STRESSZVALASZ: MEMBRANTOL MEMBRANIG
Zarojelentés

Bevezetés:

Péalyazatunk beadasakor 2001-ben még csak hipotézisként megfogalmazott "membran szenzor
elv", miszerint a membranok a sejtek egyik lehetséges homérséklet érzékelsi, mara a prokariotaktol
az emlés sejektig bizonyitottnak tekintheté és nemzetkozileg is altalanosan elfogadotta valt.

Szintén széleskori érdeklodést valtottak ki azon munkaink, melyekben bizonyos stresszfehérjék
membranasszociécidjat tanulmanyoztuk, és felhivtuk a figyelmet ezen HSP-k membranvédo
szerepére. Sikerre vezettek tehat azon eréfeszitéseink, melyekben a stresszvalasz “membrantol-
membranig” modelljének igazolasat tiztuk ki celul. EImeletlink gyakorlati jelent6ségét az adhatta
meg, hogy a stresszfehérjék képzédésének mechanizmusa, az indukciojukat modositd faktorok
ill. Uj, eddig feltaratlan membranstabilizald szerepik megértése mind az alapkutatasban, mind
pedig a klinikai gyakorlatban rendkivil gyumolcsézonek bizonyulhatott. Kisérleteinkkel a
igyekeztiink feltarni azokat a pontokat, ahol a lipidanyagcserével dsszefliggé taplalkozasi szokasok
megvaltoztatdsa vagy az iranyitott gyogyszeres beavatkozds a ho6sokk fehérje indukcio
mozgositasaval a stresszel szembeni rezisztencia mertéket és az adaptécios hatékonysagot egyarant
megndvelheti. Kulon is ki szeretnénk emelni, hogy az N-Gene Kutatasi és Fejlesztési KFT-vel kdzos
fejlesztési projektink keretében felderitettik bizonyos hosokk fehérje indukciot elésegité
gyogyszerjeloltek szignalképzesi Utvonalait, melyek valdszintsithetéen szerepet jatszanak a nitrogén
monoxid (NO) rendszer mikodéseben, valamint a HISS medialta inzulin szignél érvényrejutasaban
is. A hatasmechanizmus értelmezésében elért eredményeinken tul messze a legfontosabb gyakorlati
eredmény, hogy sikeresen befejezédottt a kivalasztott vegyllet, a BGP-15 inzulin érzékenyito
hatasanak klinikai (Fazis I1) vizsgélata inzulin rezisztencidban szenvedo betegeken.

Munkaterviinkben a kovetkez6 valtoztatas tortént: Glatz Attila kilfoldi 6sztondija miatt 2004-ben
nem tudott részt venni a projektben, igy a r& alapozott programreszletet, mely az éleszt6t
hasznalta modellként, a csoportunkban nagy maulttal biré prokariota rendszerekkel egészitettiik ki
- a kutatési alapkérdések valtozatlanul hagyasa mellett.

In vitro modellek:

Korabbi megfigyeléseink rdmutattak arra, hogy a SHSP-k (kismolsulyu hésokkfeherjék)
altalanosan elfogadott citoszolikus lokalizaciojan tul bizonyos kérilmények kozott
membrankototté is valhatnak. Ezzel parhuzamosan a membran molekuléaris rendezettsége,
fazisallapota, permeabilitasa egyarant modosul, mikdzben a membrén stabilitasa fokozodik. Tovabbi
eredményeink ravilagitottak, hogy ezen stresszfehérjék stressz fliggo, reverzibilis, lipid-specifikus
membrankdlcsonhatasaik révén képesek igen hatékony membranstabilizalé agensként makddni gy,
hogy ekdzben 6nallo, vagy mas stressz fehérjékkel kolcsénhatashan megmutatkozé chaperon
aktivitasuk jelentésen mdodosulhat. Tovabbi kutatasaink soran sikeriilt a SHSP-k ezen (j, a membran
interakcion keresztul kifejtett membranvédo —lipochaperon- hatasanak mechanizmusat feltarni,
valamint az emlds SHSP-k egyik legfontosabb képvisel6jére az a- crystallinra Kiterjeszteni.
Alapveto jelentéségii az a megfigyelésiink, hogy a SHSP-k kiszélesitik a folyadékkristalyos fazis
homérseklettartomanyat, ilymodon képesek védeni mind a hidegstressz okozta gelfazis képzodés,
mind a magas hémersékletek tartomanyaban bekovetkezo6 folyadékkristalyos - forditott



