A NAD(P)H-citokrém b5 oxidoreduktaz fehérje-interakcioi az endoplazmas retikulumban

szerepe a lipotoxicitas altal kivaltott gyulladasos folyamatok kivédésében
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Kutatasi tertilet:

* a gyogyszer-metabolizmusban résztvevé
citokrom P450 (CYP) enzimek m(ikodése
CYP gén expresszio szabdlyzasa
CYP enzimek m(ikodésének gatlasa
CYP mutacidk kimutatasa
metabolikus gyégyszer-interakciok
vizsgalata
egyéni gyogyszer-metabolizald képesség
megallapitasa
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Egyluttmd

Bevezetés

Az ER-membranban zajlé deszaturaciot végz6 enzimek, valamint a gyogyszer-
metabolizmusban meghatarozé citokrém P450 (CYP) enzimek kozott szoros
(scp1)
monooxigenazokhoz hasonléan — a citokrom b5 (b5) és b5-reduktaz (b5R)

kapcsolatot valdszinGsitink. A sztearil-KoA-deszaturaz

kozvetitésével NAD(P)H-t6l kapja az elektronokat. A tisztdzatlan funk

oldott formaban talalhaté NAD(P)H-citokrom b5 oxidoreduktaz (Ncb50R) fehérje b5-

szer( és b5R-szerli doméneket tartalmaz. Ez alapjan feltételezhetd,
részt vesz az ER-ben zajl6 elektrontranszferben.

Célkittizés
Annak kideritése, hogy az Ncb50R kélcsonhat-e az SCD1-
el, valamely CYP-el, esetleg mindkét tipusi enzimmel;

Csala Miklds

Semmelweis Egyetem

Kutatasi terilet:

az endoplazmas retikulum (ER) redox
metabolizmusa

az ER-stressz befolyasolasa

a mikroszomalis elektrontranszfer
utvonalai

inzulinrezisztencia és B-sejtdiszfunkcid
szabad zsirsavak patoldgias szerepe és
ennek mechanizmusai (lipotoxicitas)
a zsiracil-KoA-deszaturacio citoprotektiv
hatasa
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kddési Program

cit b5: citokrém b5

b5R: cit b5 reduktdz

CYP: citokrém P450

ER: endoplazmas retikulum
Nch5CR: NADPH-b5-oxidoreduktaz
POR: NADPH-CYP-oxidoreduktaz
SCO1: sztearil CoA deszaturaz 1
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Cioju, citoszolban

hogy az Ncb50R

citoszol

ER-membran

azaz kézrem(kodik-e a zsirsav-deszaturacidban, illetve a
gyogyszer-metabolizmusban.

Alkalmazott modell-rendszerek

ER-lumen

1) SCD1-et és/vagy CYP izoenzimet (pl. CYP2C19, CYP3A4) termel8 HEK293 (human embriondlis vese sejtvonal) sejtek, amelyekben vizsgalhatok az egyes

enzimaktivitdsok b5- és/vagy Ncb50R-kotranszfektalas, illetve gén

2) Human majszovetbdl preparalt mikroszéma, amelyben 1évé enzi

Ncb50R fehérje adagolasaval befolyasolhatd;

csendesités hatasara;
imek m(ikodése kofaktorok (NADH, NADPH), citoszol-komponensek vagy tisztitott

3) Szuperszémak, amelyek egyféle CYP izoenzimet tartalmaznak az egyes elektronkézvetitd fehérjékkel kombinaltan, igy alkalmasak a kiviilrél hozzaadott

Ncb50R szerepének tisztdzasara.

Eddigi eredmények

SCD1 és Ncb50R tiltermeltetése
HEK293T sejtekben.

A HEK293T sejtek endogén SCD1
és  Ncb50R  fehérjetartalma
Western blottal alig detektalhato
(kontroll). A megfelel§ inszertet
tartalmazd expresszios vektorral
transzfektalt sejtek lizdtumaiban
(transzf.) a vartnak megfelel6
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SCD1 és Ncb50R expr f It HEK293T
Az SCD1, illetve Ncb50R fehérjét termeld, expresszids vektorral transzfektalt
HEK293T sejtek lizdtumaiban (expresszids vektor) a megfelel§ fehérjék Western
blottal jol detektalhatok. A kiilonbo6z6 tipusd (I, 11, 1) és mennyiségli (2 vagy 4 pg)
siRNS-sel transzfektélt sejtekben a fehérjeexpresszié csokkenése észlelhetS. Az
analizalt fehérjék egyenlé mennyiségének ellenérzésére kontrollként B-aktin elleni
elsédleges antitesttel is elvégeztiik az immunoblot vizsgélatot.
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A CYP kddold szekvencidkat tartalmazé cDNS-eket HepG2 sejtek L Lo
mRNS-ébdl allitjuk elé reverz transzkripcidval, majd klénozasra A
alkalmas inszerteket amplifikalunk, amelyeket p.cDNA3.1(-) vektorba aktin
ligdlunk. A jobb oldali abra egy cDNS mintabdl késziilt gradiens PCR
agaroz gél-elektroforézissel elvdlasztott termékeit mutatja. NCB50R
p.cDNA3.1(-) HepG2 RN S-iznl.z'\lés
cDNS-szintézis tnn
promoter PCR
i | 55 58 60 63 65 °C
A kivdlasztott CYP-ek és az SCD1 aktivitdsdnak mérése.
CYP2C9 A CYP izoenzimek aktivitdsa szelektiv szubsztratok (tolbutamid,
—— midazolam) metabolizmusa alapjan mikroszéma frakciéban (ER) jol
plazmid e inszert —— — <CYP2C9 mérhets, azonban HEK293 sejtekben nem volt detektalhaté. A CYP
emésztés - izoenzimek endogén expresszidja rendkivil alacsony, és induktorokra
ligalas sem fokozddik. Bedllitottuk és teszteltik az analitikai mddszert,
anSetorAlas amellyel a sejtek komplex lipidjeinek zsirsavprofiljagt meg tudjuk
1 hatdrozni.
Tovabbi feladatok
< CYP3A4
« Koexpressziés konstruktok létrehozdsa, HEK293T sejtek
transzfekcioja;
* CYP és SCD1 aktivitas mérések kotranszfektdlt sejtekben és
p.CYP2C9 szubcellularis rendszerekben;
 Tisztitott Ncb50R eldallitasa E. coli felhaszndlasaval
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