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1. BEVEZETES, CELKITUZES

Az utobbi évtizedekben végbemend karos kornyezeti valtozasok (szennyezd
kémiai anyagok fokozott kibocsatasa, klimatikus viszonyok megvaltozasa, stb.) egyre
nagyobb veszElyt jelentenek az ¢l6lények szamara €s szamos fajt, amelyek nem képesek
alkalmazkodni a megvaltozott feltételekhez, a kihalas veszélye fenyegeti. A nehézfémek
¢s vegylleteik a talajba, talajvizbe, valamint a felszini vizekbe keriilve
koncentraciojuktol és az expozicid iddtartamatol fliggden direkt modon karosithatjak az
Okoszisztémak egyedeit, tovabba a taplaléklancon keresztiili kdzvetett akkumulacidjuk
miatt valtanak ki toxikus hatdst. A vizi kdrnyezet nehézfém tartalma részint geoldgiai
adottsagok fliggvénye, amelyhez az adott kornyezetben €16 fajok alkalmazkodtak, s
ehhez hozzajarulhat az ipari és mezdgazdasagi tevékenységbdl eredd addiciondlis
terhelés is. A fémek egy része (Cu, Zn) a szervezetben esszencialis kofaktorként szamos
fehérje/enzim szerkezetének, miikddésének nélkiilozhetetlen feltétele, tovabba fontos
szerepet jatszanak tobbek kozott szdmos anyagesere vagy szignal transzdukcids
folyamatban is. Fiziologidsnal magasabb koncentracioban azonban, hasonldéan a nem-
esszencialis fémekhez, toxikussa valnak. A fehérjék szulfhidril-, amino- vagy anionos
nehézfémek masodlagos hatasként a sejtekben reaktiv oxigén szabadgyokok képzdodését
indukaljak, amely erdsen oxidans hatasu szerves és szervetlen peroxidok keletkezéséhez
vezet. A halak, a vizi taplalkozési lanc csucsan, fokozott expozicionak lehetnek kitéve
tekintettel arra, hogy egyrészt a kopoltytikkal és bdriikkel folyamatosan érintkeznek a
vizben oldott idegen anyagokkal, masrészt a planktonikus él6lényekben, valamint a
novényi és allati eredeti taplalékban felhalmozott anyagok a halak szervezetében is

akkumulalodnak, igy rovid vagy hosszl tdvon toxikusséa véalhatnak.



A stresszhatasokkal szembeni védekezés képessége altalanos tulajdonsaga az €16
szervezeteknek, amelynek soran fizikai vagy kémiai jellegli kornyezeti hatasokra
szamos olyan fehérje szintetizalodik, amelyek fontos védo, szabalyz6 funkcidt latnak el
a sejtekben. Ezek részben a stresszhatds kovetkezményeit haritjdk el (pl. fehérjék
renaturacidja, oxidativ stressz elleni védekezés, DNS repair, stb. atjan), részben viszont
kozvetleniil megkotik a nehézfémeket, csokkentve ezaltal toxikus hatasukat.

A fizikai és kémiai jellegli stresszhatasok tobbsége els6sorban molekuléris
szinten jelentkezik, szdmos mas hatdson tul fehérje denaturaciot okozva a sejtekben. A
stresszfehérjék a denaturdlodott fehérjékhez kapcsolédva megakadalyozzdk azok
aggregaciojat, és segitik a refolding-ot. A stresszvalaszadasban bizonyitottan résztvevo
géncsaldd a Hsp70, amelynek tobb konstitutiv €s indukalhaté izoformdja ismert az
¢lélényekben. Kiilonb6zod sejtek és szervek Hsp70-hez kapcsolddd stresszvalaszai
kiilonbozoképpen szabalyozottak, tiikkrozve specifikus bioldgiai szerepiiket. Halakban a
hsp70 gének expressziojanak szabalyozd mechanizmusa foként transzlacios szinten
ismert. Mas, elsésorban emldsokon végzett vizsgalatok ramutattak, hogy a
transzkripcids és poszt-transzkripcids valtozasok is kulcsfontossdgiak a szabalyozas
soran.

A stresszvalaszban szerepet jatszo hsp70 gének molekularis szintii azonositasat,
¢és potencialis induktorok hatdsara bekdvetkezd valtozasok tanulmanyozésat tlztik ki
célul pontyban (Cyprinus carpio, L.). Célunk volt minél tobb gén azonositasa és ennek
sikere esetén terveztik az izoformdkat kodold gének expresszidjanak vizsgalatat a
kontroll, valamint a homérsékleti és a nehézfém stressz hatasanak kitett allat egyes
szoveteiben, szerveiben. A fémek koziil vizsgaltuk a Cd, mint az egyik legtoxikusabb
nehézfém, a Cu, mint esszencialis fém és az As, mint a vizsgalt koncentracidban

legkevésbé toxikus nehézfém hatasat. Az dallatok fiziologids szivmiikddése



kulcsszerepet jatszik mas szovetek oxigén ¢és tapanyag ellatdsaban, ezért kiilon
fejezetben vizsgaltuk a hsp70 gének expresszidjanak szabalyzasat a szivizomszovetben.
A nehézfémek molekularis fehérje-karositd hatasat jelentds mértékben befolyasolja a
szabad fém ionok koncentracidja, ill. hozzaférhetésége a sejtekben. A metallothioneinek
a sejtekben éaltalanosan el6forduldo, magas fémtartalmu fehérjék, amelyeknek
azonositott a pontyban két metallothionein gént, az MT-1 és MT-2 géneket, amelyek

expresszidja meghatdrozo lehet a sejtfehérjék védelmében. Ilyen modon a sejtek MT

crer

crer



2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. A stresszfehérjék

Régota ismert az a jelenség, hogy homérsékletemelkedés hatdsara a sejtek
jellegzetes fehérjék szintézisével valaszolnak. Ezen fehérjéket hdsokk fehérjéknek
(Hsp), a jelenséget pedig hosokk valasznak nevezték el (Ritossa, 1962; Tissieres és mitsi,
1974). Kés6ébb megfigyelték, hogy a hirtelen hémérséklet valtozason kiviill mas
stresszhatdsok is indukéljdk ezen fehérjék szintézisét, ezért az irodalomban az
altalanosabb stresszfehérje elnevezés is haszndlatos. A stressz-valaszreakcid az
¢ldvilagban altalanos, megfigyelhetd a baktériumoktol a ndvényeken at az emberig. A
stresszfehérjék indukcidja a sejtek védelmét szolgdld dltaldnos valaszreakcidnak
tekinthetd, és kivalthatjdk kornyezeti stresszorok (hdmérsékletvaltozas, nehézfémek, a
sejtek energia metabolizmusanak inhibitorai, kiilonb6z6 szerves vegyiiletek) valamint
endogén tényezOk, betegségek (pl. virus infekcio, laz, gyulladas, hypertrophya,
ischemia, oxidacids hatasok), tovabba bizonyos, a normalis sejtmitkddéssel kapcsolatos
hatasok (sejtosztddasi ciklus, ndvekedési faktorok, differencialodas, stb.) (Ashburner és
Bonner, 1979; Schlesinger, 1990). Egyes kornyezeti tényezOk el6éidéznek specifikus
valaszreakciokat is a sejtekben, amelynek sordn olyan fehérjék indukalodnak,
amelyeknek kozvetlen hatdsa az adott stresszorra irdnyul, mint pl. a toxikus
nehézfémeket elimindlé metallothioneinek, vagy a poliaromds vegyiileteket
metabolizalo citokroém P450-fiiggd biotranszformacids enzimek keletkezése (Iwama és
mtsi, 1998).

Stresszfeltételek kozott megvaltozik a sejtekben a fehérjék strukturalis
integritdsa, s a konformacié véltozasok eredményeként megemelkedik a denaturalt

fehérjék mennyisége. Ezt a folyamatot viszonylag rovid idoén beliil koveti a hosokk



fehérjék keletkezése, amelyek felismerik a denaturalt fehérjéket, s eldsegitik nativ
szerkezetlik helyreallitasat vagy lebontasukat. A Hsp stresszvalasz jellege fiigg a kivalto
stressz tipusatdl és mértékétdl, s az egyes szovetekben és fajokban jelentds eltérést
mutat.

A szamos stresszfehérje a sejtekben stresszmentes allapotban is jelen van, azaz
konstitutivan expresszalodik, ezek az Gn. Hsc (heat shock cognate) fehérjék. A hésokk
fehérjék teljes mennyisége stresszmentes allapotban a sejt 0sszes fehérjéjének 5-10%-at
teszi ki, stresszt kdvetden azonban t6bbszordsére novekszik a mennyiségiik (Morimoto,
199%4a).

2.1.1. A stresszfehérjék osztalyozasa

A stresszfehérjék legaltalanosabb besorolasa a molekulatomegiik alapjan
torténik, ilyen modon megkiilonbdztetjilk a Hsp100, Hsp90, Hsp70, Hsp60 és a kis
molekulatomegili csalddba tartoz6 fehérjéket. Az eukariota sejtekben a Hsp fehérjék a
citoszolban, mitokondriumokban, endoplazmatikus retikulumban (ER) és sejtmagban
talalhatok. A Hsp78, Hsp75, Hsp60 és HsplO altalaban az organellumokban, mig a
Hsp110, Hsp90, Hsc70, Hsc71, Hsc73, Hsp70, Hsp71, Hsp72, és Hsp20 a
citoplazmaban és sejtmagban is el6fordulnak. A stresszfehérjéket gyakran csoportositjak
még fokozott szintézisiiket kivalto okok szerint (pl. hésokk fehérje, gliikoz regulalt
fehérje), vagy a szekvencia homologiajuk, illetve a funkcidjuk alapjan (Morimoto és
mtsi, 1990; Gething és Sambrook, 1992; Becker ¢és Craig, 1994; Glinther és Walter,
1994; Morimoto ¢és mtsi, 1994b; Wynn és mtsi, 1994). A stressz fehérjék egy csoportja
az intracelluldris fehérjék térszerkezetének kialakitdsdban vald aktiv szerepiik miatt a

molekularis chaperone elnevezést kapta (Ellis, 1987).



2.1.2. A 70 kDa fehérjék jellemzése

A stressz fehérjék egyik legnépesebb csaladja a 70 kDa molekulatomegii
fehérjecsalad. Tagjai evolucidsan konzervaltak: példaul az eukaridta Hsp70 fehérjék és
az Escherichia coli DnaK fehérjéje kozott 40-60 % a homologia, gerincesekben a Hsc70
fehérjék kiilonbozd fajok kozt 88-98%, a Hsp70 fehérjék pedig 83-96% azonossagot
mutatnak (Bardwell és Craig, 1984; Craig, 1985; Lindquist, 1986; Caplan ¢és mtsi, 1993;
Giinther és Walter, 1994; Santacruz és mtsi, 1997).

Az eukariota sejtekben mind a citoszolban, mind a sejtmagban kimutathatok a
konstitutivan jelenlévé Hsc70 és a stressz indukéalhaté Hsp70 formak (Sorger és Pelham,
1987). A mitokondriumokban ¢€s kloroplasztokban eléforduld fehérje a gliikkoz regulalt
Grp75, az endoplazmatikus retikulum lumenében pedig egy negyedik, a Grp78 (Bip)
gliik6z regulalt fehérje talalhaté (Munro és Pelham, 1986).

A citoplazmaban és a sejtorganellumokban eléforduld 70 kDa molekulatomegii
fehérje csalad konstitutiv tagjai szdmos fontos biokémiai funkcidt latnak el
stresszmentes allapotban. Mint molekularis chaperone-ok kozremtikodnek a fehérjék
funkcionalis térszerkezetének kialakitasaban, gatoljak a de novo szintetizalodo fehérjék
aggregalodasat és résztvesznek a fehérjék célbajutdsdban és transzlokacids
folyamataiban. A citoszolikus Hsp70 fehérjék (ct-Hsp70) kolcsonhatasba keriilnek a
poliriboszomakon szintetizalodé naszcens prekurzor fehérjékkel és az unfolded
intermediereket az endoplazmatikus retikulumba, mitokondriumokba vagy a
kloroplasztiszokba iranyitjak (Marshall és mtsi, 1990; Phillips és Silhavy, 1990; Nover,
1991; Sanders, 1993; Stuart és mtsi, 1994).

A 70 kDa molekulatomegli fehérjecsalad konstitutiv formdinak, azaz a
citoplazmaban ¢és sejtmagban taldlhaté Hsc70, valamint a mitokondrialis Grp75

(mtHsp70) és az endoplazmatikus retikulumban taldlhaté Grp78 fehérjéknek, két
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kiilonb6z6 chaperone funkcidja van a sejtek nyugalmi allapotaban. Egyrészt az Gjonnan
szintetizalt fehérjéket unfolded allapotban tartjak és atadjak a Hsp60 csalad tagjainak,
melyek létrehozzak a folded fehérjéket, a nativ konformaciot. Masrészt szallitjak a
kiilonbozé cellularis kompartmentekbe transzlokal6do fehérjéket. A Hsc70 ¢és Hsp70
fehérjék kozvetleniil kolcsonhatasba 1épnek a zsirsavakkal, ezaltal kotddni képesek a
sejtmembranhoz (Guidon ¢és Hightower, 1986; Torok és mtsi, 1997).

A Hsc70 és a célfehérjék kozotti kolesonhatasokat szdmos laboratdériumban
vizsgaltak (Hartl és mtsi, 1994; Leung és Hightower, 1997; Bukau és Horwich, 1998). A
Hsc70 hidrofob régioja a célfehérjék hidrofob polipeptid lancrészeinek kotésében is
részt vesz. A 70 kDa molekulatomegli chaperone-ok az ujonnan szintetizalodo
polipeptid lanc hét egymast kovetd aminosav oldalldcdhoz kotddnek miel6tt az elhagyna
a riboszomat, és a kotott fehérje szegmenseket laza folded allapotba hozzak. A fehérje
szubsztraton a chaperone-ok egymast kovetden atlagosan 20-40 aminosavnyi
tavolsagnyira kotddnek, s a Hsp70 ATP hidrolizal6 aktivitisa miatt a chaperone
tobbszor is levalik és jrakot egy-egy kinyljtandd vagy nyujtott peptidszakaszon. A
Hsp70 a szintézis soran kotott és laza allapotban tartja a naszcens polipeptid lancot.
Végiil a Hsp60 és Hsp10 chaperonine fehérjék befejezik a lanc teljes folding-jat, amely
a nativ konformaci6é kialakulasahoz vezet. A Hsp70/Hsc70 chaperone ciklus
mechanizmusaban a Hsp40, a Hip (Hsp70-interacting protein), és a BAG-1 (Bcl2-
associated athanogene 1 protein) fehérjéknek is fontos szerepiik van (1. abra) (Frydman
¢s Hohfeld, 1997; Hohfeld és Jentsch, 1997). A Hsp40 stimuldlja az Hsc70 ATP-t
hidrolizal6 aktivitasat és stabilizalja a Hsc70 és szubsztrat fehérje kozotti kdlesonhatast.
A Hip cochaperone kapcsolodasa a komplexen stabilizalja ezt az allapotot. A BAG-1
fehérje ellentétesen szabdlyoz, fokozza az ADP felszabaduldsat és a Hsc70 ciklust

(Hohfeld és mtsi, 1995; Hartl, 1996; Bukau és Horwich, 1998). Elesztékben mas
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segédfehérjék fordulnak eld, a Ydjl, Sec63, Sejl, és Sisl (Hattori és mtsi, 1993; Silver

és Way,1993).

[~
T
L %7
[~
C 0 e

BAG-1
[~

1. abra: Modell a Hsc70 ciklus mechanizmusar6l a Hsp40, Hip és BAG-1
segédfehérjék jelenlétében. U: az unfolded polipeptid szubsztrat, I: folding intermediate
(Hohfeld és Jentsch, 1997).

A Hsp70 egyiittmiikddve a Hsp90 fehérjével részt vesz a frissen szintetizalt
szteroid receptorok feltekerésének elsd 1épésében is. A szteroid receptort a Hsp70 koti
meg segédfehérjék (Hsp40, Hip) segitségével, majd az igy kialakult komplexhez a
Hsp90 is hozzakotédik. A Hsp70 és Hsp90 kozotti kapesolatot a Hop (Hsp70-Hsp90

organizing protein) elnevezésii fehérje biztositja (Pratt és Toft, 1997; Hernandez és

mtsi, 2002).
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Stressz hatdsara az indukalhaté Hsp70 fehérjék szintje jelentdsen megemelkedik
a citoplazmédban ¢és a sejtmagban. A Hsp70 fehérjék a sejt védekezd reakcidinak
részeként megakadalyozzak a denaturdlt fehérje aggregatumok keletkezését vagy
helyreallitasat, és szallitjdk az irreverzibilisen karosodott fehérjéket a degradativ
organullomokba (Terlecky, 1994; Kiang ¢és Tsokos, 1998; Agarraberes ¢s Dice, 2001).
2.1.3. Hsp70 fehérjék szerkezete

A Hsp70 fehérjékben két kiilonb6z6 funkcidju domain talalhatd, az N-terminalis
ATPaz domain, amely kb. 64% azonossagot mutat eukariota fehérjékben, valamint a
variabilisabb C-terminalis peptidkoté domain. A két domain-t proteaz szenzitiv régio

kapcsolja 0ssze (Feige és Polla, 1994) (2. 4bra).

