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Bevezetés

A stresszfehérjék, masnéven hdsokkfehérjék az élévilagban
altalanosan elterjedt, evoluciosan konzervalt fehérjék, amelyek
chaperon funkcioval rendelkeznek. A sejteket ért legkiilonfélébb
stresszhatisok aktivalhatjdk a hdsokkfehérjéket, példaul hipoxia,
ischemia, nehézfém vagy etanol kezelés, de fertdzések soran és
egyéb betegségekben is megnéhet az expressziojuk. A 27 kDa
nagysagu Hsp27 a kismolsulya hdsokkfehérjék csaladjaba tartozo
fehérje. A Hsp27 egyik legfontosabb tulajdonsaga, hogy képes
hozzako6tddni a hibas szerkezetil, instabil fehérjékhez, ezaltal
megakadalyozza, hogy azok egymassal kapcsolédva aggregatumokat
képezzenek, ezzel egyiitt biztositja annak lehetdségét, hogy
térszerkezetik a késobbiekben helyredlljon. A  kismolsulyt
hésokkfehérjéknek ezen kiviil anti-apoptotikus és oxidativ stresszt
csokkentd tulajdonsagai is vannak, a membranok miikodésében és
védelmében is szerepet jatszanak, valamint a sejtvazhoz kapcsolodva
stabilizalhatjak azt.

Az Alzheimer-kor az egyik leggyakoribb neurodegenerativ
betegség, eléfordulasanak esélye az életkorral aranyosan nd.
Jellemz6 tiinetei a memoria és a kognitiv funkciok folyamatos
romlasa, amiloid plakkok és neurofibrillaris kotegek kialakulasa,
szabadgyokok termelddése, végilil az idegsejtek pusztulasa. A
plakkok f6 alkotoeleme az AP [1-42] peptid, egy 4 kDa nagysaga
polipeptid, ami az amiloid prekurzor proteinbdl (APP) keletkezik B-

és y-szekretazok proteolitikus hasitdsa altal. Az AP szerkezetében
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vezethetnek, igy oligomerek, protofibrillumok, érett fibrillumok
alakulhatnak ki. Az AP aggregacidja kiilonbozé ttvonalakon
keresztiil okozhatja az idegsejtek pusztulasat, és kdzponti szerepet
jatszik az Alzheimer-kor tiineteinek kialakulasaban. Ezért a sejtek
azon elemei, amelyek részt vesznek az amiloid termel8désében,
lebontasaban vagy oligomerizacidjaban, jo célpontok lehetnek olyan
szerek kifejlesztése soran, amelyek az Alzheimer-kor megel6zését
célozzak. Ismert, hogy a stresszfehérjék termel6dése fokozodik
kiilonb6zé neurodegenerativ betegségekben, igy védve meg az
idegsejteket az oxidativ stressz, a szabadgyokok és a rendellenes
szerkezetli fehérjék okozta karosodasoktol. Az Alzheimer-korban a
hésokkfehérjék az amiloid plakkokhoz és a neurofibrillaris
kotegekhez kapcsolddva mutathatok ki, és tobb tanulmany szerint a
stresszfehérjék képesek megakadalyozni az AP felhalmozodasat és

Az alkoholfogyasztas gyakorlatilag az Osszes szervre
hatassal van, kozottik az agy miikodésére is. Az etanol szamos
citotoxikus hatassal rendelkezik, melyek nagy része sejttipustol
fiiggetlen. Befolyasolja tobbek kozott a membranlipidek allapotat,
denaturalja a fehérjéket, hatdsara megemelkedik a reaktiv oxigén
gyokok termel6dése, ami lipidperoxidaciohoz vezethet. Az etanol
kozvetlenil  is  kapcsolodhat =~ membranfehérjékhez,  igy
funkcidjanak megvaltozadsahoz vezet. Ezen kiviil szamos tanulmany
bizonyitja, hogy az etanol hatdsara csdkken a membran

