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ROVIDITESEK JEGYZEKE

AD
AD/Hsp
AB
APAF-1
APP
Hsp
SOD

Alzheimer kor (Alzheimer disease)
APPswe/PS1dE9/Hsp27-genotipus
Amyloid beta

Apoptotic protease activating factor 1
Amyloid Precursor Protein
Hdésokkfehérje (Heat shock protein)

Szuperoxid-dizmutaz (Superoxide-dismutase)



TARTALMI OSSZEFOGLALO

A hosokkfehérjék funkcidja igen sokrétl az emlds szervezetben. Meghatarozd szerepet
jatszanak a sejtek életében normal korilmények kozott és stresszhatds alatt is. A
hésokkfehérjék szintézise megndvekszik, ha a sejteket stresszhatas éri, példaul hypoxia,
oxidativ stressz, kiilonb6z6 toxinok, sth. A stresszvélaszban jatszott altalanos szerepiik miatt a
hésokkfehérjeket gyakran stresszfehérjéknek is nevezik.

Munkank soran egy kismolsulyd hdsokkfehérje, a Hsp27 kardioprotektiv illetve
neuroprotektiv hatdsanak tanulméanyozasat tlztik ki célul in vivo, transzgenikus egerekben.

Kardiotoxikus  agensként  doxorubicint valamint aldoszteront alkalmaztuk.
A doxorubicin ismert tumor ellenes szer, amelyet elterjedten hasznalnak a daganat-terapiaban.
Kiterjedt alkalmazasat a szivre gyakorolt karos hatasa korlatozza. Az aldoszteron tartosan
megemelkedett szintje pedig sziv- és érrendszeri karosodast idéz el6. Klinikai megfigyelések
bizonyitottak, hogy a korosan megemelkedett aldoszteron szint a sziv- és érrendszeri
betegségben szenveddknél kétszeresere noveli a halalozas kockazatat. Jelen kutatdsainkban
megfigyeltiik, hogy a doxorubicin és az aldoszteron szivre gyakorolt toxikus hatasat a Hsp27
fehérje képes befolyasolni, jelentésen csdkkenteni.

A Hsp27 fehérje feltételezett neuroprotektiv szerepét két kisérletben vizsgaltuk. Az
elso kisérletben vad tipusu és transzgenikus egereket toébb héten keresztil 20% EtOH tartalmu
ivovizzel itattuk. Kimutattuk, hogy a Hsp27 tultermel6 transzgenikus egerek agyaban
szignifikansan kevesebb neuron pusztult el a vad tipusu allatokhoz képest. A masodik
kisérletsorozatban Hsp27 transzgenikus allatokat az Alzheimer-kor egérmodell tdrzsével
kereszteztilk, és azt vizsgaltuk, hogy a Hsp27 tultermelése képes—e a betegség jellemz6
tlneteinek kialakulasat befolyasolni, azt szamottevéen lassitani illetve megakadalyozni.
Eredményeink azt mutatjak, hogy a Hsp27 fehérjet taltermel6 transzgenikus AD modell
egerek agyaban szignifikdnsan kevesebb amyloid plakk alakult ki az AD modellhez
viszonyitva.

A Kisérletek soran a Hsp27 feltételezett kardio- valamint neuroprotektiv hatasat
molekularis biologiai eszk6zokkel (western blot analizis, immunhisztokémia, TUNEL Assay)

vizsgaltuk.

Kulcsszavak: hésokkfehérje, kardiotoxicitas, apoptdzis, neurotoxicitas, Alzheimer-kér, transzgenikus egér



IRODALMI ATTEKINTES

A hésokk-, vagy stressz fehérjék

A stresszfehérjék a pro- és eukariota élévilagban egyarant el6fordul6 fehérjék, melyek
szintézise altalanosan elterjedt a sejtek normal miikodése soran és stressz folyamatok alatt is.
Fokozott termel&désiiket el6szor héstressz alatt fedezték fel !, majd késébb megfigyelték,
hogy szdmos folyamat soran fokozodik a szintézisiik, mint példaul a hirtelen bektvetkezé
kornyezeti valtozasok, oxidativ stressz, hypoxia, alkoholok és kilonféle gydgyszerek, toxinok
hatasara. A hdésokkfehérjék intracelluléris chaperonok, kiemelkedd szerepet jatszanak a
fehérjék helyes konforméacidjanak kialakitasaban és a kilonb6zé sejtorganellumok kozotti
széllitasukban, valamint a fehérjeaggregécio géatlasaban 2. A hibés vagy rosszul feltekeredett

fehérjéket pedig a sejt proteaszOma rendszeréhez iranyitjak.

A kismolsulyu stresszfehérjek

A stresszfehérjéket altalaban molekulatdomeguk alapjan 5 nagy csaladba soroljuk, ezek
a Hsp100, a Hsp90, a Hsp70, a Hsp60 és a 10-40 kDa nagysagu kismolsulyd Hsp-k csaladja.

A Kkismolsulyl csoportba tartozo6 fehérjék jellemzdje egy mindegyikéjikben fellelheté
100 aminosavas, konzervalt alpha-crystallin domén, mely a szubsztratok koétésének helyédl
szolgal, valamint a fehérjeaggregacié megakadalyozasaért felelds *.

A kismolsulyu hésokkfehérjek kdzzé tartozik tébbek kozétt a Hsp27 fehérje is, mely
emberben és patkanyban 27 kDa nagysagu, de egérben a 25 kDa-o0s izoformaja talalhaté meg.
A Hsp27 fehérjék legfontosabb tulajdonsaga kdzé sorolhat6 azon képességik, hogy az instabil
valamint biztositjak késébbi helyreallitasuk lehet6ségét *°. A kismolstlyd hésokkfehérjék
onmagukban ATP-fliggetlen chaperonok révén ugyan a fehérjék javitdsara nem kepesek, de

tovabbitani tudjak azokat mas, ATP-fliggé chaperonoknak, mint pl a Hsp70 csalad tagjai.

A human Hsp27 fehérje

Szamos sejttipusban megtalalhatd, de els6sorban olyan szdvetekben termel6dik
nagyobb mennyiségben, ahol fokozottabb az oxidativ metabolizmus. llyen példaul a szivizom,
a vazizom és az agy. Normal élettani kortlmények kozott akar 1 MDa-os oligomer komplexet

is alkothatnak®, de ez a forma stressz hatasara perceken beliil felbomlik poszt transzlaciés
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foszforilalodas kovetkeztében’, majd a stressz elmltaval foszfatazok defoszforilaljak a
fehérjét.

A Hsp27 anti-apoptotikus hatasa is ismert. Meggatolja a kiilonb6zd fehérjék pro-
apoptotikus hatdsat a kilsé utvonalon, a mitokondridlis Uton pedig a citokrom c-hez
kapcsolodik és igy gatolja annak APAF-1-hez valo kdtodését, amely kdvetkeztében elmarad a

kaszpéz aktivaciojaban szerepet jatszd kulcsfehérjék aktivalodasa.

A szivelégtelenség

A szivelégtelenség egy olyan patofiziolégias allapota a szivnek, melyben
pumpafunkcioja séril, és nem képes ellatni a szervezet vérkeringésének igényeit. Tobb
tényezd is kivalthatja a sziv ezen koros allapotat, melyek kozul legfontosabb a miokardiélis
infarktus, az ishémias szivbetegségek, a koszoruér betegségek és a magas vérnyomas. Ezen
esetek kozil majd mindegyikben a szivizomsejtek serlilésre és pusztulasa a legtipikusabb
szovettani kép. A kardiovaszkularis betegségek a vezetd haladlokok kdzé tartoznak Eurépédban
és azon bellil Magyarorszagon is, ezért korai felismerésiik, diagndzisuk és célzott

gyogykezelésik kiemelked6en fontos.

A Doxorubicin HCI és sejtkarosité mellékhatasai

A Doxorubicin-hidroklorid egy ismert, a gydgyaszatban maig hasznalatos citosztatikus
tumor ellenes szer, amely a rdkos megbetegedések szamos fajtajandl hasznalhato.
Alkalmazhat6saga azonban limitalt, mivel irreverzibilis kardiomiopatiat idézhet el6 magas
kumulativ dézis (550mg/m?) esetén, féleg gyermekeknél. A szer szivtoxikus hatésa
osszefliggésbe hozhat6 az apoptdzissal, az oxidativ stressz altal okozott karosodasokkal, és a
szivizomsejtek DNS szintézisére gyakorolt kozvetlen hatasaval®.

