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A Racl fehérje tdltermelése transzgenikus egerekben a szivizomszovet
apoptézisdhoz, majd ezt kovetben szoveti atrendezddéséhez (remodeling), végil a
szivizomzat fibrozisdhoz és pitvari fibrillaci6 (AF) kialakuldsdhoz vezet. Az eredeti
munkaterv szerint a hsp27 a szivizomszovet apoptozisaban és szoveti atrendez6désében
jatszott szerepét Raclxhsp27 kettds transzgenikus egerekben terveztiik tanulmanyozni.
Az els6 periodusban eldallitottunk huméan hsp27 fehérjét tultermeld transzgenikus
egértorzset. Az utdodok genotipusat PCR- reakcioval hataroztuk meg (1. abra).

Két transzgenikus utodot azonositottunk, amlyekbdl tovabbi keresztezések révén

transzgenikus egérvonalakat alakitottunk ki (line 24 és line 33).
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1. abra. Hsp27 transzgenikus utédok kimutatdsa PCR reakciéval.(C: plazmid

kontrol)

Western blot technikdval és immunhisztokémiai festéssel kimutattuk, hogy a
human hsp27 fehérje tultermel6dik mindkét transzgenikus egértorzs szivében (line 33 és

line 24) (2. A. és B. abra).
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2. abra. A) A huméan hsp27 fehérje kifejez6désének kimutatdsa western blottal

transzgenikus egérvonalakbol.
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B). A human hsp27 fehérje kifejez6désének kimutatdsa transzgenikus egér
szivizomszovetéb6l immunhisztokémidval. (A barndra szinezddott teriiletek a hsp27

fehérje jelenlétére utalnak).

Sajnos a Racl fehérjét tiltermeld transzgenikus egértorzset ismételt kérésiinkre, még a
kiilféldi partner kdzbenjarasaval sem sikeriilt beszerezniink. Alternativ megoldasként a
szivizomelhalas (apoptosis) és fibrézis (cardiac remodeling) tanulméanyozaséra a
doxorubicint alkalmaztuk. A doxorubicin hatékony tumor-ellenes szer, kiterjedt klinikai
alkalmazasat azonban a szivizomzatra kifejtett toxikus hatédsa akadalyozza. Huang és
munkatarsai kimutattdk, hogy a doxorubicin 25mg/kg doézisban az injektalt egerek
szivében apoptdzist és ezt kdvetden, a szoveti atrendez6dés eredményeképpen fibrézist

indukal (Liu et al. 2007) . Ezért jelenleg, mi is a doxorubicint alkalmazzuk az apoptdzis



kivaltasara és ebben a rendszerben vizsgaljuk a hsp27 anti-apoptotikus, kardioprotektiv
szerepét. Ezen vizsgalatok a masodik periddusban kezdddtek el (2010) és jelenleg is
folyamatban vannak. Megallapitottuk, hogy a doxorubicinnel (25 mg/kg) kezelt vad
tipusu egerek szivében nagyszamu és kiterjedt elhalasos gocok jonnek létre, mig a kezelt
hsp27 transzgenikus egerek szivében az elhalasos gocok szama lényegesen kevesebb és
kisebb teriiletre korlatozodik; tehat a hsp27 wvaléban védi a szivizomsejteket a

doxorubicin okozta karosodasoktol (3. abra).
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3. abra Szivizom-elhalas (apoptozis) kimutatasa doxorubicinnel (25 mg/kg ip.) kezelt
egerek szivében Tunel-festéssel. Vad tipusu egerek (WT), hsp27 transtgenikus egerek
(TG). A nyilak az elhalt szivizomsejtek csoportjat jelzik.

Vizsgalatainknak kiemelkedé jelentosége lehet a daganatok gyogykezelésében,

lehetové téve a doxorubicin kiterjedt alkalmazasat. Amennyiben a doxorubicinnel



egyiitt olyan kismolekulasilyt molekulakat juttatunk be a szervezetbe, amelyek az
endogén hsp fehérjék expressziojat indukaljak (in. hsp inducerek), akkor a
doxorubicin szivre gyakorolt karos hatasa kivédhetd és a szer emelt terapias

dozisban alkalmazhato.

