverslips were mounted using Mowiol 4-88 anti-
fade reagent (prepared from polyvinyl alcohol 4-88, glyc-
erol, H,O, and Tris pH 8.5).

Confocal images were collected on an LSM510 laser
scanning confocal unit (Carl Zeiss) with a 63 X 1.4
numerical aperture plan Apochromat and a 40 X 1.3
numerical aperture plan Neofluar objective (Carl Zeiss). Ex-
citation was with 25-mW argon laser emitting 488 nm,
and a 1.0-mW helium/neon laser emitting at 543 nm.
Emissions were collected using a 500- to 530-nm band
pass filter to collect A488 and a 560-nm long pass filter
to collect A568 emission. Usually images from optical
slices of 1- to 2-um thickness were acquired. Cross
talk of the fluorophores was negligible.
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Figure 1. Characterization of PXDN expression and activity. Detection of
PXDN (A) mRNA expression by Northern blot analysis. Multiple-tissue (2
pg of poly[A] * RNA) Northern blot membranes were probed at 65°C with
a randomly radiolabeled ¢DNA fragments corresponding the 3'-untrans-
lated regions of PXDN. B: Detection of PXDN by Western blot analysis. A
polyclonal antibody raised against PXDN recognizes the protein in PXDN-
expressing COS-7 cells (+, second lane), whereas it does not produce
immunoreactive band in mock-transfected COS-7 cells (—, first lane).
Loading controls developed for B-actin indicate that all lanes contained
similar amounts of total protein. C: Detection of peroxidase activity in the
lysates of PXDN-expressing COS-7 cells. COS-7 cells were transfected
with PXDN ¢DNA; control cells were mock-transfected. After 48 hours
cells were lysed in 1% hexadecyltrimethylammonium bromide and were
assayed for peroxidase activity by the Amplex Red peroxidase assay. The
fluorescent product, resorufin fluorescence was measured at 590 nm.
D-F: Intracellular localization of PXDN in transfected COS-7 cells. PXDN-
transfected, paraformaldehyde-fixed, permeabilized COS-7 cells were
stained for PXDN (D) and the endoplasmic reticulum marker PDI (E).
Merge of the fluorescent signals is shown in (F). Scale bar = 20 um.
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Gene Expression Studies

For the human PXDN mRNA detection, human multiple-
tissue (2 ug of poly[A]" RNA) Northern blot membranes
(Clontech) were probed at 65°C with a randomly radio-
labeled cDNA fragments corresponding the 3’-untrans-
lated regions of PXDN mRNA following standard hybrid-
ization methods. For the quantitative PCR experiments
RNA was isolated with Trizol reagent (Invitrogen) accord-
ing to the manufacturer’s instructions. cDNA was synthe-
sized from 2 ug total RNA using oligo(dt),g primers and
RevertAid M-MuLV Reverse Transcriptase in 20 ul reac-
tion mix according to the manufacturer’s (Fermentas)
recommendations. One ul of the first strand was ampli-
fied in 10 wl total volume in a LightCycler 1.5 instrument
(Roche) using LightCycler FastStart DNA Master SYBR
Green | mix (Roche) with a final Mg®* concentration of
2.25 mmol/L, and final primer concentration of 0.5 umol/L.
To avoid amplification of the genomic region, primers
were designed in separate exons neighboring long in-
trons; the sequences of the primers are provided in Table
1. The following PCR protocol was used: 95°C for 10
minutes, then 40 cycles of 95°C 10 seconds, 60°C 5
seconds, 72°C 15 to 25 seconds (amplicon size [bp]/25),
the last step was a melting curve analysis (from 65 to
95°C with a slope of 0.1°C/sec). The quantification was
performed by the LightCycler Software 4.05 as follows.
The crossing point was determined by the second deriv-
ative method. PCR efficiency and standard curve was
calculated for each gene by performing amplification on
serial dilutions of a mixture of the samples. In each sam-
ple the expression of the target gene was divided with the
expression of the endogenous control, which was the
housekeeping gene GAPDH. The relative expression lev-
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els were finally normalized to the average expression
level of the control samples (set to 1).