rendezettsége, nd a fluiditasa, ami viszont hatassal lehet a kiilonbz6



receptorok és ioncsatorndk mikodésére, és igy befolyasolhatja az
egyes jelatviteli folyamatokat az agyban. A hdésokk és az etanol
kezelés altal kivaltott stresszvalasz tobb hasonlogasot mutat.
Mindkét hatas karositja a membranokat, denaturalja a fehérjéket, és
hasonld valtozasokat okoznak a membranok fehérjedsszetételében.
Mivel hasonlé karosoddsokat okoznak, feltételezhetd, hogy a
stresszfehérjék etanol kezelés soran is védelmet biztositanak. Tobb
tanulmany kimutatta, hogy az etanolkezelés hatasara indukalodott
hésokkfehérjék kapcsolatban allnak a megnévekedett alkohol

tolerancia kialakulasaval baktériumokban.

Célkitiizések

Munkank soran arra kerestik a valaszt, hogy a Hsp27
fehérje rendelkezik-e neuroprotektiv hatassal 1) akut illetve kronikus
etanol kezelés esetén, valamint 2) az Alzheimer-kor soran kialakulo
neurodegeneracioval szemben. Ennek érdekében a kovetkezd
feladatok megvaldsitasat tiiztiik ki célul:

la) Huméan Hsp27 fehérjét talteremld transzgenikus egértorzs
létrehozasa.

1b) Transzgenikus és vad tipusu egércsoportok akut etanol
kezelése.

1c) Mozgéskoordinacid €s ataxia vizsgalata magatartas tesztekkel

az etanol kezelést kovetden.



1d) Transzgenikus és vad tipusu egércsoportok kronikus etanol
kezelése.

le) Ezt kovetben idegsejt elhalas vizsgalata Flouro-JadeC
festéssel.

2a) A Hsp27 transzgenikus egértorzs keresztezése az Alzheimer-
kor validalt allatmodelljével (APPswe/PSE1dED9).

2b) Tanulasi folyamatok vizsgalata magatartds tesztekkel
Hsp27xAD modell transzgenikus egerekben.

2¢) Amiloid plakkok festése, és mennyiségi Osszehasonlitasa a
kiilonboz6 genotipusu allatokban.

2d) Elektrofiziologias vizsgalatok.

2e) Apoptdzis és neurodegeneracio vizsgélata

immunhisztokémiai modszerekkel.

Alkalmazott médszerek

-Rekombinans DNS technikak

-Pronukleusz mikroinjekcio

-DNS tisztitas és polimeraz lancreakcio (PCR)
-Fehérjetisztitas és Western blot analizis
-Fagyasztott metszetek készitése
-Immunhisztokémia

-Fluoro-JadeC festés

-Viselkedési tesztek

-Elektrofiziologiai mérések hippokampusz szeleteken



Eredmények

Munkank soran eléallitottuk a human Hsp27 fehérjét
taltermeld transzgenikus egértorzset, amely segitségével in vivo
vizsgéltuk a Hsp27 neuroprotektiv szerepét. Elsé 1épésben a Hsp27
etanol kezeléssel szemben kifejtett védd hatdsat teszteltik. Az
allatokat intraperitonealis etanol injekciot kovetden kiilonbozo
magatartas teszteknek vetettiik ala. A tesztek soran azt tapasztaltuk,
hogy az etanol kezelés hatasara romlott az egerek egyensulyérzéke
és mozgaskoordinacios képessége, de a Hsp27 tultermeld allatok
jobban teljesitettek a tesztek soran a vad tipusuakkal 6sszehasonlitva.
A magatartas tesztek utdn az allatok ivovizét 6t hétig 20%-0s
etanollal helyettesitettiik, majd Fluoro-JadeC festéssel
meghataroztuk az elhalt idegsejtek szamat. Azt talaltuk, hogy a
kronikus etanol kezelés hatasara megnétt az elhalt idegsejtek szdma,
de a Hsp27 taltermeld allatokban ez szignifikansan kisebb volt, mint
a vad tipusban. A fenti kisérletekbol arra kovetkeztethetiink, hogy a
Hsp27 fehérje védo hatassal rendelkezik az etanol egyensulyt és
mozgaskoordindciot karositd, valamint idegsejt pusztulast kivaltd
tulajdonsagival szemben.

