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BEVEZETES

A vildg minden pontjét érintd iparosodas eldrehaladdsdval parhuzamosan novekedik a
kiilonféle kornyezetszennyezd anyagok kibocsitasa. Az egyik legjelentdsebb kornyezeti
terheléssel bird karos anyagok csoportja, mely ipari melléktermékként keletkezik és kertil
nagy mennyiségben a természetbe, a nehézfémek. A biologiai korforgalomba bejutva a
nehézfémek a talajbél a novényekbe bekeriilve, a tapldléklancon keresztiil eljuthatnak az
emberhez, s a szervezetben felhalmoz6dé fémek silyosan veszélyeztetik az egészséget.

A sejteket érd biotikus és abiotikus hatdsokat, melyekre a sejt megvaltozott biokémiai
és genetikai miikodéssel tn. vélaszreakciokkal reagdl, stresszhatdsoknak nevezziik. Bizonyos
hatarok kozott a sejtek a megvéltozott kornyezeti stresszhez adaptalodni tudnak azdltal, hogy
életfolyamataikat megvéltoztatjak Ggy, hogy sikeresen kivédjék az Oket ért karos tényezoket.
A nehézfém-stressz alatt lejatsz6dé valaszreakciok vizsgélata pedig az utdbbi id6ben, a
szennyezett talajok és vizek rekultivacidja miatt hodit teret. A magasabbrendii organizmusok
tanulmédnyozdsa gyakran lassd, nehézkes és igen koltséges folyamat. A kutatok ezért
egyszeriibb felépitésli, eukari6ta mikroorgnizmusokat vdlasztanak kutatdsuk célpontjdul,
melyek miikodése igen hasonlit a magasabbrendii eukaridta sejtekhez. Ezek kozé az tn.
modellorganizmusok kozé tartozik a Schizosaccharomyces pombe is.

A mitogén-aktivalt protein kinaz (MAPK) kaszkad az eukaridta sejtekben evolucidsan
konzervalt jelatviteli mechanizmus, melynek elsddleges feladata, hogy a kornyezetbdl a sejtet
ér6 kulonféle stimulusokra valaszreakciokat kozvetitsen, illetve létrehozzon. A MAPK
kaszkad utdn a jelatviteli utvonal kovetkezd tagjai a transzkripcids faktorok, melyek képesek
aktivdloddsuk utdn a sejtmagba belépni, majd bizonyos géneket indukdlni. A Papl
transzkripcids faktor a Wisl (MAPKK), Styl (MAPK) dttvonalon keresztiil aktivalodik
kiilonboz6 stresszhatdsokra és szamos gén expresszidjat szabalyozza a stressz-valasz soran. A
Papl sejtmagi lokalizdl6dasét els6sorban oxidativ stressz esetén figyelték meg.

A Cd**-al szembeni védekezd mechanizmusokat hdrom csoportba sorolhatjuk: 1) a
glutation és a kén anyagcsere; i1) kadmium kompartmentalizacio; iii) reaktiv oxigén gyokok
detoxifikacioja. A kénanyagcsere folyamatok sordn glutation (GSH) képzddik a sejtekben,
mely kozponti szerepet jatszik mind a Cd** lekotésében, mind a keletkezett reaktiv oxigén
formak semlegesitésében. Az élesztd sejtekben a glutation S-transzferdz enzim mitkodésével a
intracelluldris Cd** a glutationhoz kotddik. A reaktiv oxigén formdk semlegesitésében a
szuperoxid dizmutdzok, peroxiddzok, a kataldz és a glutation miikodése fontos. A hdrom
folyamatrendszer tobb ponton &ll kapcsolatban egymadssal, ezdltal abnormélis mikodésiik

hatdssal van a Cd** detoxifikéciéra.



CELKITUZESEK

A S. pombe Cr(VI) tolerans és a sziiléi torzs Cd** érzékenységének vizsgélata és a reaktiv
szabadgyokok eliminiciéjdban résztvevd glutation S-transzferdz (GST) és totdl

szuperoxid dizmutdz (SOD) specifikus enzimaktivitds meghatdrozasa.

S. pombe jelatviteli és transzkripcids faktor mutdns torzsek érzékenységének vizsgdlata
kiilonféle stresszor anyagok esetében és a minimalis gatlé koncentracié meghatdrozdsa. A

kisérletek soran nehézfém érzékeny torzsek keresése.

A Apap] transzkripciés faktor mutdns torzs Cd** érzékenységének feltdrdsa, a jelatviteli
folyamatok tanulmédnyozdsa Cd** stressz alatt és a Cd** hatdsmechanizmusénak illetve a
sejt detoxifikécids folyamatainak vizsgdlata kiilonféle médszerekkel.