Animal Model

Animal experiments were authorized by the Institutional
Animal Experiment Committee under permission No. 86/
2006 SE TUKEB. Eight-week-old male BALB/c mice were
obtained from the National Institute of Oncology. Animals
were maintained on standard diet and given water ad
libitum. Unilateral ureteral obstruction was performed us-
ing a standard procedure’’ Briefly, under ketamine (50
mg/kg) and xylazine (10 mg/kg) induced general anes-
thesia complete ureteral obstruction was performed by
ligating the left ureter with 8—0 silk after a midline ab-
dominal incision. Mice were sacrificed after 7 days of the
procedure and the kidneys (both obstructed and control)
were removed. One part of the kidneys was fixed in 4%
phosphate-buffered paraformaldehyde followed by par-
affin embedding for histological analysis. Goldner’s
trichome staining was used for the detection of fibrosis.
Histological analysis was performed by Histopathology
Ltd, Pécs, Hungary. Samples were coded and examined
in a blinded fashion. The remaining kidneys were pro-
cessed for RNA isolation and immunohistochemistry. We
used acetone fixed, 8-um thick frozen sections for the
immunolocalization of PXDN in control and fibrotic kid-
neys. After blocking in 1% albumin and 2% normal goat
serum we incubated the sections overnight with anti-
PXDN and anti-fibronectin antibodies. Sections were then
stained with fluorophore-labeled secondary antibodies
for 1 hour at room temperature.

PDI Merge

By

Figure 2. Detection of PXDN protein expression in human pulmonary fibroblasts (HPF) and human dermal fibroblasts (HDF). A: Detection of PXDN by
Western blot analysis in HPFs (first lane) and HDFs (second lane). A polyclonal, PXDN-specific antibody detects PXDN in both cell types. B-G: Intracellular
localization of PXDN in human primary fibroblasts. Paraformaldehyde-fixed, permeabilized HPFs (B-D) or HDFs (E-G) were stained for PXDN (B, E) or
for the endoplasmic reticulum marker PDI (C, F). Merge of red and green fluorescences is shown in (D) and (G). Note the significant overlap of the two

fluorescent signals. Scale bar = 20 um.
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Results

Characterization of the Expression Pattern of
PXDN

Conflicting data have been published regarding the tis-
sue expression pattern of PXDN. While Horikoshi et al
suggested that PXDN is ubiquitously expressed in a va-
riety of tissues,® Mitchell et al proposed that it is primarily
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a melanoma-specific protein.'™ To clarify these conflict-
ing data we have used the Northern blot technique to
study the expression of PXDN mRNA. To exclude the
potential cross-hybridization to mRNAs encoding other
peroxidases, we have used the 3’-untranslated region of
the PXDN cDNA as a probe. As it is shown in Figure 1A,
PXDN mRNA was expressed in several human tissues
including heart, skeletal muscle, colon, spleen, kidney,
liver, small intestine, and placenta, while it was absent in
brain, thymus, and leukocytes. A similar picture of ex-
pression was also suggested by the analysis of PXDN
EST sequences deposited in GenBank.

Intracellular Localization and Enzymatic Activity
of PXDN

To study the peroxidase activity of PXDN we have ex-
pressed the protein in COS-7 cells. Using polyclonal
antibodies raised against the protein we could detect
PXDN in transfected cells, while mock-transfected cells
showed no detectable expression (Figure 1B). We used
the Amplex Red assay to study the peroxidase activity of
transfected cell lysates. Figure 1C shows that we could
detect peroxidase activity only in PXDN-expressing cells,
while lysates of mock-transfected cells showed no de-
tectable enzymatic activity. Next we studied the intracel-
lular localization of PXDN in transfected COS-7 cells.
Figure 1, D-F show that PXDN colocalized with PDI, a
well characterized marker protein of the endoplasmic
reticulum.?

