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Bevezetés

A neuroinflammacid, azaz a kodzponti idegrendszer gyulladasos folyamata
kulcsfontossagu szerepet jatszik a legtobb agyat érinté akut és kronikus
megbetegedés patofizioldgidjdban. A gyulladas egy nagyon sokrétii folyamat,
amelynek alapjaul a fokozottan termel6dd citokinek, kemokinek és egyéb
gyulladasos mediatorok szolgéalnak, de emellett magaba foglalja a mikroglia
sejtek aktivaciojat, a reaktiv asztrogliozist és a periférias immunsejtek
infiltracigjat is. A kdzponti idegrendszeri gyulladas az agyszdvet elsé védelmi
vonalaként funkcional, azonban a thlzott, kronikussa vagy szabalyozatlanna

valt gyulladas masodlagos karosodashoz vezethet.

Az evoluciosan konzervalt hésokkfehérjék a sejteken beliil elsdsorban
molekularis chaperonként funkciondlnak, és hozzajarulnak a sejt fehérje
homeosztazisanak fenntartasahoz. A sejtet ért karositd hatasokra gyorsan
indukalddnak, szintézisiik fokozodik, és védik a sejtet a karositd folyamatokkal
szemben. A hdsokkfehérjék szamos ponton képesek beavatkozni a
gyulladaskelté és a gyulladascsokkentd folyamatok szabalyozasaba is. Az
Ujonnan szintetizalt intracellularis hdsokkfehérjék a jelatviteli utvonalak
komponenseivel kolesonhatva modulaljak a  gyulladasos medidtorok
felszabadulasat. A sejtet ért stressz hatdsara azonban a hésokkfehérjék
kikeriilhetnek az extracelluldris térbe is. Nagymérték(i karosodds soran
passzivan szabadulnak fel a nekrotikus sejtekbdl, és egy erds gyulladaskeltd
hatést indukalhatnak. Enyhe stressz esetén viszont aktiv szekrécioval jutnak ki
a sejtbol lizoszomak, illetve exoszomak segitségével. Ha ezek a vezikuldk a
sejten  kiviil felrepednek, akkor a hdsokkfehérjék a sejtfelszini
immunreceptorokon keresztiil fejtik ki hatasukat, ha viszont §sszeolvadnak a

sejtmembrannal, akkor az intracellularis titvonalakon hatnak.



Az agyban a HSPBI1 konstitutivan expresszalodik, de az egyes sejttipusok
kozott eltérések lehetnek. Szakirodalmi adatok alapjan a HSPB1-et elsGsorban
az asztrocita sejtek termelik, a neuronokban kisebb mértékben van jelen, mig
a mikroglia sejtekben csak csekély expressziot mutat. A HSPB1 jol ismert
chaperon funckidja mellett szamos olyan folyamatban vesz részt, amelyek
szoros Osszefiiggésben allnak a neuroinflammacioval. Képes hozzakotddni
példaul a sejtvazalkotd filamentumokhoz, amely nem csak a sejtek stressz
elleni védekezésében lehet meghatirozo, de a gliasejtek aktivacidjat is
nagymértékben  befolydsolhatja. A gyulladast  gyakran  kiséri
neurodegeneracid, azonban a HSPB1 apoptozist gatld szerepét mar tobbféle
karosit6 hatast kovetéen bizonyitottdk. Ezenfeliil szdmos irodalmi adat
igazolja, hogy a HSPB1 befolyasolhatja a citokinek expressziojat is, de az,
hogy gyulladaskeltd vagy gyulladascsokkent6 tulajdonsagokkal rendelkezik-e
még nem teljesen vilagos, ugyanis a sejt tipusatol vagy a sejt allapotatdl
fiiggden eltéré hatasokat valthat ki. Szamos tanulmany igazolja a HSPBI1
immunregulacios szerepét, azonban az adatok nagy része vagy periférias
gyulladasos modellekbdl szarmazik, vagy neuroinflammacié esetén a legtobb
kisérletet sejttenyészeteken hajtottak végre, igy arrdl, hogy a HSPB1 milyen
szerepet tolt be a kozponti idegrendszeri gyulladasban in vivo, kevés adat all

rendelkezésiinkre.