A vad-tipusu €s a 4dpapl mutans torzsek esetében:

—a Cd** akkumulécié meghatdrozasa,

—aCd* dltal a sejtben generalt szabadgyokok keletkezésének vizsgdlata,

—a sejt reaktiv oxigén gyokokkel (ROS) szembeni védekez0 mechanizmusainak
jellemzése, kiilonos tekintettel bizonyos enzimek aktivitas-vizsgdlatdra €s az antioxiddns
hatdssal bir6 glutation szint mérésére,

—a Cd** stressz alatt lezajlé gén indukcid/represszié tanulmédnyozdsa molekuldris

bioldgiai technikédkkal.



ALKALMAZOTT ANYAGOK ES MODSZEREK

Munkénk sorédn az alabbi torzsekkel dolgoztunk.

1) Schizosaccharomyces pombe Cr(VI) tolerdns torzsét (chrl-66T) tansz€kiinkon allitottdk eld

indukalt mutagenezissel a 6¢hr™ auxotréf sziildi torzsbol.

I) Schizosaccharomyces pombe sziil6i torzsbol szarmazé6 MAPK és transzkripcids faktor
deléciés muténs torzsek:

o Awisl, Astyl, Aatfl, Asinl, Apapl, illetve a vad-tipusu.

I. Cr(VD) tolerans torzs vizsgalata

o A tilélési gorbe meghatédrozasa Cd** kezelésnél telepszamléldssal tortént.
* A specifikus szuperoxid-dizmutdz, glutation S-transzferdz enzimaktivitds meghatdrozdsa

spektrofotometridsan, ,,rate assay” modszerrel tortént.

II. MAPK és transzkripcigs faktor mutans torzsek vizsgalata

* Minimélis gatl6é koncentracié meghatarozasat foltoltassal végeztiik.

« Ldng atom abszorpcids spektrometridval hatiroztuk meg a sejtek Cd** felvételét.

* A szuperoxid tartalom mérésénél a dihidroetidium atalakuldséat etidiumma fluoriméterrel
detektéltuk.

* A peroxid mennyiségének meghatdrozdsat a sejtekben dihidrorodamin 123-al végeztiik
aramlasi citométer segitségével.

* A specifikus szuperoxid-dizmutdz, glutation S-transzferaz enzimaktivitas és a GSH, GSSG
mennyiségének illetve a GSH/GSSG ardanydnak meghatdarozasa spektrofotometridsan, ,,rate
assay’” modszerrel tortént.

* Az RNS analizisét reverz-transzkriptaz PCR-al és Northern blottal végeztiik.



EREDMENYEK ES KOVETKEZTETESEK

I. Megvizsgéltuk a S. pombe Cr(VI) tolerdns és a sziil6i torzs cd* érzékenységét, s
megallapitottuk, hogy a Cr(VI) tolerdns torzs Cd** szenzitivitdsiban és a Cr(VI) tolerdns
fenotipus kialakitdsdban nem jatszik szerepet a glutation S-transzferdz enzimaktivitds és az
Osszes szuperoxid dizmutdz enzimaktivitds. A tovdbbi kisérletek bizonyitottdk, hogy a
1étrejott fenotipus hétterében a GSH alacsony szintje, a sejt lecsokkent redukdlé kapacitdsa és

az alacsony ‘OH koncentraci6 all.

II. Munkdank sordn S. pombe MAPK jelatviteli rendszer deléciés mutans,
transzkripcids faktor deléciés mutédns torzsek és egy vad-tipusu torzs stresszor érzékenységét
vizsgéltuk. Foltoltds technikdval meghatdroztuk a torzsek minimalis géatlé koncentracidjat
oxidativ €s nehézfém stresszor anyagokkal szemben. A MAPK mutansok koziil a Awisl és a
Astyl mutadnsndl alacsony minimélis gatlé koncentraciét hatdroztunk meg; transzkripcids
faktor szinten a Apapl muténs bizonyult a legérzékenyebbnek Cd**-mal szemben. Az
eredmények alapjan megéllapitottuk, hogy a Cd** stressz sordn lejatsz6dé folyamatok a Wisl-
Styl SAPK utvonalon keresztiil, a Papl transzkripciés faktor 4ltal szabalyozddnak.
Munkénkat a tovdbbiakban két torzzsel folytattuk, a vad-tipusival és a Apapl mutanssal,
hogy feltdrjuk a mutdns térzs Cd** szenzitiv fenotipusdnak hatterét.

Lang atom abszorbcids spektrometridval meghatdroztuk a sejtek Cd**-tartalmat a 0,
30, 60, 120 és 240 perces mintdknal és megéllapitottuk, hogy a két torzs Cd** tartalma kozott
nincs szignifikdns kiilonbség. A tovébbi vizsgilatok eredményeit illetve a Apapl mutdns Cd**
érzékenységét tehat nem a torzsek eltéré nehézfém-felvétele €s intracelluldris koncentraciéja
okozza.