Next we sought to examine if we can detect endog-
enously expressed PXDN in human primary cells. Among
the cells examined we could detect PXDN protein ex-
pression in human pulmonary fibroblasts (HPFs) and hu-
man dermal fibroblasts (HDFs) (Figure 2A) and vascular
endothelial and smooth muscle cells (data not shown).
We used confocal microscopy to study the intracellular
distribution of endogenously expressed PXDN protein. In

Figure 3. TGF-B1 increases PXDN expression in human pulmonary fibro-
blasts (HPF). A: Induction of PXDN mRNA expression by TGF-B1 treatment.
HPFs were serum-deprived in the presence of 0.05% serum for 24 hours and
were subsequently treated with 5 ng/ml TGF-B1 for 24 hours. RNA was
isolated from the cells and ¢cDNA was synthesized (see Materials and Meth-
ods). Quantitative PCR experiments were performed with the SybrGreen
method. Relative expression levels of PXDN are shown using GAPDH as
internal control. The PXDN expression level in uninduced cells is defined as
1. Values are the mean = SEM. B: Induction of PXDN protein expression by
TGF-B1 in HPFs. HPFs were serum-deprived in the presence of 0.05% serum
for 24 hours and were subsequently treated with 5 ng/ml TGF-B1 (+) for 24,
48, and 72 hours. In the medium of the control cells TGF-B1 was omitted (—).
Western blot analysis was used for PXDN detection (upper panel). Detection
of Lamin A and C in loading controls indicate that each lane contained similar
amount of protein. C: Detection of TGF-Bl-induced PXDN expression by
immunofluorescence. HPFs were serum-deprived in the presence of 0.05%
serum for 24 hours and were subsequently treated with 5 ng/ml TGF-B1 for
24 hours (D) or left untreated (C). Paraformaldehyde-fixed, permeabilized
cells were stained for PXDN (red color in C and D) and for the myofibroblast
marker SMA (insets in C and D). The appearance of SMA expression
indicates myofibroblastic differentiation. Scale bars = 20 um. E: Detection of
PXDN in cell culture medium. After 72 hours incubation time TCA was used
to precipitate proteins from the medium of control (untreated) and TGF-B1-
treated HDFs. PXDN expression of the cells was analyzed in parallel exper-
iments. Loading controls developed for B-actin indicate that cell lysates
contained similar amounts of total protein, while the absence of B-actin in the
precipitated samples suggests that PXDN in the medium does not originate
from unattached cells.
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Figure 4. Formation of PXDN-containing fibrils by TGF-B1-treated HPFs and HDFs. A-D: HPFs (A,B) and HDFs (C,D) were serum-deprived in the presence of
0.05% serum for 24 hours and were subsequently treated with 5 ng/ml TGF-B1 for 72 hours in the presence of 500 wmol/L ALA. TGF-B1 was omitted from the
medium of control cells (A and C). Paraformaldehyde-fixed, permeabilized cells were stained for PXDN. Note the intense staining of fibril-like structures (indicated
by arrows) around the cells (B, D). E. Effect of siRNA treatment on PXDN expression detected by Western blot. HDFs were transfected with PXDN
sequence-specific siRNAs or “minimally” changed control siRNAs or left untransfected. Myofibroblast differentiation was induced by 5 ng/ml TGF-B1 for 72 hours
in the presence of 500 umol/L ALA. Detection B-actin in loading controls indicate that each lane contained similar amount of protein. F-I: Effect of siRNA treatment
on the development of PXDN-containing fibrils. HPFs (F,G) and HDFs (H,I) were transfected with PXDN sequence-specific siRNAs (F,H) or “minimally” changed
control siRNA (G,D. siRNAs were transfected to the cells during serum deprivation for 24 hours and myofibroblastic differentiation was subsequently induced by
5 ng/ml TGF-B1 in the presence of 500 umol/L ALA. Paraformaldehyde-fixed, permeabilized cells were stained for PXDN and for the myofibroblast marker SMA.
Insets (F-I) show SMA staining from the same microscopic field. Scale bars = 20 um.