hexagonalis fazistranzicio membranok épsegét veszelyeztet6 hatasai ellen. (Nelly M. Tsvetkova,
Ibolya Horvath, Zsolt Térok, Willem F. Wolkers, Zsolt Balogi, Natalia Shigapova, Lois M.
Crowe, Fern Tablin, Elizabeth Vierling, John H. Crowe, and Laszl6 Vigh: Small heat-shock
proteins regulate membrane lipid polymorphism Proc. Natl. Acad. Sci. USA, Vol. 99, 13504-
13509, 2002)

Prokariota és éleszté modellek:

Prokaridta:

A stresszvalasz membranfiiggé elemeinek tanulmanyozéasara a rendkivil jol karakterizalt E. coli-t
hasznalva megéllapitottuk, hogy a membranfluidizacié - melyet okozhat hd, vagy a membran
rendezettségét csokkenté szerek- membrén atrendezédést indukal, és ez szerepet jatszik a sejt
termotolerancidjanek a kialakulasaban. A hé ill. a membran fluidizalé benzil alkohol hatasanak
elemzésével a stresszvalasz indukcidjanak membranfiuggese ezen a vizsgalati objektumon is
igazolhatd volt. A korai membran hiperfluidiz&ciét egy meglehetésen gyors adaptacio — a
szintjén is jol detektalhatd osszetételbeli atrendez6dés kovette, és ez magaban is elégséges a
termotolerancia kialakulasahoz. Eredményeinkrél kozleményben szamoltunk be: Shigapova N.,
Torok Z., Balogh G., Goloubinoff P., Vigh L., Horvath I. (2005) Membrane fluidization
triggers membrane remodeling which affects the thermotolerance in Escherichia coli.
Biochem Biophys Res Commun. 328, 1216-1223.

Az els6 olyan modellobjektumunk, melyen bizonyitani tudtuk azt az elméleti hipotézistinket,
hogy a sejtmembran nem csupéan a cellularis stresszkarosodas egyik célpontja, de aktualis fizikai
allapota, annak modulécidja egyben kodzponti szereppel birhat a stressz szignal primer
érzékelésében, a stresszelharito (adaptiv) mechanizmusok mikodtetésében és koordinaciojaban, a
Synechocystis PCC 6803 fotoszintetizal6 kékalga volt. Tovabbi vizsgalataink soran szintén ezen
a rendszeren mutattuk ki elséként, hogy a HSP60 (GroEL), valamint a kismolsulyu
hosokkfehérjék csaladjaba tartoz6 HSP17 hdstressz hatdsara membranokhoz kotodik. Modell
lipid-membréan fizikai allapotatdl. Jelen munkankban arra szolgaltattunk bizonyitékokat, hogy az
alga tilakoid membranjanak fénykontrollalta, héindukélta adaptiv reorganizacidja egy erésen
telitett “hésokk lipid”, a monoglukozildiacilglicerol felszaporodasaval jar egyditt. Eredményeink
alapjan arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy ennek az egyébként kismennyisegben jelenlevo
lipidnek a stressz folyaman Kitlintett szerepe lehet a hoéindukalta hiperfluidizacio ill. a
nemkettésrétegti  lipidstruktrarak kialakulasanak meggéatlasaban. Tovabbi igen izgalmas
megfigyelésiink, hogy a kismolekulastlyld HSP17 elészeretettel kotodik ehhez a “hésokk lipid”-
hez, mely révén a membran védelme a stressz okozta perturbdciokkal ill. karosodasokkal
szemben tovabb fokozddhat. (Balogi, Z., Torok, Z., Balogh, G., Josvay, K., Shigapova, N.,
Vierling, E., Vigh, L., Horvath, 1. (2005) "Heat shock lipid" in cyanobacteria during
heat/light-acclimation. Arch. Biochem. Biophys. 2005;436:346-54.). Tovabbi vizsgélataink
sordn kimutattuk, hogy a Hspl7 pontmutéciok specifikusan modositjak a kismolsulyu
hésokkfehérje membran aktivitasat.