A tovabbiakban vizsgaltuk, hogy a Cd** kezelés hatdséra keletkeznek-e szabadgyokok
a sejtben. Azt tapasztaltuk, hogy mar a kezelés nélkiili allapotban is magasabb szuperoxid
tartalom mérhet6 a 4papl mutéans torzsben a vad-tipustihoz képest. Tovdbba megallapitottuk,
hogy a hosszi idStartami Cd** kezelés hatdsira a sejtekben megné a szuperoxid gydk
koncentracidja, ami oxidativ stresszre utal.

Elvégeztiik egy masik szabadgyok — a peroxid - mennyiségének a vizsgdlatat is és
ezzel szintén aldtdmasztottuk a szuperoxid mérés eredményeit, miszerint a Cd** kezelés képes
szabad gyokoket generdlni és ezaltal oxidativ stresszt létrehozni a sejtekben.

Kisérleteink sordt enzimaktivitds mérésekkel folytattuk. Megallapitottuk, hogy a
Apapl torzsben mar alapéllapotban is alacsonyabb a totdl SOD enzimaktivitds, s hosszui

idétartamd Cd** kezelés hatdsédra pedig a kiilonbség jelentsen nd. Az dsszes SOD aktivitds
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szignifikdnsan alacsonyabb a Apapl torzsben, mint a vad-tipusu torzsben, ami arra enged
kovetkeztetni, hogy a Papl fehérjének szerepe van abban, hogy a Cu,Zn-SOD és/vagy a Mn-
SOD megfelel6 aktivitast mutasson a stressz-vélasz folyamatok alatt. A SOD enzimaktivitds
indukci6ja tehat Pap1 fiiggd. A CdP* kezelés alatt mért magas szuperoxid anion koncentracié
a Apapl torzsben szintén azt tdmasztotta ald, hogy a muténs sejtekben a SOD aktivitas a Papl
hianya miatt nem megfeleld €s igy a szuperoxid nem képes dizmutalédni hidrogén-peroxidra
és oxigénre.

A SOD-ok mellett a GST-ok is jelentés szereppel birnak a xenobiotikumok
kozombositésében. A kezelés nélkiill mért alacsony GST aktivitdis a mutdnsban annak
tulajdonithatd, hogy a benne egyediil termeléddé GST III nem képes a hidnyz6 GST I és GST
IT hidnyat pétolni. A vad-tipusi torzs esetében Cd** kezelés hatdsdra nem tortént véltozés a
GST aktivitdsdban, ami azzal magyardzhat6, hogy a GST szubsztratja a GSH folyamatosan
termelddik és potlodik a normadlisan lezajlé szulfat asszimil4cié sordn. A mutdnsban azonban
Cd** kezelés hatdsira tovdbb csokkent a GST specifikus enzimaktivitds, ami annak
koszonhetd, hogy a mutdnsban csak a GST III mikodik, azonban aktivitdsa nem elegendo
ahhoz, hogy pétolja a mdsik két GST hatést és ezdltal kevesebb Cd** semlegesitSdik.

A GSH mennyisége a dpapl torzsben szignifikdnsan alacsonyabb értéket mutatott a
vad tipusu-torzshoz képest. A GSSG koncentracidban illetve a GSH/GSSG ardnydban nem
volt szignifikdns kiilonbség. A GSH mérés alatdmasztotta elméletiinket, miszerint a Apapl
mutansban kevés a rendelkezésre 4all6 GSH, ami problémat okoz a detoxifikdcios
folyamatokban. A mutins csokkent GSH tartalmat a szulfat asszimildcids rendszer és a GR
nem megfeleld milkkddése magyardzza.

A folyamatok hatterében zajlo molekularis szabalyoz6 mechanizmusok feltdrasa
érdekében a Cd** detoxifikdcié szempontjabél fontos gének expresszi6jat elemeztiik RT-PCR
€s Northern blot technikdval. Az RT-PCR reakcidkban 12 gén (gpx1, gsh2, gst2, hmtl, hmtl,
sodl, sod2, SPAC3HI.10, SPCC965.06.1, SPCC794.01, SPAC3C7.13, trx2) expresszidjat
néztiik. Megallapitottuk, hogy hosszii idétartami Cd** kezelés hatdsdra a gst2 kivételével az
Osszes vizsgdlt gén expresszdlédik mindkét torzsben, tehdt ezen gének fiiggetleniil
expresszalodnak a Papl-tol. A vizsgalt gének koziil kettordl, az SPAC3HI1.10 (PCS) és az
SPCC749.01 (feltételezett gliik6z-6-foszfat 1-dehidrogendz) elséként kozoltiink expresszids
profilt mindkét torzs esetén.