HPFs and HDFs we observed a reticular staining pattern
(Figure 2, B and E). The specificity of staining was con-
firmed by two different PXDN-specific siRNAs (data not
shown). The observed intracellular localization sug-
gested that PXDN localized to the endoplasmic reticulum
therefore we investigated the localization of PXDN in
relation to this organelle. We examined the localizations
of PXDN and PDI. When the cells were stained for PDI
and PXDN, we observed significant overlap of the two
signals suggesting that PXDN indeed localized to the
endoplasmic reticulum (Figure 2, C-G). Besides its local-
ization to the endoplasmic reticulum we have also ob-
served perinuclear localization of PXDN in both HPF and
HDF cells (Figure 2, D and G).

Induction of PXDN Expression by TGF-B1 in
Pulmonary and Dermal Fibroblasts

PXDN contains several domains, including leucine-rich
repeats, immunoglobulin C2-type domains, which are
usually found in proteins of the ECM."3'* In accordance
with its structural features the Drosophila homolog was
described to be secreted by Kc cells.® The protein local-
ization software TargetP 1.1 predicts that human PXDN,
which contains a signal peptide, goes through the secre-
tory pathway as well. We therefore sought to find condi-
tions when increased protein secretion occurs. When
primary fibroblasts are stimulated by TGF-B1 they go
through a drastic phenotypic change and differentiate
into myofibroblasts. Myofibroblasts possess contractile
features and show intense synthesis of ECM proteins
including fibronectin and different types of collagen.''®
We studied the effect of TGF-B1 on PXDN expression in
HPFs. As shown in Figure 3A, we have observed a two-
fold increase in PXDN mRNA expression after 10 hours

treatment with TGF-B1. Figure 3B shows that after 24
hours of TGF treatment we detected an increased level of
PXDN protein by Western blot and elevated PXDN level
was still observed after 72 hours. We also confirmed this
result by immunostaining experiments (Figure 3, C and
D) where an increase in PXDN protein level was also
evident after 24 hours and remained elevated for 72
hours (data not shown). Induction of the myofibroblast
phenotype was confirmed by immunostaining of SMA,
which was absent in fibroblasts (see inset in Figure 3C),
but appeared during the course of TGF-B1 treatment
(inset in Figure 3D). We were interested if PXDN was
secreted to the extracellular space, therefore we ana-
lyzed the cell culture medium for its PXDN content. Figure
3E shows that TGF-B1 stimulated the secretion of PXDN
to the cell culture medium. PXDN in the medium did not
originate from unattached cells since we could not detect
B-actin in the protein precipitate with a highly sensitive
antibody.

Localization of PXDN to Fibril-Like Structures in
the Extracellular Space

During myofibroblast differentiation cells undergo a dras-
tic phenotypic change that is accompanied by the in-
creased expression of heme-containing proteins such as
the NADPH oxidase Nox4'” and PXDN. Since we applied
TGF-B1 to serum-deprived HPFs we have hypothesized
that the cells may lack enough heme to complete the
synthesis of PXDN. We therefore supplemented the me-
dium with 8-aminolevulonic acid (ALA), a precursor of
heme biosynthesis.'® Supplementation of the cell culture
medium with ALA during the differentiation process did
not increase the PXDN content of the medium (data not
shown), however we observed a drastic change in PXDN
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localization (Figure 4). After 72 hours treatment, PXDN
appeared in the form of a dense network extracellular
deposition of PXDN (Figure 4, A and B). The appearance
of these structures was also observed in myofibroblasts
developed from HDFs, suggesting that the characteristic
localization of PXDN was not specific for pulmonary cells
(Figure 4, C and D). PXDN-specific siRNAs effectively
inhibited PXDN expression (Figure 4E) and the develop-
ment of PXDN-containing fibrils (Figure 4, F-I). Impor-
tantly, siRNA treatment did not affect the myofibroblastic
differentiation, as judged by the expression SMA in the
siRNA-treated cells (insets, Figure 4, F-I). In our next
experiments we have performed a detailed characteriza-
tion of the PXDN-containing structures. Figure 5, A and B
shows that PXDN-containing fibrils are frequently formed
between neighboring cells and anchor to the proximity of
nucleus, however fibrils bridging larger distances were
also observed. To confirm the extracellular localization of
PXDN we compared the staining pattern of PXDN be-
tween nonpermeabilized and permeabilized cells. As
shown in Figure 5C PXDN-containing fibrils were de-
tected when cells were not permeabilized. Importantly

PXDN PXDN-+Lamin

PXDN SMA
.