A Hspl7-membran (lipid) kdlcsonhatds mechanizmusénak tanulményozasat céloztuk meg olyan
sHsp pontmutans konstrukciok létrehozasaval ill. a megfelelé tisztitott fehérjék vizsgalataval,
amely sejtek stressz tolerancigjuk tekintetében ill. a megfelelé6 fehérjék oligomerizacios
tulajdonsagukban és in vitro fehérjevédé képességlikben kulonbdznek a vad tipust sejttol ill.
fehérjétdl. Egyebek mellett megéllapitottuk, hogy a Hspl7 N-termindlis vége hordozza a
lipidekkel kdlcsdnhatni képes fehérje motivumot. A hékezelésnek kitett sejtekben a Q16R fehérje



kizarolag a tilakoid frakcioban talalhaté meg. Ezen fehérje kivételes membran aktivitasa folytan a
vad tipusi sHsp-t is feltilmualoan kepes védeni a tilakoid funkciot a fotoinhibicios (UV-B)
karosodasoktdl. Ez a felfedezés nem csak a sHsp amfitrop funkcionalitdsdnak fontossagara.
vilagit ra, de igen jelentds gyakorlati jelentéséggel is birhat. A munka részben egy NIH Fogarty
palyazat (SzBK - Arizonai Egyetem, Elizabeth Vierling) timogatésaval készllt.

Eleszté:

Napjainkban egyre inkdbb elfogadott, hogy a hasado éleszté (Schizosaccharomyces pombe)
jobban funkciondl az emlds sejteken végzett kutatasok ,kiegészité modelljekent”, mint a
pékéleszt6 (Saccharomyces cerevisiae). Ezt a tendenciat tukrozi a hasadd élesztd
»~micromammal” elnevezése is, melynek alapjaul szolgal az a tény, hogy mintegy 140 olyan
metazoa-homlog gén talalhaté a genomjaban, ami a pékélesztobsl hianyzik. Nem elhanyagolhato6
elénye tovabba, hogy a pékélesztében hasznalt metodikak tulnyomé tobbsége alkalmazhato a
hasadd élesztében is (Forsburg, 2003; Current Protocols in Molecular Biology: 13.14.1). Az
elmalt évben USA-beli tanulményutja sordn (University of California, Davis, Prof. Kazuhiro
Shiozaki) Glatz Attilanak lehetésége nyilt meggy6zédni a hasado éleszté mint eukariota stressz-
modell hasznalhatésagarol. A S. pombe héstresszvalaszanak egyik fontos eleme a humaén
p38/INK-homoldég MAP-kindz (Spcl/Styl) fémjelezte szigndl transzdukciés atvonal. A
jelatviteli folyamatban kulcsszerepet jatszd kinaz hoésokk-indukélta foszforilacidjanak
mértékében —azaz aktivitdsdnak szabalyozasaban-, valosziniileg a specifikus foszfatazok birnak
donto szereppel. (Shiozaki et al. 1998; Mol. Biol. Cell. 9: 1339-1349). A kdzelmultban feltart, Gn.
»Cell integrity” MAP-kinaz (Pmk1p; p42/p44) Gtvonal is minden bizonnyal fontos a héstressz-
okozta karok érzékelésében, bar foszforilaciojanak idofliggése eltér a p38/JNK homoldghoz
viszonyitva (Madrid et al. 2006; 281: J. Biol. Chem. 2033-2043). Kisérletesen igazoltak tovabba,
hogy az S. pombe hoésokk faktor gén (Hsfl) kulonb6zo, deléciés muténsai eltéré modon
reagalnak a magas hémersékletre es kadmium-stresszre (Saltsman et al. Mol Gen Genet 1999;
261: 161-169).