Célkitizések

Csoportunk korabban igazolta a human HSPBI taltermeldé transzgenikus
egerekben a hHSPB1 védo hatasat akut és kronikus idegrendszeri karosodasok
soran egyarant. Mivel ezen betegségekben kozponti szerepet jatszanak a
gyulladasos folyamatok, ezért jelen munkank soran a hHSPBI

neuroinflammacidban betdltott szerepének vizsgalatat tiiztiik ki célul.
Munkank soran a kovetkezd kérdésekre kerestiik a valaszt:

1. A hHSPBI1 taltermelés hogyan hat a neuroinflammacios folyamatokra in
vivo?
Befolyasolja-e a) a citokinek génexpresszidjat?
b) a mikroglia sejtek aktivalodasat?
c) a reaktiv asztrogliozis kialakuldsat?

d) a sejtpusztulas mértékét?

2. A hHSPBI taltermeld transzgenikus allatokban megfigyelt hatasokért az
agy mely sejttipusai felelések?
a) Mely sejttipus a f6 citokin forras?
b) Az extracellularis vagy az intracellularis hHSPBI1 jatszik-e szerepet a
gyulladasos folyamatok szabalyozasaban?
c) Hogyan valtozik az egyes sejttipusokban a hHSPB1 expresszios

mintazata kezelést kovetden?

A 2. kérdés megvalaszolasaban Prof. Dr. Deli Méria és a Bioldgiai Barrierek

Kutatdécsoport (SZBK Biofizikai Intézet) nyujtott segitséget.



Alkalmazott modszerek

In vivo kiserletek

= Akut etanol kezelés: hét napos hHSPBI1 taltermel6 transzgenikus, illetve
vad tipusi egerek szubkutan injektalasa 2x2,5¢/ttkg etanollal vagy
fiziologias sdoldattal

= DNS tisztitds transzgenikus egerek farokmintaibol, és a hHSPB1 transzgén
jelenlétének kimutatasa PCR analizissel

=  Fehérjetisztitis és a hHSPB1 fehérje mennyiségi vizsgalata Western-blot
analizissel

= Total RNS izolalés és reverz transzkripcio teljes agy homogenizatumbol,
majd a hHSPB1, a citokinek, valamint a mikroglia és az asztrocita marker
gének elemzése RT-PCR segitségével

= A sejtpusztulas kvantifikdlasa TUNEL-proba segitségével

= A hHSPB1 sejtspecifikus kifejez6désének vizsgalata fluoreszcens
immunhisztokémia segitségével

= A hHSPB1 agyi expresszios szintjének, valamint a mikroglia és az
asztrocita  sejtek  aktivalodasanak  tanulmanyozasa  peroxidazos

immunhisztokémia segitségével
In vitro kisérletek

* Primer sejtkultirak készitése hHSPBI1 tultermeld transzgenikus és vad
tipust allatok agyabol
= Az izoladlt primer sejttenyészetek tisztasagdnak meghatirozasa

fluoreszcens immunfestéssel



A primer sejtek életképességének vizsgalata (valds idejli impedancia
mérés, Resazurin-proba, sejtmagszamolas)

A primer sejtkulturdk kezelése etanollal és citokinekkel

A hHSPB1 intracellularis  szintjének elemzése  fluoreszcens
immunfestéssel

A primer sejtkultirak altal a feliiliszoba felszabaditott h(HSPB1 és TNFa

srer



Eredmények

In vivo eredmények

1. Kisérleteink sordan mRNS ¢és fehérje szinten is igazoltuk, hogy a
transzgenikus kontroll allatok agyaban megfigyelheté magas szinti hHSPB1
expresszio tovabb emelkedett etanol kezelés hatasara. Kimutattuk, hogy a
transzgenikus fehérjét elsdsorban az asztrocitak és a neuronok termelik, mig a

mikroglia sejtekben csak ritkan figyeltiink meg kett6s jelolodést.