A masodik periodusban azt vizsgaltuk, hogy milyen hatassal lehet a hsp27 fehérje
tiltermelése mas gének kifejez6désére a szivizomszdvetben. Osszesen 21 gén
expresszidjat vizsgaltuk kvantitative real-time PCR (Q-PCR) mddszerrel. A
transzgenikus szivizom szovetben a legnagyobb mértékben a proteasome subunit o type3
(PSMA3) (216%), a caspase 4 (187%), az NFkB (183%), és az ubiquitin conjugase 4
(180%) gén expresszioja novekedett meg. Kisebb mértékii emelkedést talaltunk a PKC «o
(171%), caspase 7 (165%), DAPK1 (163%), DAXX (158%) és a GRB 2 (157%) gének

kifejez6désében (4. abra).
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4. abra Génexpresszio-vizsgalat hsp27 transzgenikus egerek szivébdl kvantitativ real-
time PCR mddszerrel.

Ezen eredmények koziil a proteasome subunit o type3 és az ubiquitin conjugase 4
aktivalédasa kiilénosen érdekes, hiszen sejten beliil a proteasome proteaz rendszer a
felel6s a rovid életideji és a megfeleld strukturdjukat felvenni képtelen tn. unfolded

proteinek ubiquitinilaciojaért és az ezt kovet6 lebontasaért. Az ubiquitin-proteasome



rendszer és hsp fehérjék h6sokk hatasra bekovetkez6 parallel indukcidjat mar korabban is
megfigyelték (Schmid et al. 2008). Parcellier és mtsai. kimutattak, hogy a hsp27 kotddik
a 26S proteasoma komplexhez és elGsegiti a multiubiquitinilalt fehérjék lebontasat
(Parcellier et al. 2006). Az NFkB egy transzkripcids faktor és szerepe van a sejtek
novekedésében, a gyulladasos reakcokban és a stressz valaszban. A hsp27 megnéveli az
NFkB aktivitasat oly modon, hogy el6segiti az NFkB mikodését gatlé I-kB fehérje
proteasomalis lebontasat (Parcellier et al. 2003). Az NF«B ezutan képes lesz a magba
jutni és mint transzkripcids faktor tovabblenditeni a sejtciklust és beinditani a sejt tovabbi
szaporodasat. A DAXX fehérje egy apoptoézis- modulator fehérje, amely a magban
lokalizalddik és transzkripcios faktorok (pl. az NFkB csaladhoz tartoz6 RelB!)
miikodését szabalyozza. A szabdlyozds moédja: DNS methylaciéo utjan torténd
génlecsendesités (silencing) és nemcsak a RelB gén miikodését, hanem annak target-
geénjeinek (pl. DAPK1) a miikddését is érinti, azaz azok miikddését is gatolja (Puto et
al.2008). A Grb2, kozismert citoplazmatikus adaptor molekula, amelyet receptor tirozin
kindzok (RTKs) reaktivalnak és amelyek a sejtszaporodasban és novekedésben szerepet
jatszo Ras és phosphatidylinositol 3’ kinase jelatviteli utak fontos kézvetitéi (Li et al.
1993).

Korabban azt is kimutattak, hogy a hsp27 kot6dik a mitokondriumokbdl a citoplazmaba
kiszabadulé cytochrome c molekuldval és ezzel megakadalyozza a caspase fehérjék

aktivaciojat és a sejtek apoptozisat (Paul et al. 2002, és Samali et al. 2001).

A kovetkezokben a doxorubicin vad-tipusu és transzgenikus allatokra gyakorolt hatasat
vizsgaltuk Q-PCR technikaval, mostmar célzottan a proteasoma-rendszer alkotdinak

valtozasara fékuszalva (5. abra).
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5.abra. Doxorubicin hatasa a proteasoma-rendszer elemeire vad-tipusud és transzgenikus
egerek szivizom sejtjeiben. (Psma: alpha type subunit; Psmb: beta type subunit; Pmsc:
ATPase subunit; Pmsd: non-ATPase subunit; Pmse és Psmf: proteasome activator
subunit; Psmg: proteasome assembly chaperone; Pomp: proteasome maturation protein;

Psmc3ip: Psmc3 interacting subunit).