(A)

o End of 18 kDa peptide binding domain
SLESYAFNMK ATVEDERLQG EKINDEDEQEL é?g

......... SA....G.K. ..SE...K.V 567
LDKCNEIINW LDENQTAEKE EFEHQQKELE 600
evssQeVeSs .ATL...D ....ER.... 597
EVCHNPIITEL YQSAGGMPGG MPGGFPG-GG 6%9

...... 83, .uGive=se= =iuasr JAD. 627
APPSGGASSG PTIEEVD 646 Human HSC-70
e R Wi 640 Human HSP-70
l i

10 kDa

ATPase domain Peptide binding
: -EEVD
N 44 kDa domain 18 kDa 10kDa C

2. abra: Az emberi Hsc70/Hsp70 fehérjék molekularis szerkezete.(A). A domain
szerkezet sematikus abrazolasa (B) (Kiang és Tsokos, 1998).

Az ATPaz domain szerkezetének rontgen krisztallografias vizsgalata kimutatta, hogy

térszerkezetét tekintve két, globularis subdomain-bol all, amelyek két strukturalis
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lebenyt alkotnak, s kozottiik mély ATP-kot6 arok huzodik (Flaherty és mtsi, 1990). A
fehérje ATP-kotohelyének harom-dimenzios szerkezete nagymértékben hasonlit az aktin
¢és a hexokindz ATP-kotohelyéhez (Flaherty és mtsi, 1990; Kabsch és mtsi, 1990; Bork
¢és mtsi, 1992). Az N-terminalis régidban tobbszorosen ismétlodo VDLGGGDFE ¢és egy
GILDG szekvencia talalhaté (Gupta és Golding, 1993), tovabba a 170-175 pozicidoban
glutamat talalhat6 (Flaherty €s mtsi, 1990).

A C-terminalis domain egy kb. 18 kDa peptidkotd, és az azt koveté 10 kDa-0s
C-terminalis subdomain-ekre tagolodik (Morimoto és mtsi, 1990; Wang és mtsi, 1993;
Chou ¢és mitsi, 2001). A peptidkoté domain két, négy szalas antiparallel B-lemezbdl és
egy a-helixbdl all (Morshauser és mtsi, 1995). A peptidk6té domain szerkezete nagy
hasonlosagot mutat az MHC (major histocompatibility complex) fehérje I peptidkotd
domain-jének szerkezetéhez (Flajnik és mtsi, 1991; Rippmann és mtsi, 1991). A 10 kDa
tomegli C-terminalis subdomain foként o-helix szerkezetli. Az EEVD terminalis
szekvencia konzervalt (Hightower és mtsi, 1994). A négy termindlis aminosav jelen van
minden eukariéta Hsp70 és Hsp90 fehérjében és résztvesz a tetratricopeptid repeat
(TPR)-domain-t taralmaz6 co-chaperone-okkal (pl. Hip, Hop és Chip fehérjék) torténd
kolesonhatdsokban (Chen és Smith, 1998; Ramsey és mtsi, 2000; Rusell és mtsi, 1999;
Brinker és mtsi, 2002).

A Hsc73 fehérjéknek a C-terminalis domain-je olyan aminosav szekvenciat
tartalmaz, amely felismeri és koti a KFERQ pentapeptid szekvencidkat tartalmazo
polipeptideket (Chiang és mtsi, 1989; Terlecky, 1994; Agarraberes és Dice, 2001). A
Hsc70 a célfehérjén kétféle motivumot kot, az egyik a nagy, hidrofob és aromas
oldallancokat tartalmazé FYQLALT szekvencia, amely relative jol stimuldlja az ATPaz
aktivitast, s ugyanakkor marker a nativ és az unfolded konformaci6 felismerésére. A

masik motivum a hidrofob és bazikus aminosavakat tartalmazdo NIVRKKK, amely
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kevésbé stimulalja az ATPaz aktivitast, szerepiik lehet az organellumokba iranyuld
fehérje transzportban, illetve unfolded fehérjéket kot (Kiang és Tsokos, 1998).

2.1.4. A 70 kD-os fehérjéket kodolo gének szerkezete és a génmiikodés szabalyzasa
2.1.4.1. A hsp70 és hsc70 gének szerkezete

Eukariotakban a hsp70 és a hsc70 gének tobb kopias gén csaladot alkotnak; a
Saccharomyces cerevisiae sejtekben példaul 9 gén van (Craig és mtsi, 1990),
Drosophila-ban ugyszintén (Pauli és Tissieres, 1990), ellentétben a prokariota E. coli
egy kopias génjével (dnak) (Glinter és Walter, 1994). A hsp70 gének aktivitasat
szabalyoz6 mechanizmusok jelentdsen eltérnek a hsc70 génekétél. A hsc70 gének
konstitutivan expresszalodnak és stressz hatdsira nem vagy csak kis mértékben
indukalodnak, mig hsp70 gének kiilonb6z6 stresszhatasokra jelentdés mértékben
indukalodnak és alap allapotban nem vagy csak kis mértékben expresszalodnak. Az
endoplazmatikus retikulumban talalhaté grp78 példaul konstitutivan expresszalodik és
gliikéz hidnyaban, glikolizis gatlok hatasara, vagy hipoxidban expresszidja novekszik,
hdésokk hatasara azonban nem reagal (Hass, 1994).

A hsp70 ¢és hsc70 strukturgének jellegzetes kiilonbségeket mutatnak. Az eddig
azonositott hsc70 struktirgének intronokat hordoznak. Az intronok hosszlisiga nem
mutat jelentds hasonlosagot a kiilonbozd fajok kozott, azonban szamuk és pozicidjuk
konzervalt. A Rivulus marmoratus és pisztrang halfajokban, emberben és egérben
példaul a hsc70 gén 9 exont és 8 intont hordoz, amelyek koziil az elsé exon nem kodolo
(Dworniczak és Mirault, 1987; Zafarullah és mtsi, 1992; Hunt és mtsi, 1999; Park és
mtsi, 2001). Az eddig azonositott hsc70 strukturgének kozos jellemzdje, hogy a
funkcionalis transzlacios start kodonnak megfeleld szekvencia minden esetben a
masodik exonban talalhato. A hsc70 génekkel szemben a hsp70 gének néhany kivételtdl

eltekintve (Oomycetes fungi, Judelson and Michelmore, 1989; Le’John és mtsi, 1994)
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nem hordoznak intront (Milner és Campbell, 1990; Lele és mtsi, 1997; Lim ¢és Brenner,
szekvenciak (HSE: Heat Shock Elment, CCATT szekvenciak és Spl kotéhelyek) a
TATA box kozelében 400 bp-on beliil talalhatok (Lim és Brenner, 1999). A patkany
grp78 génjének promoterében nincsen HSF kotd HSE-régio, mas transzkripcios
faktorok szerepelnek a gén konstitutiv expresszidjanak szabalyozasadban (Lin és mitsi,
1986; Ramakrishnan és mtsi, 1995; Zhou és Lee, 1998).
2.1.4.2. A hsp70 gének miikidésének szabdlyozdsa

A sejtek a stresszhatast kovetden viszonylag gyorsan, a hsp70 gének
transzkripcids aktivalodasaval valaszolnak. A szabalyozd mechanizmus fontos elemei a
HSF (Heat Shock Factor) transzkripcios faktorok, az élesztében és Drosophila-ban csak
egyféle HSF azonosithatd, mas eukaridta fajokban ketté vagy tobb. A gerincesekben
eddig négy kiilonb6zd HSF-t azonositottak: a HSF1, HSF2, HSF3 és HSF4. A HSF3
csak a madarakra jellemz6 (Nakai és mtsi, 1995; Morimoto, 1998, Nakai ¢és Ishikawa,
2001) és a HSF4 az emberi szivben, agyban €s izomban expresszalodik preferencialisan
(Nakai és mtsi, 1997; Morimoto, 1998). A gerincesek sejtjeiben expresszalodo hdésokk
faktorok koziil a HSF1 stressz hatdsara (pl. hdsokk, oxidativ stressz, nehézfémek,
aminosav analogok), mig a HSF2 fehérje stresszmentes koriilmények kozott, az egyes
sejtek miikodése soran (pl. differencialodas, spermatogenezis, stb.) aktivalédnak. A HSF
fehérjék nagyfoku strukturalis hasonldsdgot mutatnak a kiilonb6z6 fajokban, az emberi,
egér ¢és csirke szovetekbdl izolalt HSF1 aminosav szekvencidja 85-95% azonossagot
mutat (Morimoto €s mtsi, 1994a).

A HSF1 stresszmentes allapotban a citoplazmaban monomerként van jelen és

Hsp-t kot (3. abra).
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3. abra: Modell a HSF szabalyozé szerepr6l a hsp70 expresszioban. A stresszmentes
sejtekben a HSF1 monomer allapotban van jelen (1). A hdsokk hatdsara trimerizalodik
(2), kotdédik a hsp70 promoter régidjanak HSE elemeihez (3) és foszforilalodik (4). Ez a
fokozott hsp70 expressziohoz vezet, amely komplexet alakit ki a HSF-vel (5). Végiil a
HSF ledisszocial és ismét monomer formava alakul (6) (Morimoto, 1993).

Hosokk, oxidativ stressz, nehézfémek és aminosav analégok hatasara a HSF
ledisszocial a Hsp-rdl, és a monomerek a sejtmagba lépnek, ahol trimerizaldédnak,
egér HSF1 a promoéter mind az 6t HSE eleméhez kotédik, mig a HSF2 csak a 2-5.
pozicidban kapcsolodik. A DNS 6t bazisparnyi, nGAAn szekvencidja esszencialis a
HSF1 és HSF2 kotédéséhez. A hsp70 gén atirodasat kovetden a HSF trimer ledisszocial
¢s monomerként elhagyja a sejtmagot. A citoplazmaban a HSF monomer ismét Hsp-vel
kapcsolodik (Abravaya és mtsi, 1991; Baler és mtsi, 1992; 1993; Wu, 1995; Cotto és
mtsi, 1996; Morimoto és mtsi, 1996; Morimoto, 1998; Shi és mtsi, 1998). Tehat a
stresszhatas valoszinilileg nem valtoztatja meg a HSF1 mennyiségét a sejtben, hanem a

HSF1 inaktiv form4jat transzkripcionalisan aktiv forméaba hozza, amely fokozott Hsp70

expressziot eredményez.
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2.1.5. A Hsp70 jellemezése halakban

A halakban els6ként Kothary és mtsi. (1984) izolaltak két Hsp70-t kodolo
részelges cDNS szekvenciat, a pisztrang hepatocyta RTG-2 sejtvonalbdl. Aminosav
szekvenciajuk 88,1%-ban mutat hasonlosdgot egymashoz és nagy mértékben hasonlit a
Drosophila melanogaster (Ingolia és mtsi, 1980) és Saccharomyces cerevisiae hsp70
génjének megfeleld szekvenciaihoz (Ingolia és mtsi, 1982). Zafarullah €s mtsi. (1992)
els6ként irtak le a pisztrang hsc70 struktirgén szerkezetét. Azota tobb halfajbol is
izolaltak mind a hsp70 mind a hsc70 géneket (Arai és mtsi, 1995; Lele és mtsi, 1997,
Santacruz és mtsi, 1997; Molina és mtsi, 2000; Park és mtsi, 2001). Arai €s mtsi. (1995)
az Oryzias latipes ¢és Oryzias celebensis fajokbodl szarmazo két hepatocyta sejtvonalbol
(OLHSC70 és CEHSC70) egy-egy hsc70 cDNS-t izolaltak. Az OLHSC70 cDNS
hosszusadga 2262 bp és 686 aminosavbol allo fehérjét kodol. A CEHSC70 cDNS
hosszlisaga 2114 bp. A két gén konstitutivan expresszalodik alap allapotban és a
hémérsékletvaltozas hatdsara kismértékii indukciot mutat.

A halakban a hsc70 génstruktara hasonlit az emlés hsc70 szerkezetéhez
(Dworniczak és Mirault, 1987; Hunt és mtsi, 1999), amely kilenc exonbol és nyolc
intronbdl 4ll, az els6 exon nem kdodold (Zafarullah és mtsi, 1992; Park és mtsi, 2001).
Halakbol az indukalhaté hsp70 géncsaladba tartozd genomialis szekvenciat a Fugu
rubripes—ben irtak le elséként, amely hasonldéan az emlésok génjeihez nem tartalmaz
intront (Lim és Benner, 1999). A szabalyoz6 mechanizmus fontos elemét a HSF fehérjét
eddig egyetlen halfajbdl, a zebra daniobol izolaltak (zHSF) (Rabergh és mtsi, 2000),
amely az emlés HSF1 tipusu transzkripcios faktornak felel meg.

A Hsp70 hésokk fehérje hdstressz hatasara szovet-specifikusan expresszalodik.
Fundulus heteroclitus (Cyprinodontidae) halfajjal végzett in vivo kisérletek mutattak,

hogy, hdsokk hatasara a hsp70 gének koziil a kopoltyuban és szivben a hsp76 és hsp74,
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a majban, izomban és agyban a hsp76 expresszalodik (Koban és mtsi, 1991). Hasonlo
megfigyeléseket tettek Dyer és mtsi. (1991) a Fathead minnow (FHM) kopoltyd, izom
¢és agyszovetében.

Mint mar emlitettiik, a hsp70 gén indukcidjat nemcsak a hémérsékletvaltozas
valtja ki, hanem a koOrnyezeti szennyezO anyagok is. Megfigyelték, hogy kémiai
stresszorok (pl. nehézfémek, B-naftoflavon, lindane, diazinon, stb.) hatdsa szovet-
specifikus hsp70 expressziot indukal (Dyer és mtsi, 1991). A FHM kopoltyujaban az
arzenit a hsp74, hsp72, hsp70 géneket indukalja, mig az izomban a hsp70 és hsp68

indukalodik (Sanders, 1993).

2.2. A metallothioneinek
2.2.1 A metallothioneinek altalanos jellemzése

A metallothioneinek (MT) kis molekulatomegii, ciszteinben gazdag, fémkotd
fehérjék. El6szor 1957-ben, a 16 vese kéregallomanyabol izolaltdk dket, azota mar szinte
valamennyi vizsgalt €él6lényben, a prokariotaktol az eukaridta mikroorganizmusokon és
magasabb rendli névényeken at az emberig azonositottak (Margoshes és Vallee, 1957;
Kagi és Kojima, 1987; Kagi, 1993). Az MT-ek mai ismereteink szerint az egyetlen
olyan fehérjék, melyek denaturdlédas nélkiil képesek a Cd ionok megkotésére (Suzuki,
1992). Az MT-ek kiilonboznek a legtobb fémtartalmtl fehérjétél, mivel azoknal sokkal
nagyobb mennyiségben tartalmaznak fémet, és a fémkotéseik kinetikailag labilisak. E
tulajdonsaguk teszi 6ket alkalmassa a fémionok raktdrozésara, szallitdsara €s elosztasara
az €16 szervezetekben.
Strukturalis hasonldsagaik alapjan hdrom csoportba sorolhatok (Fowler és mtsi, 1987):
I azok a polipeptidek, melyek elsddleges szerkezete és a cisztein aminosavak

elhelyezkedése kozel azonos a 16 vesébdl izolalt, alaptipusnak szamito MT-el.
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Il. azok a polipeptidek, melyek szerkezete nem vagy csak igen tavoli evolucios
kapcsolatban van a 16 vese MT-el (pl. élesztok MT-ek).

Il. azok a fém-thiolat polipeptidek, melyek nem riboszomalis fehérjeszintézis utjan
keletkeznek (ndvényekben, mikroorganizmusokban).

Mivel a halak MT fehérjéi a fenti besorolas I osztalyba tartoznak, ezért a tovabbiakban

részletesen csak ennek az osztalynak a jellemzésével foglalkozunk.

2.2.2. A metallothionein I csoport szerkezeti jellemzése

Az MT-ek kis molekulatomegii (6-7 kDa), 60-64 aminosavbol allo, magas
fémtartalmu (~ 7 db/molekula) és jellegzetes aminosav 0sszetételli polipeptidek. Nem,
vagy csak rendkiviil alacsony ardnyban tartalmaznak aromdas aminosavakat és hisztidint,
mig az aminosav tartalmuk kozel egyharmada cisztein (~ 20/molekula). A
polipetidlancon beliil a ciszteinek pozicidja konzervalt, a Cys-X-Cys, Cys-x-x-Cys
illetve Cys-Cys motivumok a fémionokkal térhalos fém-thiolat komplexekbe
rendezddnek. Az MT-ekben valamennyi fém thiolat-ligand forméjaban kotott. A kotott
formaban jelenlevé 7 fématom két csoportba (cluster-be) kiiloniil el, 3 illetve 4 fém
megoszlasban (Kagi, 1974). A két fémkoté domain egymastol jol elkiilonithetd: a
fehérje N-terminalis része a B domain-t foglalja magaba, ahol 9 cisztein 3 fématom
kotésében vesz részt, mig az oo domain-nek nevezett C terminalis régioban, 11 cisztein 4
fématommal 1étesit kotést (Nielson és Winge, 1983) (4. dbra).

