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1. LABORATORIUMI HATTER, SZEMELY| KERDESEK

A pélyéazat elindulésa egybeesik a Dajkafehérje laboratérium atstruktiralasaval és profilbovitésével.
A Laboratérium vezetéje, Csermely Péter uj Haldzat-csoportot alapitott, a Dajkafehérje csoport
munkdjanak kozvetlen irdnyitasa a hataskérombe kerdlt. A laboratériumban a dajkafehérjék és az
Oregedés kapcsolataval foglalkozo kutatdsok intenzitasa a projekt idétartama alatt jelentésen
megnovekedett. A laboratérium gyarapodd sikereit és a kutatdsok nemzetkdzi szinvonalat egy
kivalé eredmennyel lezart (ZINCAGE STREP, 2004-2007, tv.: Séti Csaba), valamint egy
folyamatban levé EU6 Palyazat (PROTEOMAGE IP, 2006-2011, tv.: Csermely Péter) és egy
elfogadott EU-7 Palyazat (WhyWeAge CA, tv.: S6ti Csaba) fémjelzi.

A kutatdsi szerzédésben szereplé kutatok: Papp Eszter Ph.D.-jét kovetéen posztdoktoralis
Osztondijjal Kanadaba ment. Amere Subbarao Sreedhar Ph.D. fokozatanak megszerzése utan
Hyderabadban (India), a Centre for Cellular and Molecular Biology laboratoriumvezetdje lett, a
palyazat keretei nem tették lehetéve az egyuttmiikddés fenntartasat.

A laboratériumbél tavozo kollégak feladatait Putics Akos posztdoktoralis munkatars, valamint
Végh Eszter és Spird Zoltan tudomanyos didkkorosok vették at, igy a zokkenémentes
munkamenetet biztositottuk. A Kkisérletek eredményein fellelkesedve egyuttmikddést kezdtiink
Vellai Tibor laboratoriuméval (ELTE Genetika Tanszék), a C. elegans kisérletekben Téth Marton
Ph.D. hallgatd és Dancso Baldzs diakkords mikodott kozre.

2. APALYAZAT TEMAJABAN ELERT EREDMENYEK
Megjegyzés: a Biralo feladatat megkdnnyitendd, a fejezet pontjai megfelelnek az eredeti szerzédés kutatasi
tervének

A dajkafeherjék (molekularis chaperonok, stresszfehérjék) biztositjak a sejt fehérjei nativ
szerkezetének Kkialakitdsat és megorzését — a baktériumtél az emberig (1,2). Bizonyos
stresszfehérjek (pl. a Hsp90) elengedhetetlenek a sejt jelatiteli folyamatainak fenntartasahoz,
tobbszaz kliensfehérje (pl. p53, telomeraz, stb.) szerkezetének biztositasa altal (3). Az oxidat'v
stressz mellett a fehérje homeosztazis zavara, a stresszvalasz gyengulése és a stresszfeherjék
funkciocsokkenése fontos szerepet jatszik — elsésorban a posztmitotikus szovetek — dregedésében
(4-6), a stresszfehérjek indukcidja pedig hatekony eszkozt jelenthet a korfiggé betegségek
prevencidjaban és kezelésében (7-10), ezért palyazatunk célja ezek kapcsolatanak vizsgalata volt.

2.1. Oxidalt, denaturalt és aggregélt fehérjék 6sszmennyiségének mérése

Az oxidativ stresszt ma az oregedés egyik legfobb koroki tényezéjének tartjak, amely az dsszes
makromolekulat kéarositja (11). Ismert, hogy egy proteotoxikus (fehérje denaturdld) hatas (pl.
hosokk) fehérje denaturacidhoz, aggregaciohoz, valamint kompenzatorikus stresszvalaszhoz vezet
(12). Ismert tovabba, hogy az oregedés soran mind az oxidalt, mind az aggregalt fehérjek
mennyisege no6 (6,11). Ezert kisérleteinkben azt vizsgaltuk, vajon az oxidativ stressz proteotoxikus-
e, okoz-e globalis fehérje denaturaciot, aggregaciot és kompenzatorikus stresszfehérje indukciot.
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Ehhez bedllitottunk szamos modszert, majd ezeket sejtkultdran optimalizaltuk. Ezek: a hidrofob
analino-naftalinoszulfonsav fluorimetrids vizsgalataval, valamint a fehérje aggregatumok
vizsgalatat szedimentacioval, illetve a stresszfehérjék expressziojat riporter gén rendszerrel, qRT-
PCR-rel és aramlasi citometridval. Fenti modszerek segitségével kimutattuk, hogy replikal6do
COS-7 és Jurkat sejtvonalakban és periferids limfocitdkban a rovidtavu hidrogén-peroxid (akar
1000 uM) es vas-aszkorbat (100 uM+15 mM) kezelés nem vezet proteotoxicitdshoz, mert (1) sem
noveli, szemben a pozitiv kontrollként alkalmazott enyhe hésokkal (2) nem indukélja az 6sszes
stresszfehérje indukcidjat, sem a promoter aktivacio, sem az RNS, sem a fehérje szintjén.