T6bb elmélet is szuletett a Doxorubicin szivtoxikus melléhatdsdnak magyarazatara, de
eddig a szabadgyok elmélet a legelterjedtebb és leginkabb elfogadottabb elmélet, ami szerint a
citokrom P-450 katalizalasaval a doxorubicin molekula adriamicinon részének B gydrdje
szemikinon formava redukalodik. Ez a folyamat aerob viszonyok kozott szuperoxid
szabadgyok keletkezéséhez vezet, igy mar kis mennyiségl doxorubicin is elég ahhoz, hogy

nagy mennyiség(i szabadgyok keletkezését katalizalja ***.



Az Aldoszteron es sejtkarosité mellekhatasai

Az aldoszteron a mineralokortikoidok csaladjaba tartoz6 szteroid hormon, amelyet a
mellékvesekéreg kilsé részeben talalhatdé zona glomerulosa sejtek termelnek. Az aldoszteron
normal kortlmények kozdétt befolyasolja a natriumretencidt és a és kaliumexréciot, de szamos
tanulmany azt is kimutatta, hogy tartdsan megemelkedett szintje sziv- €s érrendszeri
kérosodast idéz el6. Ezen kivil Klinikai megfigyelések azt bizonyitottak, hogy a kdrosan
megemelkedett aldoszteron szint a sziv-és érrendszeri betegségben szenved6knél kétszeresére
noveli a halalozas kockézatat ***. Azon mechanizmusok, amelyek az aldoszteron indukalta
apoptozist kozvetitik még nem teljesen tisztdzottak. Az eddigi in vitro vizsgalatok
(szivizomsejt kultdran) arra utalnak, hogy mind a mineralokortikoid-fiigg6®®> mind a

fliggetlen™® utak is szerepet jatszhatnak a folyamatban.
Neurodegenerativ betegségek és az Alzheimer-kor

A neurodegenerativ betegségek nagy hanyadara jellemez6 a kiilonb6z6 sejten kivili és
sejten bellli fehérjeplakkok kialakuldsa. El6fordul azonban, hogy az egyes betegsegeknél
hasonlo fehérjeaggregatumok képzddnek (pl. tauopathiak), ezért sok esetben nem konnyl a
neurodegenerativ  betegségeket egymastdl elkiloniteni. Altalanosan viszont minden
neurodegenerativ.  betegségre jellemz6 az idegsejtek karosodasa, sejtspecifitasa €s
pusztulasanak a régioja.

Az Alzheimer-kor (Alzheimer's disease, roviditve AD) az egyik leggyakrabban
el6forduld, demenciaval jard neurodegenerativ betegseg, melynek legf6bb tiinete a memoria
és a kognitiv funkcidk folyamatos besz(ikilése, elbutulas (demencia) 2. Patolégiai jellemz6i
a neurofibrillaris kdtegek megjelenése, az amyloid plakkok kialakulasa, oxidativ stressz,
idegsejtek elhalasa, és végsé soron az agyszovet sorvadasa *%. Az amyloid plakkok
feltételezhet6en neurotoxikusak is lehetnek a koriléttik megfigyelhetd elhalt idegsejtek
alapjan, igy a korulottuk huzédd, veluk érintkezd axonokat karositjak, ezzel elGidézve a
karosodott neuronalis kdtegek mennyiségének ndvekedését és a betegség eldrehaladasat. Az
amyloid plakkok valamint a neurofibrillaris kotegek jellemz6en specifikus régiokban
fordulnak el6, példaul az emléknyomok kialakitasaban és a térbeli tajékozddasban szerepet
jatszé entorhinalis kéregben, a tanulasban szerepet jatszé hippokampusban, és az emocionalis

tanulasért, memoriaert felel6s amygdalaban.



Az etanol sejtkarositd hatasai

A tart6s alkoholfogyasztas sejtkarositd hatasai a tudomany szamara ismert, sejttipustol
fuggetlen folyamatok®:. Az etil-alkohol metabolizmusa soran keletkez6 acetaldehidek és
szabadgyokok igen karosak a sejtek szdmara, karosabbak, mint maga a kiindulasi anyag.

Az etanol lebontasa soran a szervezetben elGszor acetaldehiddé oxidalodik, majd
tovabbi oxidacids lépések sordn ecetsavva alakul. Ezutdn a szervezet az ecetsavat tovabb
bontja vizre és CO,-ra.

Alkoholok hatasara az agyban fokozodik a reaktiv oxigéngyokok termelédese,
amelyek koélcsonhatasba lépnek az ott talalhatdé membran lipidekkel (lipidperoxidacid) és
fehérjékkel (aggregatum képzés). Ezen mddosuldsok hatdsara a membran struktirjaban
véltozésok Iépnek fel, amik sok esetben neuron pusztuléshoz vezethetnek®.

A fent emlitett stresszel jaré folyamatok, méas hatdsokhoz hasonloan aktivaljak a

stresszfehérjéket, és novelik azok termelédesenek mértékét.



CELKITUZESEK

Munkank soran arra kerestlk a valaszt, hogy a Hsp27 fehérje rendelkezik-e:
a) kardioprotektiv hatassal:
a/1) akut Doxorubicin kezelés alatt és
al,) akut Aldoszteron kezelés alatt.
illetve,
b) neuroprotektiv hatassal:
b/1) krénikus Etanol kezelés alatt és

b/,) Alzheimer-kor soran kialakulé neurodegeneracioval szemben.

A fentiek ismeretében munkacsoportunk a kdvetkez6 feladatok megvalositasat tlzte ki célul:

i. Transzgenikus és vad tipusu egércsoportok akut Doxorubicin kezelése

ii. Transzgenikus és vad tipusu egércsoportok akut Aldoszteron kezelése

iii. Transzgenikus és vad tipusu egércsoportok kronikus Etanol kezelése

iv. Hsp27 transzgenikus egértorzs keresztezeése az AD validalt allatmodelljével

v. Kardiomiocita apoptdzis vizsgalata immunhisztokemiai modszerekkel

vi. A szivizom aktivalt kaszpaz-3 jelenlétének detektalasa immunblottolasos modszerrel

vii. Amyloid plakk festés és mennyiségi 0sszehasonlitasa a kilonb6zd genotipusu
allatokban

viii. Apoptdzis és neurodegeneracié vizsgalata immunhisztokémiai modszerekkel

iX. Idegsejt elhalas vizsgalata Fluoro Jade C festéssel



ELOZMENYEK

Transzgenikus egervonalak el6allitasa

A korabbiakban csoportunk létrehozott egy olyan transzgenikus egértdrzset, amely
kilénb6z6 szoveteiben a humén Hsp27 fehérje taltermelddik. A transzgenikus vonal
el6allitasanal a hagyomaényos pronukleusz mikroinjekciés eljarast alkalmaztak®. Petesejt
donorként FVB egértorzset hasznaltak. 6-8 hetes ndstény egereket szuperovulaltattak. A
megtermékenyitett petesejteket a petevezetékbdl izolaltak, és a kumulus sejtekt6l rovid
hyaluronidaz enzimes kezeléssel véalasztottak el. Mikroinjektalasra Hoffman optikaval és
kondenzorral felszerelt Nikon Eclipse TS 100 mikroszképot és Leitz-tipusu
mikromanipulatort hasznéltak. A megtermékenyitett petesejtek him pronukleuszat 2 ng/ul
linearizalt, tisztitott hHsp27 DNS-sel injektaltak. A mikroinjektalas végén az ép és egészséges
petesejteket izolaltak, és CBA vazektomizalt himekkel péarositott, CD1 alvemhes anyak

petevezetékébe Ultették vissza.