Figure 5. PXDN-containing fibrils are frequently formed between neighbor-
ing cells and localize to the extracellular space. A-B: HDFs (A) and HPFs (B)
were serum-deprived in the presence of 0.05% serum for 24 hours and were
subsequently treated with 5 ng/ml TGF-B1 for 72 hours in the presence of
500 wmol/L ALA. Paraformaldehyde-fixed, permeabilized cells were stained
for PXDN (A) or PXDN (red) and Lamin (green) (B). White arrows indicate
that PXDN-fibrils frequently dock to the proximity of nuclei. C-F: HDFs were
serum-deprived in the presence of 0.05% serum for 24 hours and were
subsequently treated with 5 ng/ml TGF-B1 for 72 hours in the presence of

500 wmol/L ALA. Paraformaldehyde-fixed, non-permeabilized (C,D) or per-
meabilized (E,F) cells were stained for PXDN and SMA. Scale bar = 20 um.
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the intracellular localization of PXDN was undetectable
and the cells did not stain for SMA, confirming the integ-
rity of the plasma membrane (Figure 5D). Parallel exper-
iment on permeabilized cells proved that SMA indeed
appeared in the cells during differentiation (Figure 5, E
and F). Next we sought to determine the relation of PXDN-
fibrils to fibronectin. Figure 6 shows that PXDN fibrils
partially colocalize with fibronectin, in cultures of TGF-B1-
treated HPFs (Figure 6, A-C) and HDFs (Figure 6, D-F).
Colocalization was frequently observed in thick cable-like
structures, while the two proteins did not colocalize in
thinner fibrils.

Role of H,O, and Peroxidase Activity in the
Secretion and Localization of PXDN

We analyzed the peroxidase activity of fibroblast and
differentiated myofibroblast cultures but despite the
obvious difference in PXDN expression we could not
detect the peroxidase activity of PXDN (data not
shown). Since PXDN acts as a functional peroxidase
when expressed in COS7 cells (Figure 1C) and TGF-
B1-stimulated fibroblasts were described to produce
reactive oxygen species (ROS)'® we wanted to inves-
tigate if we can detect the H,0,-consuming activity of
PXDN. Confirming the results of earlier reports, we
measured increased H,O, production by TGF-B1-stim-
ulated fibroblasts (Figure 7A). We have hypothesized
that if PXDN used the produced H,O,, then decreased
PXDN expression should result increased release of
H,O,. As shown in Figure 7A, inhibition of PXDN ex-
pression by PXDN-specific siRNA had no effect on the
TGF-B1-induced H,O, production. Next we measured
stimulated H,O, production at different time points
after the TGF-B1 stimulus (Figure 7B). H,O, production
has peaked at 24 hours and no stimulated ROS-release
was observed after 72 hours, when PXDN-containing
fibrils appeared in the cell culture.