Bar az oxidativ karosodas és az aggregacio, illetve a Hspl04 fehérje asszociacidjanak egylttes
eléfordulasara élesztében vannak eredmények, melyeket éppen jelenleg futo egyik EU-palyazatunk
konzorcialis partnere, Thomas Nystrém publikalt (13), az oxidativ stressz és a globalis fehérje
denaturacio ok-okozati kapcsolatat bizonyito és azt a stresszvalasszal (mint a denaturalt fehérjéket
Osszekapcsold legérzékenyebb szenzorral) 6sszekoté egyértelmii eredmény nincs. Ezek a fontos, bar
»negativ”’ eredményeink a szakma jelen paradigméjaval szemben allnak, mindazonaltal nem zérjak
ki, hogy bizonyos fehérjék specifikus oxidacidja meggatolja a mitkodésiket (funkcidvesztés), vagy
bizonyos szignalutak (pl. apoptozis, DNS-ellenérzépont valasz) aktivacidjahoz vezet.
Eredményeinket egy egyszer mar elkiildétt, revidealt, majd el nem fogadott kbzleményben kivantuk
publikalni. Jelenleg az eredmények altalanossagat a posztmitotikus C. elegans fonalféregben
folytatott kisérletek segitségével kivanjuk megvizsgalni, melyekbdl reményeink szerint barmilyen
eredmény esetén ertékes kdzlemeény fog sziletni.

A Kisérleteink altal felvetett masik kérdes uj iranyt nyitott meg. Ha az Oregedé sejtekben
felszaporodnak a denaturalt-aggregélt fehérjék, vajon mi a forrasuk, ha nem az oxidécié? Az 1960-
as években az 6regedés nagy vihart kavaro hipotézise volt a hibakatasztrofa elmélet, miszerint a
transzlacios hiiség csokkenése kdvetkeztében keletkezé hibas (pl. riboszomalis) fehérjék tovabb
rontjak a sejt transzlacidjat es életkilatasait. A transzlacios hiiség nagymertékii csokkenését ugyan
kisérletileg nem sikerilt igazolni, ugyanakkor nemrég Vvalt ismertté az a tény, hogy a frissen
szintetizalt fehérjék mintegy 30%-a azonnal lebomlik.

Ennek megfeleléen kisérleteinkben tehat azt vizsgaltuk, hogy a kuldonféle okokbdl Kitekered6
fehérjek oxidacidja valtozik-e 21% oxigent tartalmazd (6nmagaban is oxidativ) sejtkultura
kortlmenyek hatdsara. Modellként hosokkot, valamint korai transzlaciés terminaciot és
félreolvasast okoz6 puromicint hasznaltunk. A hésokk a kész fehérjét tekeri ki, a puromicin kezelés
kovetkeztében keletkez6 rovid és mutans fehérjék nem képesek felvenni a nativ konformaciot.
Mindket esetben az oxidalt oldallancok mérsékelt ndvekedését mutattuk ki, amely 6sszemerhet6 az
akut, citotoxikus hidrogén peroxid kezelés sordn keletkez6 fehérje oxidacioval. Eredményeink
fehérjék szuszceptibilitasanak novekedése (hibés, kitekert fehérjék akkumulécidja) is fokozott
fehérje oxidaciohoz vezet, és ez lehet az 6regedé sejtben megfigyelheté oxidativ mddosulas masik
forrdsa, amely magyarazhatja az élesztében sziletett eredményeket is (13). Ugyanakkor felmertl,
hogy a hibas fehérjék és aggregatumok létrejohetnek a romlo transzlacios hiség vagy fehérje
mindségi  kontroll (chaperonok, fehérje degradacio) kovetkeztében is. Valdban, C. elegans
vizsgalatok szintén bizonyitottak a transzlacio intenzitasanak kdzponti szerepét az Gregedeésben
(14), amely 6sszefugghet a karos fehérjék keletkezésevel. Mivel ezen folyamatok mindegyike a a
metabolikus stressz-szignalut mediatoratdl, a Sir2/TOR feherjéktol is fugg (13,14), ezért tovabbi
eredményeinket egy Ujabb, birdlat alatt allé OTKA palyazat keretében mind emlés sejtek, mind
Sir2, HSF-1 egyes és kettés mutans C. elegans torzsek vizsgalataval kivanjuk kiterjeszteni. Jovobeli
kisérleteink a neurodegenerativ betegsegeken tal fényt vethetnek altaldnos 6regedési
mechanizmusokra is.