ANYAGOK ES MODSZEREK

A transzgenikus utddok genotipizalasa

DNS tisztitas transzgenikus egerek farokmintéibol

Az megszuletett utod egerekbd6l 10 napos korban szdvetmintat vettink (farokveg). A
begyijtott szdvetmintat 55 °C-on emésztettiik 200 ul TNES (10 mM Tris, pH 7,5, 400 mM
NaCl, 100 mM EDTA, 0,6% SDS) pufferben 10 ul proteinaz K (10 pg/ml) hozzaadasaval.
Mésnap a mintankban lévé fehérjéket 55 ul 6 M NaCl-dal kis6ztuk, majd 10 perc
centrifugélds (13000 rpm, szobahdémérsékleten) utdn a feltluszéhoz 200 ul kloroformot
adtunk. Ezutan ismét mikrofugaltuk 10 percig szobahOémérsekleten, 13000 rpm-en. Majd
200 pl jeghideg, 95%-0s etanollal precipitaltuk a DNS-t. 30 perc mikrofugélds utan (13000
rpm, 4 °C-on) a pelletet 500 pl 70%-0s etanollal mostuk at. Ezutan 2 percig centrifugaltuk
(13000 rpm, szobahdmérsekleten), a pelletet beszaritottuk 37 °C-on, majd visszaoldottuk
100 ul TRIS-HCI pH 7,4 pufferben (65 °C-on, 1 Orén keresztil). A DNS oldatok

= sz

-20 °C-on téroltuk a felhasznalésig. A transzgén jelenlétét PCR reakcioval mutattuk ki.

A Hsp27 transzgenikus egerek genotipizalasa PCR analizissel

A 25 pl 6ssztérfogatl PCR reakcioelegy tartalmazott:

- 10 pl templat DNS-t (40 ng/ ul) - 2,5ul 10mM dNTP
- 6,5 ul H,O-t, 2,5 pl 10 x PCR puffer - 25 U Tag polimerdz enzim
- 0,5-0,5 ul forward és reverz primer (Fermentas)

A PCR reakcidkhoz a hasznalt primerek:
Hsp27 forward primer: 5’-GTC CCT GGA TGT CAACCACT-3
Hsp27 reverz primer: 5’-GAC TGG GAT GGT GAT CTC GT- 3’

A PCR reakcidt MJ Research PTC-200 PCR géppel vegeztik, a kovetkezd paraméterekkel:

- denaturacio: 95 °C - 4 perc - elongéacid: 72°C-40s
- denaturacio: 95 °C - 1 perc - ciklus szam - 37
- annaeling: 65 °C -40s - végul 72 °C - 5 perc



Végil a PCR termékeket 1,5 pl (2%) etidium bromidot tartalmazé, 1,5 %-0s agaréz
gélen szeparaltuk, 120 V-on.

Fehérje tisztitasa transzgenikus egerekbdl

Az egértdrzsek agyabol és szivébol dsszfehérjét tisztitottunk. A szerveket izolaltuk, és
szarazjégre helyeztiik. A homogenizalé oldatunk 1 g szdvetre szamitva 1 ml RIPA puffert
(RIPA Lysis and Extraction Buffer), 200 pl NEM (N-ethilmalemide) és 200 ul PMSF
(phenylmethylsulfanylfluorid) proteaz gatlét tartalmazott. A  szerveket potterrel
homogenizaltuk, majd Eppendorf csovekbe mértik at, és 30 percig centrifugaltuk (4 °C,
10000 rpm). A fellluszé fehérjekoncentraciojat megmértiik spektrofotométer segitségével 280
nm-en (NanoDrop). Veégil a mintakat Kkihigitottuk 5 pg/ml-es végkoncentracidra viz és
mintapuffer segitségével, majd 5 percig 95 °C-on felf6ztuk 6ket. Felhasznalasig —80 °C-on

taroltuk a mintakat.

Western blot analizis

A humén Hsp27 fehérje jelenlétét az egyes szervekben Western blot analizissel
hataroztuk meg. A fehérjék elvalasztasara poliakrilamid gélelektroforézist (SDS-PAGE)
alkalmaztunk. A poliakrilamid gélre 50 pg fehérjét vittink fel. A gél egy 5%-o0s gydijt6 és egy
15%-0s szepardlo részt tartalmazott. A kilonb6z6 molekulatomegl fehéerjéket 140 V-os 90
perces futtatassal valasztottuk el, majd a fehérjeket HybondP PVDF (Amersham) membranra
blottoltuk. A blottolasi id6 1 déra volt 200 mA aramerdsségen. A blottolas utan a membrant
5% tejport tartalmaz6 TPBS-ben (Tween 20 - 1 x PBS) A&ztattuk 1 Oran ét
szobah6meérsékleten. Ezutan a membrant az els6dleges, nyulban termeltetett anti-human
Hsp27 antitesttel (1:5000, Stressgen) kezeltiik overnight, 4 °C-on.

Maésnap a membrant 3 x 10 perces TPBS moséas utdn méasodlagos, anti-nyul antitesttel
2 Oran at szobahdmérsékleten inkubaltuk (1:10000 Chemicon). Ezt Gjabb 3 x 10 perces TPBS
mosas kovette. A kemiluminescens reagenssel (ECL Advance Western Blotting Detection
Reagent, Amersham) a membrant 1 percig inkubaltuk, majd rontgenfilmet tettiink ra, amit 2-

10 perc exponalas utan el6hivtunk.
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Immunhisztokémia

A 10 pum vastagsagu fagyasztott metszeteket 3% H,0O, tartalmd metanolban 40 percig
fixaltuk szobahOmérsekleten, majd 2 x 5 percig PBS-ben mostuk. Ezutan egy 5 perces
kollagenazzal valo feltaras kdvetkezett (1:100 aranyban, 100 pl/metszet), és ismét PBS-ben
torténé mosas 2 x 5 percig. A blokkolast 5%-0s kecske szérummal végeztik (100 pl/metszet,
1 6rén at szobah6mérsékleten). Majd 5 perc PBS-ben vald mosés utan a mintakat 50-50 pl
elsddleges ellenanyaggal inkubaltuk (anti-human Hsp27-1:50, Stressgen; hasitott kaszpaz-3,
1:250, Cell Signaling; Anti-Ap ellenanyag, 1:60, Invitrogen).

A masodlagos ellenanyag el6tt ismét PBS-ben mostuk a metszeteket 3 x 5 percig.
Mésodlagos ellenanyagkent kecske anti-nydl IgG peroxiddz-konjugélt ellenanyag (Jackson
ImmunoResearch) 1:500 aranyu higitasat hasznaltuk, 1 o¢ra inkubacios iddvel,
szobah6meérsékleten. PBS-sel val6 mosas utan peroxidaz reagenssel el6hivtuk a mintakat. A
sejtmagokat hematoxilinnel festettiik meg, majd a lemezeket levegén széritottuk, és glicerines
zselatinnal lefedtiik.

Vad tipusu és hHsp27 transzgenikus egerek Doxorubicinnel valé kezelése

A Kisérlet alatt 24 darab him, 6 honapos egeret hasznaltunk fel. Ezek kozil 12 egyed

hHsp27 transzgenikus (FVB hattérrel), 12 darab vad tipusu (FVB) egér volt.
Az egereket ezen talmenden tovabbi két csoportra osztottuk:

i) doxorubicinnel kezelt csoport (6 db hHsp27Tg és 6 db FVB vad tipusu)

ii) kontrol - 0,9% NaCl-al oltott csoport (6 db hHsp27Tg és 6 db FVVB vad tipusu)
Az allatokat egyszeri alkalommal intraperitonealisan 25 mg/kg doxorubicin oldattal oltottuk
be (Doxorubicin HCI-Adriamycin, Santa Cruz Biotechnology). A kontrol csoport 0,9%-0s
NaCl oldatot kapott. Az allatokat az oltastol szamitott 72 ora elteltével diszlokaltuk, majd

sziviket izolaltuk tovabbi vizsgalatok céljabol.