Az RT-PCR vizsgdlatunkat kiegészitettiik a tovdbbiakban Northern blot analizissel.
Nyolc génrdl (gpx1, gst2, hmtl, hmt2, sodl, sod2, SPCC965.06.1, trx2) kaptunk kiértékelhetd
eredményt, mig hdrom gén esetében (SPAC3C.13, SPAC3HI1.10, SPCC794.01) nem
tapasztaltunk detektdlhat6 jelet. Megallapitottuk, hogy a gst2 teljes mértékben Papl fiiggd,

7



expresszidja azonban nem valtozik a kezelés alatt a vad-tipusu torzsben. A gpxI hmt2, sodl,
sod2 és trxl gének expresszidja nem véltozott Cd** kezelés alatt. Eredményeink megfelelnek
a Sanger Institute DNS microarray adatainak illetve kiegészitik azokat a hosszu idejii Ccd*
kezelés (0-240 perc) alatti expresszids profilokkal a vad-tipusd torzsnél, illetve a Apapl
mutans esetén pedig elsOként vizsgaltuk az adott gének kifejezddését nehézfém-stressz soran.
Viltozast tapasztaltunk 2 gén expresszidjaban a kezelési id0 soran. Az SPCC965.06
(feltételezett K* csatorna alegység)gén expresszidja mindkét torzsben indukalédik Ccd*
kezelés hatdsara, s megallapithatd, hogy fiiggetlen a Papl-tdl, s nem jatszik szerepet a torzs
Cd** érzékenységében. A hmtl (ABC-tipusi vakuoldris transzporter fehérje) expresszidja
csokkent mindkét torzsben a hosszi id6tartami Cd** kezelés alatt. A Northern analizisek
sordn a Cu,Zn-SOD (sodl) és Mn-SOD (sod2) esetében kapott expresszids profilok fontos
szabdlyozasi folyamatokra mutatnak ra azaltal, hogy a mRNS mennyisége egyik torzsben sem
valtozott a 240 perces Cd** kezelés alatt, mig a specifikus SOD enzimaktivitdsok jelentésen
eltéroek a két torzsnél. Eredményeink azt mutatjak, hogy a Papl fehérje hatassal van a SOD
enzimaktivitdsra, de hatdsit nem kozvetleniil transzkripcids faktorként a SOD gének
expresszidjanak szabdlyozdsdban tolti be, hanem poszt-transzkripciondlis és/vagy poszt-
transzlaciondlis indukciés folyamat sordn képes az enzim aktivitdsat befolydsolni vagy mds
gének expresszidjat modositja, melyek hatdssal lehetnek a SOD enzimek aktivitasara.
Osszefoglalva munkdnk eredményeit a kovetkezd megallapitdsokat tehetjiik. A Apapl
mutdns a vad-tipusd torzzsel megegyez$ mértékben akkumuldlja a Cd**-ot, azonban a muténs
térzs nem képes kikiiszobolni az intracelluldris Cd** dltal generdlt ROS-kat és a Cd2+
sejtkdrositd hatdsait. A keletkezd ROS-ok semlegesitésére a SOD enzimeknek kellene
mukodésbe 1€pniiik, a mutdnsban azonban a Papl hidnya miatt az enzimek aktivdcidja nem
megfelel6. Az alacsony aktivitds miatt a keletkezett szuperoxid nem alakul tovdbb a
mutansban, tovabb karositva ezdltal a sejtet. A Papl azonban nem a SOD gének expresszidjat
szabdlyozza, hanem vagy kozvetett médon példaul mas gének expresszidjiat befolydsolva,
vagy mdas faktorokon keresztiil fejti ki hatasit. A SOD-ok elégtelen miikodése
val6szintsithetéen hatdssal van a kénanyagcserére. Az abnormadlisan lezajlé szulfat
asszimilacié és az alacsony GSH és kovetkeztében a Apapl mutdnsban csokkent GST
aktivitds mutathat6 ki, ezdltal pedig a Cd** lekotése a GST Katalizdldsdval nem miikodik a
megfeleld hatékonysdggal. Masrészrél a GSH hidnya miatt a keletkezett ROS-ok sem
semlegesitédnek illetve valdszinlileg a Cd** kompartmentalizciés folyamatok is sériilnek.
Eredményeinkbdl kivetkezik tehét, hogy a Papl fehérje hidnya tobb, a Cd** detoxifikdciéban
résztvevd folyamatrendszer miikodését befolydsolja negativ moédon és ezéltal a Apapl

torzsnél Cd** szenzitiv fenotipust okoz.
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