A fentiekben vézolt eredmények ellenére kevés informécidval rendelkeziink a héstressz altal
okozott, plazmamembran integritasat nagy valosziniiséggel védé hsp gének (a HSP70 valamint az
SHSP csaladok) expresszidjat és lokalizaciojukat illetéen. Munkank sorén elkezdtiik tesztelni a
fentiekben megjelolt  fehérjek  kifejezodését hosokk ill.  hésokk+memréanperturbens
(benzilalkohol) kezelést kovetéen. Kilon hangsulyt fektetlink az dn. “mild heat shock”
homérsekleti tartomanyba es6 kezelésekre, ahol a sejtek nagymeértékiic HSP-indukciot mutatnak,
de még nem pusztulnak. El6zetes eredmenyeink alapjan ez a tartomany a normal hémérsékleten
noétt (30 °C) sejtek eseteben a 35-37 °C intervallumba esik, fliggetlenil attol, hogy a sejteket
komplett, vagy minimal taptalajon novesztettik. A talélési kisérleteink alapjan elmondhato, hogy
a vizsgalt hémersékleti tartomanyban a 10-50 mM benzilalkohohollal tortént kezelés sem okozott
jelentés sejtpusztuldst. A fentiekkel parhuzamosan elkezdtik a két f6 MAP-kinaz-t érint
mutéansok eléallitasat is. Irodalmi adatok alapjan ismert, hogy a MAPK gének inaktivaldsa nem
letalis, valamint a C-terminalis végiikén HA-6xHis tag-et hordozd kindzok foszforilacios szintje
kivaléan tanulmanyozhat6 (Shiozaki et al. 1998; Mol. Biol. Cell. 9: 1339-1349, Madrid et al.
2006; 281: J. Biol. Chem. 2033-2043). A tag-gel ellatott MAPK mutansokban (beszerzéstk
folyamatban) megvizsgaljuk, hogy a benzilalkohollal torténé kezelés befolyésolja-e
foszforilacidjukat, ill. az altalunk eléallitott, megfelelé genetikai markerrel (G418-rezisztencia)
ellatott delécios mutansokban véaltozik-e a héstressz, valamint héstressz+benzilalkohol kezelésre
a két fontos HSP csalad indukcidjanak mértéke. Ugyanezen kisérleteket elvégezziik a kiilonb6z6
Hsf1 delécidkat hordozé torzseken is, igy fontos adatokat nyerhetiink arra vonatkozéan, hogy az
extracellularis stressz detektalasdban kulcsszerepet jatsz6 MAP-kinazok ill. a Hsfl milyen



mértékben vesznek részt a membranperturbens agensek okozta stressz érzékelésében valamint
elharitasaban.

Emlés modellek
Stresszérzékelés: a stresszvalasz “lipidreceptorai”

A program elsé idészakdban végzett kutatdsunk harom enigmatikus” - azonositott
receptorral (eddig) nem rendelkezé — gyogyszer jel6lt molekula lipidreceptorait tarta fel, lipid
monolayer, nagyfelbontasi  pasztdzé kalorimetria, Fourier transzformalt infravoros
spektroszkopia valamint a ,hagyomanyos” receptorkutatdshoz hasonl6, de specifikus lipidre
alkalmazott radioaktiv ligand leszoritasi modszer bevetésével. Azonositottuk a tdmadaspontul
szolgélo, kolcsonhato lipideket, melyek negativ toltésiik alapjan sorolhatok kozds osztalyba.
Megmutattuk, hogy a vegyuletek a kordbban mar ismertetett membran eredetii hdstressz vélasz
elvbe illeszkedéen fluidizaljak a negativan toltott lipidek zsirsav oldallancait, mely esemény a HS
valasz szignalképzésének valdszinti  kiinduldpontja.  Bizonyitottuk tovabba, hogy a
gyégyszerjeloltek hostressz fehérje koinduktor hatasanak eréssége szoros korrelaciét mutat a
meghatérozott lipid targetekhez vald kotodési képességikkel. Fehérje denaturdcids tesztek
segitségével megallapitottuk, hogy a molekuldak nem fokozzak a fehérje kicsapddast, ilymddon
kizartuk, hogy a HSP koinduktor hatas jelképzésében a klasszikus elmélet alapjan prediktalt
fokozott protein denaturacio barmilyen szerepet jatszhatna. Karakterizaltuk tovabba a molekuldk
kdzvetlen membranvédé tulajdonsagait. (Zsolt Torok, Nelly M. Tsvetkova, Gabor Balogh,
Ibolya Horvéth, Eniké Nagy, Zoltan Pénzes, Judit Hargitai, Olivier Bensaude, Péter Csermely,
John H. Crowe, Bruno Maresca and Laszl6 Vigh: Heat shock protein co-inducers with no
effect on protein denaturation specifically modulate the membrane lipid phase Proc. Natl.
Acad. Sci. USA, 2003; 100(6):3131-6)

Sejtszinti beavatkozasok.