Az egerek testsulyanak és szivtomegének mérése

A vizsgalt egerek testsulyat laboratoriumi mérlegen (Scaltec spb64), kozvetlenil az
allatok feldolgozasa el6tt lemertik. A szivik tomegét kozvetlenll azok kivétele utan

analitikai mérlegen (Kern ALS120-4N) mértiik meg.
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Western blot analizis, aktiv kaszpaz-3 fehérje kimutatasa

A gél egy 5%-os gyijto, eés egy 15%-0s szeparald reszt tartalmazott, amelyre 50 pg
fehérjét vittunk fel. A fehérjéket 50 V-on a gydjté gélben, majd 90 V-on a szeparal6é gélben
futtattuk és véalasztottuk el. Ezutdn a gélt 10 percig 20% metanol tartalmu 1x Transzfer
pufferben aztattuk (Transzfer puffer tartalma: 0,30% Tris base, 1,44% glycine, 98,26% UP
viz). A gélen lévé fehérjemintékat ezutan HybondP PVDF (Amersham) membranra blottoltuk
at. A blottolasi id6 60 perc volt 60 V feszilltségen, szintén 20% metanolt tartalmazé 1x
Transzfer pufferben. Blottolas utan a membrant 5% tejport tartalmaz6 TPBS-ben (Tween 20 —
1x PBS) aztattuk 1 6ran at szobahémersékleten, 60 rpm-en razaton. Ezutdn a membrant
elsddleges ellenanyaggal egy éjszakan at inkubaltuk 4 °C-on, razaton. Az elsddleges
ellenanyag nydlban termeltetett anti-hasitott kaszpaz-3-at (1:500 higitasban, Cell Signaling)
tartalmazott. Masnap a membrant 3 x 15 perces TPBS mosas utan masodlagos ellenanyaggal
(kecskében termelt anti-nyual 119G, peroxidaz-konjugalt 1:30000 higitas, Jackson
ImmunoResearch) 45 percen at szobahémersékleten inkubaltuk. Ezt Ujabb 3 x 15 perces
TPBS mosas kovette. A kemilumineszcens reagenssel (Luminata Forte Western HRP
Substrate, Millipore) 2 percig inkubaltuk a membrant, majd a réntgenfilmet 30 perc exponélas

utan eléhivtuk.

DNS fragmentalodas vizsgalata TUNEL Assay segitségével

A vizsgalathoz ApopTag Peroxidase In Situ Apoptosis Detection Kit-et (Chemicon)
hasznéltunk. Az analizishez 10 um vastagsagu, fagyasztott metszeteket készitettiink a
szivizombol, melyeket 3 percig jéghideg acetonban fixaltuk, majd -20°C-on taroltuk Gket a
felhasznalasig.

Az analizis els6 lepéseként 1% paraformaldehidben fixaltuk a metszeteket (10 perc,
szobah6mérsékleten), majd PBS-ben mostuk 8ket. Ezutan -20 °C-ra el6hitott etanol:ecetsav
(2:1) oldataban utofixaltuk (-20 °C, 5 perc), amit szintén PBS-ben valé mosas kovetett.
Az endogén peroxiddzok kioltdsa céljabol a metszeteket 3% H,0,-ban aztattuk
(szobahémérséklet, 5 perc), majd ismét PBS-ben mostuk 6ket. Mosas utdn minden metszetre
55 upl Equilibration Buffert mértink, majd legaldbb 10 masodpercig inkubaltuk Oket
szobah6meérsékleten. Ezt kovetéen 55-55 pl TdT (Terminal Deoxynucleotidyl Transferase)
enzimmet mértink a mintakra, és 37 °C-on 1 dran at inkubaltuk. Az enzimet Working

Strength  stop/wash  pufferrel inaktivaltuk (15 mp rézatds, 10 perc &ztatas
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szobah6meérsékleten), majd a puffert lemostuk PBS-sel (3 x 1 perc szobahdmérsekleten). A
specifikusan koét6dott enzimhez anti-digoxigenin peroxidaz konjugatumot adtunk (65 pl /
minta) és a metszeteken 30 percig szobah6mérsékleten inkubaltuk. Miutan eltavolitottuk az
anti-digoxigenint a metszetekr6l PBS-sel (4 x 2 perc), a mintakat peroxidaz reagenssel

el6hivtuk.

Vad tipusu és hHsp27 transzgenikus egerek Aldoszteronnal valé kezelése

A Kisérlet alatt 20 darab him, 8 hetes egeret hasznaltunk fel. Ezeknek fele hHsp27
transzgenikus (FVB hattérrel), a masik fele vad tipust (FVB) egér volt.
Az egereket ezen tilmenéen tovabbi két csoportra osztottuk:
i) aldoszteronnal kezelt csoport (5 db 8 hetes, hHsp27Tg és 5 db 8 hetes, FVB vad

tipusu)
ii) kontrol - 0,9% NaCl-al oltott csoport (5db 8 hetes, hHsp27Tg és 5 db 8 hetes, FVB
vad tipusu)

Az &llatokat egyszeri alkalommal subcutan 1 mg/kg aldoszteron tartalma oldattal oltottuk be
(Sigma-Aldrich Chemie Gmbh, ALDOSTERONE - A9477). A kontrol csoport ugyanigy
0,9%-0s NaCl oldatot kapott. Az allatokat az oltastol szamitott 7 ora elteltével dislokaltuk,

majd sziviket izolaltuk tovabbi vizsgalatok céljabol.

Etanol itatas

A vizsgalathoz 4 honapos hHsp27 transzgenikus egereket és vad tipusu tarasaikat
hasznéltunk, csoportonként 10-10 darabot. A kisérlet soran az etanol kezelt csoportok ivoviz
helyet 10%-0s etanol oldatot kaptak 4 napon at, majd 15%-osat Gjabb 4 napon at, végul 5
hétig 20%-osat.

Ezutan az allatokat feldolgoztuk, agyukbol fagyasztott metszeteket készitettiink, és az elhalt

idegsejteket Fluoro Jade C festéssel lathatova tettik.

Fluoro Jade C festés

A festéshez 10 pm vastagsagu fagyasztott metszeteket hasznaltunk. A mintakat
leszallo alkoholsorban rehidraltuk (3 perc 96% EtOH, 1 perc 70% EtOH, majd 1 perc
desztillalt viz), majd 30 percig 0,06%-0s kalium-permanganat oldattal kezeltiik. Ezutan a
mintdkat mostuk, majd 0,0004%-o0s, 0,1% ecetsavat tartalmazd Fluoro Jade C oldattal
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festettik 30 percig. Ismételt moséds utdn hagytuk a lemezeket megszaradni, majd xilolba

aztattuk Gket 2 percre, és miutdn megszaradtak, DPX-el lefedtiik azokat.
AD/Hsp azaz APPswe/PS1dE9/Hsp27 genotipusu transzgenikus egértorzs eléallitasa

El6szor a csoportunk altal korabban el6allitott FVB hatter(i, hHsp27 fehérjét
tltermel6 allatokat 4-szer visszakereszteztik C57BL/6 torzzsel, hogy homogén C57BL/6
hatter(i hHsp27 fehérjét taltermeld tdrzset hozzunk létre. Majd ezt a torzset az Alzheimer-kor
klasszikus validalt egérmodelljével (APPswe/PS1dE9 torzs, Jackson Laboratory, Bar Harbor,
USA) Osszekereszteztiik. Igy egy Gj genotipust egértdrzset, az APPswe/PS1dE9/Hsp27
vonalat Iétrehozva.