Az MT-ek szerkezetérdl, funkcidjukrol meglévd ismereteink elsdsorban az
emldsokbol szarmazd fehérjéken végzett vizsgdlatok eredményei. Az elsé csoportba
tartozd emlds MT fehérjéknek 4 {6 izoformajat kiillonboztetjiik meg; az allatviladgban
altalanosan el6forduld6 MT-I és MT-II mellett azonositottdk még a kdzponti

idegrendszerre specifikus MT-III (Uchida és mtsi, 1991; Imagawa és mitsi, 1995)
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valamint a pikkelyes hamsejtekre jellemz6 MT-1V-et kodolo géneket is (Quaife és mtsi,

1994).

B domain o domain

4. abra: A Cd-Cys elhelyezkedése a Cd-MT fehérjében. Az o domain 4 fém-tiolat
cluster-t és a f domain 3 fém-tiolat cluster-t tartalmaz (Klaassen és mtsi, 1999).
2.2.3. A metallothionein gének szerkezete és szabalyozasa

Valamennyi ismert MT gén 3 exont és két intront tartalmaz. Az exonok
nukleotid sorrendje valamint, az exon-intron hatarok pozicioja rendkiviil konzervalt. Az
emlés MT gének expresszidja elsdsorban transzkripcionalis szinten szabalyozddik
(Palmiter, 1987). Tobbek kozott kiilonbozo fémek, hormonok, antioxidans molekulak
talalhato regulacios szakaszokon (cis-acting responsive element) keresztiil (Palmiter,
1987; Andrews, 1990; Dalton és mtsi, 1994; Kelly és mtsi, 1997). Az MT promoter
régioban altalanosan eléforduld szekvencia az MRE (metal responsive element); mely
egy 13-15 nukleotidbol allo, TGCA/GCNC core szekvenciat tartalmazo, mindig tobb
kopidban jelenlévd szabdlyozé elem (Hamer, 1986; Palmiter, 1987). Fémindukcio

esetén egy specifikus fehérje, az MRF (metal responsive factor) (Westin és Schaffner
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1988), a fém kotését kovetd konformaciods valtozas soran aktivalodik. Az aktivalddott
szabalyozo fehérjék kotddnek az MT gén regulacios szakaszaihoz, mely a gén fokozott
atirasat eredményezi. Az indukciot kovetden nd a sejtekben az MT szint, fokozodik az
intracellularis fémionok megkotése, illetve megtorténik a fémionok atvétele a nem-
thionein ligandokrol. MT-kotott formaban megszinik a fémionok toxikus hatasa (5.

abra).
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5. abra: Fémek szubcellularis megoszlasa fiziologias allapotban (A) és fémindukciot
kovetden (B). Me?": a szervezetbe keriilt kétértékii fém, a vastag vonalak a fémionok
fluxusanak irdnyat és relativ koncentraciojat jelzik (Roesijadi, 1992).

2.2.4. A metallothioneinek funkcioi
2.2.4.1. Az MT-ek szerepe az esszencidlis fémek taroldasaban, elosztasaban és
szallitasaban
Az MT-ek fontos szerepet jatszanak az esszencialis fémionok (Zn, Cu, Fe)
megfeleld idébeni és szoveti eloszladsdnak biztositadsaban, mivel -SH csoportjaik altal
képesek a fémionok gyors megkdtésére, tarolasara és sziikség esetén leaddsara. Az apo-

MT-ek magas -SH csoport tartalmuk és azok fémionokhoz valé nagy affinitasa
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kovetkeztében jelentds fém akceptorként viselkednek. A kotott fémionok, az -SH
csoportok nagy reaktivitdsa miatt egy folyamatos transzfer reakcid részei, mivel Cys-
Fém(I)-Cys keresztkotések allando felbomlasa és tjraszervezodése lehetové teszi a
fémionok kicserélodését. Ez végbemehet egy MT molekula egyetlen centruman beliil
vagy centrumai kozott, tovabbd az MT molekuldk, illetve az MT ¢és mas
metalloproteinek kozott. Az MT-ek fémkotésének ezen nagyfoku affinitasa ¢€s
dinamikus fluktuacidja teszi 6ket alkalmassa arra, hogy dont6 szerepet toltsenek be az
esszencialis fémek homeosztazisanak fenntartasaban.

Az alapallapotban szintetizalodott MT-ek elsOsorban cinket és rezet kotnek,
melyeket konnyen kiszorithatnak olyan fémionok, melyek nagyobb affinitdssal képesek
kotédni a fehérjékhez (Zn<Cd<Cu<Ag<Hg). Igy példaul Cd expozicié esetén a Cd
folyamatosan kiszoritja a Zn-et a Zn-Cu-MT molekuldkbdl, mikdzben az egyes fehérje
molekulak egy adott iddpontban mindharom fémet is tartalmazhatjdk. Az MT-hez kotott
fémek ardnya erdsen fligg a szervezetbe keriilt nem esszencialis fémek
koncentraciojatol, a fémfelvétel koriilményeitdl, tovabba erds faj és szovetspecifitas
jellemzd rajuk.
2.2.4.2. Az MT-ek detoxifikalo szerepe nehézfém expozicio esetén

Az esszencialis fémek hatdsa a biologia rendszerekben kettds (Roesijadi, 1992):
egyfelél jelenlétiik nyomnyi mennyiségben elengedhetetlen a  kiilonb6zd
¢letfolyamatokhoz, mig a fiziologidsnal nagyobb koncentracidban vagy folyamatos
expozicio esetén toxikussd valnak a szervezet szdmara. Ennek egyik oka az, hogy nagy
affinitassal kotddnek az enzimek szulfhidril- €s amino-csoportjaihoz, anionos
oldallancaihoz és kozvetleniil, vagy a fehérje konformacié megvaltoztatasaval kozvetve

gatoljak az enzimek katalitikus aktivitasat.
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A bioldgiai funkcioval nem rendelkezd nehézfémek (Cd, Pb, As, Hg) hasonlo
mechanizmuson keresztiil kifejtve hatasukat, mar kis koncentracioban is toxikusak
lehetnek.
2.2.4.2.1. Kadmium detoxifikdcio

A kadmiumnak a kornyezetiinkben valdé fokozodo felhalmozodasa az ipari
tevékenység kovetkezményeként egyre nagyobb gondot okoz. A Cd expozicid
elsésorban a majat és a tiidot karositja, de a tartdos Cd terhelés estén a vesében ¢€s a
csontozatban okozza a legsulyosabb elvaltozasokat. Emberben, a vese tubulusok
karosodasa talan a legaltaldnosabban jelentkezd betegség Cd expozicio kovetkeztében.
Az MT-ek szerepét a Cd semlegesitésében, kivalasztasaban szamos kisérleti eredmény
alatdmasztotta.  Kiilonb6z6  MT-transzgenikus  egér  modelleket  haszndlva
valdsziniisithetd, hogy az MT nem befolyasolja a Cd bélcsatornan keresztiil torténd
felvételét, sem pedig annak kezdeti eloszlasat a kiilonbozd szovetek kozott. Azonban a
Cd, Cd-MT formaban torténd kivalasztasa az epébe jelentésen csokkenti a nehézfém
toxikus hatasat, megvédve ezzel a szervezetet, kiilonds tekintettel a vesét, a kiilonbozd
szoveti karosodasoktol (Liu és Klaassen, 1996; Liu és mtsi, 1996).
2.2.4.2.2. Arzén detoxifikacio

Az arzén, hasonloan mas nehézfémekhez, az ¢l0 szervezetekbe keriilve annak
karosodasat idézheti el (mdj megnagyobbodas, tumor képzddés, sejt degeneracio, stb.)
(Ishinishi és mtsi, 1980; Del Razo és mtsi, 2001). Nagy affinitdssal kotddik a fehérjék
szulfhidril csoportjaihoz, ezzel gatolva a -SH fliggd enzimek mitkddését (Webb, 1987).
Az arzén ot vegyértékii alakja a sejtek reduktiv feltételei kozt a toxikusabb As®*-a
redukalédik, majd az arzenit a majban kevésbé toxikus szerves formava alakul at és

kivélasztodik (Eller-Essen €s Crivello, 1998).

24



Patkanyban az in vivo As®* és As® kezelések dozisfiiggd MT mRNS és fehérje
szintnovekedést eredményeztek. A kozvetlen arzenat bevitel mindig hatékonyabb
valaszreakciot valtott ki, mint a hasonld dozisban alkalmazott arzenit (Albores €s mtsi,
1992).

Az arzén az MT gén expressziojat mind direkt mind indirekt médon novelheti. A
kozvetett, poszt-transzkripcids szintli szabalyozas létrejohet az mRNS-ek fokozott
transzlacidja, illetve az MT fehérjék stabilizalasa révén. Ez utdbbi lehetdséget tamasztja
ald az a megfigyelés, hogy az arzén gatolja a lizoszémalis enzimek aktivitdsat és az
ubiquitin fliggd fehérje degradaciot (Albores €s mtsi, 1992).
2.2.4.2.3. Réz detoxifikdcio

A Cu, mint esszencialis fém, nélkiilozhetetlen szamos enzim szerkezetének és
katalitikus  tulajdonsidgainak kialakitdsdhoz. Ez utobbi feladatot kiilonleges
elektronszerkezete miatt, foként redox reakciok enzimeinek kofaktoraként latjak el.
Emiatt megfeleld6 mennyiségli Cu jelenléte a szervezetben nélkiilozhetetlen tobbek
kozott a sejtlégzésben és a szabadgyokok elleni védekezésben.

A Cu nagy mennyiségben keriilve a szervezetbe, hasonléan az ¢élettani
funkcioval nem rendelkezd fémekhez, toxikussd valhat. Felszivoddsa a gyomron és a
vékonybélen keresztiil torténik, majd Cu-albumin vagy Cu-hisztidin komplex formaban
eljut a majba, ahonnan egy része kivalasztodik az epébe (Abelson és Simon, 1991;
Harris és Gitlin, 1996). A méjsejtekbe keriilve egy résziik MT molekuldkhoz illetve
MRF-okhoz kotddik, indukalva ezéltal az MT génexpressziot.

Cu hatasara az MT gének expresszidjanak szabalyozdsa traszkripcios szinten
valosul meg, melynek sordn az MT mRNS dozisfiiggd ndvekedést mutat (Abelson és

Simon, 1991). Més fémekhez viszonyitva (pl. Zn) a Cu gyengébben indukalja a maj MT
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szintézisét, ezért a Cu-MT kotés kialakulasat befolyasolhatjadk més induktorok (fémek,
hormonok, stb.) hatasara els6dlegesen szintetizalt MT-ek.

Mindezek alapjan mondhatjuk, hogy az MT-ek egyfajta raktarként szolgalnak a
sejtmembrant, a nukleinsavakat és enzimeket a Cu altal indukalt oxidativ tdamadastol.
2.2.5. MT-ek jellmezése halakban

Vizi él6lényekben az MT fehérjéket el6szor egy tengeri halbol (Sebastes
seboides) azonositotta Olafson és Thompson, 1974-ben. Az6ta mar tobb mint 12
halfajbol nyert MT elsddleges szerkezetét ismerjiik. Ezeknek a fehérjéknek aminosav
szekvenciaja igen hasonld egymashoz és nagyfokd hasonlésdgot mutat a 16 vese MT-
hez, igy az MT-ek 1. osztalyaba sorolhatok (Roesijadi, 1992).

Halakban az MT-ek foképp a maj, a vese, a kopoltyll és a bélrendszerben
fordulnak eld, azaz azon szervekben, melyek szerepet jatszanak a fémek felvételében,
detoxifikdldsdban és kivalasztasaban. A vesébe jutott fémionok az MT-ekhez ktddve
felhalmozddnak, majd a vizeletbe szekretdlodnak (Bremner, 1987; Webb, 1987), mig a
majbol az MT-fémion kompexek az epébe valasztodnak ki.

Halakban, néhany faj kivételével (Trematomus brenacchii, Salmo gairdneri,
Chinodraco hamatus, Carassius cuvieri, Kille és mtsi, 1991; Scudiero és mtsi, 1997;
Carginale és mtsi, 1998; Muto és mtsi, 1999; Ren és mtsi, 2000) csupan egy fajta MT
fehérjét azonositottak eddig.

Pontyban, Kito ¢s munkatérsai két, aminosav 0sszetételében rendkiviil hasonlo,
de mégis karakterisztikus kiilonbséget mutato MT fehérjét, az MT-l-et és az MT-Il-et
azonositottak 1986-ban (Kito és mtsi, 1986). Az MT-I gén genomialis és cDNS
szekvenciajat 1997-ben Shiu és mtsi. helyezték el a GenBank-ban. Hermesz és mtsi.

2001-ben publikaltak a ponty MT-II izoformat kodolé cDNS szekvenciat, valamint in
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vivo kisérletekben vizsgaltak a két gén expresszidjat fiziologias koriilmények kozott és
kiilonboz6 stresszorok hatasara. A két gén alapexpresszidja jellegzetes szovet-specifitast

mutat, indukalhatosagukat stressz-, szovet-, €s gén-specifitas jellemzi (Hermesz és mtsi,

2001; 2002).

2.3. A hsp70, hsc70 és a metallothionein gének expresszioja szivben

A hosokk fehérjék és a metallothioneinek alapvetd biokémiai folyamatokban, és
legf6képpen a sejtek stresszhatdsokkal szembeni védelmében betdltott szerepét
megismerve, a kutatdsok ujabb iranyt vettek és az érdekldédés kozéppontjaba a két
géncsalad expresszidjat szabalyozo, az organizmuson beliili folyamatok, illetve az
¢lélényeket kiviilrdl érkezd kornyezeti hatdsok vizsgalata keriilt eldtérbe. A szovet-
specifikus hatasok kimutatésa, illetve klinikai megfigyelések alapjan az utobbi években
szdmos kutatdcsoport figyelme fordult a szivben lejatsz6do regulaciés mechanizmusok
iranyaba. A kovetkezOkben réviden Osszefoglaljuk azokat a legfontosabb tudomanyos
eredményeket, amelyek a hsp70 és a metallothionein géncsalad kardioprotektiv szerepét
¢és annak mechanizmusat mutatjak be.

A gerincesek szivében a 70 kDa fehérjét kodold géncsaldd mindenkét, a
konstitutiv (hsc73) és az indukalhato (hsp72) formait is kimutattak (Maloyan és mitsi,
1999). Mas szdvetekhez hasonldan szamos endogén és exogén eredetii stresszhatas okoz
fokozott hsp70 génexpressziot, példaul a hipertermia (Currie és mtsi, 1988), ischemia
(Knowlton ¢és mitsi, 1991) hipoxia (Howard és mtsi, 1986) endotoxémia (Meng ¢€s
1996a) a hemodinamikus stressz (Meng és mtsi, 1996b), tovabba a nehézfémek (Ribeiro
¢és mtsi, 1994) és az oxidacios hatasok (Kukreja és mtsi, 1994). A stressz gének koziil a
hsp70 gén az egyik, amely legérzékenyebben reagal a homérséklet valtozasaira.

Hostressz hatasara a hsp70 minden gerinces fajban viszonylag gyorsan, szdvet
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specifikus modon indukalodik. A hésokk hatasara béka szivben nagyobb fokt hsp70
génexpressziot mértek, mint az izomban vagy a majban (Ali és mtsi, 1997). Currie és
mtsi. (2000) a pisztrang szivben kimutattak, hogy az indukcié mértéke erésen fiigg a
héstresszt megel6z6 akklimatizacid homérsékletétdl: a 17 °C-on akklimatizalt halakban
kisebb foku indukcié mérheté hOstressz hatasara, mint az alacsony, 5 °C-on tartott
allatokban, vagyis a hémérséklet drasztikus (20 °C-os) emelésekor szamottevéen nd
hsp70 mRNS szintézise. Enyhe hostressz indukalja a hsp70 gént és fokozza a szivizom
sejtek stressz toleranciajat myocardialis ischemia, infraktus, mitéti beavatkozasok
nyomdn fellépd hipoxia esetén (Yellon és Latchman, 1992; Lepore és mtsi, 2001,
Mestril, 2001).

A Hsp70 fehérjét koddold gének nemcsak hdsokk, hanem hidegsokk hatasara is
indukélodnak. Hoekstra és mtsi (1998) madarak szivében kimutattdk a Hsp70 fehérjék
szintézisének novekedését hidegsokkot kovetden. A hidegstressz hatasara bekovetkezd
hsp72 gén expresszidjanak szabalyzasat egér szivében vizsgalva Cullen és Sarge (1997)
bizonyitottadk, hogy eltérd szabalyozasi mechanizmus miikddik, mint hdsokk esetén. A
hidegsokk enyhe hsp72 expressziot valt ki, mig a hideg kezelést kdvetd, recovery
periodus alatt nd jelentdsen a gén expresszio (hasonldan a hdsokk hatashoz). A jelenség
oka az, hogy a hsp72 mRNS maximalis szintéziséhez a HSF1 DNS prométerhez valo
kotddése és az aktivalt trimer transzkripcios faktor hiper-foszforilalodasa sziikséges,
amely hidegsokk esetén nem, viszont az azt kovetd recovery szakaszban torténik meg.