Szakmai zaréjelentés 2



| OTKA Zargjelentés 2008 | Vezet6 kutato: | Séti Csaba | Azonosito: F-47281

2.2. A dajkafehérjéek szintjének és karosodasanak vizsgélata

Kiserleteinkben a két legfontosabb stresszfehérje, a Hsp70 és Hsp90 oxidativ karosodasanak
vizsgalatat terveztuk. Tavaly egyeztettink egy masik mésik EU-konzorcidlis partneriinkkel,
Bertrand Friguet-vel, a Hsp70 karosodas vizsgalatat 6 végzi el, ezért mi a redundancia elkerulésére
a Hsp90-re koncentraltunk. A fehérje in vitro karosodésat hidrogén-peroxid és ditiotreitol —SH
redukald agens alkalmazésaval vizsgaltuk. Eredményeink szerint az oxidativ stressz a Hsp90
altalunk felfedezett C-terminalis ATP-kdtohelyét (15) szelektiven serkenti, DTT el6kezeléssel a
hatas kivédhets, ami felveti az —SH csoportok szerepét. A Kisérlet belsé kontrollja és a specificitas
bizonyitéka, hogy az mindez az N-terminalis ATP-kotését nem valtoztatja meg. Mivel a C-
terminalis ATP-kdtohely funkcidja ismeretlen, ezért a mdédosulas hatasa nem ismert, ugyanakkor a
modosulas helyének feltérképezése és helyspecifikus mutacidja hozzajarulhat a koétéhely
szerepének megértéséhez. Jelenleg Adelina Rogowskaval (University of Southern Denmark,
Odense, Dénia) egylttmtkddésben az oxidativ. médosuldsok helyspecifikus meghatarozasat
végezzik tdmegspektrometriaval. Laboratériumunk kordbbi eredményei alapjan a Hsp90 tartalmaz
reaktiv ciszteineket (16), melyek azonositasa utan funkcionalis vizsgalatokat kezdhetiink.
Egylttmtikddésben bizonyitottuk, hogy a Hsp90 két izoformdja a  86/95%-0s szekvencia
homologia/identitas ellenére eltéré funkciondlis hatadsokat mutat, mely a jelatviteli folyamatok
kapcsan az oregedesben is szerepet jatszhat. Ezeket az eredmeényeket kézoltik (17)

A stresszfeherjék szintjének vizsgalatdt aramlasi citometriaval végeztik. Ennek keretében
bizonyitottuk, hogy az idés emberek periférias limfocitdinak Hsp70 tartalma szdmottevéen csokken
(Putics A, Séti Cs, nem kozolt eredmények). Ennek keretében beallitottunk egy sajat Hsp70 ELISA
mérest, mely szemben a kommercialis ELISA kitekkel nemcsak az intracellularis, hanem a szérum
Hsp70 koncentraciot is képes mérni. Tovabbi munkénkat Claudio Franceschivel, a szazévesek

“sez

szérum Hsp70 koncentracidjanak dsszefliggését, valamint a szazévesek stresszvalaszat vizsgaljuk.