PXDN Expression Is Increased in a Murine
Model of Kidney Fibrosis

We have also studied the possible changes of PXDN
expression in a well-characterized mouse model of kid-
ney fibrosis, induced by unilateral ligation of the ureter.
We chose this model because the rapid development of
kidney fibrosis in this model is dependent on TGF-B1
signaling® and it has been previously shown that myofi-
broblasts appear during the process and secrete large
amount of ECM proteins.° Figure 8A shows, that after 7
days of ligation we have observed a more than threefold
increase in PXDN expression. Intense blue staining of
kidney tissue with Goldner's trichome method (Figure 8,
B and C) indicated that fibrotic remodeling of the kidney
paralleled the increased expression of PXDN. We could
also demonstrate the increase of PXDN expression in
fibrotic kidneys (Figure 8, D-I). While PXDN was barely
detectable in normal kidneys (Figure 8G), the protein
becomes enriched in the peritubular space of fibrotic
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kidneys where it colocalized with fibronectin (Figure 8,
D-1). This observation suggests that the stimulatory effect
of TGF-B1 on PXDN expression and secretion was not
restricted to in vitro conditions.
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Figure 7. Role of hydrogen peroxide and peroxidase activity in PXDN
function. A: Effect of PXDN-specific siRNA treatment on TGF-B1-induced
H,0, production. HPFs were transfected with PXDN sequence-specific siR-
NAs or “minimally” changed control siRNS. siRNAs were transfected to the
cells during serum deprivation for 24 hours and cells were treated with 5
ng/ml TGF-B1 in the presence of 500 wmol/L ALA for 24 hours. H,O,
production was measured by the Amplex Red assay. H,O, production of
uninduced cells is defined as 1. B: Kinetics of TGF-B1 induced H,O, pro-
duction. HPFs were serum-deprived in the presence of 0.05% serum for 24
hours and were subsequently treated with 5 ng/ml TGF-B1 for the indicated
periods of time. H,O, production of uninduced cells is defined as 1.

Figure 6. PXDN partially colocalizes with fi-
bronectin in PXDN-contaning fibrils. HPFs
(A—C) and HDFs (D-F) were serum-deprived in
the presence of 0.05% serum for 24 hours and
were subsequently treated with 5 ng/ml TGF-81
for 72 hours in the presence of 500 umol/L ALA.
Paraformaldehyde-fixed, permeabilized cells
were stained for PXDN (A,D) and fibronectin
(B,E). Note the intense staining of fibril-like
structures around the cells, whereas the intracel-
lular staining is essentially absent. Merge of red
and green fluorescences are shown in (C) and
(F). Note the colocalization of PXDN and fi-
bronectin in large, cable-like structures. Scale
bar = 20 um.

Discussion

Tissue fibrosis represents a leading cause of morbidity
and mortality worldwide. Fibrosis can arise in nearly ev-
ery organ and it is especially important in the develop-
ment of kidney diseases, liver cirrhosis, heart disease,
and interstitial lung disease.?"2® Emerging evidence
suggests that regardless of the location, myofibroblasts
seem to have a central role in the development of fibrosis.
Myofibroblasts also have an important physiological role
in wound healing and development. These fascinating
cells can develop from fibroblasts and also from epithelial
cells during the course of epithelial-mesenchymal tran-
sition. During their differentiation, myofibroblasts develop
a contractile phenotype due to increased expression of
SMA and they also show increased synthesis of ECM
proteins, including fibronectin and different types of col-
lagen."®'® In this work we have found that myofibroblasts
also synthesize and secrete PXDN, a mammalian perox-
idase with previously unknown function. Our results sug-
gest that PXDN deposited in the extracellular space pro-
vides a previously unprecedented pathway of ECM
formation.

PXDN is a unique member of the peroxidase family
because its catalytic domain is surrounded by domains
characteristic for proteins of the ECM. These parts in-
clude leucine-rich repeats and C2-type immunoglobulin
domains, which localize to the N-terminus of the protein,
while a VWF C-type domain is localized to the C-terminal
part of the protein. PXDN was first described in Drosoph-
ila melanogaster.” Kc cells of Drosophila origin secrete
peroxidasin to the extracellular medium, where the pro-
tein exists in trimers. Based on the expression pattern of
its MRNA, Drosophila PXDN is present in hemocytes and
thought to be involved in ECM synthesis during fly devel-
opment. There is scant amount of information about the
human PXDN. Horikoshi et al isolated cDNAs from cells
where apoptosis was induced in a p53-dependent way.®
Among the induced cDNAs, they found an alternatively
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spliced product of the human PXDN gene. The authors
have hypothesized that the induction of PXDN might be
coupled to the altered ROS metabolism in apoptosis, but
they did not elaborate on this idea. According to their
study PXDN is expressed in almost all human tissues. In
an independent study PXDN was identified as a novel
melanoma gene (MG50) based on its expression in mel-
anoma samples and relative absence in normal tissue
samples.'® Our results are in agreement with the report of
Horikoshi et al since we have detected PXDN mRNA
expression in several tissues, with particularly high ex-
pression level in heart, skeletal muscle, small intestine
and placenta (Figure 1).° PXDN functions as a peroxidase
when expressed in COS-7 cells (Figure 1). To further char-
acterize the peroxidase activity of a purified protein we have
also expressed an epitope-tagged form of PXDN in Sf9
insect cells and attempted to purify it. Unfortunately, the
protein remained in the insoluble fraction during purification
and we have been unable to recover functional protein from
that fraction (data not shown).