A metallothioneinek a sejtek alapmiikodése szempontjabdl nélkiilozhetetlenek,
ezért jelen vannak a gerincesek minden szdvetében, igy a szivben is. Egér szivében az
MT fehérje mennyisége a tobbi szervhez képest alacsony, ennek kovetkeztében ez a
szerv a stresszorokkal szemben érzékenyebb. (Nath és mtsi, 2000). A ponty szivében két

MT izoformat azonositottuk, az MT-1-et és MT-2-et. A két izoforma koziil az MT-2
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mRNS szintje haromszor nagyobb, mint az MT-1, és mennyisége Osszemérhetd
nagysagi mas szovetek MT-1 szintjével (Hermesz ¢és mitsi, 2001). Hasonl6éan mas
szovetekhez, a nehézfémek, az oxidativ stressz és kiilonbozdé biologiai és kémiai
agensek, mint példaul egyes gyogyszerek, a citokinek, stb. indukéljak az MT gének
expressziojat a szivben (Nath és mtsi, 2000).

A metallothionek magas cisztein tartalmuk miatt kettds funkciot latnak el,
egyrészt a nehézfémek megkotését, masrészt hozzajarulnak a sejtek redox statuszanak
fenntartdsahoz. Mint antioxiddns hatasu peptidek (pl. glutation), a metallothioneinek is
fontos szerepet toltenek be a szivizom szdvet védelmében (Singal és mtsi, 1981). Fliss
¢s Menard (1992) a nyul szivizom sejtek redox statuszanak vizsgalatakor azt talaltak,
hogy annak valtozasa szabalyozza a metallothioneinek fémkotd képességét, igy az

esszencialis Cu és Zn kotését is.
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3. ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1. Kisérleti allatok és kezelési koriilmények

A Kkisérletekhez a halakat (Cyprinus carpio) a Tiszai Halgazdasag Fehértoi
telepérdl szereztiik be 1998 februdrja és 2001 decembere kozott. A kezelések eldtt 400
I-es jol levegdztetett kadakban, 12-13 °C, illetve 15-16 °C akklimatizaltuk ¢ket, 2-3 hét
idotartamban. A kadak vizét hetente kétszer cseréltiik. A kezelésekhez a halakat 100 I-es
akvariumokba helyeztiik at (mérettdl fiiggden 2-3 hal/akvarium). A hdékezeléset 26 °C-
on és 28 °C-on végeztiik. A mintavétel a 0.5, 1 és 3 ords hokezelést kovetden illetve az
azt kdvetd 1 ora recovery periodus utan tortént.

A hidegsokkhoz a halakat 5 °C-os vizhémérsékletli akvariumba helyeztiik at 1, 2,
¢és 5 oOra iddtartamra. A mintavétel kdzvetleniil a hidegsokk utén, illetve az azt kovetd 1
oras, az akklimatizdcos homérsékleten valdo inkubacié elteltével tortént. A
fémkezelésekhez a halakat 100 I-es, 10 mg/l As-et (NaHAsO4, Fluka), 10 mg/l Cd-ot
(Kadmium acetat, Fluka), illetve 10 mg/l Cu-t (CuSOs, Reanal) tartalmazo
akvariumokba helyeztiik 4t, a mintavitel 0, 24, 48, 72, és 96 ora elteltével tortént. Az
intraperitonealis kezelés soran a Cd-ot 10 mg/testsuly kg dozisban alkalmaztunk a
mintavitel 0, 24 ¢és 48 ora elteltével tortént. Minden mintavételi pontban harom illetve
négy egyedet haszndltunk fel a mérésekhez. Az izoladlt szovetmintdkat azonnal

folyékony nitrogénbe helyeztiik és -80 °C-on taroltuk a felhasznalasig.
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3.2. Genomialis DNS preparalas

A DNS preparalashoz maj szovetmintat hasznaltunk fel és a Zhou és mtsi.
(1999) altal kozolt protokollt kovettiik. Roviden Osszefoglalva 100 pg szovetet 1 ml
pufferben (100 mM Tris-HCI pH 8.5, 5 mM EDTA, 0.2% SDS, 200 mM NacCl, 100 nug
proteinase K) inkubaltunk 55 °C-on egy éjszakan at. Az emésztés befejezése utan 150 pl
NaCl-t (6 M) adtunk a mintakhoz és erétejes szuszpendalast kovetéen centrifugaltuk (15
perc, 3000 rpm), a feliiliszobol 0.75 térfogatnyi izopropanollal precipitaltuk a DNS-t. A
csapadékot 75%-os etilalkohollal mostuk (egy éjszaka, -20 °C) és centrifugaltuk. Az
etilalkohol eltavolitasa utan a csapadékot disztillalt vizben oldottuk fel és -80 °C-on

taroltuk.

3.3. RNS preparalas

100 mg fagyasztott m4j, sziv, izom, vese és agy mintdkat TRI reagens oldatban
(Sigma) homogenizaltuk (2 perc, 1500 fordulat). A homogenizdtumokat eppendorf
csovekbe gylijtottiik, majd kétszer, kloroformos (150 pl) extrahdlast végeztiink, és
centrifugaltuk (15 perc, 15000 rpm, 4 °C) a mintdkat. A felsd vizes fazishoz 0.75
térfogatnyi izo-propanolt adtunk. A pelyhes csapadékot centrifugaltuk (5 perc, 15000
rpm, 4 °C). A feliiliszo eltavolitasa utan a csapadékot 1 ml 75%-0s etilalkohollal
mostuk (egy éjszaka, -20 °C). Az etilalkohol eltavolitasa utan a csapadékot 50 pul DEPC-
al kezelt (dietil pirokarbonat, Sigma) vizben oldottuk fel.

Ahhoz hogy az enzimatikus reakciokhoz megfeleld tisztasagu mintat kapjunk, az
RNS-t 4jbdl percipitaltuk. Ez 1/10 térfogatnyi natrium-acetat és 2.5 térfogatnyi 96%-0s

etilalkohol jelenlétében tortént. A csapadékot egy éjszakan at 75%-0s etilalkohollal
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mostuk, majd felszuszpendaltuk 50 ul DEPC-al kezelt desztillalt vizben. A tisztitott
RNS mintdkat 100 U RNaz mentes DNaz I-el (Boehringer-Mannheim) kezeltiik
rutinszertien (2 ora, 37 °C).

Osszefliggést alkalmaztuk. Amennyiben az Azeso/Azgo arany nagyobb volt 1.8-nél akkor a

minta tisztasagat megfelelonek tekintettiik.

3.4. Reverz transzkripcié (RT)

A cDNS szintézist 5 pg totdl RNS-bdl kiindulva 20 ul végtérfogatban végeztiik.
A templat RNS-t és az 500 pmol random hexamer primert (Promega) viz jelenlétében
10 percig 90 °C-on denaturaltuk, majd 200 U M-MuLV reverz transzkriptdz (Sigma), 20
pmol dNTP keverék (MBI Fermentas) és RT reakcio puffer (Sigma) jelenlétében 10
percig 37 °C-on, majd 45 percig 42 °C-on inkubaltuk. A reakciot 5 perces 65 °C-on

torténd inkubaléssal allitottuk le, majd -20 °C-on taroltuk.

3.5. Northern blot analizis

20 pg total RNS-t 2.2 M formaldehid/1.2%-o0s denaturalé agaréz gélen
valasztottunk el. Az elektroforetikus szeparalds elétt az RNS mintdkat mintafelvivd
pufferben (1xMOPS, 6% formaldehid, 50% formamid) 55 °C-on 15 percig denaturaltuk.
Az elvélasztast kovetden a gélt 10xSSC oldattal (20xSSC: 3 M NacCl, 0.3 M trinatrium
citrat, pH 7) kapillaris transzferrel vittiik at nylon membranra (Amersham), egy éjszakan
keresztiil. A transzfert kovetden a filtert 2xSSC-vel Oblitettiilk, majd az RNS-t UV

besugarzassal rogzitettiik a membranhoz (GS-Gene crosslinker, Bio-Rad).
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Hibridizalashoz a DNS probékat (izolalt cDNS fragmentek) o->2P-dCTP-vel
radioaktivan jel6ltiik, random priming technikaval, High Prime DNA Labeling kit-et
(Boehringer-Mannheim) hasznalva.

A hibridizacié 14-16 O6ra hosszan tortént 42 °C-on, 50% formamid,
SxDenhardt’s reagens, 5xSSC oldatban. A nem specifikusan kotodott probakat 68 °C-on

0.1xSSC-t és 0.1% SDS-t tartalmazd oldatban torténd mosassal tavolitottuk el.

3.6. Primerek

A ponty hsp70, hsc70-1 és hsc70-2 amplifikalasahoz hasznalt primercket a
zebradanio (GI:17061841; GI:1865782), pisztrang (GI:17129570; GIl:246719),
Xiphophorus maculatus (GI:17061837; GI:17061839), béka (GI:64796; GI:1326171),
csirke (GI:211941; GI:2996407), egér (GI:193983; GI:309319) és ember (GI:386785;

G1:13273304) hsp70 és hsc70 konzervalt szekvenciak Osszehasonlitasa alapjan

terveztlink.

hsp70/hsc70 altalanos primerek:

IF : 5 GCTGTTGGCATTGACCTGGG 3,
2R : 5 TCTGGGTTAATGCTCTTGTT 3°,
4R : 5> GGTGATGGTGATCTTGTTCT3’,
6R : 5> GTCAACCTCCTCAATGGTTG 3°.
Ponty hsc70-1 specifikus primerek (AY 120893, AY219845):
3-1F : 5>CTGGCCTTGACGTCCTCCGC 3,
5-1F : 5 TCAGGACTTATTTAACGGCC3’,
7F 5 ATCGACCTGGGCACCACCTA3’,
8R :5 CTTCCATCTTGGGCTTACT3’,

G-1R: 5> TTGGCTCGTTGGTAATGCGG 3’

3

33



G-2F : 5 TATATGAGGGAGAGAGAG 3°.

Ponty hsc70-2 specifikus primerek (AY219844):
3-2F : 5 CTGGCTTGAATGTTCTGG 3,

5-2F : 5> CCAAGACTACTTCAACGGCAA 3’,
9F :5° AAGAATGGTCTGGAATCCTAT3’,
10R :5° GCCTCCAGCACTCTGGTACAG3’.
Ponty hsp70-specifikus primerek (AY120894):
hsp70-3F: 5 TTGACAAAGGCAAAGCTTCA3’,
hsp70-5F : 5> CGCTTTGAAGAGATGTGCTC 3’,
hsp70-7F : 5> CTAAAGACGCTGGAGTAATC 3°,
hsp70-8R : 5 TGCTTCCTCTTGAACTCCTCC 3°.
A ponty MT c¢DNS amplifikalasdhoz hasznalt primerek (AF249875):
CMTS5: 5 ATGGATCCTTGCGATTGCGAAC 3°,
CMT6: 5° CGAACAGGTTCACATAGGTGA 3°,
CMT7: 5 ACAAGTTCACTTGCTGTAG 3°.

A PCR reakcidkban a hsc70, hsp70 és MT mRNS szintet a ponty 3-aktin mRNS
mennyiségére normalizaltuk. A p-aktin primereket az M24113 szekvencia alapjan
terveztiik.

B-aktin-3: 5 GCAAGAGAGGTATCCTGACC 3°,

B-aktin-4: 5 CCCTCGTAGATGGGCACAGT 3°.

3.7. PCR amplifikacio

A PCR amplifikalasokhoz templatként a RT reakcié termékekbdl 1ul-t, a

genomialis DNS-bdl 10 ng-ot hasznaltunk fel reakcionként. A reakcioelegy a kovetkezd
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komponenseket tartalmazta: 250 puM koncentracidban a négyféle dANTP (MBI
Fermentas), 50 pmol a megfelelé primerekbél, 1xPCR puffer/MgClz (Zenon) és 5 U Taq
polimeraz (Zenon). A PCR amplifikalasokat egy PTC 150-16 MiniCycler-ben (MJ
Research) a kovetkezo két alap program felhasznaldsaval végeztiik el.

l.alap program

Els6 1épés: 1 perc 95 °C-on, 2. 1épés: (denaturalas) 30 masodperc 95 °C-on, 3. 1épés:
(anneling) 30 masodperc 45-50 °C-on, 4. 1épés: (szintézis) 30-240 masodperc 72 °C-on,
5. 1épés: a 2., 3., és 4. 1épés ismétlése 4 alkalommal, 6. 1épés: 30 masodperc 95 °C-on,
7. 1épés: 30 masodperc 55-60 °C-on, 8. 1épés: 30-240 masodperc 72 °C, 9. 1épés: a 6., 7.,
¢s 8. Iépés ismétlése 24-29 alkalommal, 10. 1épés: 5 perc 72 °C-on.

I1. alap program

Elsd 1épés: 1 perc 95 °C-on, 2. 1épés: 30 masodperc 95 °C-on, 3. Iépés: 30 masodperc
55-60 °C-on, 4. 1épés: 30-240 masodperc 72 °C-on, 5. 1épés: a 2., 3., és 4. 1épés

ismétlése 24-34 alkalommal, 6. 1épés: 5 perc 72 °C-on.

3.8. Gélelektroforézis, fragment izolalas

A PCR termékeket a fragment méretétdl fliiggden 0.7-2%-o0s agardz gélen, 0.1
pg/ml ethidium bromid jelenlétében, TAE puffert hasznalva (40 mM Tris-acetat, 10 mM
EDTA pH 7.5) frakcionaltuk. Klonozashoz, szekvenaldshoz a DNS fragmenteket egy
0.45 pm poérusméretli gélsziirével izolaltuk (Ultrafree-MC Centrifugal Filter Unit,
Millipore). Az izolalt PCR termékeket pGEM-T Easy vektorba (Promega) inzertaltuk és
E. coli DH5a sejtekbe transzformaltuk. A rekombinans klonokban talalhatd inzerteket

szekvenaltuk.
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3.9. Géldokumentacio, denzitometralas

A kisérletek minden id6 pontjdban harom vagy négy halat hasznaltunk fel az
RNS preparalasdhoz. RT-PCR reakciot mindegyik mintan haromszor ismételve
végeztiik el, hogy megnoveljik a kiértékelés megbizhatosagat. A hsc70, hsp70 és MT
mRNS mennyiségét egy belsé kontrollhoz, a B-aktin mRNS szintjéhez viszonyitva
allapitottuk meg. Az autoradiogramokat és az ethidium bromiddal festett agardz géleket
a GDS 7500 gél dokumentécids rendszeren analizaltuk a GelBase/GelBlot™ Pro Gel

analysis szoftvert felhasznalasaval.
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4. EREDMENYEK

4.1. Ponty hsp70 és hsc70 gének izolalasa
4.1.1. Evolaciésan konzervalt DNS szekvenciak azonositasa, PCR primerek

tervezése, amplifikalasi stratégiak

Célunk az volt, hogy pontybol minél tobb 70 kDa—0s stresszfehérjét kodold gént
azonositsunk, ezért a GenBank/EMBL adatbazisban talalhato, evoliciosan tavol eso
fajokbol, igy emberbdl, egérbdl, csirkébdl, békabol, és harom halfajbdl (zebradanio,
pisztrang, Xiphophorus maculatus) kozolt Hsc70 és Hsp70 szekvenciakat hasonlitottunk
Ossze. A fajok kivalasztasanal csak azok johettek szamitdsba, ahol egy adott fajon beliil
ugy a konstitutivan expresszalodé mint az indukalhatd izoformék teljes hosszisag
szekvenciai ismertek voltak. A stressz-fehérjék evolucios konzervaltsaga miatt talaltunk
olyan szekvencia tartomanyokat, ahol a hasonldsdg foka rendkiviil magas volt. Az
egymdshoz nagy homoldgiat mutatdé régiok koziil négyhez oligonukleotidokat
terveztiink (1F, 2R, 4R és 6R) (6. abra) és ezeket, mint daltaldnos primereket hasznaltuk

fel a hsp70 és hsc70 szekvenciak amplifikalasahoz pontybol.

