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1. Bevezetés

Régota ismert az a jelenség, hogy homérséklet emelkedés hatdsara a sejtek jellegzetes
fehérjék szintézisével valaszolnak. Ezen fehérjéket hdsokk fehérjéknek (Hsp), a jelenséget
pedig hdsokk valasznak nevezték el. A stressz-valaszreakcido az éldvildgban A4ltalanos,
megfigyelhetd a baktériumoktdl a ndvényeken at az emberig. A stresszfehérjék indukcidja a
sejtek védelmét szolgald daltalanos valaszreakcionak tekinthetd, és a homérsékletvaltozason
felil kivalthatjdk egyéb kornyezeti stresszorok (nehézfémek, a sejtek energia
metabolizmusanak inhibitorai, kiilonb6zd szerves vegyiiletek) valamint endogén tényezok,
betegségek (pl. virus fert6zés, laz, gyulladas, hypertrophya, ischemia, oxidacids hatdsok),
tovabba bizonyos, a normalis sejtmiikodéssel kapcsolatos hatasok is (sejtosztodasi ciklus,
novekedési faktorok, differencidlodas, stb.).

Stressz feltételek kozott megvaltozik a sejtekben a fehérjék strukturalis integritasa, s a
konformacid valtozasok eredményeként megemelkedik a denaturalt fehérjék mennyisége. Ezt
a folyamatot viszonylag rovid idén beliil koveti a ,,valaszreakcid”, miszerint a hdsokk
proteinek felismerik a denaturalt fehérjéket, s eldsegitik nativ szerkezetiik helyreallitasat vagy
lebontasukat. A Hsp stresszvalasz jellege fiigg a kivalto stressz tipusatol és mértékétdl, s az
egyes szOvetekben és fajokban jelentds eltérést mutat. Szamos stresszfehérje a sejtekben
stresszmentes allapotban is jelen van, azaz konstitutivan expresszalddik, ezek az in. Hsc (heat
shock cognate) fehérjék. A hésokk fehérjék teljes mennyisége stressz mentes allapotban a sejt
Osszes fehérjéjének 5-10%-at teszi ki, stresszt kovetden azonban tobbszorosére novekszik a
mennyiségiik. A stresszfehérjék legaltalanosabb besoroldsa a molekulatomegiik alapjan
torténik, ilyen modon megkiilonboztetjiik a Hspl100, Hsp90, Hsp70, Hsp60 ¢és a kis
molekulatomegii csaladba tartoz6 fehérjéket.

A stresszfehérjék egyik legnépesebb csoportja a 70 kDa molekulatdmegii
fehérjecsalad. Tagjai evolucidsan konzervaltak: példdul az eukaridta Hsp70 fehérjék és az
Escherichia coli DnaK fehérjéje kozott 40-60% a homologia, gerincesekben a Hsc70 fehérjék
kiilonb6z6 fajok kozt 88-98%, a Hsp70 fehérjek pedig 83-96% azonossagot mutatnak.

A konstitutivan expresszaloddo Hsc70 és a stressz indukalhato Hsp70 formak az
eukariota sejtek citoszoljaban és sejtmagjaban is kimutathatok. A 70 kDa molekulatomegii

fehérjecsalad konstitutiv tagjai szamos fontos biokémiai funkciot latnak el stresszmentes



allapotban. Mint molekuldris chaperone-ok kozremiikddnek a fehérjék funkciondlis
térszerkezetének kialakitasaban, gatoljak a de novo szintetizalodo fehérjék aggregalodasat és
részt vesznek a fehérjék transzlokacios folyamataiban. Stressz hatasara az indukalhaté Hsp70
fehérjék szintje jelentdsen megemelkedik a citoplazméban ¢€s a sejtmagban. A Hsp70 fehérjék
a sejt védekezd reakcioinak részeként megakadalyozzak a denaturdlt fehérje aggregatumok
keletkezését vagy elOsegitik azok szolubilizacidjat, tovabba eldsegitik a fehérjék nativ
degradativ organullomokba.

Egyes kornyezeti tényezdk eldidéznek specifikus valaszreakcidkat is a sejtekben,
amelynek sordn olyan fehérjék indukalodnak, amelyeknek kozvetlen hatdsa az adott
stresszorra iranyul, ilyenek példaul a toxikus nehézfémeket eliminalé metallothioneinek.