In our experiments TGF-B1 increased the expression
of PXDN and its secretion to the cell culture medium
(Figure 3). Myofibroblastic differentiation is usually in-
duced in serum-deprived cells, since responsiveness to
TGF-B1 is increased under those conditions. We have
hypothesized that in the absence of serum, the cellular
production of heme might not be sufficient for the syn-
thesis of heme-containing peroxidases. This assumption
was also originated from the observation that TGF-B1

struction, kidneys were removed and fixed in
4% phosphate-buffered paraformaldehyde. Af-
ter paraffin embedding, sections were made and
stained by Goldner’s trichrome method. Blue-
staining, marked by black arrows indicates the
development of fibrosis in the peritubular space
of obstructed kidneys (B). Untreated kidneys
from the same animals served as controls (C).
D-I: Detection of PXDN and fibronectin in con-
trol and obstructed kidneys. Acetone fixed, fro-
zen sections were stained for PXDN (D,G) and
fibronectin (E,H). Merge of red and green fluo-
rescences are shown in (F) and (I). Note the
peritubular co-localization of PXDN and fi-
bronectin. Scale bar = 20 wm.

Merge

increases the expression of another heme-containing
protein, the NADPH oxidase Nox4.'” In our experiments
we observed a more than 100-fold increase in Nox4
expression at mRNA level (data not shown) proving a
markedly increased demand for heme, during the myofi-
broblastic differentiation. When we have supplemented
the medium with ALA, a precursor of heme biosynthesis,
we could observe the localization of PXDN into fibril-like
structures (Figure 4). Although heterologously expressed
PXDN exhibited peroxidase activity we could not detect
the enzymatic activity of PXDN in fibroblasts and differ-
entiated myofibroblasts. The lack of measurable peroxi-
dase activity might be explained by the fact that PXDN
has very low enzymatic activity when compared with
other peroxidases. For example COS7 cells, that heter-
ologously express lactoperoxidase, show 100-fold higher
peroxidase activity than PXDN-expressing COS7 cells
(data not shown). Nelson et al has also shown, that com-
pared with other peroxidases, Drosophila PXDN had
lower affinity for classical peroxidase substrates.” Alter-
natively, it is also possible that endogenously expressed
PXDN is in complex with another protein that inhibits the
enzymatic activity of PXDN. Incorporation of PXDN into
larger complexes was also suggested by Nelson et al
who could not recover active PXDN from Drosophila tis-
sues showing high level expression of the protein.” Nev-
ertheless we cannot exclude the possibility that PXDN still
functions as a peroxidase in the endoplasmic reticulum
or in the extracellular matrix of myofibroblasts. Since we
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could not measure the enzymatic activity of PXDN in
myofibroblast cultures we cannot state that ALA indeed
increased the maturation of PXDN. However without ALA
supplementation TGF-B1 did not induce the appearance
of PXDN in extracellular, fibril-like structures. Since inclu-
sion of ALA during myofibroblast differentiation did not
change the amount of precipitable PXDN in the medium,
it is possible that formation of PXDN-containing fibrils is a
result of a different secretory pathway that is uncovered
by assisted heme synthesis. Importantly in vivo, during
kidney fibrosis PXDN appears in the peritubular space
providing further evidence for its secretion (Figure 8). The
presence of PXDN-containing fibrils in the extracellular
space, suggested the multimerization of the secreted
protein and its association to other constituents of the
ECM. In fact we could detect partial colocalization of
PXDN and fibronectin around the cells (Figure 6). Colo-
calization of PXDN and fibronectin was also observed in
fibrotic kidneys. The domain organization of PXDN sug-
gests that the protein is ideally suited for the stabilization
of the ECM through protein—protein interactions. Dro-
sophila PXDN was described to exist in a trimeric form, a
complex that is thought to be organized through its C-
terminal VWF C-type domain.” The same domain is also
recognized in mammalian PXDN. This domain is also
found in other ECM proteins including the throm-
bospondin type | and Il group of vertebrate matrix pro-
teins, which also exist in the form of trimers.?* The pres-
ence of leucine-rich repeats and immunoglobulin loops in
PXDN also suggests that this protein readily associates
with other ECM proteins. Leucine rich repeats are short
sequence motifs present in a number of proteins with
diverse functions.' These protein modules are usually
involved in homophilic and heterophilic protein-protein
interactions. Immunoglobulin loop motifs are also fre-
quently found in neural cell adhesion molecules such as
fascilin and neuroglian.’ The combination leucine-rich
repeats and immunoglobulin C2 type domains is not
frequently observed in proteins. In fact the only other
known mammalian example for such combination is the
LRIG (leucine-rich repeats and immunoglobulin-like do-
mains) family of proteins, members of which are trans-
membrane proteins and were previously shown to neg-
atively regulate the ErbB family of receptor tyrosine
kinases.?52¢