Pl P2 < p4 < pPé. <
Egér Hsc70 MS——KGPAVGID?GTT—/—ELNKSINPDEAV—/—TGKENKITITNDK—/—SSGPTIEEVD
Ember Hsc70 MS--KGPAVGIDLGTT-/-ELNKSINPDEAV-/-TGKENKITITNDK-/-SSGPTIEEVD
CsirkeHsc70 MS--KGPAVGIDLGTT-/-ELNKSINPDEAV-/-TGKENKITITNDK-/-SSGPTIEEVD
Béke Hsc70 MS--KGPAVGIDLGTT-/-ELNKSINPDEAV-/-TGKENKITITNDK-/-SSGPTIEEVD
Trout Hsc70 MS--KGPAVGIDLGTT-/-ELNKSINPDEAV-/-TGKENKITITNDK-/-SSGPTIEEVD
Zebra Hsc70 MS--KGPAVGIDLGTT-/-ELNKSINPDEAV-/-TGKENKITITNDK-/-SSGPTIEEVD
Xipho.Hsc70 MS--KGPAVGIDLGTT-/-ELNKSINPDEAV-/-TGKENKITITNDK-/-ASGPTIEEVD
CsirkeHsp70 MSG-KGPAIGIDLGTT-/-ELNKSINPDEAV-/-TGKENKITITNDK-/-SGGPTIEEVD
Egér Hsp70 MA--KNTAIGIDLGTT-/-DLNKSINPDEAV-/-TGKANKITITNDK-/-GSGPTIEEVD
Ember Hsp70 MA--KAAAVGIDLGTT-/-DLNKSINPDEAV-/-TGKANKITITNDK-/-GSGPTIEEVD
Béka Hsp70 MAT-KGVAVGIDLGTT-/-ELNKSINPDEAV-/-SGKQNKITITNDK-/-NSGPTIEEVD
Zebra Hsp70 MSSPKGIAIGIDLGTT-/-ELNKSINPDEAV-/-TGKQNKITITNDK-/-AQGPTIEEVD
Trout Hsp70 MSSAKGPSIGIDLGTT-/-ELNKSINPDEAV-/-TGKENKITITNDK-/-SQGPTIEEID
Xipho.Hsp70 MCAAKNVAIGIDLGTT-/-ELNKSINPDEAV-/-TGKENKITIANDK-/-SQGPTVEEVD

6. abra: Néhany gerinces allat Hsc70 és Hsp70 szekvencidjanak Osszehasonlitdsan
alapuld konzervalt régiok. A ponty hsc70 és hsp70 gének amplifikalasdhoz hasznalt
kozos primereket vastag betiikkel tiintettiik fel. Az aminosav poziciok megadasahoz az
egér szekvenciat vettiik alapul.
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A primerek tervezéséhez felhasznalt konzervalt régiok kivalasztdsanal arra is
torekedtiink, hogy a primerek altal hatarolt szekvencidk minél nagyobb eltérést
mutassanak az izoforméak kozott. Zebradanio esetén példaul az 1F/2R primer par altal
hatarolt 360 aminosavbol allo szakaszon 41 pozicidban taldlunk kiilonbséget a Hsc70 és
a Hsp70 fehérjék kozott.

A Kkétféle izoformat kodoldo gén minél hatékonyabb elkiilonitésére két, az
irodalombdl ismert adatot felhasznalva dolgoztuk ki a stratégiankat: a, az ismert
eukariota hsp70 struktargének, szemben a hsc70 génekkel, nem tartalmaznak
intronokat; b, a hsp70 mMRNS-ek stresszmentes allapotban nem, vagy csak kis
mennyiségben mutathatok ki. A hsp70 gén(ek) amplifikalasahoz templatként genomialis
DNS-t hasznaltunk a PCR reakcioban, a hsc70 gén(eke)t, pedig kiilonboz6 szovetekbol
nyert RNS templatokrol amplifikaltuk RT-PCR reakciokban. Az elsd amplifikalast
parhuzamosan végeztik mind a kétféle templaton, az 1F/2R 4ltaldnos primer par
felhasznalasaval. Szamitasainknak megfelelden a kiilonb6zd forrasbol szarmazo templat
DNS-ekrél mind a két géncsalddot reprezentald génszakaszokat sikeriilt azonositani.
Ezekre a szekvencidkra alapozva mar lehetdségiink volt génspecifikus primerek
tervezésére és ezeket parban hasznilva egy-egy altalanos primerrel a teljes kodolo
szekvenciakat azonositanunk a kiilonboz6 gének esetén.

4.1.2. Ponty hsp70 gén amplifikalasa genomialis DNS templatrol

Ahogy mar emlitettiik, genomialis DNS templatot valasztottunk a hsp70 gének
izolalasdhoz, annak reményében, hogy igy elkeriilhetjiik az mRNS templat hasznalata
esetén varhatd kozel azonos méretli, kevert hsp70/hsc70-specifikus termék
amplifikalasat. Az 1F/2R primer par a hsp70 gének esetében egy 1 kb nagysagu

génszakaszt hatarol, mig az ismert hsc70 gének esetében erre a szakaszra 3 intron
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jelenléte jellemz6. A kisérlet eredménye (7. dbra) az elvaradsainknak megfeleléen

alakult.

=
o oo
=X
oo

0 (( -

L S

o — 0.5 kb

7. abra: hsp70 génszakasz amplifikalasa genomialis DNS-r6l az 1F és 2R primer
hasznaltaval (1). A nyil az izolalt 1 kb fragmentet jelzi. 1 kb molekulasuly marker
(Gibco) (2).

Az amplifikalt termékek kozott volt egy, melynek mérete az intron nélkiili cDNS-nek
felelt meg. A vart méretli PCR terméket izolaltuk az agardz gélbdl, és egy PCR klonozéd
vektorba inzertaltuk, majd meghataroztuk 3 fiiggetlen rekombinans plazmidban
talalhato inzert nukleotid sorrendjét. A szekvenaldsi reakciokban a klonozd vektor
primereit, illetve egy, az 0j rész-szekvencia ismeretében tervezett primert hasznaltunk.
A szekvencidk elemzése alapjan egyértelmii volt, hogy egyetlen génrdl tortént az
amplifikalas (ezt sugallta a teszt szekvenalasunk is, ahol kozvetleniil a PCR populaciot
szekvenaltuk az egyik amplifikdlé primerrel és ,tiszta”, jol olvashaté szekvenciat
kaptunk). Az amplifikdlt fragment hossza 1084 bp és legnagyobb homoldgiat az

adatbankban talalt 70 kDa fehérjét kodolo génekkel mutatta: a zebradanio hsp70
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génjével 89% a hsc70 génjével pedig 76%-ban mutatott azonossagot. A szekvencia
teljes hosszusagaban végighuzodik egy open reading frame. A kikovetkeztetett
aminosav szekvencia 90 illetve 86%-0s homologiat mutat a zebradanio hsp70 és hsc70
génjei altal kodolt fehérjékkel.

Most, hogy mar ismertiik a ponty hsp70 és hsc70 gének szekvencidjanak
tekintélyes részét (hsc70 fragmentekre vonatkozo informaciokat lasd a kovetkezo
fejezetben), célul tiztiik ki a teljes kodold szekvencia azonositasat. Ennek érdekében két
tovabbi ponty hsp70 specifikus primert terveztiink (hsp70-3F és hsp70-5F) (10. abra). A
amplifikalas, arra is torekedtiink, hogy lehetéleg nagy legyen az atfedés az amplifikalt
szakaszok kozott, igy erdsitve meg, hogy azonos génrdl tortént a termékek
amplifikalasa. A hsp70-3F primert a 4R a hsp70-5F primert pedig a 6R altalanos
primerekkel haszndltuk parban. A két atfedd szakasz mérete 958 és 1019 bp. A PCR-
termékek izolalasa, klonozasa és szekvenalasa a fent emlitekkel azonos modon tortént.
3-3 fliggetlen rekombinansbol szdrmazd inzert szekvencidjat hatdroztuk meg azon a
néhdny ponton, ahol eltérés mutatkozott a harom szekvencidban (feltehetdleg a Taq I
polimeraz &ltal generalt mutacidk) és a két azonos nukleotidot fogadtuk el ,,valosnak™.
Az atfed6 régiokban (a hsp70-3/4R fragment esetén 544 bp, a hsp70-5/6R fragment
esetén pedig 611 bp) a szekvencidk 100%-ban azonosak voltak, igy nagy
valoszintiséggel allithatjuk, hogy azonos génrdl tortént a harom termék amplifikalasa. A
harom atfedé szakaszbol egy 1905 bp hosszu, teljes hosszan egyetlen open reading
frame-t tartalmazo, 635 aminosavat kodold szekvencia rakhatd Gssze (8. és 9. abra),
amely a legnagyobb hasonlésagot (88%) a zebradanio hsp70 nukleotid szekvenciajahoz
mutatja. A két fehérje kozt a hasonlosag 90%, mig a zebradanié Hsc70 izoforméjaval,

mindossze 83% a homologia.
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4.1.3. Ponty hsc70 gének amplifikalasa cDNS templatrol

A hsc70 géneket RT-PCR reakciokban amplifikaltuk. A c¢DNS szintézishez
izombdl preparalt RNS mintdkat és random hexamer primert hasznaltunk. Az 5 vég
amplifikalasat az altalanos 1F/2R oligonukleotid parral végeztik el. A kiilonbozo
méretli amplikonok kozott talaltunk, olyat melynek hossza a vart mérettartoméanyba esett
(~1 kb). Ezt a PCR terméket klonoztuk, majd meghataroztuk kilenc fiiggetlen
rekombinans plazmidban taldlhaté inzert nukleotid sorrendjét. A szekvencidkat
egyértelmiien két csoportba lehetett osztani, az egyik csoport 7 a masik 2 klon altal volt
reprezentalva. A két cDNS fragment kozt 79%-os volt a hasonlosag. A zebradanio
hsp70 és hsc70 génjeivel tortént 6sszehasonlitas soran az egyik csoport 76 és 79%-0s, a
masik csoport 76 és 92%-0s homologiat mutatott. Az elsé cDNS-t hsc70-1, a masodikat
pedig hsc70-2 néven emlitjiikk a tovabbiakban.

A két hsc70, valamint a ponty hsp70 szekvencidk Osszehasonlitasa alapjan
hsc70-1 és hsc70-2 specifikus oligonukleotidokat terveztiink a teljes hossziusagi cDNS-
ek hianyzo szakaszainak amplifikdlasokhoz. Hasonloan a hsp70 gén izolalasanal
leirtakhoz, 2-2 génspecifikus primert terveztiink (3-1F és 5-1F, illetve 3-2F és 5-2F) (10.
abra) melyek elvarasaink szerint, parban a 4R és 6R altalanos primerekkel lehetdvé

teszik a teljes kodold szekvencidk amplifikalasat.

1IF  3-1F,32F hsp70-3  hsp70-5 5-1F, 5-2F

2R 4R 6R
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10. abra: A harom gén amplifikdldsahoz hasznalt altalanos és specifikus primerek

crer

cres

bp, és 462 bp-on fed at a kodold régid kozépsod szakaszaval. A nagy atfedd fragmentek
¢s a fliggetlen rekombinans plazmidok inzertjeinek a nukleotid sorrendjébdl kétséget
Kizarban megallapithatd, hogy a hc70-1 cDNS-rél tortént mind a harom fragment
amplifikalasa. A harom atfedd szakaszbol egy 1926 bp hossz, a teljes hosszan egyetlen
open reading frame-t tartalmazo, 642 aminosavat kodold szekvencia rakhatd &ssze (9.
¢és 11. abra).

A hsc70-2 specifikus 3-2F/4R és 5-2F/6R primer parokkal torténé amplifikalas
egy 1019 bp-os és egy 896 bp-os terméket eredményezett, melyek 604 illetve 461 bp-on
fednek at a cDNS 5’végi, illetve a kdzépso régiot reprezentald fragmentekkel. A teljes
kodold szekvencia hossza 1932 bp (9. abra), mely egy 644 aminosavbol allo fehérjét
kodol (11. abra).

4.1.4. A hsp70 és hsc70 szekvenciak analizise

A szekvenciak analizisének az eredményekén a harom altalunk azonositott gént
egyértelmiien a 70 kDa fehérjét kodold gének csaladjaba sorolhatjuk be. A ponty hsp70
génje a legnagyobb homologiat (88%) a zebradanié hsp70 génjéhez mutatja. A két
fehérje kozt a hasonlosag 90%, mig a zebraddnié Hsc70 izoforméjaval minddssze 83%
az azonossag (8. abra).

A két hsc70 cDNS egymas kozti hasonlosaga 78% -os az altaluk kodolt fehérjék
pedig 88%-0s homoldgiat mutatnak. A ponty Hsp70 izoformaval 82 illetve 83%-0s a
hasonlosag. A hsc70-1 gén az adatbazisban elhelyezett szekvenciak koziil leginkabb a

fogaspontyok csaladjaba tartozé Rivulus marmoratus-bol azonositott hsc70 génhez
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mutat hasonlésagot (81% nukleinsav szinten és 93% aminosav szinten). A hsc70-2 gén
szintén egy a pontyfélékhez tartozé hal, a zebradanié hsc70 génjéhez mutatja a
legnagyobb rokonsagot, 91% ¢és 96%-os a hasonlosag DNS illetve fehérje szinten (11.
abra).

Az Gijonnan azonositott harom génnek a szekvencia hasonldsagok illetve a hsp70
génekre jellemzd intron nélkiili struktargén szerkezet alapjan tortént besoroldsat tovabb
erdsitette a filogenetikai analizis. A PHYLIP package program inputjaként (Felsenstein,
1996; Page, 1996) els6 1épésben a primer tervezéshez kivalasztott ember, egér, csirke,
béka, ¢és hal Hsp70 és Hsc70 fehérje szekvencidkat hasznaltuk fel. A Hsp70 és Hsc70
izoformdk két, jol elkiilonithetd csoportot alkottak, melyekbe a ponty szekvencidk
elhelyezkedése megerdsitette a korabbi besorolasukat. Hasonld filogenetikai analizist
végeztiink a GenBank-ban hozzaférhetd hal Hsp70 ¢és Hsc70 szekvencidk

felhsznalasaval (12. abra).

Orizias latipes Hsc70
_|_— Danio rerio Hsc70

Cyprinus carpio Hsc70-2

Xiphophorus maculatus Hsc70

— Rivulus marmoratus Hsc70
Cyprinus carpio Hsc70-1
Cyprinus carpio Hsp70
Danio rerio Hsp70
Oncorhynchus mykiss Hsp70

Oncorhynchus tschawytscha Hsp70

Takifugu rubriptes Hsp70

Oreochromis mossambicus Hsp70
_|:— Xiphophorus maculatus Hsp70

Orizias latipes Hsp70

Ictalurus punctatus Hsp70
L? Oncorhynchus mykiss Hsc70

Paralichthys olivaceus Hsp70

0.1

12. abra: A ponty Hsp70 és Hsc70 fehérjék filogentikiai analizise a kiilonb6z6 halfajok
Hsp70 és Hsc70 fehérjeivel szemben.

43



Az analizisbol kihagytuk azokat a fajokat, ahol csak az egyik izoformara rendelkeztiink
adatokkal, illetve csak részleges szekvencia informaci6 volt elérhetd. A ponty Hsc70
szekvencidk egyértelmiien a meglehetdsen divergens Hsc70 csaladba sorolddtak be, mig
a Hsp70 fehérje a jol elkiiloniilé, kompaktabb Hsp70 csoportba kertilt.
4.1.5. A hsc70 gének amplifikalasa genomialis DNS-rol

Az irodalombol ismert, hogy az eddig azonositott eukariota hsc70 stuktargének
intronokat tartalmaznak. Kisérleteink kezdetén egyetlen halfajbdl, a pisztrangbol volt
ismert genomialis hsc70 szekvencia. Ezt Osszehasonlitva a magasabb rend
gerincesekben leirt strukturgénekkel az exon-intron hatdrok pozicidja konzervalt volt.
Erre az informaciora alapozva két 0j hsc70-1 génspecifikus primert terveztiink (GIR és
G2F) (11. abra). Ezek a primerek parban a mar meglévé génspecifikus és altalanos
oligonukleotidokkal harom atfedd fragment amplifikalaséval a teljes kddolo szekvenciat
hordozé genomialis DNS szakaszt lefedik. Az intronok méretét ugyan elére nem
ismertiik, de azt tudtuk, hogy 2 illetve 3 intront tartalmazd szakaszt hatdrolnak a
megtervezett primer parok, ezért a PCR paraméterek meghatarozasanal a szintézis fazis
id6tartamat jelentésen megnoveltikk, a hsp70 génrdl tortént amplifikalashoz képest.
Genomialis DNS templatrol az 1F/GIR primer par egy 1682 bp, a 3-1/4R egy 1668 bp
¢s a G2F/6R egy 1128 bp-os terméket amplifikalt. Mindegyik primer parral cDNS-rdl is
elvégeztiik az amplifikalast, mintegy belsd kontrollként, a primerek miikodésének
tesztelésére (13. abra). A genomidlis fragmenteket gélbdl izolaltuk, klonoztuk és
szekvenaltuk. A genomialis és a cDNS szekvencidk az atfed6 szakaszokon
megegyeztek. A kétféle DNS szekvencia 0sszevetésébdl azonositottuk az exon-intron

hatarokat és meghataroztuk az intronok méretét (1. tablazat). A hsc70-1 struktirgén az
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altalunk vizsgalt szakaszon 7 intront tartalmaz (11. és 14. abra), a hsc70 géncsaladra

karakterisztikus, evoluciosan konzervalt poziciokban.

7
L)

- 1.8 kb
(- 1.6 kb
[S— 1.0 kb
- 0.5kb

13. abra: Reprezentativ PCR amplifikalas genomialis DNS (1, 3, 5) és cDNS (2, 4, 6)
templatokrol, a 1, 2: 1F/G1R; 3, 4: 3-1/4R; 5, 6: G2F/6R primer parokkal. 7: 1 kb
molekulastly marker (Gibco). A nyilak a gélbdl izolalt fragmenteket jelzik.

1. Tablazat:
Exon Intron Exon
5’"-Splice site 3"-Spilce site

2 TTG GTAAGG----2 (239) -——-GGTTCAACAG A 3
3 AAG GTGAAT----3 (929) -——-GTTGTTTCAG C 4
4 AAG GATAGA----4 (213) -——-TTCACTACAG G 5
5 CAG GTAAGA----5 (82) -——-ATTTCACCAG C 9
6 CAG TAAATG----6 (355) -———-TTACCCTTAG G 7
7 AAG GTAAAA----7 (112) -——-TTTCTTTTAG G 8
8 CAG GTAGGT----8 (400) -——-TGTGCCACAG A 9
(C/A) AG T(A/G)AGT Konszenzus (T/C)gN(C/T)AG G

hsc70-1 struktargén splice akceptor és splice donor szekvencia valamint az intronok

mérte.
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190 206 153 556 203 199 233 186

— H—E-— -

239 929 213 82 355 112 400

14. abra: A hsc70-1 struktirgén exon-intron tagozodasa: a bokszok az exonokat a
vonalak az intronokat jelzik.