A doxorubicin els6sorban a vad-tipusi egerek szivében idézett el6 drasztikus
génexpresszios valtozast; a Psma3 szintje mintegy 6-szorosara, a Psma5, Psmd13, Psmg2
Psmc3ip, és az ubiquitn conjugase szintje tobb mint 4-szeresére emelkedett, jelezvén a
sejtfehérjék aktiv degradacidjat és a sejtek fokozott elhaldsat (apoptézisat). Ezzel
szemben a hsp27 transzgenikus egerekben a proteasoma-rendszer ezen alegységeinek
szintje csak mérsékelten (2-3 szorosara) emelkedett. Ezek a molekularis eredmények
messzemenden alatamasztjak a hsp27 sejtvédd, anti-apoptotikus hatasat, amelyet a 3.

abran szovettanilag is kimutattunk.

Jelen pélyazatunk két évre nyert tamogatast. A kovetkezd években tovabb szeretnénk
vizsgalni a hsp27 fehérje sejtprotektiv, anti-apoptétikus hatdsat; kapcsolatat a

proteasoma- rendszer egyes tagjaival, szerepét a caspase-3 és caspase-9 aktivaciojanak



gatlasaban. Kiilonosen érdekes lehet a szivben indukalt fehérjékkel (DAPK1, DAXX és a

GRB 2) esetlegesen létrejove interakciojanak tanulmanyozasa.

Az eml0s sejtek hostresszvalaszanak tanulmanyozasa sokaig a magas
homérsékleti tartomanyra korlatozodott. Napjainkban azonban egyre t6bb adat utal arra,
hogy a testhdmérséklet 1-2 °C —kal tértén6 emelkedése is fontos(abb) fiziologias
valtozasokkal jar. A 40-43 °C-os hémérséklet majdnem szelektiven pusztit bizonyos
tumorokat, de a magas homérséklet gatolja a sejtciklust és serkenti az apoptozist. Az
enyhe hésokkrol feltételezik, hogy pozitivan szabalyozza a sejtciklust és a differenciaciot
a Ras szignaltranszdukcids utvonalon keresztiil. Tekintettel arra, hogy a hdsokkfehérjék
indukcidjaban kulcsszerepet jatszik a HSF1, valamint a Racl plazmamembranba tortén6
lokalizacidja elengedhetetlen az altala befolyasolt jelatviteli folyamatok aktivalasahoz,
megvizsgaltuk, a Racl milyen szerepet jatszik a h6sokkvalaszban.

1. E célbol el6szor a Racl dominans negativ (Rac1N17), valamint a konstitutivan
aktiv (Rac1V12) alléljat klénoztuk pPCDNA4/TO vektorba, ezaltal biztositva az eml&s
sejtekben torténé Tet on/off rendszer szabalyozott expressziét. A két Racl konstrukciot
az expressziot szabalyoz6 pCDNAG6/TR vektorral (1:6 ardnyban) transzfektaltuk
(Fermentas Exgene 500). 10% FCS-t tartalmaz6 RPMI mediumban nétt B16-F10
sejtekbe. A stabil sejtvonalakat 75 pg/ml of zeocin + 8 pg/ml of blaszticidin tartottuk
fenn. A kiilonb6z6 Racl mutansok expresszidjat Western-blottal ellenériztiik. Szamos
blaszticidin és zeocin rezisztens klont ellenériztiink a Racl indukciojat tesztelendd de a
legjobban expresszal6 klonok is csak mintegy 40%-kal tobb fehérjét expresszaltak a

kontrollhoz képest:




Alternativ médszerként megprobalkozunk a transzpozon alapu (Sleeping Beauty)

génbevitellel is.

2. Ismert tény, hogy Rho-GDI megakadalyozza a Racl plazmamembranba t6rtén6
transzlokaciojat azéltal, hogy a fehérje geranil-geranil-mddositott oldallancat “eltakarja”.
Mivel a plazmamembranban (PM) jelenlévd Racl képes elinditani a jelatviteli utvonalat,
megprébaltuk kimutatni a PM-lokalizalt Rac1 fehérjét kiilonb6z6 fixalasi médszerekkel,
a jelenleg hozzaférhet6 ellenanyagokkal.