Az (jszuldtt egereket PCR analizissel genotipizaltuk a kovetkezd primerek segitségével az
el6z6ekben mar leirt modon:

Hsp27 forward primer: 5’- GTC CCT GGA TGT CAACCACT -3’

Hsp27 reverz primer: 5’- GAC TGG GAT GGT GAT CTC GT -3’

APP forward primer: 5’- GAC TGA CCA CTC GAC CAG GTT CTG -3’

APP reverz primer: 5°- CTT GTA AGT TGG ATT CTC ATATCC G -3’

Psen forward primer: 5’- AAT AGA GAA CGG CAG GAG CA -3’

Psen reverz primer: 5’- GCC ATG AGG GCA CTA ATC AT -3’

Statisztikai analizis

Az adatok kiértékelésére egy-utas ANOVA tesztet, valamint post-hoc Fisher tesztet
alkalmaztunk. A statisztikai elemzést az Origin 8 software segitsegével végeztik el. A

kilénbségeket (p<0,05) értéknél vettiik szignifikansnak
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EREDMENYEK

A Hsp27 transzgenikus torzs jellemzése

Kisérleteink soran a laborunkban korabban létrehozott, human Hsp27 fehérjét
taltermeld egértorzset vizsgaltuk. A transzgenikus egyedeket ellenkezd nemd FVB allatokkal
keresztezve heterozigota transzgenikus egérvonalat hoztunk létre. A torzs tenyésztése soran

minden Ujszulétt allatot PCR reakcio segitségével genotipizaltunk (1. abra).
sz 1 2 3 45 6 78 9 -K+K L

1. abra hHsp27 transzgén detektalasa
PCR-modszerrel

sz. - hHsp27 transzgenikus sziilé

1-9. - sziiletett utodok

-K - vad tipusu allat

+K - Hsp27 plazmid

L — 100 bp DNS marker

A Hsp27 fehérje termelédesenek vizsgalata

A transzgenikus egyedekben a human Hsp27 fehérje tényleges kifejezdését és taltermelését
elso Iépesben Western blot analizissel hataroztuk meg. Negativ kontrollként vad tipusd egerek
szerveibdl izolalt fehérjét (vad tipus), pozitiv kontrollként tisztitott hHsp27 fehérjét
hasznaltunk (2.-3. abra). A vizsgalat soran hasznalt ellenanyag az egér endogén Hsp25-tel
nem keresztreagalt. Mind a szivben, mind a kilénbdz6 agyrégiokbdl szarmazé mintakban
kimutathato volt a human Hsp27 fehérje jelenléte a transzgenikus allatokban. A kilénbdz6
agyrégiok esetében mennyiségi eltéréseket tapasztaltunk, a transzgén legnagyobb mértékben a
kisagyban fejezédik ki, de az agykéregben és a hippokampusban is megfigyelhet6.

Tg Tg Vad tipus Tisztitott hHsp27

— e — <—aktin

‘ | — . < hHsp27

fehérje
2. abra Transzgenikus Hsp27 fehérje kimutatasa szivmintakbol anti-hHsp27 ellenanyag segitségével

Hippocampus Kisagy Agykéreg

Tisztitott hHsp27 Vad tipus T Vadtipus Tg Vad tipus T

aktin

Hsp27?

3. dbra Transzgenikus Hsp27 fehérje kimutatasa agyszovetbdl anti-hHsp27 ellenanyag segitségével
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A human Hsp27 fehérje termel6dését immunhisztokémiai madszerrel is ellendriztik.
A transzgenikus egerek és vad tipust alomtarsaik szivebdl és agyabol fagyasztott metszeteket
készitettiink, melyeket anti-human Hsp27 ellenanyaggal jel6ltink meg. A transzgenikus
egerek szivébdl készilt metszeteken megfigyelhetd er6s barna hattér festédés a human Hsp27
fehérje jelenlétére utal (4. abra).

[

hH?t’armgerl‘h.ls — d11'p|.m.'| | -
4. 4bra a hHSP27 fehérje erds hattér festédése a hHsp27 transzgenikus egerek szivében
10x nagyitas
A transzgenikus allatok agyaban nagymérték(i Hsp27 fehérje termelddés volt
megfigyelhetd tobb régidban, elsésorban a kortexben, a kisagyban és a hippokampusban,
amelyeket az abran fehér nyilakkal jel6ltink (5. abra).

. _ Vad tipus
5. abra hHsp jelenlétének és eloszlasanak a kimutatésa agyban

A nagymeérték(i Hsp27 fehérje termel6dése els6sorban az agykéregben, a kisagyban és a
hippokampusban megfigyelhet6
elsédleges ellenanyag: anti-hHsp27
4x nagyitas
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Doxorubicin kezelés hatdsanak vizsgalata vad tipusu és hHsp27 transzgenikus egereken

Kisérleteink elsd szakaszaban a human Hsp27 fehérje kardioprotektiv szerepét
vizsgaltuk. Szivkarosito anyagként el6szor doxorubicint alkalmaztunk, mivel a
szakirodalombol ismert, hogy hasznalata kardiomiopatiat idezhet el6. Az allatokat négy
kisérleti csoportra osztottuk, minden csoporthoz 6 hHsp transzgenikus vagy 6 vad tipusu
(FVB) egér tartozott. Az allatokat egyszeri alkalommal intraperitoneédlisan 25 mg/kg
doxorubicin oldattal oltottuk be. A kezeletlen csoport ugyancsak intraperitonealisan 0,9%-0s

NaCl oldatot kapott.

Doxorubicin kezelt egerek testsulyanak és szivtdmegének valtozasa
Az allatok testsulyat az oltastol szamitott 72 ora elteltével, cervikalis diszlokacio utan
lemértiik. A mérések soran azt tapasztaltuk, hogy az egerek testsulya szignifikansan (p<0,001)
lecsokkent a doxorubicin kezelés hatasara (6. abra). A Hsp27 transzgenikus és vad tipusu
allatok testsulya kozott nem talaltunk szignifikdns kilonbseéget sem a dox kezelt, sem a

kontrol csoportokban.

32 4 r =

28

testtémeg (g)

20

hsp-dox vad tipus-dox vad tfpus
csoport

6. abra Egerek testsulyanak valtozasa doxorubicin kezelés hatasara
***n<0,001

A feldolgozas soran a dox kezelt és kontroll egerek szivét eltavolitottuk, és lemértik.
Hasonldan az allatok testtomegéhez, dox kezelés hatdsdra a sziv tdmege is szignifikansan
csokkent (p<0,001). A vad és transzgenikus csoportok kozott nem talaltunk kilonbséget

(7. &bra).
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7. &bra A kiilénbdz8 csoportokba tartozd egerek szivének sulyvéaltozasa
doxorubicin kezelése hatasara
***p<0,001

A kovetkezOkben az allatok szivenek tomegét a testsulyhoz viszonyitva abrazoltuk
(8. &bra). Lathatd, hogy dox kezelés hatasara az allatok szivének tdmege a testtomeghez
viszonyitva is csOkkent mind a vad, mind a Hsp27 transzgenikus allatok esetében, de ez a
kilénbség nem olyan jelentfs, statisztikailag nem szignifikans (p<0,08458). Ez annak
kdszdnhetd, hogy doxorubicin hatasara a test tomege és a sziv tdmege is aranyosan csokkent.
A testsuly és sziv tdmeg hirtelen bekdvetkezd, jelentds csokkenése tokéletesen szemlélteti a

doxorubicin toxikus hatasat a szervezetre.
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8. dbra Szivtomeg/testtdmeg aranyanak alakulasa doxorubicin kezelés utan
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A doxorubicin kezelés hatasara bekovetkez6 apoptozis vizsgalata

A doxorubicin kezelést kdvet6en 72 oraval az allatok egy részének szivébol fehérjét
tisztitottunk, masik részébdl fagyasztott metszeteket készitettlink. A mintakon az apoptdzis
mértékét vizsgaltuk két féle modszerrel, aktivalt kaszpaz-3 fehérje kimutatasaval, illetve DNS
fragmentalodas vizsgalataval, TUNEL Assay segitségével.

Az apoptotikus jelatvitel egyik fontos markere a kaszpaz-3 fehérje citokrom-c altal
torténé hasitasa és aktivalasa. Az aktivalt (hasitott) kaszpaz-3 megjelenését elsd Iépésben
Western blot technikéval vizsgéltuk. A kisérlet soran olyan ellenanyagot hasznaltunk, amely
kizarolag a kaszpéz-3 hasitott (aktivalt) formajat ismeri fel, és nem reagél a teljes fehérjével.
A 9. abran lathatd, hogy a vad tipust, doxorubicinnel kezelt (vad tipusi DOX) egerek
szivében az aktivalt kaszpaz-3 nagyobb mennyiségben volt jelen, mint a transzgenikus,
doxorubicinnel kezelt (hsp27 DOX) tarsaik szivében, ahol az csak nyomokban volt
kimutathato (9. abra).