2.3. Chaperon aktivitdsok méreése

Az aktivitds méréséhez elkésziilt egy luciferaz vektor, és Putics Akos beallitotta mind a Jurkat T-
sejtvonal, mind a periférias vérsejtek nukleofekcion alapulo transzfekcidjat. Azonban a legnagyobb
meglepetésre egyik sejttipus sem termelte a luciferaz fehérjét (szemben COS-7 és Hela sejtekkel).
Eredményeinket verifikaltuk sajat és kommercialis vektorokkal is. Sem luciferaz aktivitast
luminometriaval, sem a termel6dé luciferdz fehérjét Western-blottal nem detektaltuk. Ezzel
szemben a zO6ld fluoreszcens fehérjét mindkét sejtvonal 50-70%-a expresszélta, melyet mind
fluoreszcenciaval, mind Western blottal detektaltunk. A jelenség magyarazatara felmerilt, hogy
bizonyos fehérjék a transzlacion tul a stresszfehérjék aktiv segitsegét igenylik a nativ konformacio
felvételéhez. A parszéaz un. kliens fehérje kozé tartozik a p53, a szteroid receptorok, a Raf, az Akt,
az Src kindzok, a telomeraz fehérjéeken tul a luciferdz enzim is. Ez felveti annak a lehetéségeét, hogy
a Vvérsejtekben taldlhatd chaperonok mennyisége/aktivitdsa nem elegendé az erés promoterrel
rendelkez6 overexpresszalodo kliensfehérje feltekeredéséhez, amelyet a proteaszéma lebont. Ezen
hipotézis vizsgalatat palydzati finanszirozas hidnyaban elnapoltuk. A luciferdz fibroblasztokba
torténd transzfekciojat és a chaperon aktivitas vizsgalatat jelen EU péalyazatunk keretei kozott
folytatjuk, mert az OTKA palyézat sziikds anyagi forrasa nem tette lehetéve.

2.4. A hésokk faktor 1 (HSF1) aktivacios kompetencidjanak vizsgalata

A Hsp90 immunprecipitaciojanak kudarca miatt az inaktiv HSF-1 mennyiségét nem voltunk
képesek megoldani. A HSF-1 fiiggé luciferaz riporter gén modszert beallitottuk. A fiatal és 6reg
sejtekben elvégzendé kisérletekhez a transzfektalhatd szeneszcens sejtkultdrat beallitottuk, és a 2.3
ponttal egyetemben jelen EU péalyazatunk keretei kozott vizsgaljuk. A HSF-1 aktivacios
kompetenciajat a hoaktivalhatosaggal jellemeztilk, és azt talaltuk, hogy az idés emberek periférias
limfocitdinak Hsp70 indukalhatdsaga (azaz stressz-ellenadlloképessege) szamottevéen csokken
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(Putics A, Séti Cs, nem kozolt eredmények). Ennél is érdekesebb, hogy a Hsp70 indukalhatosaga
jelentds korrelaciét mutatott a sejt nyugalmi Hsp70 szintjével (R*=0.6655, p=0.00001), amely azt
suggallja, mintha a Hsp70 fehérje egy pozitiv visszacsatolasi mechanizmussal, ,,priming”-gal
segitené a HSF-1 aktivacidjat, és sajat termelédését. Mindez magyarazhatna az enyhe stresszek
stressztoleranciat kivaltd, hormetikus hatasat. Ezt az eredménylinket egyiitt kozoltiik egyéb, nem az
OTKA pélyazat altal finanszirozott eredményekkel (18).

Eréinket a tovabbiakban a palyazathoz kapcsolodo oxidativ stressz és chaperonok kapcsolatara
koncentraltuk, és az oxidativ stressz mellett egyes antioxidansok hatasat vizsgaltuk a
stresszvalaszra. Ezek kozll egyik a ,francia paradoxon” (azaz a francia populacido magas telitett
zsirfogyasztas ellenében mutatott alacsony kardiovaszkularis mortalitdsa) potenciélis mediatora, a
voros borban talalhato resveratrol, melyet az egyik legpotensebb polifenol antioxidansként tartanak
szdmon. A kardiovaszkularis betegségeken tul daganetellenes, gyulladasgatlé és neuroprotektiv
hatdsait széleskoriien dokumentaltdk (19,20), mindez emlékeztet a stresszfehérje induktorok
hatasspektrumara (10). A resveratrol az elsé6 olyan természetes molekula, melynek
életmeghosszabbité hatasat hatasat gerinctelen és gerinces modellrendszerekben és tultaplalt
egereken szdmos tanulméany igazolta (19,21-23).