Kovetkezd 1épésben a Hsp27 tultermeld egértdrzset az
Alzheimer-kor  validalt allatmodelljével Osszekeresztezve
elballitottuk az APPswe/PS1dE9/Hsp27 egértorzset, ami segitségével
azt vizsgaltuk, hogy a Hsp27 képes-e lassitani az Alzheimer-kor
tiineteinek kialakulasat. Az allatok memoridjat, tanuldsi képességeit

kiilonb6z6 magatartas tesztekkel vizsgaltuk. A kisérletek soran azt



tapasztaltuk, hogy az AD modell allatok rosszabbul teljesitettek a
vad tipushoz képest, de a taltermelt Hsp27 hatasara javult az AD
modell allatok tanulasi képessége. A magatartds tesztek utdn az
allatok agyaban immunhisztokémiai festések  segitségével
meghataroztuk a képz6dott amiloid plakkok és az elhalt neuronok
szamat. Az amiloid plakkok immunhisztokémiai festésével
kimutattuk, hogy Hsp27 taltermel6 allatokban kevesebb plakk
talalhato az AD modell allatokhoz képest. Az elhalt idegsejteket
kaszpaz-3 immunfestéssel és Fluoro-JadeC festéssel tettiik lathatova
7 és 14 honapos allatok agyaban. Megallapitottuk, hogy az idegsejt
elhalas mértéke jelentdsen megnétt az életkor elérehaladtaval, és 14
honapos korban ugyan az elhalt neuronok szama kevesebb volt a
Hsp27 thltermelé AD egerekben, de ez a kiilonbség nem volt
szignifikans. Az elektrofiziologids vizsgalatok soran megfigyeltiik,
hogy az AD modell allatoknal karosodott a hosszutava szinaptikus
plaszticitas, valamint az idegi halozat serkenthetésége is
megnovekedett, de ezeket az elvaltozasokat a Hsp27 fokozott
expresszidja javitja és helyredllitja. A fenti eredmények arra
engednek kovetkeztetni, hogy transzgenikus egér
modellrendszeriinkben a Hsp27 fehérjének szerepe van az
Alzheimer-kér  kialakulasanak  lassitasiban és a  tiinetek

enyhitésében. Adataink szerint a Hsp27-nek elsésorban az Ap peptid
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Osszefoglalas

1. Munkéank soran eldallitottuk a human Hsp27 fehérjét tiltermeld

4.

transzgenikus egértorzset.

. Kimutattuk, hogy Hsp27 fehérje tultermelddésének védd hatasa

van az etanol egyensulyt és mozgaskoordinacidt karosito
tulajdonsagéaval szemben akut etanol kezelés soran.

. Kimutattuk, hogy a Hsp27 fehérje védé hatast fejt ki az etanol

altal kivaltott idegsejt pusztulassal szemben kronikus etanol
kezelés soran.

A Hsp27 taltermelé torzset az Alzheimer-kor validalt
allatmodelljével Osszekeresztezve eléallitottunk egy
tobbszordsen transzgenikus egértorzset
(APPswe/PS1dE9/Hsp27).

. Viselkedési tesztekkel kimutattuk, hogy a Hsp27 taltermelés

hatasara javult az AD modell allatok tanulasi képesége.

6. Elektrofiziologias vizsgalatokkal kimutattuk, hogy az AD modell

allatoknal karosodott a hosszutav( szinaptikus plaszticitas,
valamint megnovekedett az idegi halozat serkenthetésége, de ezt
a Hsp27 taltermelése helyreallitja.

7. Kimutattuk, hogy Hsp27 hatasara AD modell allatok kiilonb6z6

agyrégioiban  (agykéreg, hippokampusz)  szignifikansan
kevesebb amiloid plakk mutathato ki.

. Megallapitottuk, hogy az elhalt idegsejtek szama ugyan kevesebb

volt a Hsp27 taltermelé AD egerekben, mint az AD egerekben,
de ez a kiilonbség nem volt szignifikédns.
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