A legjobb eredményt Millipore monoklondlis ellenanyagaval kaptuk B16 sejteken (fehér
nyillal jel6lve):

Millipore monoklonalis Ab ~ Millipore poliklonalis Ab Cytoskeleton Ab

>

A tovabbiakban kimutattuk, hogy a szérum megvonast kovet6 visszaadas fokozza a Racl

PM-lokalizaciét:




A szérum visszadast kdvetd Racl relokalizaciot Western-blottal is sikeriilt kimutatnunk.
A kisérlet soran a sejteket egy éjszakan at tartottuk szérum-mentes koriilmények kozott,
majd a szérum visszaadasa utan kiilonb6z6 id6pontokban plazmamembrant izolaltuk, s

ellendriztiik a Racl fehérje jelenlétét. Amint az abran lathato, a visszaadast kovet6en mar

a 15. percben megtalalhat6 a plazmamembranban:
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A fentiek tiikrében megviszgaltuk, hogy a hésokk illetve a kiillonb6z6 membran
fizikai allapotat befolydsolé szerek (benzil-alkohol, BA, fenetil-alkohol, PhA) hogyan
hatnak a Racl plazmamembran lokalizaciéjara szérum megvonas mellett. A Western blot
kisérletek tanusaga szerint a hoémérséklet emelése fokozta a PM-kotott Racl
mennyiségét, csakigy mint a két membranperturbens 4genssel torténd kezelés. Erdekes
modon a membranaktiv szerekkel kezelt sejtekben detektalt Rac1 molekulatomege eltért
a h6sokkolt mintdkban kimutatottakhoz képest, ami felveti az esetleges poszt-transzlacios

modositas lehet6ségét is:

37C 41C 42 C 43 C BA PhA Racl
(30mM) (12mM)



A Racl HSP indukcidban betdltott szerepét vizsgalandd, megnéztiik, hogyan
reagalnak a sejtek egy Racl inhibitor (NSC23766, 100 pM; 26raval a hésokk el6tt adva,
I), valamint a h6sokk hatasat HSP szinten fokozé szer (BGP-15, 10pM, kozvetleniil a HS
elott adva, B) jelenlétére. A sejteket 1 6ran keresztiil hésokkoltuk 41,5 °C-on , majd

médiumcsere utan egy éjszakan at inkubaltuk (recovery).
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A Schizosaccharomyces pombe chaperone-deficiens mutansok elléallitasa, jellemzése

A haromféle chaperone rendszer (HSP, trehaldz, lipidek) kdélcsonhatasanak
tanulmanyozasara szolgaldé S. pombe mutasok eldallitasat -a varhat6 membranfenotipus
miatt- a két sHSP- (hsp16, ill. hsp20) deficiens mutanssal kezdtiik. A széles korben
hasznalt, PCR alapu modszerek koziil el6szor az egyszerlibb, egylépéses, in. “80-mer
homologia” metddust probaltuk ki, az ura4 gént hasznalva szelekciés markerként.
Kisérleteink soran kidertilt, hogy ezen technika hatékonysaga a célzott géneket illetGen
nem kielégit6, mert a mutagén konstrukcio -a szelekcion, valamint a stabilitasteszten
atment jeloltek esetében -nem a célzott gének helyére épiilt be a genomialis Southern
kisérleteink tantsaga szerint. Ezért a tovabbiakban a komplikaltabb, kétlépéses “250-mer
homolégia” technikaval probéalkoztunk. Viszonylagos bonyolultsaga ellenére a modszer
elénye, hogy a stabil mutans-jeldltek a mutagenezishez hasznalt primerekkel végrehajtott

genomialis PCR reakcidval el6zetesen ellendrizhet6k, amennyiben a vad tipusu gén és a