A kismolekulasulyt hgsokk fehérjék (sHSP-k) szerepe a membranvédelemben

Az sHSP-k - a kismolekulastlyu stresszfehérjék a molekularis chaperonok olyan csaladjat
alkotjak, melyek képesek részlegesen denaturalodott fehérjék irreverzibilis aggregécidjat gatolni.
Ezek a hosokk fehérjék nagy szerephez juthatnak mindazon betegségek esetén, melyek kivaltd
oka vagy egyik kovetkezmenye a sejt bizonyos fehérjéinek abnormalis aggregécidja (Pl. prion
betegség; DRM; halyogképz6dés; neurodegenerativ betegsegek, mint Parkinson, Creutzfeldt-
Jakob, Alzheimer, Alexander kor). In vivo kutatdsaink céljara az SZBK Molekuléris
Neurobiologiai  Laboratoriumaban  Santha  Miklossal ~ kooperacioban az  sHSP-k
overexpressziojanak vizsgalatara génkonstrukciokat ill. sejtvonalakat készitettiink el.

Génkonstruk | Transzform Szelekcid Szelektélt Expresszalo
cio alt klonok klonok szama
sejtvonal szama (Western blot
Pozitiv)
1. HelLa .

pEFhsp27 (V.L) Zeocin 200 pg/ml 3 2
2. DEFhsp27 HOC2 Zeocin 400 pg/ml 3 9
3.| PpEFhsp27 B16 Zeocin 100 pg/ml 5 3
4| bEFhsp27 | 203(3c) |Zeocin300ug/mli 5y 8




5| Tet indukcié Zeocin 30 pg/ml
(pCPhNS?;;TO B16 Blasticidin 5 5 1
PcDNAG/TR) ng/ml
6. | phsp27-EGFP
fusion 4
B16 G418 500 pg/ml 14 (fluoresz.)
7. phsp27- Clone 9
EGFP fusion H9c2 (G418 400 pg/ml ##Ztéz (fluoresz.)
8.| pHSPB2-
IRES- HelLa
HSPB3 (V.L) G418 400 pg/ml 9 2
o DTSESBZ Clone
H9c2 G418 400 pg/ml | #2/2 #3, 2
HSPB3
#9
10. phsp27-
EGFP fusion G418 500 5
paB B16 ug/ml 6 (fluoresz)
crystalline- Hyg 100 ug/mi
DsRed-Hyg
11. poB 30
crystalline-
IRES-hsp27- B16 (G418 500 ug/ml 1
Hyg 100 ug/mi
hyg
12. Tet indukcic Zeocin SO pg/mi
(pCPhNS?;;TO B16 Blasticidin 10 12 2
pcDNAG/TR) ng/ml
13. Tet indukeic Zeocin EO pg/mi
(pCPhNSQ%TO B16 Blasticidin 10 4 1
PcDNAG/TR) ng/ml
14. | pCMVeB
crystalline- B16 Hyg 100 ug/ml 12 4
hyg

A fenti konstrukciokat hasznaltuk a SHSP-k lokalizéacios valtozasainak mikroszkopias kovetésére,
ill. teszteltik a kismolsulyd hosokkfehérjék (sHsp) membran kolcsOnhatasainak (lehetséges)
szerepét a membranok hé- és oxidativ stresszel szemben mutatott védelmeében.



A kisérletekhez HelL a sejtvonalakat hasznaltunk, amelyekben az aB-crystallin-t vagy a Hsp27-t
indukalhaté modon taltermel(tet)tik.

Az in vitro munkéban patkdny majbol izolalt lipideket és tisztitott fehérjéket vizsgaltunk.

1. A h6- (42 °C) és oxidativ stressznek (tBuOOH) kitett es kontroll sejtekbél izolalt membran
frakciok (plazma membran, mitokondrium) immunoblotting-gal tortén6 elemzésével
megallapitottuk, hogy a sHsp-k a stressz folyaman ezen membranokhoz ill. organellumokhoz
kddoéd(het)nek vagy membran asszocialt mennyiségiik megnovekedhet.