Vad tipus-dox Hsp27-dox

J P— S—

I ) [

9. &bra Az aktiv kaszpaz- 3 kimutatasa Western-blot analizissel

elsédleges ellenanyag: anti-aktivalt kaszpaz -3

A Western blot analizissel kapott eredményeinket immunhisztokémidval is
megerositettik. A kulonbdz6 csoportokba tartozd egerek szivéb6l fagyasztott metszeteket
készitettlink, és anti-aktiv kaszpaz-3 ellenanyaggal festettik meg. A DOX kezelt egerek
szivebll készult metszeteken egyértelm( fest6dést kaptunk, mig a fiziologids soval kezelt
egerekbél sza&rmazd metszeteken nem taldltunk fest6dé sejteket. Kilonbséget tapasztaltunk a
doxorubicinnel kezelt csoportok kdzott is a genotipus vonatkozasaban, a vad tipusu egerekbél
szarmazd mintakon tdbb sejt fest6dott, mint a hHsp27 transzgenikus egerekb6l szarmazé

mintakon (10. abra).
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Hsp27 0,9% NaCl Vad tipus 0,9% NaCl

-

e

Hsp27 DOX Vad tipus DOX

10. abra Az aktiv kaszpaz-3 kimutatasa
immunhisztokémiaval

elsédleges ellenanyag:

anti-aktivalt kaszpaz-3

20x nagyitas

negativ kontroll

Az immunfestést kvantitativan is kiértékeltik, a fest6dd sejteket leszamoltuk, és
latomezonkeént atlagoltuk. A doxorubicin kezelt vad tipust egerek szivében szignifikansan
nagyobb mértékl aktivalt kaszpaz-3 festédes volt kimutathatd, mint a transzgenikus egerek

szivében (***p< 0,001) (11. &bra).
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11. dbra Aktiv kaszpaz-3 fehérjét tartalmazo sejtek atlaga latomezénként 20



A szivizomban fellépd apoptézis mértékét TUNEL assay segitségével is
megvizsgaltuk. A mddszer az apoptotikus sejtekben létrejov6 DNS fragmentalodas
kimutatasara szolgal. Az elemzés Iényege, hogy a DNS fragmentek végén lev6 szabad OH-
csoportokhoz egy terminalis deoxinukleotidil transzferaz enzim digoxigenin kapcsolt dUTP-t
kot, amely anti-digoxigenin ellenanyag segitségével lathatdva tehetd.

Az egerek szivébdl készilt fagyasztott metszeteket a TUNEL assay gyari protokollja
szerint megfestettik. Pozitiv kontrolként DNaz-1 kezelt metszeteket, negativ kontrolként
pedig olyan metszeteket hasznaltunk, amelyekhez a festés soran nem tettiink TdT enzimet. A
12. &bran lathatd, hogy a dox kezelés hatasara megemelkedett az apopt6zis mértéke, azonban
a Hsp27 transzgenikus egerekb6l késziilt metszeten kevesebb fest6d6é sejt lathatd a vad

tipussal 6sszehasonlitva.

&
Hsp270,9% Nacl Vad tipus 0,9% NacCl

Hsp27 DOX Vad tipus DOX

pozitiv kontroll negativ kontroll

12. 4bra DNS fragmentalédéas kimutatasa, TUNEL assay,
20x nagyitas

21



Az aldoszteron kezelés szivkarosito hatasanak vizsgalata

A Kisérlet soran az allatokat négy csoportra osztottuk: aldoszteron kezelt Hsp27 (n=5),
aldoszteron kezelt vad tipus (n=5), kontroll Hsp27 (n=5), kontroll vad tipus (n=5). Az
allatokat egyszeri alkalommal subcutan 1 mg/kg aldoszteron tartalmi oldattal oltottuk be. A
kontroll csoport azonos terfogatu 0,9%-0s NaCl oldatot kapott. Az allatokat 7 draval az oltas
utdn feldolgoztuk. Teststlyukat és szivilk tomegét feldolgozas el6tt megmértiik, nem
tapasztaltunk szignifikans kilonbséget a csoportok kdzott.

Apoptozis vizsgélata

Az dllatok szivebdl fagyasztott metszeteket készitettlink, az aldoszteron kezelés
kovetkeztében fellépd apoptdzist TUNEL assay segitségevel vizsgaltuk. A metszeteket festés
utdn lefotdztuk, majd az apoptotikus jeleket mind a kamrakban mind a pitvarokban
leszamoltuk. A 13. abran lathatd, hogy aldoszteron kezelés hatasara megnétt az apoptotikus
sejtek szama, de a Hsp27 allatok szivében kevesebb jel lathat6 a vad tipushoz viszonyitva.

Apoptotikus sejt/metszet
Pop J / Ekamra ®pitvar

140,00

120,00

sejtek szama

80,00

50,00

40,00

0,00
Hsp27-ALDO Vad tipus-ALDO Hsp27-0,9% NacCl Vad tipus-0,9% NacCl
kamra,pitvar kamra, pitvar kamra, pitvar kamra, pitvar

13. dbra Apoptotikus sejtek szamanak ndvekedése aldoszteron kezelés hatasara

8 hetes allatoknal
Az etanol idegsejt karositd hatasanak vizsgalata vad tipust és hHsp27 transzgenikus
egerekben

Egy masik Kisérletsorozatban a human Hsp27 fehérje neuroprotektiv hatasait tanulmanyoztuk.
Els6 1épésben az etanol altal kivaltott idegsejt elhalast vizsgaltuk. A kisérlet sordn Hsp27
transzgenikus és vad tipusu allatok ivovizét 5 hétig 20%-os etanollal helyettesitettiik, majd a
kezelés utan az allatok agyabdl fagyasztott metszeteket készitettlink. Az idegsejtek pusztulasat

Fluoro Jade C festéssel vizsgaltuk. Ez egy anionos festek, amely specifikusan csak az
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elpusztult neuronokhoz kepes kotddni
készitettlink (15. abra), a kortexr6l és a kisagyrdl 5-5 darabot, mig a hippokampusrdl 3
darabot, majd a fotokon, a fluoreszcensen jel6lt sejteket megszamoltuk (14. &bra).

Mint a mellékelt grafikonok is mutatjak mindharom régidban szignifikansan (p <0,01)
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Kilénbdz6 agyrégiokrol mikroszkopos képet

kevesebb elhalt idegsejt volt szamolhaté a Hsp27 transzgenikus, etanollal itatott allatok

agyaban, mint a vad tipustakéban.

kisagy

Elhalt ideg sejtek szama/
latdrmezd

18
16
1%

iz

-
(=)

&
()
F

——

Vad tipus
kontrol

==

Hsp27 kontrol

— i
N\ i
Vad tipus Hzp27 EtOH -2
EtOH

Vad tipus Hsp27 kontrol
kontrol

P

Vad tipus Hsp27 EtOH

ErOH

3
cortex 20

Elhalt idegsejtek szimaf
litémezd
w B8 B W

(=]

Vad tipus

5 kontrol

Hzp27 kontrol

:
+*§®

Vad tipus
EtOH

Hsp27 EtOH

14. dbra Az etanol neurotoxikus hatadsanak kimutatasa a kiilonb6z6 agyi régiokbol —

mennyiségi 6sszehasonlitas

EtOH
Hsp27 EtOH

Hsp27
kisagy
200 um

hippocampus

kortikalis regio

15. abra Elhalt idegsejtek Fluoro Jade C festése krénikus etanol kezelés utan

20x nagyitas
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A Hsp27 ved6 hatasanak vizsgalata Alzheimer-kor egérmodellben

Az alébbi kisérletlink célja az volt, hogy megvizsgaljuk a Hsp27 fehérje rendelkezik-e
neuroprotektiv hatassal az Alzheimer-kor tineteivel szemben. Ehhez el6szor az FVB
genetikai hattéren 1év6 Hsp27 transzgenikus torzslinket négyszer kereszteztik a C57BL/6
vonallal, igy C57BL/6 hatter( Hsp27 egértdrzset kialakitva. Ezutan a mar azonos hattéren
lév6 torzseinket (C57BL/6), az altalunk Gjonnan el6allitott Hsp27 torzset és az Alzheimer-kor
validalt allatmodelljét (APPswe/PS1dE9, AD) Gsszekereszteztik. Igy olyan AD modell
torzset kaptunk, amely a Hsp27 fehérjét tultermeli. (APPswe/PS1dE9/Hsp27, AD/Hsp).
7 hdénapos allatok agyabdl fagyasztott metszeteket készitettlink, melyeken immunhisztokémiai
modszerekkel és Fluoro Jade C festéssel vizsgaltuk az Alzheimer-kor soran el6forduld

tlneteket, az amyloid plakkok kialakulésat illetve az idegsejtek pusztulasat.