A hsc70-2 gént nem elemeztik ilyen részletességgel, de egy, a fentickhez
hasonl6 amplifikalassal kimutattuk a 7. intron jelenlétét, és igy bizonyitottuk, hogy ez a

gén is hordozza szerkezetében a klasszikus hsc70 jegyeket.

4.2. Ponty hsp70 és hsc70 gének expresszidjanak vizsgalata
4.2.1. A hsp70 és hsc70 gének szovetspecifikus alapexpresszioja

A 70 kDa-os stresszfehérjéket kodoldo gének klasszikus besorolasa szerint a
hsp70 gének fiziologias koriilmények kozott nem vagy csak kis mértékben nyilvanulnak
meg, mig a hsc70 génekre a konstitutiv expresszio jellemz6. Kezeletlen halak
kiilonb6zd szerveiben, majban, vesében, agyban és izomban vizsgaltuk mind a harom
Ujonnan azonositott ponty gén expresszidjat RT-PCR amplifikalassal, illetve Northern
hibridizaciéval. A RT-PCR reakciohoz olyan génspecifikus primereket valasztottunk
(hsp70-7/hsp70-8, 7F/8R és 9F/10R) (11. abra), melyek biztositjak az amplifikalas
specifitasat (ezek specifitasat a klonozott cDNS templatokon ellendriztiik). Az adott
mRNS mennyiségét egy belsé kontrollhoz, a B-aktin mRNS szintjéhez viszonyitva
allapitottuk meg. Northern hibridizalasnal teszt kisérletekben gy6zddtiink meg, hogy a
génspecifikus probakkal nem kapunk kereszt hibridizalast a kivalasztott paraméterek

alkalmazasa mellett.
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A hsp70 mRNS Northern hibridizaciéval nem volt kimutathaté egyik
szovetmintaban sem. Az agyban a joval érzékenyebb RT-PCR modszerrel sem
mutattunk ki detektalhaté mennyiségli mRNS-t, mig a vesében, a majban és az izomban,
erds egyedi variaciot mutatva, a kimutathatosagi hatar koriili mennyiségben volt jelen.

A hsc70-1 expresszidé az izomban volt a legmagasabb, a hsc70-1 mRNS a B-
aktinnal 0sszevethetd mennyiségben volt jelen. Ennek az értéknek koriilbeliil 25%-at
mértiik az agyban. A majban és a vesében vagy nem tudtuk kimutatni ezt a génterméket

vagy pedig a kimutathatdsag hatdran mozgott a mennyisége (15. 4bra).

Agy Izom Méj Vese

B-aktin - - on o
hsc70-1 " * o=

B-aktin A= Lo il

15. abra: Reprezentativ RT-PCR amplifikalas a kontroll halak agy, izom, m4j és vese
szoveteibdl izolalt RNS mintakon.

A hsc70-2 gén expresszidja markans kiilonbséget mutatott. A legmagasabb
expressziot a vesében talaltuk, ez 55-60%-a volt a f-aktin szintnek. Valamivel kisebb
mennyiségben volt jelen a majban és az agyban (40-45%). Az izomban, ahol a hsc70-1
MRNS-t a legnagyobb mennyiségben taldltuk, maximum egy 15%-0s expressziot
mértiink (15. &bra).

Northern hibridizalassal a kétféle hsc70 gén expressziojat a majbol és az
izombol preparalt RNS mintdkban vizsgaltuk. A hibridizacios kisérletek alatdmasztottak

az RT-PCR reakciokban kapott eredményeket. A hsc70-1 mRNS az izomban konnyen
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detektalhaté volt mig a majban nem tudtuk kimutatni. A hsc70-2 gén-specifikus

probaval a méjban 4.5-szer tobb mRNS-t detektaltunk, mint az izomban (16. abra).

hsc70-1 hsc70-2
M L M L

288 —»
32kb —»

B e 20

14 —»

smwe

16. abra: Northern hibridizacidval detektalt hsc70-1 és hsc70-2 mRNS a kezeletlen
halak izom (M) és m4aj (L) szovetében. A két génrdl szintetizalt mRNS mennyiségét a
rRNS mennyiségére normalizaltuk (also panel).

Ez a kisérlet lehetéséget adott a két hsc70-specifikus mRNS méretének
meghatarozasara is, ami 3.2 kb-nak adodott a hsc70-1-re és 2.9 kb-nak a hsc70-2-re
nézve. Mivel a két gén kodolo régioja kozel azonos hosszusagu, a MRNS-ek jelentds
méretbeli kiilonbsége az 5° és/vagy 3’ végi, nem transzlalédo régidk eltérd méretébdl
adodhat.

4.2.2. Homérsékletvaltozas hatasa a hsp70 és hsc70 gének expresszidjara izomban
és majban

Az els6 kisérlet sorozatban az akvariumok vizhémérsékletét 14 illetve 18 °C-kal

emeltiik majd 0.5 és 3 ora elteltével, valamint a hdkezelést kovetd 1 ora recovery

idoszak utan vizsgaltuk a harom hdsokk gén expresszidjat. Mivel a kétféle hsc70
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géniink a majban és az izomban reciprok expresszidos mintazatot mutatott, ezekben a
szovetekben kovettiik a kiilonboz0 stresszorok indukcids hatasat.

A majban a hsp70 gén tranziensen indukalodott. A féloras hokezelést kdvetden
egy 2-2.5-szeres mRNS novekedést mértiink. A harom 6ras hésokkot kdvetden viszont
mar nem volt jelentds kiillonbség a kontroll allatokban mért értékhez képest. A kontroll
és a féloras hoé kezelt allatok izom szdvetében nem volt detektalhatd mennyiségi hsp70
mRNS jelen. A harom 6ras inkubacié magas hdmérsékleten viszont indukalta a hsp70
expressziot, a majban mért maximum értékek 2/3-at detektaltuk (17. dbra). A hdkezelést
kovet6 1 ora recovery periodus nem befolyasolta a hsp70 expressziot egyik vizsgalt
szOvetben sem.

A hsc70 gének majban nem vagy nagyon mérsékelten reagaltak a hirtelen
homérsékletndvekedésre. A hsc70-1 mRNS mennyisége egyik kisérleti idépontban sem
érte el a kimutathatosagi szintet. A hsc70-2 gén expresszidjaban egy maximum 2-Szeres
novekedést mértiink a 3 6ras hésokkot kovetd recovery periodus utan.

Izomban a kozvetlen hdsokk nem okozott lényeges valtozast a hsc70-1
expressszidban, a recovery idészak elteltével azonban egy jol mérhetd novekedés volt
detektalhato (1.5-2.5). Ebben a szovetben a hsc70-2 gén érzékenyebb volt a hokezelésre:
mar a 30 perces inkubacidt kdvetden egy 3-szoros, a 3+1 orat kovetden pedig egy 4-4.5-
szeres indukciot mértiink (18. 4bra).

Valamennyi  vizsgalt idépontban ¢és szOvetmintdban a 14  °C-0s
hémérsékletemelés adatait mutattuk be, mivel a 18 °C-os hdsokk hatasara se
tapasztaltunk magasabb indukcios értékeket.

A masodik kisérlet sorozatban a hidegsokk hatdsat vizsgaltuk a harom gén
expresszidjara. A viz homérsékletét 7 °C-kal csokkentettiik és 1, 2, 5 oras kezelést

kovetd 1 oras recovery idg elteltével vettiink mintat a majbol és az izombol.
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A hsp70 gén mind a két szovetben indukalodott hidegsokk hatasara. Az indukcid
abszolut mértéke nem meghatarozhatd, hisz egyik szovetben sem volt mérhet6 a hsp70
mRNS szint alapallapotban. Majban 1+1 ora elteltével a hsp70 mRNS mennyisége 1/10-
e volt a B-aktin mennyiségének. Ez az érték nem is igen valtozott hosszabb inkubalasi
1d6 elteltével sem. Izomban, hasonléan a majhoz mar 1+1 o6ra elteltével detektalhato
mennyiségli mRNS volt jelen, ebben a szovetben a 2+1 illetve az 5+1 ora inkubalast
kovetden tovabbi novekedést mértiink, szinte megduplazodott a hsp70 transzkriptum
mennyisége.

A két hsc70 gén kiilonbozoképpen reagalt a hidegkezelésre. A hsc70-1
expresszio csokkent az izomban; az alapszint kézel 55-65%-a volt mérhetd 2+1 és 5+1
orat kovetden. A hsc70-2 gén ezzel szemben jelentésen indukalodott; 2+1 ora elteltével
mar 7.5-10-szeres mRNS ndvekedést detektaltunk, és ehhez hasonld értékeket kaptunk
az 5+1 inkubalast kovetden is (19. abra). Majban a hsc70-1 mRNS nem volt
kimutathat6 egyik vizsgalt idépontban sem. A hsc70-2 gén az izomban mért értékekhez
képest egy joval mérsékeltebb, maximum 1.5-szeres indukciot mutatott ( 20. 4bra).
4.2.3. Kadmium kezelés hatasa a hsp70 és hsc70 gének expressziojara

A hémeérsékletvaltozason kiviil mas fehérjekarositod tényezdk hatasat is vizsgalni
kivantuk a stressz gének expresszidjara. Ebben a kisérletben a kadmium hatasat
kovettiik méjban, a méregtelenités szervében és izomban az emberi taplalkozas
szempontjabol legfontosabb szovetben, két kiilonbdzd koncentracioban alkalmazva.

A kadmiumot 10 mg/l koncentracidoban alkalmaztuk és négy napon keresztiil
vizsgaltuk a hatdsat napi mintavételt alkalmazva. Izomban a hdrom gén koziil csak a
hsp70 indukalodott, 96 ora elteltével 2-2.5-szeresére nétt az mRNS mennyisége a
kontroll allatokban mért értékekhez viszonyitva (a kontroll értékek nem minden minta

esetében voltak mérheték). Majban a hsp70 mRNS mennyisége nem érte el a
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kimutathatésag hatarat a kezelés egyik id6pontjaban sem. A hsc70-1 gén jelentds
mértékben indukalodott, a kontrollhoz képest egy 11-13-szoros mRNS novekedést
mértiink 96 ora elteltével. Ahol a kontroll értékek nem voltak meghatarozhatok, ott 24
és 96 ora kozott egy hatszoros mRNS szintnovekedés volt mérhetd. A hsc70-2 gén
expresszidjat egy joval mérsékeltebb emelkedés jellemezte, maximum 2-2.5-szeres
novekedést mértiink 96 ora elteltével (21. abra).

A szervezetben a kadmium felhalmozddas nagymértékben fligg a fém bevitel
modjatol. A kovetkezd kisérletsorozatban a kadmiumot intraperitonidlisan juttattuk a
szervezetbe 10 mg/kg koncentracidban, a mintavétel a kezelés 10. és 48. Orajaban
tortént.

Miéjban a hsp70 mRNS mennyisége 15-szorosére emelkedett a 10 oras
fémexpoziciot kovetden és még 48 ora elteltével is egy 10-szeres ndvekedés volt
mérhet6 a kontrollhoz képest. Izomban eltér6 volt a hsp70 gén indukcios kinetikaja, 10
ora elteltével mar kimutathatdo mennyiségben volt jelen a hsp70 mRNS, 48 oranal pedig
egy 3-szoros novekedést mértiink (22. 4bra).

A hsc70 gének kadmiummal vald indukalhatésaga messze elmaradt a hsp70
génhez képest. A majban a hsc70-1 gén egy 2.5-szeres maximum indukcidt mutatott a
kezelés 10. orajaban, mig 48 ora elteltével egy 1.5-szeres valtozast mértiink. A hsc70-2
mRNS szintet egy lassi ndvekedés jellemezte (1.6 és 2-szoros) a két vizsgalt
idépontban (23. abra). Izomban forditott volt a két gén expresszidjanak valtozasa, a
hsc70-1 gén egy 1.5-szeres a hsc70-2 egy 2.5-szeres mRNS novekedést ért el a kezelés

48. 6rdjaban (24. abra).
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4.3. A hsp70, hsc70-1 és az MT gének expressziojanak vizsgalata ponty szivben
4.3.1. Homérsékletvaltozas indukalta hsp70 és hsc70-1 gén expresszio

A hésokk hatasat a halakban a hsp70 és a hsc70-1 gének miikodésére a
vizhémérséklének 14 °C-al, 12 °C-rdl 26 °C-ra torténé emelésével vizsgaltuk. 30 perc
valamint 3 o6ra eltelte utan, tovabba a hokezelést kovetd 1 oras 12 °C-0s recovery
id6szakot kovetden ellendriztiik a hsp70 és a hsc70-1 gének expresszidjat (25. abra). A
hsp70 mRNS mennyisége hékezelés hatasara folyamatos emelkedést mutatott a kontroll
értékhez képest, 30 perc elteltével 3.8-szoros, és azt kovetd egy oOras recovery
idészakban tovabbi, dsszességében 10-szeres novekedést mértiink. 3 6rds hokezeléskor
5.5-szeres novekedést detektaltunk, mig a recovery idészak utan a kontroll szinthez
képest csak 2.3-szeres ndvekedés figyelhetd meg.

A hsc70-1 mRNS mennyisége 30 perc elteltével a 3-szorosara nétt a kontrollhoz
képest, amely szint 3 oras kezelést kovetden sem emelkedett tovabb. A fél oras
hékezelést kovetd 1 oras recovery idészak kozel alapszintre csokkenti a hsc70-1 mMRNS
mennyiségét, ezzel szemben a hosszabb, harom 6ras hdstresszt kovetd 1 ords recovery
idészakban a mRNS mennyisége a kontroll szinthez képest 3-szoros ndvekedést
mutatott, amely kozel azonos mértékii a 3 o6ras hésokk hatasaval.

A kovetkezokben megvizsgaltuk a hidegsokk hatasat a két gén expresszidjara. A
vizhémérsékletet 7 °C-al, 12 °C—r6l 5 °C-ra csokkentettiik, és 1, 2 és 5 6ras hidegsokk
kezelést kovetd 1 oras recovery idészak utan mértiik a hsp70 és a hsc70-1 mRNS szintet
(26. ébra).

A hsp70 mRNS a kontroll allatokban alapszinten, 12 °C-on nem detektalhato.
Az egy Oras hidegsokkot kdvetd egy oras recovery idészakban enyhe indukcio

tapasztalhatd, amely azonban gyorsan lecseng.
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A hsc70-1 mRNS szintje a kontroll allatokban a 12 °C-on kimutathatd
alapszinthez képest gyorsan, mar 1 oras hidegsokk ¢és az azt kovetd recovery hatasara
1.5-szeresére noétt. Tovabbi emelkedés tapasztalhaté 2 oOras kezelést kovetd 1 orés
recovery utan, s a mért mRNS mennyiség az elérhetd maximalis érték, ugyanis 5 6ras
hidegsokk hatasara nem fokozodott az expresszio.

4.3.2. Nehézfémek hatasa a hsp70 és hsc70-1 gének expressziojara

A hoémérséklet emelése mindkét hdstressz gén fokozott, de eltérd kinetikaja
expresszigjat idézte eld a szivben, ezzel szemben a hidegstressz jelentéktelen, rovid
ideig tartd hsp70 mRNS szint emelkedést, és a hostressz hatasanal kisebb hsc70-1 gén
indukciot okozott. A két gén miitkodésének tovabbi jellemzése céljabol megvizsgaltuk
az ugyancsak fehérje karosodast okoz6 nehézfémek, a Cd, As és Cu hatdsat. A fémeket
10 mg/l koncentracioban, illetve Cd esetén 10mg/kg dozisban is alkalmaztuk, és a hsp70
gének expresszidjat 48-96 oOrdig tartd kezelés soran vizsgaltuk
4.3.2.1. Kadmium hatdsa a hsp70 és hsc70-1 gének expresszidjara

Szivben az alapszinten nem detektalhato hsp70 gén expressziojaban a 10 mg/1
mennyisége a P-aktin szintjének kb. 20%-a, s ez az érték a 96. orara sem valtozott
lényegesen (27/A. abra.). A kadmium ebben a koncentracioban nem okozott hsc70-1
indukcidt, a mRNS mennyisége a fémkezelés soran a kontrollhoz képest mérési
hibahatéron beliil valtozott.