2. In vivo végzett oxidacios kisérletekben, melyekben egy membran lokalizalt és oxidaciora
érzékeny fluoreszcens prébat (DPPP) hasznaltunk, a sHsp indukcié megndvekedett mértéki
védelmet nyujtott oxidativ stresszel szemben.

3. In vitro végzett ,,monolayer” (lipid-protein kdlcsonhatas) kisérletek arra utalnak, hogy a sHsp-
k képesek lehetnek ,,scavenger” fehérjékként mitkddni, azaz a reaktiv oxidacids termékek (ROS)
egy részét semlegesiteni. Az oxidacié eredményeként a sHsp-lipid kdlcsonhatas eréssége
ndvekszik, akar a fehérje nagyobb membran aktivitasa, akar a lipid oxidacios termékek
megjelenésének kdvetkezményekent.

Membran modositasok - a stresszvalasz “lipidreceptorai’:

A membranbdl induld, héstressz fehérje indukcidhoz vezeté jelatviteli folyamatok mélyebb
megeértése érdekében aa korabbi K562 human eritroleukémids sejvonal mellé a B16 egér
melanoma F10 klénjat vontuk be Kisérleteinkbe.

A membran és a stresszvalasz kozotti kapcsolat vizsgalatdhoz célszerii a sejtmembrant
maodositani, melynek dsszetétele, fizikai &llapota tobbféle mddon befolyasolhatd. A benzilalkohol
(BA) kezelés soran az emlés sejtek membranjainak rendezettsége a prokariéta modelleken tett
kordbbi megallapitasainkkal dsszhangban csokken, azaz fluiditasuk né. Kiserleteink sordn a BA
kezelés B16 eger melanoma sejteken egy bizonyos koncentracid tartomanyban mar izotermélis
kortlmeények kozott (37 °C) is kivaltotta a Hsp70 fehérje indukciojat, ami a stresszvalasz egyik
alapeleme. Osszehasonlitottuk kvantitativ valos-idejii PCR-rel (polimeraz lancreakcid), hogy
hogyan valtozik a kulénb6z6é hésokk gének expresszidja membraneredetii stressz sorén, ill.
kilonbozé homérsékleteken. Az indukcidk nagysaga alapjan a 40 mM BA kezelés a 41 °C-os Un.
»enyhebb” hésokkhoz &ll a legkdzelebb, bar hatasuk nem teljesen azonos. A héstressz tobb
vizsgalt hsp mRNS mennyiségére volt hatassal, mint a BA 1 0rés kezelést kovetéen. Eltérést
tapasztaltunk a hsp mRNS-ek (hsp70 és hsp25) egymashoz viszonyitott ardnyaban is. Felmerult a
kérdés, hogy a membranbdl induld jelatviteli dtvonal milyen mechanizmuson keresztil
szabalyozza a hsp gének kifejezédését. Az irodalombol ismert, hogy a hsp gének stresszindukalt
expressziojat a HSF1 (hésokk faktor 1) transzkripcids faktor iranyitja a hsp promoterekben
talalhatd hésokk elemeken keresztll. Tanulményoztuk, hogy a membréaneredetii stresszvalasz a
HSF1 kdzremiikodésével a HSE-eken keresztil szabalyzddik-e. A patkany hsp70.1 gén szabalyzo
régidjanak kilonboz6 hosszusagu és delécids szarmazékainak aktivalo képességét mértik riporter
fehérje segitségével BA és hokezelés utan Katarzyna Lisowska (Gliwice, Lengyelorszag)
csoportjaval egyuttmikodve. Megallapitottuk, hogy azonos DNS szakaszok fontosak az
indukcios keszséghez, és hogy a HSE-ek jelenléte szikséges a BA okozta transzkripcio
ndvekedeshez is. Lea Sistonen (Turku, Finnorszag) csoportjaval kooperacioban meghataroztuk,
hogy a HSF1 aktivalodik BA kezelés soran. Bizonyitottuk, hogy a HSF1, (de nem a HSF2) DNS
kotésre (HSE) képessé valik (HSE elektroforetikus mobilitasvaltozas alapjan), a sejtekben a
hsp70 promoterhez hozzakapcsolddik (kromatin immunoprecipitdci6 HSF1 ellenanyaggal), és
hiperfoszforilalodik, de kisse eltéré mértékben, mint a 41 °C hésokk utdn (Western blot). A
HSF1 membraneredetii stresszfehérje indukcidban betoltott kdzponti szerepét alatdmasztja, hogy
HSF1-et nem tartalmaz6 HSF1 -/- egér embriondlis fibroblaszt sejtekben a hsp indukcié nagyon
kKis mérteki, a HSF1 +/+ sejtekhez képest. A membranperturbécid altal kivaltott stresszvalasz