A metallothioneinek (MT) kis molekulatomegii, ciszteinben gazdag, fémkoto fehérjék.
Nagy fémkotd kapacitdsuk valamint a kotések jellege azt sugallja, hogy a MT-ek fontos
szerepet jatszanak az esszencialis fémionok (Zn, Cu, Fe) homeosztazisdnak fenntartdsaban és
a mérgez$ nehézfémek detoxifikalasaban. Altalanos jelenlétik a sejtekben, expressziojuk
szigoru idObeni- és szdvet-specifikus szabalyozottsaga, valamint az a tény, hogy a gerinces
MT-ek elsddleges szerkezetét nagyfoku konzervéltsag jellemzi, mind arra utal, hogy
jelenlétiik 1étfontossagu a szervezet zavartalan mitkddése szempontjabol.

Az MT gének expresszidja elsOsorban transzkripciondlis szinten szabalyozodik,
tobbek kozott kiilonb6z6 fémek, hormonok, antioxidans molekuldk megemelkedett szintje
indukalja az MT mRNS szintézisét. Az indukciot kovetden nd a sejtekben az MT szint,
fokozodik az intracellularis fémionok megkdtése, illetve megtorténik a fémionok atvétele a

nem-thionein ligandokrol. MT-kotott forméban megsziinik a fémionok toxikus hatasa

2. Célkitiizés

Munkacsoportunk 6 célja minél tobb, a stressz-valaszadasban résztvevd géncsalad
azonositasa halakban és azok szerepének vizsgalata a kornyezeti stresszhatasokkal szembeni
védekezésben. Munkank kezdetén célunk volt az egyik legnépesebb csalad, a 70 kDa
stresszfehérjét kddolod géncsalad tobb tagjanak az azonositasa €s expresszidjuk vizsgalata
pontyban. Terveztik a kiilonb6zd izoformakat kodold gének expresszidjanak vizsgalatat

kezeletlen halak, illetve kiilonb6z6 toxicitasu nehézfém (Cd, Cu, As) kezelésnek, €s hirtelen



hémérsékletvaltozasnak (hdsokk és hidegsokk) kitett allatok szerveiben. Az azonositott gének
expresszidjat majban és vesében, a detoxifikacid kdzponti szervében, izomban, az emberi
fogyasztas szempontjabol legfontosabb szdvetben €s a szivben, a szervezet oxigén ellatasa és
az anyagcserefolyamatok zavartalan lefolydsa szempontjabdl fontos szervben kivantuk
kovetni. A sziv esetében, a hdstressz-gének mellett vizsgalni kivantuk a metallothioneinek
expresszigjat is, egy komplexebb képet alkotva a védekezd mechanizmusokban résztvevd

gének munkamegosztasardl kiilonbozo stresszhatasokat kdvetden.

3. Az alkalmazott modszerek rovid osszefoglalasa
Kisérleti allatok és kezelési koriilmények

Valamennyi, a dolgozatban leirt kisérletet ponttyal (Cyprinus carpio) végeztiik el. A
halakat a Tiszai Halgazdasag Fehértoi Telepérdl szereztiik be. A kezelések eldtt 400 1-es jol
levegéztetett kadakban akklimatizaltuk az allatokat, 12-15°C-on, 2-3 hét idStartamig. A
kezelésekhez a halakat 100 l-es akvariumokba helyeztik at (mérettdl fiiggben 2-3
hal/akvérium, 0.5-1 kg egyedi suly), a vizhdmérséklet a ho és hidegsokk kisérletek kivételével
szintén 12-15°C volt.

A kisérleti allatokat Cd-al, Cu-el és As-al kezeltik, a fémionra normalizalt
végkoncentraci® minden esetben 10 mg/l volt, kivéve a Cd-al torténd intraperitonedlis
kezelést, ahol 10 mg/testsuly kg dozist is alkalmaztunk.

A hésokk hatasanak vizsgalatahoz a halakat az akklimatizaciés hdmérséklettsl 14°C-al
és 18°C-al magasabb hémérsékletii kozegbe helyeztiik, mintat kozvetleniil a hékezelés utan,
illetve az akklimatizdcios homérsékletre torténd visszahelyezést kovetéen 1 ora mulva
(recovery) vettiink.

A hidegsokkhoz a halakat 5°C-os vizh8mérsékleti akvariumba helyeztiik Aat.
Mintavétel kozvetleniil a hidegsokk, illetve valtozé idStartamu recovery periddus utan tortént.

Minden kisérletet legalabb két idépontban (az egymast kovetd évek kozel azonos
idészakéban) megismételtiink, a kezelések minden mintavételi pontjdban harom vagy négy
egyedet hasznaltunk fel a mérésekhez. Az izoldlt szOvetmintdkat azonnal folyékony
nitrogénbe helyeztiik, és —80°C-on taroltuk a felhasznalasig.