szelekcios marker (ura4) kozottt méretkiilonbség van. A hsp20-deficiens, stabilitasteszten
atesett jeloltek kozott volt 3 PCR pozitiv, amelyekr6l a genomialis Southern analizis
soran kideritettiik, hogy a mutagén konstrukcié csak egy képidban, a kivant helyre épiilt
be. A hsp16 mutansok ugyanezen technikaval tortén6 el6allitasa soran azonban tébb
akadallyal is szembesiiltiink. Az els6 transzformalas soran kapott stabil klonok kozott egy
sem akadt, amely atment volna az el6zetes genomialis PCR szlirbn, amennyiben
mindegyik jelolt tartalmazta az intakt hsp16 génre jellemz6 fragmentet is. Vizsgalataink
soran kideriilt, hogy a célgén 3’ végének amplifikdlasahoz hasznalt egyik primer -
nyilvanval6 szekvenciahomolégia hidnyaban- 6nmagaban is a vart fragmenttel
megegyez0 méretll fals-pozitiv reakcioterméket eredményez. Az inkriminalt
oligonukleotid helyett djat terveztiink, amely az ellen6rzések soran megfelel6nek
bizonyult. Az j primerrel amplifikalt reakciotermék transzformaldsa soran azonban
meglehetGsen kevés (a teszteltek 20%-a) klon bizonyult stabilnak, ami valosziniileg
annak tudhat6 be, hogy a célgéniink kozel van a kromoszoma centromer régiojahoz.
Mindezek ellenére sikeriilt két stabil, a mutans konstrukciot megfeleld helyen tartalmazo
hsp16-deficiens mutanst el6allitani.

A két sHSP, valamint a Kkapott trehal6z deficiens (tpsl) mutdns a
fénymikroszkopos megfigyelések sordan nem mutatott nyilvanvald morfolégiai
kiilonbséget a vad titpusu sejtekkel 6sszehasonlitva. A magasabb hémérsékleten torténd
novesztési kisérletek soran kidertilt, hogy a tps1 mutans -masik kettovel és a wt sejtekkel
ellentétben- képtelen novekedni 38 (+/-1) °C-on. Hdosokk kisérleteink soran azt
tapasztaltuk, hogy mindkét sHSP mutans érzékenyebb az azonnali letalis hdsokkra (50
°C, 15 min.) mint a wt sejtek, de jobban tilélnek, mint a kémiai chaperone-nak tartott
trehal6z deficiens mutansok. Amennyiben a sejteket a normalis (30 °C) hémérsékletnél
magasabb (36 °C) hémérsékleten inkubaltuk 1 oran at, majd ezutan tettiik ki letalis
héstressznek, mindharom mutans fokozottabb talélést mutatott a kontrol sejtekhez képest.
E kisérletek azt igazoljak, hogy 6nmagaban egyik gén hianya sem befolyasolja a szerzett
termotoleranciat. A letalis héstressz alkalmazasaval nyert adatok azonban felvetik annak
a lehet6ségét, hogy az sHSP mutdnsok esetleg fokozott trehaléz szinttel probaljak

kompenzalni ezen véd6fehérjék hianyat.



Vékonyréteg-kromatografidas (TLC) adataink arra utalnak, hogy az sHSP
mutansokban a trehal6z mennyisége megemelkedik a kiilonb6z6 homérsékteteken
végrehajtott 1 6ras hésokk soran, mintegy kompenzaland6 az sHSP-k hianyat. A 40 °C-
os mintakban megjelenik egy uj, valosziniileg szénhidrét-jellegli anyag is, amelyrdl

jelenleg nem rendelkeziink érdemi informéaciéval.
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A TLC analizis soran azonban nem sikeriilt kielégitben megoldani a trehal6z
mennyiségének pontosabb, megbizhatobb meghatérozasat, illetve az adatok megfelel6
normalasat. Ezért jelenleg mas moddszer (glikkoz meghatarozason alapulé enzimatikus
mérés) optimalizaldsan dolgozunk. Mindezek mellett genetikai keresztezéssel
(tetradanalizis) el6allitottuk a hsp16/tps1 illetve a hsp20/tps1 kett6s mutansokat, melyek
vizsgélata jelenleg is folyik. Elkezdtiik a hsp20/hsp16 kett6s muténs el6allitasét, a kapott

4 stabil, ,,PCR-pozitiv” jel6lt genomialis Southern analizise folyamatban van.