Feltételeztiik, hogy a vizbdl felvett fém akkumulacidja a szivben lassu folyamat,
tovabba a sejtekben az MT fehérjék gyorsan megkotik a nehézfémeket, ezért azok
fehérjéket denaturaldé hatdsa nem, vagy kevésbé érvényesiil. Ezért megvizsgaltuk a
kadmium hat4sat a magasabb, 10 mg/kg intraperitoneélisan bejuttatott do6zisban (27/B.

abra). A hsp70 indukcié hasonlé mértékli volt az elobbi, kisebb koncentracioban
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alkalmazott fém hatasahoz, 24 ora elteltével a B-aktin mMRNS-hez képest 20% hsp70
mRNS mérhetd, amely érték 48 ora elteltével gyakorlatilag nem valtozott. A hsc70-1
indukci6 lassubb folyamat, a kezelést kovetd 48. déraban mutathato ki, s a kontrollhoz
képest 1.5-szeres mRNS szint emelkedés mérheto.
4.3.2.2. Az arzén és a réz hatasa a hsp70 és a hsc70-1 gének expresszidjdara

Az arzén 10 mg/l koncentracidban csak a kezelés 24-ik orajaban okozott
atmenetileg kimutathato hsp70 mRNS szintnovekedést, amely a [-aktin mRNS
szintjének 13%-a volt. 48 6ra mulva a mRNS szint lecsengett. Az arzén tranziens hsc70-
1 gén indukciot okozott, a mRNS mennyisége 24 oras expozicid soran a kontrollhoz
képest kétszeresére emelkedett. Ez a szint 48 ora elteltével sem valtozott, majd ezt
kovetden a kezelés 72. orqjaban csokkenés mérhetd, amikor az mRNS mennyisége a
kontrollhoz képest mar csak 1.5-szer magasabb (28/A. 4bra).
koziil a legjobb hsp70 induktornak bizonyult, 24 6ras expoziciét kdvetéen mérhetd
mRNS mennyisége eléri a B-aktin szintjének kb. 10%-at, 48 6ra mulva pedig csaknem
30%-ra n6 (28/B. abra). Az esszencialis Cu ion az arzénnal azonos koncentracidban
alkalmazva jobb hsc70-1 induktornak bizonyult, mint az As és a Cd. A kezelés 24.
orajaban a hsc70-1 mRNS mennyisége a kontrollhoz képest 4.2-szeresére n6 és 48 ora
mulva sem csokken 1ényegesen.
4.3.3. Nehézfémek hatasa az MT gének expressziojara

A nehézfémek fehérjék szerkezetét karositd hatasanak kozvetett jellemzésére az
el6zd fejezetben két 70 kDa fehérjéket kodold gén expresszidjat tanulmanyoztuk. Az
eredmények helyes értékelésének azonban feltétele az, hogy ismerjiik a nehézfémeket

crer

szabalyozasat a ponty szivben. Az MT fehérjék ugyanis 1ényegesen csokkentik a sejten
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keletkezését, s ezaltal csokken a nem-MT tipusu fehérjék denaturacioja. Ennek
kovetkezményeként csokkenhet a hsp gének expresszioja.

4.3.3.1. Kadmium hatdsa az MT-1 és MT-2 gének expresszidjara

gén eltérd expresszios kinetikat mutatott (29/A. abra). Az MT-1 mRNS mennyisége a
kezelés kezdetén 24 ora alatt a kontrollhoz képest 2.5-szeresére noétt, €és ez a szint a
tovabbi kezelés soran sem valtozott. A fém lényegesen jobban indukélta az MT-2 gént,
ugyanis 24 ora elteltével maximalis, 5.5-szeres indukciot mértiink a kontrollhoz képest.
Az emelkedés nem folyamatos, a kezelés 48. ordjaban ugyanis a mRNS szint
atmenetileg lecsokkent a kontroll 1.5-szeresére, majd a 96. 6rdban ismét emelkedni
kezdett és a kontrollhoz képest 3.9-szeres indukciot mértiink.

A kadmiumot 10mg/kg dézisban intraperitonealisan alkalmazva a két MT gén
gyors ¢és erdteljes aktivalodasadt eredményezte (29/B. dbra), lényeges kiilonbség
mutatkozott azonban az indukcié mértékében: az MT-1 mRNS mennyisége a 24 6ra
elteltével a kontroll értékénél 8.5-szer magasabb volt, és 48 6ra mulva pedig 12-szeres
novekedést mértiink. Az MT-2 mRNS szintje kissé gyorsabb emelkedést mutat, mint az
MT-1 mRNS, de 48 o6ra mulva mennyiségiik a szivben megegyezik. A kontroll
allatokban mért magasabb MT-2 alapexpresszid miatt azonban ez a gén kevésbbé
indukalodik, mint az MT-1, 48 ora mulva 2.5-szeres MT-2 mRNS szint emelkedés
mérhetd. A Cd-al kétféle médon kezelt halak szivében a 10 mg/kg egyszeri dozisban
alkalmazott nehézfém stressz fokozottabb MT-1 indukcidt valtott ki, mint a tartdosan 4
napig 10 mg/l fémmel kezelt allatokban, ahol az MT-1 mMRNS mennyisége csak enyhén

indukalodott.
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4.3.3.2. Az arzén hatdasa az MT-1 és MT-2 gének expresszidjara

Az arzén 10 mg/l koncentracidban alkalmazott folyamatos expozicid esetén
hatékony MT gén induktornak bizonyult (30/A. abra). Az MT-1 indukcidja jellegzetes,
kétlépcsds kinetikat mutat a mérési peridduson beliil, ugyanis a 24 6rds expozicid
eredményeként gyors mRNS szint ndvekedés, majd a 48 ora elteltével ugyancsak gyors,
az alapszintet megkozelité csokkenés kovetkezett be, végiil 72 6ra mulva ismét erételjes
emelkedés mérhetd. Az indukcid mértéke a 24 6ras mintaban 7.5-szeres, a 72 Orasban
pedig 10-szeres. Az MT-2 mRNS szint az expozicié soran folyamatosan nétt és a
kezelés 24. orajaban 5-sz0ros, a 48. és 72. drajaban pedig 6-szoros indukcidt okozott.
4.3.3.3. Réz hatasa az MT-1 és MT-2 gének expresszidjara
a kezelés 48. orajaban a két vizsgalt gén mRNS szintje azonos értéket ért el (30/B. 4bra).
A két gén indukciodja azonban 1ényeges kiilonbséget mutat, ugyanis az eltérd alapszintek
miatt a Cu joval hatékonyabb MT-1, mint MT-2 induktornak bizonyult. Az MT-1
mRNS mennyisége 48 o6ra expozicid utan a kontrollhoz képest 14.5-szeres, az MT-2
MRNS pedig csak 2.8-szeres novekedést mutatott.
4.3.4. Hidegsokk hatasa az MT-1 és a MT-2 gének expresszidjara

Ismert jelenség az, hogy a hdmérséklet hirtelen emelkedése vagy csokkenése a
hésokk géneken kiviil mas gének expresszidjat is befolyasolhatja. Ezért megvizsgaltuk
azt, hogy a ponty szivében a vizhdmérséklet valtozasa hogyan hat az MT-1 és az MT-2
gének expresszidjara. A hdmérséklet emelése az MT gének aktivitasat nem befolyasolta,
ezért a hidegsokk hatasat mutatjuk be.

A hidegsokkot a halak 12°C-0s vizhémérsékletrdl 5°C-ra helyezésével idéztik
eld és vizsgaltuk szivben az MT gének kifejezddését 1, 2 és 5 6rds hidegsokkot kdvetd 1

oras 12°C-on torténd recovery idoszak utan (31. abra). Az MT-1 gén expresszidjat a
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hidegsokk gatolta, és a mRNS szint a kontrollhoz képest folyamatosan csokkent. Ezzel
szemben az MT-2 gén esetében tranziens aktivalodast figyelhetiink meg, a mRNS
mennyisége 2 oras kezelést kovetden eléri a miximum értéket, a kontroll kétszeresét,
majd 5 o6rés hidegsokk hatdsara csokken, és az alapszinthez képest mar csak 1.3-szeres

az indukcio.
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5. AZ EREDMENYEK OSSZEFOGLALASA ES MEGBESZELESE

A dolgozatom 0Osszefoglaldo cime ,,stresszvalasz vizsgalata halakban™ egyben
utalds is munkacsoportunk f6 céljara: minél tobb, a stressz-valaszadasban résztvevo
géncsalad tagjanak azonositasa és azok szerepének vizsgalata kiilonb6zo halfajokban. A
dolgozat elsd fejezetében Osszefoglalt munka a stressz-valaszadasban fontos szerepet
jatszo, a stresszfehérjék egyik legnépesebb csalddjaba tartozo 70 kDa fehérjét kodolod
génekkel foglalkozik a pontyban. A mdasodik fejezetben taldn kissé szokatlan mdédon
egyetlen szerv, a sziv, stresszvalaszadasi képességét vizsgaljuk, kovetve az jonnan
izolalt hsp70 gének illetve egy korabban azonositott géncsalad, a metallothionein
tagjainak expressziovaltozasat kiillonbozd fémkezeléseket és hdmérsekletvaltozast

kovetden.

5.1. A 70 kDa fehérjét kodolo stressz gének izolalasa és jellemzése

A 70 kDa stresszfehérjét kodold gének pontyban torténd azonositdsdhoz RT-
PCR amplifikalast hasznaltunk. A géncsaladot jellemzd nagy szekvencia homoldgia
ellenére, a reakciokban hasznalt dltaldanos/génspecifikus primerkombinaciok specifitasa
elegendének bizonyult harom izoformat kodold gén elkiilonitéséhez. A gének
konstitutiv illetve indukalhato hsp70 alcsaladba torténd besorolasa szekvencia analizis,
génszerkezet és expresszids mintdzat alapjan tortént meg. A harom gén koziil kettd a
fent emlitett szempontok alapjan a Hsc70 fehérjéket kodolo gének csoportjaba tartozik.
A két fehérje kozti homologia 88%-0s. A legnagyobb hasonldsag, 91%, a két izoforma
ATP kot domain-jét jellemzi (az 1-381 aminosavak kozott). A két C-terminalis domain
ennél alacsonyabb homologiat mutat, 87% a 379-538 poziciok, illetve 79% a 537-638

poziciok kozott. Computeres Osszehasonlitds alapjan a ponty Hsc70-1 fehérje a

58



legnagyobb homolégiat, a Rivulus marmoratus (93%), mig a Hsc70-2 izoforma a
zebradanio (96%) Hsc70 fehérjéjével mutatja. Erdekes megfigyelni, hogy a ponty
Hsc70-1 és a legkdzelebbi analogja kozott 95%, 91% és 80%-0s a domain-ek kozti
azonossag megoszlasa, mig a Hsc70-2 esetében a C-terminalis domain-eket nem
jellemzi ez a nagyobb foku variabilitds, mindharom teriilet 95%-o0s hasonldsagot mutat.

A harmadik azonositott géniink legjobban a zebradanid hsp70 génjéhez hasonlit.
Az altaluk kodolt fehérjék aminosav sorrendje 90%-ban megegyezik, mig a ponty Hsc70
izoformdkhoz csak 83 illetve 84%-ban hasonlitanak. A ponty Hsc70 és a Hsp70
izoformak N-terminalis, ATP kot6 domain-je, és a kozépso, fehérjek6té domain 87-
89%-ban mutatnak hasonlosagot, mig a 10 kDa C-terminalis domain-ek mindossze
55%-ban egyeznek meg.

Emlésokben nem ritka tobb hsc70 gén jelenléte egy fajon beliil, s koztik a
homologia igen magas (96-98%) (Giinter és Walter, 1994). Alacsonyabb rendi
gerincesekbdl eddig csak békabol (Ali és mtsi, 1996a; 1996b) és egyetlen halfajbol, a
zebradaniobol (Graser és mtsi, 1996-97; Santacruz és mtsi, 1997) izolaltak két hsc70
cDNS-t. Egy fajon beliil a két izoforma kozti hasonlosag 94-95%. A ponty hsc70-1 és
hsc70-2 igy az elsé példaja alacsonyabb rendii gerincesekben a lényeges szekvencia
kiilonbséget mutatd hsc70 gének jelenlétére egy fajon beliil.

A hsc70-1 és hsc70-2 géneket jellemz6 exon/intron tagolodas valamint a hsp70
struktargén intron nélkiili felépitése tovabb erdsitette a konstitutiv, illetve az
indukalhat6 géncsaladba tortént besorolasukat. Az izolalt hsc70-1 genomialis fragment
8 exont és 7 intront tartalmaz. Ismert egér és ember hsc70 struktirgéneket dsszevetve
feltind, hogy a kodold exonok mérete 100%-ban megegyezik és emellett még az

intronok mérete is igen jo egyezést mutat. Sem az ismert pisztrang és Rivulus, sem pedig
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az altalunk azonositott ponty hsc70 strukturgéneket nem jellemzi ez a nagyfoku
konzervaltsag, bar az exon/intron hatarok pozicioja valamennyi fajban megegyezik.

A ponty hsc/hsp70 cDNS-ek eltérései alapjan tervezett primerek segitségével
lehetdségiink nyilott a harom gén expresszidjanak specifikus vizsgalatara stresszmentes
és indukalt korilmények kozott. A hsp70 gének alap-expresszidjat nagy egyedi és
szezonalis variabilitas jellemzi majban, vesében, szivben és az izomban. A hsc70
MRNS-ek alapallapotban, azokban a szovetekben, ahol ezek a gének expresszalodtak, a
B-aktinnal Gsszevethetd mennyiségben voltak jelen, és ez a tény tovabb erdsitette a
konstitutiv besorolasukat. Ismert hsc70 gének expresszios mintazata igen széles skalan
mozog még egy adott fajon beliil is. Egérben példaul a hsc70 gén valamennyi vizsgalt
szovetben (agy, sziv, m4j, vese, 1ép, bél, mellékvese, nyelv és hasnyalmirigy) (Giebel és
mtsi, 1988) expresszalodik némi szovet-specifitast mutatva, ugyanakkor a hsc70t him
ivarsejt-specifikus expressziot mutat (Matsumoto and Fujimoto, 1990). Halakban nehéz
Osszehasonlitast végezniink, mivel eddig egyediil a zebraddniébdl azonositottak két
hsc70 gént. A két gén egyikének expresszidja az embrionalis fejlédés soran térben és
idében szabalyozott (Santacruz és mtsi, 1997), mig a masik expressziés mintazatara
nincs irodalmi adat. A ponty hsc70 gének jellegzetes szovet-specifikus expresszidja
ujdonsag; bizonyos szdvetekben mind a kétféle mRNS kimutathatdo, mig vannak
szervek, ahol dominansan csak az egyik gén expresszalodik, mintegy egymast kiegészitd
modon.

Vizsgaltuk a harom gén indukélhatésdgat kiilonbozd hémérsékletvaltozasokat
kovetéen. A viz hémérsékletének hirtelen emelése akar 14, akar 18 °C-kal csak
mérsékelt emelkedést eredményezett a hdrom gén expresszidjdban. Lényeges kiilonbség
a hsp/hsc70 gének kozott, hogy a konstitutivan expresszalddo gének nem indukalodnak

kozvetlen hosokk hatasara, mérhetd6 mRNS szintvaltozas csak a hosokkot koveto
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recovery id6 elteltével tapasztaltunk. A hsp70 génnek az expresszidja viszont nem
mutatott Iényeges kiilonbséget a kozvetlen hostressz és a recovery ido elteltével. Ez a
jelenség esetleg betudhatd a stukturgének szerkezetében (exon/intron tagozodas a hsc70
esetében) meglévé kiilonbségnek. A hsc70-2 gén 4-4.5-szeres indukcidja dnmagaban
nem egy dramatikus valtozas, de mas fajokbodl leirt hsc70 gének hdstresszre adott
valaszreakcioihoz képest jelentdsnek is nevezhetd. Békaban (Ali és mtsi, 1996a),
Rivulus-ban (Park és mtsi, 2001), pisztrangban (Zafarullah és mtsi, 1992) példaul nem
volt detektalhato valtozas a hsc70 expresszioban, mig egérben (Hunt és mtsi, 1999), és
medaka sejtkulturaban (Arai és mtsi, 1995) egy max. 2-szeres novekedést mutattak ki
hémérsékletemelkedést kdvetden.

Vizsgaltuk a hidegsokk hatasat is a hsp/hsc70 gének expresszidjara. Az, hogy a
szervezetnek a hdomérséklet hirtelen csokkenésével szemben is védettségre van
sziiksége, ami egy fokozottabb hsp/hsc70 szintézist igényel, logikusnak tlinik. E16szor is
maga a hideg hatds is okozhat fehérje denaturacidt, igy a Hsp/Hsc70 jelenléte
nélkiilozhetetlen a ,refolding”-hoz. Masodszor a hidegsokk alatt lecsokkent
metabolikus folyamatok a recovery id6 alatt felgyorsulnak, 0j fehérjék szintézise indul
be, mely ismét a Hsp/Hsc70 fokozott jelenlétét igényli. A viz hOmérsékletének
csokkenése szembetlind gén- és szovet-specifikus valtozasokat indukalt; jelentds gatlas
jellemezte a hsc70-1 expressziot izomban mig a hsc70-2 és a hsp70 gén indukalodott.
Az irodalombol féleg a hsp70 gének stressz-valaszadd képességére van ismeretiink a
hémérsékletcsokkenést kovetden (Yamashita és mtsi, 1996; Cullen és Sarge, 1997,
Laios €s mtsi, 1997) mig a hsc70 gének expressziojanak valtozasarol kevés adat ismert
(Anderson és mtsi, 1994). A ponty hsc70-2 mRNS szint 7.5-10-szeres novekedése pedig
példa nélkiili, ilyen mértéki indukcio a hsc70 expresszioban csak a NIH3/T3 és human

HelLa sejtvonalak azetidine (aminosav analog) kezelése soran volt mérheté (Hunt és
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mtsi, 1999). Az a tény, hogy az ,,izom-specifikus” hsc70-1 gén expresszidja lényeges
csOkkenést mutat, mig az alap szinten alig detektalhatdo hsc70-2 ilyen mértékben
indukalodik, egyfajta specializalodast sugall a két gén munkamegosztasaban kezeletlen
allapotban és stresszhatast kovetden is. Az irodalomban nem példa nélkiili a hsc70
gének kozotti ,,szerep-felosztas” egy fajon beliil, mint ahogy fentebb mar emlitettiik is,
ilyen az egér és ember hsc70t (Matsumoto és Fujimoto, 1990) génje, mely
,domindnsan” a him ivarszervekben expresszalodik, és hasonléan fontos szerepet
tulajdonitanak a zebradanio hsc70 génjének az idegrendszer fejlodésében (Santacruz és
mtsi, 1997). Arra azonban nem taldlunk példat, hogy ez a ,,dominancia” stresszfiiggd
fenotipust mutatna.