Nukleinsav technikak
A munka soran a molekularis biologia standard modszereit hasznaltuk

- Genomialis és plazmid DNS tisztitas



- Ossz-RNS preparalas
- DNS emésztése restrikcids enzimekkel
- Restrikcids fragmentek és PCR termékek szeparalasa agaroz gélelektroforézissel
- Klonozas plazmid vektorokba
- DNS szekvencia meghatarozésa
- PCR, RT-PCR
- DNS proba radioaktiv jelolése
- Northern hibridizalas
- Kettos és tobbszoros szekvencia 6sszehasonlitas, analizis
Géldokumentacio, denzitometrdlas
Az ethidium bromiddal festett géleket, és az autoradiogramokat egy GDS 7500 (UVP)
rendszert hasznalva dokumentaltuk, és a GelBase/GelBlot'™ Pro Gel analysis szoftver

segitségével analizaltuk.

4. Eredmények osszefoglalasa és megbeszélése

Héarom, 70 kDa stresszfehérjét kodold gént azonositottunk pontyban. A gének
izolalasdhoz a stresszfehérjéket jellemzd nagyfoku szekvencia homoldgia mellett
felhasznaltuk azokat az irodalmi ismereteket miszerint a gerinces ¢l6lényekbdl eddig
azonositott Asp70 struktirgének nem tartalmaznak intron szekvencidkat, és stresszmentes
allapotban a Asp70 mRNS-ek nem, vagy csak kis mennyiségben mutathatok ki.

A gének konstitutiv (hsc70) illetve indukalhat6 (hsp70) alcsaladba torténd besorolasa
szekvencia 0Osszehasonlitas, filogenetikai analizis, génszerkezet és expresszids mintazat
alapjan tortént meg. Ezen szempontokat figyelembe véve a harom gén koziil kettd a Hsc70
egy pedig a Hsp70 fehérjéket kodold gének csoportjaba tartozik:

Emlésokben nem ritka tobb Zsc70 gén jelenléte egy fajon beliil. Halakban azonban a
ponyt hsc70 gének csupan a masodik példa erre a jelenségre és az elsd példa alacsonyabb
rendl gerincesekben arra, hogy Asc70 gének 1ényeges szekvencia kiilonbséget mutatnak (88%
szemben mas fajban tapasztalhato 96-98%-0s homologiaval).

A hsc70-1 és hsc70-2 strukturgének exon/intron tagolddasuak, mig a Asp70 intron
mentes felépitésii. Az azonositott ~sc70-1 genomialis régid 8 exont és 7 intron tartalmaz. Az

exon/intron hatarok pozicioja evoliciosan konzervalt.



Vizsgaltuk a harom gén expressziojat kezeletlen halak kiilonb6zd szerveiben (maj,
vese, agy, izom). A ponty Asc70 gének jellegzetes szdvetspecifikus expresszidja tjdonsag;
bizonyos szdvetekben mind a kétféle mRNS kimutathato, mig vannak szervek ahol
dominansan csak az egyik vagy masik gén expresszalodik, mintegy egymast kiegészitd
moédon.

A hsc70-1 expresszié az izomban a legmagasabb, mRNS-e a B-aktinnal 6sszevethetd
mennyiségben van jelen, mig a Asc70-2 mRNS maximum 15%-a a B-aktin mennyiségének.
Mijban és vesében a hsc70-1 génterméket vagy nem tudtuk kimutatni vagy pedig a
kimutathat6sag hataran mozgott a mennyisége. A hsc70-2 expresszio itt volt a legmagasabb
az mRNS mennyisége 55-60% volt a B-aktin mRNS-ének. Agyban ¢és szivben mind a két
géntermék kozel azonos mennyiségben volt jelen.

A hsp70 mRNS agyban nem volt kimutathat6. Vesében, majban és izomban erds
egyedi variacidt mutatva, a kimutathatdsagi hatdron mozgott a mennyisége.

Vizsgaltuk a hirom gén indukalhatosagat homérsékletvaltozas hatasara. A viz
hémérsékletének hirtelen emelése akar 14 akar 18°C-al mérsékel emelkedést eredményezett
mind a harom gén expresszidjaban. Lényeges kiilonbség a hsp/hsc70 gének kozott, hogy a
konstitutivan expresszaléddé gének nem indukalodnak kozvetlen hdsokk hatasara, mérhetd
mRNS szint valtozas csak a recovery idd elteltével tapasztaltunk. A hsp70 génnek az
expresszidja viszont nem mutatott Iényeges kiillonbséget a kdzvetlen ho stressz €s a recovery
1d6 elteltével. A hsc70-2 gén 4-4.5-szeres indukcidja mas fajokbol leirt konstitutiv Asc70
gének hostresszre adott valaszreakcidihoz képest jelentésnek nevezhetd.