Lipidanalitikai vizsgalataink soran optimalizaltuk a hatékony és reprodukalhat6
sejtfeltarast, valamint a lipidextrakcié modszerét. Lipidomikai metodikai fejlesztésiink
részeként megoldottuk a lipidvaltozasok fehérjetartalomra torténé normalizaciojat. Az

igy nyert adatokat Osszevetettiik az irodalomban bevett szokasnak szamité optikai



denzitasra, ill. szarazsulyra torténd normalizacioval, és megallapitottuk, hogy a
fehérjealapu modszer sokkal megbizhatobb és reprodukalhatobb adatokat szolgaltat.
Azonositottuk és kvantitativ. modon meghataroztuk a hasad6 éleszté fobb
lipidosztalyait, és azok zsirsavisszetételét. Megallapitottuk, hogy stresszkezelésekre (1
ora hoésokk 36 és 42 °C, ill. a membranaktiv benzil-alkohol, BA) a S. pombe jol
karakterizalhato lipidvaltozasokkal valaszol. A homérséklet emelésére a membranlipidek
zsirsavosszetétele a nagyobb telitettség (rigidebb szerkezet) irdanyaba valtozott a
homeoviszkézus ~ adaptaciénak megfelelden. Erdekes moédon a trigliceridek
zsirsavosszetétele - a membranalkoto lipidekkel szemben - a nagyobb telitetlenség
iranyaba mozdult homérsékletfiiggd maodon. A telitetlenség mértékét jellmez6 "double
bond index" (DBI) valtozasait foglaljak 6ssze az alabbi abrak kiilonb6zd stresszhatasok
esetén lipidosztalyonkénti bontasban (TL: totdl lipid, PC: foszfatidil-kolin, PE:

foszfatidil-etanolamin, PI: foszfatidil-inozitol, TG: triglicerid).
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A membranstressz hatasara az egyes lipidosztalyok zsirsavisszetételében
bekovetkezd min6ségi valtozasokon til azok egymashoz viszonyitott, illetve fehérjére
normalt mennyisége is valtozott. A DBI valtozasaival parhuzamosan a két f6
membranalkot6 lipidosztaly aranyvaltozasa - a foszfatidil-kolin relativ mennyiségének
novekedése és az in. nem kettGsrétegképzd foszfatidil-etanolamin tartalom csokkenése -
a membran stabilizaciojat segiti el¢ fluidizaciés stressz esetén. Abszolt
mennyiségekiiket tekintve ugyanakkor a membranalkot6 lipidek fehérjére normalt
Osszmennyisége gyakorlatilag valtozatlan maradt 1 6ras hostressz hatasara, jelezve, hogy
a membran az alkalmazott stresszkoriilmények kozott még képes volt maximalisan
kompenzalni a stresszhatast. Mindezzel egyidejiileg a trigliceridek mennyisége

tobbszorosére novekedett:
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Erdekes el6zetes erdményeket kaptunk a kiilénb6z6 mutansok foszfatidil kolin ill.
foszfatidil etanolamin telitteségének analizise soran. Az 1 oran keresztiil térténd
magasabb hémérsékleten inkubalt sejtekben mindkét lipidosztaly telitetlensége -az
elvarasoknak megfelel6en- csokken, de ennek mértéke az egyes mutansokban eltéré. A
vad tipusu , valamint a hsp20 mutans sejtekben a PC lipidosztaly DBI értéke mindharom
hémeérsékleten magasabb, mint a masik két mutansban. E kiilonbség azonban kevésbé

érhet6 tetten a foszfatidil kolin (PE) esetében:

18' W wt
M tpsl
g - p

Double Bond Index (DBI)




Jelenleg ezen izgalmas adatok reprodukalésa folyik, s amennyiben a kett6s sHSP mutéans
(hsp16/20) is atmegy a végs6 molekularis teszten (genomialis Southern) ezt a torzset is
azonnal bevonjuk a vizsgalatokba, csakigy mint a kiilonb6z0 trehal6z/sHSP kett6s
mutansokat.

A felsorolt eredményekbdl még nem sziiletett publikacid, megitélésiink szerint
azonban az adatok kell6 szamu reprodukcio utan az eredmények belathat6 idon beliil (1-2

hénap) komoly szaklapban k6zélhetek.
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