Peroxidases in lower species are involved in stabiliza-
tion of the ECM through tyrosine-tyrosine crosslinks.®
Oxidative formation of dityrosines contributes to the cuti-
cle synthesis in C. elegans and hardening of the fertiliza-
tion envelope in sea urchin eggs.”?” The ability to form
dityrosine crosslinks is a general feature of mammalian
peroxidases as well, but the physiological significance of
such activity remains to be established. It was reason-
able to assume that crosslinking peroxidase activity was
involved in the formation of PXDN-containing fibrils, since
Thannickal et al described increased H,O, production by
TGF-B1-stimulated lung fibroblasts.’®2® In subsequent
studies they have also found that H,O, produced by
fibroblasts indeed supports dityrosine formation by an
exogenous peroxidase.?® In our experiments however, it
seems unlikely, since we could not detect the peroxidase
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activity of PXDN in myofibroblasts and no increase in
dityrosine level was observed during the course of myo-
fibroblast differentiation (data not shown). On the other
hand, since the peroxidase domain of PXDN is intact we
were interested if reactive oxygen species, more specif-
ically H,O, has any role in the formation of PXDN-con-
taining extracellular structures. Our results, however,
suggest that TGF-B1-stimulated H,O, production unlikely
has a role in the formation of PXDN-containing fibrils.
First, suppression of PXDN expression did not affect ROS
release from the cells, suggesting that H,O, was not
used in peroxidase-catalyzed reaction. Second, the ki-
netics of TGF-B1-stimulated H,O, production did not par-
allel the formation of PXDN-containing fibrils, since max-
imal H,O, production was observed at 24 hours after
TGF-B1-stimulation, when fibroblasts have not differenti-
ated yet into myofibroblasts. The kinetics of TGF-B1-
stimulated ROS production rather suggests that H,O,
has arole in the differentiation process itself. Experiments
by Cucoranu et al suggest that induction of the ROS-
producing enzyme Nox4 would be responsible for oxida-
tive changes during myofibroblastic differentiation.™

At least three members of the mammalian peroxidase
family have host defense function, therefore it will be
interesting to explore if secreted PXDN has any antimi-
crobial activity. This possibility would certainly be impor-
tant during wound healing when myofibroblasts are nor-
mally activated. Activated neutrophil granulocytes have
been recently described to form fibril-like structures,
neutrophil extracellular traps, which contained elas-
tase, DNA, myeloperoxidase, and showed antimicro-
bial activity.?®

In summary, we conclude that the synthesis and se-
cretion of PXDN by myofibroblasts is a previously unrec-
ognized pathway in the formation of the ECM. Future
studies should identify the function of PXDN in myofibro-
blasts and explore the importance of this pathway in
wound healing and in the development of diseases where
fibrogenic response seems to be an important part of the
underlying pathology.
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