Vizsgaltuk a hidegsokk hatasat is a hsp/hsc70 gének expressziojara. Az, hogy a
szervezetnek a hémérséklet hirtelen csdkkenésével szemben is védettségre van sziiksége, ami
egy fokozottabb hsp/hsc70 szintézist igényel, logikusnak tlinik. El6szor is maga a hideg hatés
is okozhat fehérje denaturaciot, igy a Hsp/Hsc70 jelenléte nélkiilozhetetlen a ,,refolding”-hoz.
Masodszor a hidegsokk alatt lecsokkent metabolikus folyamatok a recovery id6 alatt
felgyorsulnak, 0 fehérjék szintézise indul be, mely ismét a Hsp/Hsc70 fokozott jelenlétét
igényli. A viz hémérsékletének csokkenése szembetiind gén- és szdvet-specifikus
valtozasokat indukalt; jelentds gatlas jellemezte a hsc70-1 expresszidt izomban mig a hsc70-2
¢és a hsp70 gén indukalddott. A hsc70-2 mRNS szint 7.5-10-szeres novekedése példa nélkiili,

ilyen mértéki indukcid a Asc70 expresszioban csak a NIH3/T3 és human HeLa sejtvonalak



azetidin (aminosav analog) kezelése soran volt mérhet6. Az a tény, hogy az ,izom-
specifukus” hsc70-1 gén expresszidja lényeges csokkenést mutat, mig az alap szinten alig
detektalhatd hsc70-2 ily mértékben indukalédik, egyfajta specializalodést sugall a két gén
munkamegosztasaban kezeletlen allapotban €s stresszhatast kovetden is. Az irodalomban nem
példa nélkiili a hsc70 gének kozotti ,,szerep-felosztds” egy fajon beliil, arra azonban nem
talalunk példat, hogy ez stresszfliggd fenotipust mutatna.

A hoémérsékletvaltozason kiviil megvizsgaltuk a kadmium, mint altalanos
fehérjekarosodast okozd agens hatasat két kiilonbozd fémbeviteli eljarast hasznalva. A
kadmium 10 mg/l koncentracidoban alkalmazva, nem vagy csak mérsékelten befolyasolta a
hsp70 expresszidjat. Az a tény, hogy majban nem ¢€s izomban is csak 96 oOras expoziciot
kovetden volt valtozas a Asp70 mRNS szintben (max. 2.5-szeres) esetleg betudhatd annak,
hogy a kadmium ebben a koncentracioban szinte valamennyi szovetben igen jo
hatékonysaggal indukélja a metallothionein génexpressziot. A nagy fémkotd kapacitissal
rendelkezé metallothionein fehérjék szintéziséhez azonban sziikség lehet egy fokozottabb
»foldosoma aktivitasra”, mely megmagyarazna a hsc70 gén expresszidjanak novekedését
majban (hsc70-1: 11-13-szoros), ahol a méregtelenités a leghatékonyabban torténik.

A kadmium 10 mg/kg koncentracidban, intraperitonidlisan juttatva a szervezetbe egy
teljesen mas reakciot indukal. A Asp70 gén expresszidja hirtelen a sokszorosara n6 (15-sz6rds
indukcio a kezelést kovetd 10-ik oraban), mig a hsc70 gének indukcidja messze elmarad a 10
mg/l Cd kezelésnél tapasztaltaktol. Az ilyen rendkivill magas dézisban hasznalt Cd-al
szemben a metallothineinek mar nem nyujtanak védettséget, a denaturalt fehérjék mennyisége
novekszik és valosziniileg maga a transzkripcios, transzlacios apparatus is jelentdsen sériilt.

Vizsgaltuk a stresszgének (hsp70, hsc70-1 MT-1, MT-2) expresszidjat egy szervre, a
szivre koncentralva, hdmérsékletvaltozas és fémkezeléseket kovetden. A 14 °C hdmérséklet
emelkedés a hsp70 gén expresszidjat 5-szorosére noveli, a recovery 1d9 elteltével pedig 10-
szeres hsp70 mRNS novekedés volt mérhetd. A hsc70-1 expressziojat ugyancsak fokozza a
hémérséklet emelkedése, egy maximum 3-szoros ndvekedést mértiink az mRNS
mennyiségében. A szivizomban tehdt a hdésokk hatdsara Asp70 gén lényegesen jobban
indukélodott mint azt a majban ¢és vazizomban tapasztaltuk. A metallothionein gének
expresszidjat a hdmérséklet emelés nem befolyasolta.