Mindezek alapjan megvizsgaltuk a resveratrol hatasat emlés sejtek stresszvalaszara. Kiserleteinkben
a resveratrol 10 uM ED50 értékkel aktivalta a stresszvalaszt mind transzkripciés, mind fehérje
szinten, epitelialis HeLa, fibroblasztoid COS-7 sejtvonalakon és periférias limfocitakban egyarant.
A resveratrol el6kezelés szinergizalt az enyhe hésokkal, és megvédte a sejteket a letélis hésokktal.
Resveratrol kezelés nem okozott feherje denaturaciot, és endoplazmatikus retikulum (ER) stresszt,
az ER stresszor tunikamicin pedig nem vezetett Hsp70 indukciéhoz. A tiol homeosztazis vedo
potens antioxidans N-acetilcisztein szinten nem valtott ki stresszfehérje indukciét, amely
val6szintsiti, hogy a hatas hatterében nem a resveratrol antioxidans hatasa all. Mindezekbél az
adatokbol a hésokk transzkripcids faktor szelektiv, egyelére ismeretlen jelatviteli mechanizmuson
alapul6 szelektiv aktivacidjara kdvetkeztethetlink. Ezen eredmeényeinket kozoltlk (24).

A jelatvitelen alapuld hatas azert is feltételezhetd, mert szdmos kisérlet szerint a resveratrol hatasat
a hiszton deacetilaz csaladba tartozé sirtuin fehérjéken keresztil fejti ki, melyek a metabolikus
stressz és a kalOriacsokkentés hatasanak mediatorai (19,25). Ujabb, berepiilé kisérleteinkben
bizonyitottuk, hogy resveratrol az organizmikus modell C. elegans-ban termotoleranciat és
élettartam novekedést indukalt, melyhez a sir-2 sirtuin gén jelenléte volt szikséges. Ennek
magyarazata, hogy az emlés sejtekhez hasonldan, resveratrol hatasara indukalodott a C. elegans
legjelent6sebb stresszfehérjeje, a Hspl6, azonban az ER stresszmarker Grp78 indukcidja nem
valtozott (T6th ML, Dancs6 B és S6ti Cs nem kdzolt adatok). Mivel ezeken tal élesztében a Sir-2 a
stresszfehérjekkel kolcsonhatasban szerepet jatszik a karosodott fehérjék aszimmetrikus
szegregacidjaban (13), a sirtuin és a HSF-1 jelpalya kdlcsonhatasanak vizsgalata tovabbi terveink
kozott szerepel, és az élettartam szabalyozas legjelentésebb hatétényezoi kozott nyilvan tartott
metabolikus stressz és hosokk valaszok jelatviteli kolcsdnhatasait, valamint a resveratrol
hatasmechanizmusat deritheti fel.

3. A TEMAHOZ KAPCSOLODO TUDOMANYOS EREDMENYEK

A témaban 9, az OTKA tamogatasat feltinteté kdzleményt (koztik 8 review-t), és 6 kdnyfejezetet
(koztuk két gerontoldgia tankdnyvfejezetet) publikaltunk.

4. EGYEB, ALTALANOS EREDMENYEK, TEHETSEGGONDOZAS, ELISMERESEK

Az OTKA palyazati id6 alatt a témakbol a csoport diakkordsei (Minh Ta Nguyen, Kovacs Levente,
Dancso Balézs, Végh Eszter Maria) a Semmelweis Egyetem Tudomanyos Diakkori Konferencidjan
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négy darab 3. dijat nyertek. Papp Diana 2007-ben j6 eredménnyel megvédte szakdolgozatat, illetve
6 és Minh Ta Nguyen felvételt nyert a Semmelweis Egyetem doktori iskolajaba.

A pélyézati idészak alatt négy tudomanyos folydirat szerkesztobizottsagi tagja lettem (két rangos:
Mechanisms of Ageing and Development és Biogerontology, valamint az indulé Current Aging
Science és Current Gerontology and Geriatrics Research). Két konferencian voltam szekcidelnok,
valamint masodszor is elnyertem a magyar Tudomanyos Akadémia Bolyai 0sztondijat.

A molekuléaris gerontoldgia oktatdsdnak meghonositasa iranydban tett Iépéseink kdvetkezmenye,
hogy megjelent, illetve nyomtatas ala kerilt két egyetemi tankdnyv, melyben egy-egy fejezetet
publikaltunk a molekuléris gerontolégiardl (26,27).
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