2. A korai posztnatalis etanol-expoziciés modelliinkben a gyulladasos

folyamatok mar 7 éraval etanol kezelést kovetéen megkezdddtek:

e a Tnf expresszidja szignifikins novekedést mutatott, amelynek szintje
szignifikdnsan magasabb volt a hHSPBI1 tultermel6 egerekben, mint a vad

tipusu alomtarsaikban.

3. Kisérleteink soran a legerdsebb gyulladasos valaszt 24 oraval etanol kezelés
utan figyeltik meg, amikor intenziv gyulladds ¢és sejtpusztulas volt

megfigyelhetd az allatok agyaban:

e a gyulladaskeltd citokinek (Tnf, 111b) expresszids szintje etanol kezelés
hatasara a vad tipusu allatokban nagyjabol kétszeresére emelkedett, mig a
hHSPBI tiltermelés etanol kezeléssel kombinalva tobbszordsére emelte
az Osszes vizsgalt gyulladaskelté citokin szintjét, tehat egy sokkal
intenzivebb reakcidt valtott ki, mint onmagaban az etanol kezelés.

e a hHSPBI tultermeld allatok agydban szignifikansan nagyobb volt a
mikroglia lefedettség a frontalis kéregben, a talamuszban ¢és a striatumban,
amely egy fokozottabb mikroglia valaszt feltételez. Ezt tamasztjak ala a

gyulladaskeltd (Cd68) és a gyulladasgatlo (Argl) mikroglia markerek



expresszids valtozasai is, ugyanis etanol kezelésre adott valaszként a
hHSPBI1 tultermeld allatokban mindkét marker expresszids szintje
szignifikansan magasabb volt a vad tipusu allatokhoz képest.

az asztrocita marker Gfap expresszios szintje is nagymértékben
megemelkedett etanol kezelés hatasara, és szignifikansan magasabb volt
a hHSPBI taltermel6 allatok agyaban a vad tipusu allatokhoz viszonyitva.
Ebben az idGpontban morfologiai valtozast az asztrocitdknal nem
detektaltunk.

a hHSPB1 tdltermeld transzgenikus egerek agyaban megfigyelt
fokozottabb gyulladdsos valasz nem okozott nagyobb mértékii

sejtpusztulast.

4. Egy héttel etanol kezelést kdvetden megkezdddott a gyulladasos folyamatok

csillapodasa:

a gyulladaskeltd citokinek szintje, valamint a mikroglia és az asztrocita
markerek expresszidja mindkét genotipusban a kontroll csoporthoz
hasonl6 szintre csokkent vissza.

a mikroglia sejtek mindkét genotipus esetén a nyugalmi allapotukra
jellemz6é morfologiat mutattak, és eloszlasuk egyenletes volt az egész
agyban.

az asztrocitak etanol altal kivaltott morfologiai valtozasai ebben az
idépontban voltak kimutathatéak, mivel a GFAP-pozitiv fibrillumok
kialakuldsahoz tobb id6 kell. Az asztrocita aktivacid, a mikroglidhoz
hasonloan, nagyobb mértékii volt a hHSPB1 taltermeld allatok agyaban,
ugyanis a parietalis kéregben és a striatumban szignifikdnsan magasabb

asztrocita lefedettséget figyeltiink meg vad tipust alomtarsaikhoz képest.



In vitro eredmények

e Aprimer sejtkultarak tisztasdganak ellenérzése soran a mikroglia tenyészet
93%-o0s, az asztrocita tenyészet 78%-o0s, a neuron tenyészet pedig 85%-0S
tisztasaginak bizonyult.

e A primer sejtkultirakbol nem szabadult fel detektdlhatd mennyiségli
hHSPB1 fehérje sem kontroll kérillmények kozott, sem citokin, illetve
etanol kezelést kdvetden.

e A primer sejtek koziil az asztrocitdk és a neuronok bizonyultak az
elsédleges hHSPB1 expresszalo sejteknek:

- a primer neuronok intracellularis hHSPB1 szintje sem etanol, sem
citokin kezelés hatasara nem valtozott meg szignifikans mértkében.