A hidegsokk a szivben a hdsokk hatdsdhoz képest joval kisebb és atmeneti jellegi

hsp70 és a hsc70-1 indukcidt okoz. A hsp70 gén alacsony hémérsékleten (5 °C) nem



expresszalodott, és csak rovid idejli, intenziv stresszhataskor, az 1 6ras hidegsokkot kovetd
recovery esetén figyelhetd meg enyhe aktivalodas. Az MT-1 gén expresszidjat a hidegsokk
gatolta, az MT-2 mRNS szint a kontroll érték duplajara nétt 2 6ras inkubaciot kovetden.

Vizsgaltuk harom nehézfém, az egyik legtoxikusabbnak ismert Cd, az ugyancsak
toxikus As ¢és az esszencidlis, de nagy koncentracioban toxikus Cu hatasat a hdsokk gének
expresszidjara. Az azonos, 10 mg/l koncentracioban alkalmazott fémek koziil a Cd a hsp70
expresszidjaban kismértéki, de hosszan elnyuld novekedést eredményezett. A hsc70-1 mRNS
szint nem valtozott, hasonldéan a véazizomnal tapasztaltakhoz. Az As ¢és Cu mindkét gént
indukalta, a Cd hatasatol és egymastol eltérd modon. Az As atmeneti, enyhe Asp70 indukciot
valtott ki, szemben a Cd hasonlé nagysagu, de tartos hatasaval, és a Cu kisérleti periddus
végéig tartd folyamatos indukaldé hatasaval. A harom fém altal kivaltott Asp70 indukcid
mértéke novekvd sorrendben As<Cd<Cu. A hsc70-1 gént a Cd nem indukalta, az As
kétszeres, a Cu pedig négyszeres indukciot valt ki. A mérési eredmények arra engednek
kovetkeztetni, hogy az As és Cu hatasaval szemben a két fehérje koziil a konstitutiv formanak
van nagyobb jelentdsége.

A szivben mindharom fém indukalta a két vizsgalt MT gén expresszidjat. A
folyamatosan, 10 mg/l koncentracidoban jelenlévé Cd 1.7-2.5-szeres, mig az egyszeri 10
mg/kg Cd dozis 8-12-szeres MT-1 indukciot okoz. A folyamatos expozicid6 az MT-1-hez
képest nagyobb mértékti MT-2 (5-sz6rds) indukcidt eredményezett. Az As- és Cu ionokkal
folyamatosan kezelt halak szivében a MT-1 indukcié magas (maximum 10-15-sz6ros) és a két
fém esetén hasonld mértékli. A Cu altal kivaltott MT-2 indukci6é gyengébb mint az As hatésa,
annak mindossze fele.

Az eredmények alapjan elmondhatjuk, hogy a szivben a nehézfémek altal kivaltott
stresszvalasz Osszetett folyamat. A stresszvalasz mindkét géncsalad esetében fém-fliggd, és
fligg a fémexpozicid modjatol is. Az MT fehérjék szintézisének fokozodasa fontos eleme a
sejtalkoto fehérjék védelmének. Ezt bizonyitja nehézfém kezeléskor a hdsokk géneknek
viszonylag alacsony szintli indukcidja. A konstitutivan expresszaldodd hsc70-1 mRNS
szintjiének novekedése itt is egy fokozottabb ,foldosoma aktivitasra” utalhat. Erdekes
jelenség, hogy a fehérjék denaturalt allapotat jelzd hsp70 €s hsc70-1 indukcid az esszencialis
Cu esetében magasabb mint az erdsen toxikus fémként ismert Cd és az As esetében. A
jelenség lehetséges magyardzata a MT fehérjék funkcidira vezethetd vissza, amely szerint

azok részt vesznek az esszencidlis Zn és Cu ionok megkotésében €s elosztdsaban, azaz a



sejtek fém homeosztazisdnak fenntartdsdban. Irodalmi adatok szerint az oxidativ
stresszhatdsok a szivben, intracellularisan a MT fehérjékrdl Zn ionok felszabadulast valtjak
MT fehérjék a Zn-hez hasonldan kis affinitdssal kotik és a szabad fém okozhat fehérje

denaturéciot, illetve stresszfehérje indukciot.
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Tarsszerzoi lemondo nyilatkozat

Alulirott nyilatkozom, hogy a jelolt téziseit ismerem, a tézisekben foglalt
tudomanyos eredményeket tudomanyos fokozat megszerzéséhez nem hasznaltam fel, s

tudomasul veszem, hogy azokat ilyen célbél a jovoben sem hasznalhatom fel.