Amyloid plakk festés: Az amyloid plakkok kimutatasat fagyasztott metszeteken, anti-Ap

elsédleges ellenanyaggal vizsgaltuk.

)

APPSwelPSTdES . APPswelPS1UE9/HSP2?, .

‘Vad tipus

16.4bra Amyloid plakkok immunfestése hippokampusban
elsddleges ellenanyag: anti-Af

20x nagyitas

Mint a mellékelt képek is szemléltetik az AD-s allatok agyaban jelentGs AR lerakodast és
plakk képz6dést tapasztaltunk (16.abra). A lerakodas egyarant megfigyelheté volt a
hippokampusban és a kortikalis régiokban is. Az AD/Hsp27 genotipust allatoknal is
megfigyelhetd volt plakk képz6dés, de szignifikansan (p<0,05) alacsonyabb szamban, mint az
AD-s allatok agydban (17.4bra). A kapott eredmények alapjan arra kdvetkezhetlink, hogy a
Hsp27 fehérje vagy gatolja a plakk képz6dést az emlitett folyamatok soran, vagy azok (AR

peptid) eltavolitasat es lebontasat segitik eld.
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17.4bra Amyloid plakkok

b o

14 I 1 ] immunfestése —mennyiségi kimutatas
(n=6)

*p<0,05

** p<0,01

***p<0,001
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Amiloid plakkok szamal latomezd

“
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Kaszpaz-3 immunfestés: Az allatok agyabdl készilt metszeteken az apoptotikus sejteket

aktivalt kaszpaz-3 immunfestéssel tettlik lathatova. 7 hdnapos korban a transzgenikus
torzsekben (AD és AD/Hsp) tdbb apoptotikus sejtet szamoltunk a vad tipushoz viszonyitva, az
AD és AD/Hsp csoportok kozott azonban nem talaltunk kulonbséget. Ezek utan
megismételtiik a festést 14 honapos allatokbol készilt mintakkal is. A 18. abran lathatd, hogy
a korral jelent6sen megn6tt az apoptotikus sejtek szdma a transzgenikus térzsekben, mig a vad
tipusban nem valtozott szamottevGen. 14 honapos korban az AD/Hsp allatokban kevesebb
apoptotikus sejtet szamoltunk az AD csoporthoz képest, azonban ez a kilonbség

statisztikailag nem szignifikans.

i
SR RFSRPUSPONG:. SYE |

L]
L

B vad tipus
B APPawe/PS1dE9
0 APPswe/PS1 dES/Hsp27 |

Apoptotikus sejtek szama!
latomezé

7 hénapos 14 hénapos
18.4bra Aktivalt kaszpaz-3 immunhisztokémia agykéreg és hippokampus
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Fluoro Jade C festés: Az elhalt neuronokat Fluoro Jade C festéssel is lathatova tettik az

allatok agyaban. Hasonlo eredményeket kaptunk, mint a kaszpaz-3 festés soran. 7 hénapos
korban nem talaltunk szdmottevd kulonbséget az AD és AD/Hsp csoportok kozott. 14
honapos korra az elhalt idegsejtek mennyisége drasztikusan megemelkedett a transzgenikus
torzsekben, az AD és AD/Hsp csoportok kozott lathatdé kulonbseég ebben az esetben sem

szignifikans.

W vad tipus
B APPswa/PS1dES
0} APPswa/PS1dES /isp27

SRS ' WUNVUING . SNSPPOe. W . SUSSSILLY Mpu— |

Elhalt idegsejtek szamal
latémezd
!0-..

i
i

7 hdnapos 14 honapos

19.4bra ldegsejtek elhaldsanak vizsgalata Fluoro Jade C festéssel kortex és

hippokampus

26



DISZKUSSZIO ES TOVABBI CELKITUZESEK

Szamtalan tanulmany bizonyitja a stresszfehérjék, koztik a Hsp27 fehérje védé
szerepét a kilonbozd karositd hatasokkal szemben a legkulonfélébb szdvetekben, féként a
szivizomban és az agyszdvetben.

A Hsp27 fehérje transzlacidja stressz soran megndvekszik, majd a karos hatds megszlnésével
szintje drasztikusan lecsokken. Stressz kortlmények kozott tobb fontos feladata van; el6szor
megkdti a karosodott fehérjéket, igy megakadalyozza, hogy azok aggregalddjanak, és
megkonnyiti a sérilt fehérjék eltavolitdsat. Ezen kivil gatolja az apoptézis folyamatét,
stabilizalja a citoszkeletont, segiti a sejteket az oxidativ stressz, a szabadgytkok és a

rendellenes szerkezet(i fehérjék altal okozott karosodasokkal szembeni védekezésben .

A Hsp27 kardioprotektiv hatasa

Kisérleteink soran két kardiotoxikus agenssel szemben vizsgaltuk a human Hsp27

fehérje szivben kifejtett véd6 hatasat. EIs6 Iépésben akut doxorubicin kezelést alkalmaztunk.
Eredményeink azt mutatjak, hogy a doxorubicin indukalta toxicitas apoptozist valtott ki a
szivizomszovetben. Western blot analizissel megéllapitottuk, hogy a szivizomban a kezelés
hatdsdra megndvekedett az aktivalt kaszpaz-3 szintje, azonban a hHsp27 transzgenikus
csoportban ez a ndvekedés mérsékeltebb a vad tipusu tarsaikhoz képest. A Western blottal
kapott eredményeinket immunhisztokémiai vizsgélattal, hasitott kaszpdz-3 festéssel is
megerdsitettik.
A doxorubicinnel kivaltott apoptozis mértékét TUNEL assay segitségével is megvizsgaltuk.
Hasonl6 eredményeket kaptunk, mint a kaszpaz-3 festéssel. Dox kezelés hatasara az
apoptotikus sejtek szdma megemelkedett, azonban a Hsp27 transzgenikus allatok szivébdl
készllt metszeteken kevesebb fest6dd sejtet szamoltunk a vad tipushoz viszonyitva. A fenti
eredményekbdl arra kdvetkeztethetlink, hogy a Hsp27 taltermelése csokkenti a doxorubicin
kezelés &ltal kivaltott apoptozis mértékét a szivizomban. Ezen eredményeink egybevagnak Li
Liu és mtsai &ltal bemutatott korabbi adatokkal®.

A Hsp27 fehérje szivizomra gyakorolt védd hatasat egy masik kardiotoxikus agenssel
is szemléltetni szerettiik volna. Burniston és mtsai korabban kimutattak patkanyokban, hogy
egy egyszeri, 1mg/kg-os aldoszteron kezelést kdvetbéen 7 draval apoptotikus sejtek
figyelhet6k meg a szivizomban®. Ezért a fenti paraméterekkel elvégeztiik a kisérletet Hsp27
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transzgenikus és vad tipusu egereken, majd az akut aldoszteron kezelést kdvetéen TUNEL
assayt végeztiink az allatok szivébdl készult metszeteken. Hasonldéan, mint a doxorubicin
esetében, itt is kevesebb apoptotikus sejtet szamoltunk az aldoszteron kezelt transzgenikus
allatcsoportnal a vad tipussal 6sszehasonlitva. A kis mintaszam miatt statisztikai analizist
ebben az esetben nem végeztink. Kutatocsoportunkban tovabbi kisérletek folynak annak
érdekében, hogy a Hsp27 aldoszteron kezeléssel szembeni védd hatasat megerdsitsik.