- a primer transzgenikus asztrocitdk nagymértékii hHSPB1 expresszid
emelkedést mutattak, ugyanis citokin kezelést kdvetden a kontroll
sejtekhez képest majdnem Otszordsére emelkedett a hHSPBI1
expresszio mértéke, mig etanol kezelés utan duplajara nétt.

e A TNFo f6 forrasai a mikroglia sejtek voltak.

e A hHSPBI tultermelés gyulladasos koriilmények kozott szignifikans
mértékben modulalta a gliasejtek TNFa termelését:

- citokin kezelést kovetden a primer mikroglia tenyészetek koziil csak a
hHSPBI transzgenikus egerekbdl szarmazo6 sejtek TNFa termelése
nétt meg szignifikans mértékben a kontroll sejtekhez képest, mig a vad
tipusu sejtekre nem volt hatassal.

- a primer asztrocitak esetén éppen ellenkezbleg, a vad tipust sejtek
TNFo termelését indukalta a gyulladasos kdrnyezet, és a transzgenikus
sejtekre nem volt hatassal.

- a primer mikroglia és asztrocita sejtek esetében is szignifikans

kiilonbség alakult ki citokin kezelés utan a két genotipus kdzott.
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Diszkusszio

Eredményeink alapjan elmondhato, hogy a hHSPBI1 taltermelés szerepet
jatszik az akut neuroinflammacié szabalyozasaban. Nevezetesen, a hHSPB1
tultermelés modulalta az etanol altal kivaltott gyulladasos folyamatokat, ami a
gyulladaskeltd citokinek magasabb expresszidjaban, valamint a mikroglia és
asztrocita sejtek fokozottabb aktivacidjaban nyilvanult meg. A jelen
dolgozatban bemutatott eredmények arra utalnak, hogy a hHSPB1 komplex
szerepet jatszhat a neuroinflammacié szabalyozasdban, mert a hHSPBI1
tultermelé egerekben az intenzivebb gyulladdés nem jart fokozott
idegsejtkarosodéassal. Ugyanakkor a gyulladasgatld mikroglia marker
fokozottabb expresszioja a transzgenikus allatokban arra enged kovetkeztetni,
hogy a hHSPBI1 kedvezd, gyulladasgatlo folyamatokat is indukal. Tovabba, a
hHSPBI1 transzgenikus egerekben a vad tipusuakhoz hasonldéan lecsokkent a
gyulladas mértéke egy héttel a kezelést kovetden, ami arra utal, hogy a
hHSPBI tiltermelés a gyulladas akut fazisat erdsiti fel, és nem forditja at
kronikus jellegtivé. In vitro kisérleteink alapjan azt feltételezziik, hogy az
altalunk hasznalt modellben a hHSPB1 intracellularis formaja lehet felelés a
megfigyelt gyulladasszabalyozé hatasokért. A hHSPB1 elsésorban az
asztrocita sejteken keresztil fejtethette ki modulald hatasait, ugyanis
szakirodalmi adatok alapjan a primer asztrocitdkban a magas intracellularis
hHSPB1 szint kdzvetleniil befolyasolhatja a TNFa felszabaditast, mig a primer
mikroglia sejtek esetén egy kozvetett hatasrol lehetett szo. A magas
gyulladaskelté citokin szint f& forrasai a mikroglia sejtek lehettek.
Osszességében a dolgozat 4ltal bemutatott adatok hozzajarulnak a hHSPB1
kozponti idegrendszeri gyulladdsban betoltott szabalyozd szerepének jobb
megismeréséhez, hogy ezaltal a HSPB1 potencialis terapias célpontta

valhasson a gyulladassal jar6 kozponti idegrendszeri betegségek kezelésében.
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