A homérsékletvaltozdson kiviil megvizsgaltuk a kadmium, mint altalanos
fehérjekarosodast okozd dgens hatasat két kiillonbozé fémbeviteli eljarast hasznalva. A
kadmium 10 mg/l koncentracioban alkalmazva, nem vagy csak mérsékelten befolyasolta
a hsp70 expresszidjat. Az a tény, hogy majban nem és izomban is csak 96 Oras
expoziciot kovetden volt valtozas a hsp70 mRNS szintben (max 2.5-szeres) esetleg
betudhaté annak, hogy a kadmium ebben a koncentracioban szinte valamennyi
szOvetben igen jo hatékonysdggal indukalja a metallothionein génexpressziot (Hermesz
et al, 2001). A nagy fémkotd kapacitassal rendelkezd metallothionein fehérjék
szintéziséhez azonban sziikség lehet egy fokozottabb ,,foldosoma aktivitasra”, mely
megmagyarazna a hsc70 gének expresszidjanak novekedését majban (hsc70-1: 11-13-
szoros), ahol a méregtelenités a leghatékonyabban torténik.

A kadmiumot 10 mg/kg koncentracioban, intraperitonidlisan juttatva a
szervezetbe egy teljesen mas reakciot indukal. A hsp70 gén expresszidja hirtelen a
sokszorosara nd (15-szor6s indukcio a kezelést kdvetd 10-ik oraban), mig a hsc70 gének

indukcidja messze elmarad a 10 mg/l Cd kezelésnél tapasztaltaktol. Az ilyen rendkiviil
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magas dozisban hasznalt Cd-al szemben a metallothineinek mar nem nyujtanak
védettséget, a denaturdlt fehérjék mennyisége novekszik ¢és valosziniileg maga a

transzkripcids, transzlacids apparatus is jelentdsen sériilt.

5.2. A szivben indukalédott stresszgének miikodése

Az azonositott hsp70 és hsc70-1 szekvencia kiilonbségek alapjan lehetévé valt,
hogy a specifikus primerek felhasznaldsaval vizsgalni tudjuk a két gén alapexpressziojat
¢és indukcidjat a ponty szivben is. A gének expressziojat stressz koriilmények kozott, ho-
¢és hidegsokk, illetve nehézfém hatasanak kitett allatokban tanulmanyoztuk, amelynek
célja a két gén szerepének jellemzése a stresszhatdssal szembeni védekezésben.

Az irodalomban eddig viszonylag kevés adat all rendelkezésiinkre a hsp70
hésokk gének kifejezddésérdl a halak szivében stressz koriilmények kozott, noha mas
szOvetek oxigén ellatdsa és az anyagcsere folyamatok zavartalansaga szempontjabol
fontos szerepe van az intakt szivizomnak. A pisztrang hsp70 indukalhatosaga
hiperthermia hatasara a szivben joval magasabbnak bizonyult, mint az izomban és a
majban (Currie és mtsi, 2000).

A pontyban a hsp70 és a hsc70-1 gének a hdsokk hatasara egymastol eltérd
modon reagaltak. A 14 °C hémérsékletemelkedés a hsp70 gén expresszidjat kezelési
1d6tdl fiiggden Otszordsére noveli. A recovery hatésa, ugyanis gyors, traziens és eroteljes
(10-szeres) indukciot okoz. A hsc70-1 expressziojat ugyancsak fokozza a hdmérséklet
emelkedése, de nem éri el az eldbbi gén indukcid szintjét. A recovery hatasa a
konstitutiv hsc70-1 gén kifejezodését a hsp70 génnel ellentétesen befolyasolja,
folyamatos emelkedd jellegii. Hasonl6 hatést figyeltek meg més szerzok is egyes emlds
fajok szivizom szdvetében, ahol ugyancsak a hsc70 jelentds indukciojat mutattak ki a

hipertermia hatdsara (Abe és mtsi, 1993; Su és mtsi, 1999). A szivizomban a hdsokk
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hatasara kimutatott magas hsp70 és kisebb, de szignifikans hsc70-1 indukci6é azt
mutatja, hogy mindkét génnek fontos szerepe van a sejtek, illetve sejtfehérjék
védelmében, szemben a majjal illetve vazizommal, ahol jelentdségiik kisebb. Hasonlo
szovetspecifikus hatast figyeltek meg a béka, patkany hsp70 és nyul hsc70 gének esetén
is (Locke és mtsi, 1995; Ali és mtsi, 1997; Maloyan és mtsi, 1999).

A hidegsokk a szivben a hdsokk hatasdhoz képest joval kisebb és atmeneti
jellegti hsp70 és a hsc70-1 indukciot okoz. A hsp70 gén alacsony hémérsékleten (5 °C)
nem expresszalddott, és csak rovid idejli, intenziv stresszhataskor, az 1 6ras hidegsokkot
kovetd recovery esetén figyelhetd meg enyhe aktivalodas.

Ismert az a tény, hogy a nehézfémek kozvetleniil kotddve a fehérjékhez,
konformécio6 valtozast idéznek eld, amely folyamathoz masodlagos hatdsként hozzajarul
a fémek altal kivaltott oxidacios hatas is (Halliwell, 1987; Moffatt and Denizeau, 1997).
Ennek kovetkeztében szdmos stresszgén indukalodik, tobbek kozott a Hsp fehérjék,
valamint az MT fehérjék génjei (Nath és mtsi, 2000; Latchman, 2001; Del Razo és mtsi,
2001).

A tovabbiakban megvizsgaltuk azt, hogy harom nehézfém, az egyik a
legtoxikusabbnak ismert Cd, az ugyancsak toxikus As és az esszencidlis, de nagy
koncentracioban toxikus Cu hogyan befolyasolja a hdsokk gének expresszidjat. Az
azonos, 10 mg/l koncentrdcioban alkalmazott fémek koziil a Cd meglepd modon a
hsp70-t csak kis mértékben indukalta, mikozben a hsc70-1 expresszidja nem valtozott,
hasonldan a vazizomhoz. Az As és Cu viszont mindkét gént indukalta, a Cd hatasatol és
egymastol eltéré6 modon. Az As atmeneti, enyhe hsp70 indukciot valtott ki, szemben a
Cd hasonlé nagysagy, de tartds hatasaval, és a Cu a kisérleti periddus végéig
folyamatosan indukalo hatasaval. A harom fém altal kivaltott hsp70 indukcié mértéke

novekvé sorrendben As<Cd<Cu. A hsc70-1 gént a Cd nem indukalja ebben a
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koncentracioban, az As kétszeres, a Cu pedig négyszeres indukciot valt ki. A mérési
eredmények arra engednek kovetkeztetni, hogy az As és Cu hatdsaval szemben a két gén
koziil a konstitutiv forma expresszidjanak van nagyobb jelentdsége.

Az a megfigyelés, hogy a Cd enyhe mértékben csak a hsp70 gént indukalja,
tovabba a 10 mg/kg egyszeri dozisban intraperitoneélisan alkalmazott fém sem okoz
nagyobb indukcidt, felveti a MT gének indukciojanak szerepét, illetve jelentoségét a
fehérjék szerkezetének védelmében. Ezen megfontolas alapjan vizsgaltuk az MT-1 és a
MT-2 gének expresszidjat a haromféle fémexpozicid esetén. Csoportunk korabban
azonositott a pontybdl két MT izoformat (MT-1 és MT-2) az agyban, szivben, izomban,
majban és vesében. Alapexpresszidjukat tekintve a szivben MT-2 mRNS szint kdzel
3.5-szer magasabb, mint az MT-1, ellentétben a tobbi szovettel, ahol a MT-1 aranya
magasabb (Hermesz és mtsi. 2001).

A szivben mindhdrom fém indukalja a két vizsgalt MT gént, kadmium esetében
a kezelés modjatol erdsen fiiggd mértékben és modon. A folyamatosan, 10 mg/l
koncentracioban alkalmazott fém 1.7-2.5-szeres, mig az egyszeri 10 mg/kg Cd dozis
ennél nagyobb, 8-12-szeres MT-1 indukciot okoz. A folyamatos expozicié az MT-1-hez
képest nagyobb mértékit MT-2 (5-szoros) indukciot okoz, az egyszeri dozisban adott
fém hatasara viszont az MT-2 gén indukcidja mintegy 6tode az MT-1 indukcionak. Az
As- és Cu ionokkal folyamatosan kezelt halak szivében az MT-1 indukci6 magas
(maximum 10-15-sz6r6s) és a két fém esetén hasonld mértékii. A Cu altal kivaltott MT-
2 indukci6 gyengébb, mint az As hatasa, annak minddssze fele.

Az eredmények alapjan nyilvanvalo, hogy a szivben a nehézfémek altal kivaltott
stresszvalasz Osszetett folyamat. A stresszvalasz mindkét géncsalad esetében fém-fiiggo,
és fligg a fémexpozicid modjatdl is. A két MT gén aktivalddasa nehézfém kezeléskor és

az MT fehérjék szintézisének fokozoddsa fontos elemei a sejtalkotd fehérjék
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védelmének. Ezt bizonyitja nehézfém kezeléskor a hdsokk géneknek viszonylag
alacsony szintli indukcidja. A fémspecifikus hatdsokat 0Osszehasonlitva érdekes
jelenséget tapasztalunk. A fehérjék denaturalt allapotat jelzé hsp70 és hsc70-1 indukciod
az esszencialis Cu esetében magasabb, mint az erdsen toxikus fémekként kezelt Cd ¢és
az As esetében. A jelenség lehetséges magyarazata az MT fehérjék funkciodira vezethetd
vissza, amely szerint azok részt vesznek az esszencialis Zn és Cu ionok megkotésében
¢s elosztasdban, azaz a sejtek fém homeosztazisanak fenntartdsaban, tovabba a
nehézfémek detoxifikalasaban, valamint szabadgyok scavangerként a nehézfémek altal
indukalt antioxidacios folyamatokban (Langmade és mtsi, 2000). Irodalmi adatok
szerint az oxidativ stresszhatdsok a szivben, intracelluldrisan az MT fehérjékrdl Zn
ionok felszabaduldst valtjak ki, amelyek tobbszordsére novelhetik a sejtek szabad
1997). A Cu ionokat a MT fehérjék a Zn-hez hasonldan kis affinitassal kotik és a szabad
fém okozhat fehérje denaturaciot, illetve stresszfehérje indukciot.

A homérséklet valtozasa sokkal kisebb hatasu az MT gének expresszidjaban,
mint a fémeké. A hésokk nem befolyasolja a két gén kifejez0dését szivben, ugyanakkor
fokozott hsp70 és kisebb mértékii hsc70-1 expressziot okoz. A hipotermia kétszeresére
noveli MT-2 gén rxpresszigjat, viszont az MT-1-et nem indukdlja és alacsony

expresszio valtozas mérhetd a hdsokk gének esetén is.
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8. abra: A ponty Hsp70 (C) és zebradani6 Hsp70 (Z1), valamint Hsc70 (Z2)
szekvenciak Osszehasonlitdsa. A teljes szekvenciat csak a ponty esetében tiintettiik fel, a

tobbi esetben csak az eltérd aminosavakat jeldltiik. A ponty Hsc70/Hsp70 altalanos és
Hsp70 specifikus primerek poziciojat alahuzassal jeldltiik.
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hscl ATCATCACCAAGCTCTATCAGGGCACTGGTGACATGCCAGGTGGAATGCCGGGTGGAATG 1860

hsc2 ... it G..C...A.TG. ... A.G.viiiiiiii i, T.A..GT... 1860
hsp C....... T..A..G......—————— LAGGL L C....G————- AL TGGA. 1849
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9. abra: A ponty hcs70-1 (hscl), hsc70-2 (hsc2) és hsp70 (hsp) cDNS szekvenciak
Osszehasonlitasa.
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11. abra: A ponty két Hsc70 (Hsc70-1 és Hsc70-2), zebradanié és Rivulus Hsc70
fehérje szekvencidinak Osszehasonlitdsa. A teljes szekvenciat csak a ponty Hsc70-1
esetében tiintettiik fel, a tobbi esetben csak az eltéré aminosavakat jeloltiik. A két hsc70
gén expresszidjanak tesztelésére hasznalt primereket €s a genomidlis DNS izolaldsdhoz
hasznalt primereket alahtizassal jeloltink. A ponty hsc70-1 és rivulus hsc70
szekvenciakban azonositott exon hatarokat nyil jelzi.
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17. abra: A hsp70 gén indukcidja hésokk hatasnak kitett halak izom és méaj szovetében.
Jelolések: 0: kontroll, 0.5 és 3: 30 perc és 3 oras hokezelés. Az adatok 3 egyedbdl
tortént mérések atlagai.
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18. abra: A hsc70 gének indukcidja az izomban hdsokk hatasara. Jelolések: 0: kontroll;
0.5, 3, 0.5+1 és 3+1 : 30 perc és 3 oras hdkezelés, illetve azt kovetd 1 ora recovery
periddus. Az adatok 3 egyedbdl tortént mérések atlagai.
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19. abra: A hsc70 gének indukcidja hidegsokk hatasat kovetden az izomban. Jelolések:
0: kontroll; 1+1, 2+1 és 5+1: 1, 2 és 5 oras hidegsokkot kdvetd 1 oras recovery
periddus. Az adatok 3 egyedbdl tortént mérések atlagai.
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20. abra: A hsc70-2 indukcidja a hidegsokk hatasat kovetéen majban. Jelolések: O:
kontroll; 1+1, 2+1 és 5+1: 1, 2 és 5 oras hidegsokkot kovetd 1 oras recovery periodus.
Az adatok 3 egyedbdl tortént mérések atlagai.
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21. abra: A hsc70 gének indukcidja 10 mg/kg Cd-mal kezelt halak majaban. Az adatok
3 egyedbdl tortént mérések atlagai.
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22. abra: A hsp70 gén indukcidja 10 mg/kg Cd-mal kezelt halak izom és maj
szovetében. Az adatok 3 egyedbdl tortént mérések atlagai.
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23. abra: A hsc70 gének indukcidja a 10 mg/kg Cd-mal kezelt halak majaban. Az
adatok 3 egyedbdl tortént mérések atlagai.
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24. abra: A hsc70 gének indukcidja 10 mg/kg Cd-mal kezelt halak izom szovetében. Az
adatok 3 egyedbdl tortént mérések atlagai.
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25. abra: A hsp70 és hsc70-1 gének indukcidja ponty szivben hésokk hatasara.
Jelolések: O: kontroll; 0.5, 0.5+1, 3 és 3+1: 30 perc és 3 oras hokezelés, illetve azt
kovetd 1 oras recovery periddus. Az adatok 3 egyedbdl tortént mérések atlagai.
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26. abra: A hsp70 és hsc70-1 gének indukcidja ponty szivben hidegsokk hatdsara.
Jelolések: 0: kontroll; 1+1, 2+1 és 5+1: 1, 2 és 5 oras hidegsokkot kovetd 1 oras
recovery periddus. Az adatok 3 egyedbdl tortént mérések atlagai.
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27. abra: A hsp70 és hsc70-1 gének expresszidja 10 mg/l (A) és 10 mg/kg (B) Cd-mal
kezelt ponty szivben. Az adatok 3 egyedbdl tortént mérések atlagai.
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28. abra: Ponty hsp70 és hsc70-1 gének indukcidja 10 mg/l As (A) és Cu (B) kezelést
kovetden szivben. Az adatok 3 egyedbdl tortént mérések atlagai.
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29. abra: Az MT-1 és MT-2 gének expresszidja 10 mg/l (A) és 10 mg/kg (B) Cd-mal
kezelt ponty szivben. Az adatok 3 egyedbdl tortént mérések atlagai.
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30. abra: Az MT-1 és MT-2 gének indukcidja 10 mg/l As (A) és Cu (B) kezelést
kovetden ponty szivben. Az adatok 3 egyedbdl tortént mérések atlagai.
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31. abra: Hidegsokk hatdsa az MT gének expresszidjara a ponty szivizomban.
Jelolések: O: kontroll; 1+1, 2+1, 5+1: 1, 2 és 5 oras hidegsokkot kdvetd 1 oras recovery
periddus. Az adatok 3 egyedbdl tortént mérések atlagai.