Az, hogy ez a két vegyllet pontosan milyen Utvonalakon keresztul karositja a
szivizomsejteket, még nem teljesen tisztazott, de az irodalomban fellehet6 adatokbol, és sajat
eredményeinkbdl az latszik, hogy mindkét szer alkalmazéasa vegeredményben a sejtek
apoptozisahoz vezet. A stresszfehérjékr6l mar korabbi vizsgalatok soran bebizonyosodott,
hogy kiilénbdz6 Gtvonalakon keresztiil gatolhatjadk az apoptézis folyamatat®. Kimutattak,
hogy a sejtet ér6 karos hatasok kovetkeztében felhalmozodd sérilt fehérjéek egymassal
Osszekapcsolédva nagy  fehérjeaggregatumokat  képeznek, amelyek  apoptdzist
indukalhatnak?”. A Hsp27 azéltal, hogy megkéti a hibas szerkezetli fehérjéket, és
megakadalyozza, hogy azok aggregalddjanak, meggatolhatja az apopto6zis kialakulasat. Ezen
kival a Hsp27 direkt modon is gatolhatja a kaszpaz kaszkad aktivacidjat. Kilonbozé
tanulmanyok kimutattak, hogy a Hsp27 kolcsdnhatasba lephet az apoptoszéma egyes
komponenseivel. Igy azaltal, hogy megakadalyozza az apoptoszoma komplex megfeleld
mUkddését, negativan szabalyozza a pro-kaszpéaz-9 aktivaciojat. Ezen kivil a pro-kaszpaz-3-
mal koélcsOnhatasba lépve gatolja a kaszpaz-3 aktivitasat, de egyes elméletek szerint a
citokrom-c felszabadulésat is megakadéalyozza a mitokondriumbél 2%,

A kozvetlen apoptozist gatlo hatasukon kivil a stresszfehérjéknek fontos szerepiik van
az oxidativ stressz elleni védelemben. Ez azért kilénosen fontos, mert jelenleg a
legelterjedtebb és leginkabb elfogadott elmelet a doxorubicin szivizomzatra gyakorolt karos
hatdsdnak magyarazatara a szabadgyok elmélet. A keletkez6 reaktiv oxigén gyokok karositjak
a sejtek alkotdelemeit, ami végul apoptdzishoz vagy nekrozishoz vezethet. Korabbi
megfigyelések szerint a Hsp27 megvédi a sejteket a szabadgyokokkel szemben, val6szin(
azaltal, hogy megemeli a sejt glutation szintjét, amely egyik feladata a reaktiv oxigén gyokok

detoxifikalasa .

A Hsp27 fehérje vedo hatasa etanol kezeléssel szemben

Kisérletiink masik szakaszaban a Hsp27 neuroprotektiv hatasat vizsgaltuk kilonb6z6

idegsejteket karositd folyamatokkal szemben, elséként krénikus etanol kezelés sordn. Szamos
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tanulmany szerint, a hosszu tavla etanol kezelés hatasara megemelkedik a szabadgyokok
mennyisége az agyban, ami a fehérjék kéarosodasdhoz valamint a lipid peroxidacio
mértékének novekedéséhez vezet. Ez az idegsejtekre nézve kuléndsen veszélyes, mivel SOD
és katalaz aktivitasuk alacsony 3. Kimutattak, hogy az erés antioxidansok képesek az etanol
karos hatésaival szemben megévni az idegsejteket 3. Az irodalomban fellelhet§ adatok
szerint a kismolsulyu hdésokkfehérjék, koztik a Hsp27, segithetik a sejteket az oxidativ
karosodasokkal szembeni védekezésben.

Kisérleteink soran azt tapasztaltuk, hogy kréonikus etanol kezelés utan a Hsp27 feherjét
taltermel6 transzgenikus egerek agyaban szignifikdnsan kevesebb idegsejt karosodott a vad
tipust allatokhoz hasonlitva. Feltételezhetjik, hogy ez legaldbb részben a Hsp27 oxidativ

stresszel szembeni védé hatasanak koszonhetd.

A Hsp27 ved6 szerepe az AD szer( tiinetek kialakulasa soran

Az AB peptid és annak oligomerizacioja kiemelkedd szerepet jatszik az Alzheimer-kor
tiineteinek kialakulasa soran. Ezért az AR termel6désenek gatlasa, lebontasanak elGsegitése
illetve oligomerizacidjanak megakadalyozasa fontos lehet a betegség megel6zésében vagy
terapigjdban. A fehérjének tobb formaja ismert (monomerek, oligomerek, nagyobb
aggregatumok), viszont még nem teljesen tisztazott, melyik toxikus az idegsejtekre. A toxikus
forma egy sor kedvez6tlen molekularis folyamatot indit el a betegség lefolyasa alatt, amelyek
végll idegsejtek rendellenes miikodéséhez vezetnek. Ugyanakkor tobb kutatas is kimutatta,
hogy a stresszfehérjék mérsekelni tudjak a tiunetek kialakulasat kiilonb6z6 neurodegenerécios
betegségek modelljeiben *, igy potencialis jel6ltek lehetnek azok terapiéja soran.

Kisérletiinkben azt vizsgaltuk, hogy a Hsp27 tultermelésének van-e véddé hatdsa az
Alzheimer-korra jellemzd tunetek Kkialakuldsa soran. Ehhez az Alzheimer-kor validalt
allatmodelljét 6sszekereszteztiik a laborunkban el6allitott Hsp27 tultermeld egértérzzsel, majd
az allatok agyabdl készilt metszeteken vizsgaltuk az amyloid plakkok kialakuldsat és az
idegsejtek pusztulasat. Tapasztalataink szerint a kor el6rehaladtaval (14. honap) jelentésen
nétt az elhalt idegsejtek szdma a transzgenikus allatokban a vad tipustakhoz képest, viszont
szignifikans kilonbséget nem talaltunk az AD és az AD/Hsp transzgenikus csoportok kdzott.
Az amyloid plakkok szdmolasakor azt tapasztaltuk, hogy az AD/Hsp-s egerek agyaban
jelentGsen kevesebb plakk talalhatd, mint az AD egerek esetében. A fenti eredményekbdl arra
kovetkeztethetlink, hogy a Hsp27 fehérje jelen esetben nem az anti-apoptotikus tulajdonsaga

révén fejti ki védelmét, hanem valamely azt megel6z6 1épésben. Kisérletiinkbdl nem derithetd
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ki, hogy a Hsp27 fehérje milyen molekularis mechanizmus altal csokkenti az amyloid plakkok
szamat (AP fokozott lebontas, AP oligomerizaciojanak befolyasolasa, AR peptid keletkezeés
befolyasoldsa, aggregatum csokkentés, stb.). A stresszfehérjék valdsziniileg ennél
Osszetettebb modon, egyszerre tébb ponton is hatnak, és a neuroprotektiv hatasukat
komplexebben fejtik ki.

Az AP peptid altal indukalt neurotoxicitas molekularis folyamata a mai napig sem
teljesen tisztazott. Ezek a mechanizmusok igen sokfélék, példaul t6bb adat utal arra, hogy az
AB kolcsonhatasba Iéphet a neuronok membranjaival, és megvaltoztathatja azok fluiditasat,
ami  kulonféle diszfunkcidkat okozhat a sejtek mdkddeseben. Ezen kivil azéltal, hogy
csokken a membranok fluiditasa, fokozodik az APP hasitasa, ami tovabbi AR termelGdéshez
vezethet **. Tébb tanulmany kimutatta, hogy a kismolstlyd hésokkfehérjék fontos szerepet
jatszanak a membran stabilizalasaban stressz kortlmények kdzott, ami alapjan elképzelhet6,
hogy a Hsp27 is védelmet nyujthat az Ap membrankarositd hatasaival szemben. Ezen kiviil az
AP toxicitasaban szerepet jatszik az oxidativ stressz megemelkedett mértéke, ami ellen a

kismolsulyu hésokkfehérjek szintén védelmet nydjthatnak.
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NYILATKOZAT A PALYAZO EGYENI HOZZAJARULASAROL A
PALYAMUBEN LEIRT EREDMENYEKHEZ

Alulirott Alfoldi Robert a dolgozatban leirt munkafolyamatok kozl a:
- DNS tisztitast,
- PCR reakciokat,
- Fehérje tisztitast,
- Western blot analizist,
- Immunhisztokémiai festéseket,
- Allatok kezelését, test- és szivtomegek mérését,
- TUNEL-Assay-t,
- és a statisztikai analiziseket,

végeztem el.
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