univerzalis jellegét igazolja, hogy azt rdkos (B16 egér melanoma) és nem rakos eredetii (egér
embriondlis fibroblaszt) sejtekben egyarant megfigyelhetjuk.

Intracellularis Ca®* kelator alkalmazéasaval megéllapitottuk, hogy a Ca®* szint emelkedése
szlikséges feltétele mind a h6, mind a benzil alkohol indukalta hsp70 szint emelkedésének.
Tanulmanyoztuk a p38 MAPK szerepét (SB203580 p38 inhibitor alkalmazésaval) a BA és a ho
indukalta stresszvalaszban. Megéllapitottuk, hogy a p38 MAPK Ut részt vesz a BA ltal elinditott
hsp70 és hsp25 indukcidban. Hostressz esetében a p38 Ut szerepének tisztazdsa tovabbi
kisérleteket igényel.

Fenti eredményeinket hamarosan publikéljuk, mig az ezeket a kiserleteket megalapoz6 munkank
2005-ben jelent meg (Balogh G, Horvéath I, Nagy E, Hoyk Z, Benkd 'S, Bensaude O, Vigh L.
The hyperfluidization of mammalian cell membranes acts as a signal to initiate the heat shock
protein response. FEBS J. 200; 272: 6077-86.), melyben emlés sejteken elsoként bizonyitottuk a
hé6 és a BA membranfluidizald ill. stresszvalaszt indukalo hatdsanak szoros dsszefliggéseét.
Ramutattunk a kalcium szint gyors, perces idéablakban torténé membran perturbacié fliggé
szabalyozéasara, valamint a mitokondridlis membranpotencial hyperpolarizacidjara, mint olyan
jelenségre, melynek szintén szerepe lehet a stresszvalasz szignalképzésében.

Membranmadositasok sejtkultiraban zsirsav ,,etetéssel” és egész allaton lipid diétaval:
Sejtmodellek:

Jelent6s elérehaladast értiink el az emlés sejtek célzott membranmaodositasanak teriiletén. Olyan
zsirsav ,etetés” madszert dolgoztunk ki és karakterizaltunk, mely révén képesek vagyunk a
sejttetnyészetekben  névé  sejtek  membran  lipidjei  zsirsavprofiljanak  mélyrehatd
megvaltoztatasara. Eljarasunk alkalmas arra, hogy modellezzziik a telitett zsirsavak, valamint az
n-9, n-6, n-3 telitetlen zsirsavak diétds hatasait, és ilymodon lehetéségiink nyilik a membranok
stresszvélaszban jatszott szerepének Uj aspektusbol torténé kutatasara. Legujabb - elézetes -
eredményeink szerint a linolsav szupplementacio a 18:2 jelentds, tobb, mint 10%-0s beépulését
eredményezte a membran alkoto foszfolipidekbe méar 7 6ras kezelés hatasara. Az igy maddositott
sejtek a hostresszre fokozott HSP70 expresszidval reagaltak. A tobbi zsirsav hatasanak elemzését
valamint a teljesebb HSP profil analiziset kdvetéen megfigyeléseinket kozleményben tesszik
kozzé.

Allat modellek:

Vizsgalataink egész szervezetre valo Kiterjesztése kooperécios kutatdsok keretében tortént. A
koleszterint és halolajat tartalmazo diéta zsirsavisszetételre gyakorolt hatasat a szemben és az
agyban elemztiik. A koleszterinben dus téaplalék egyik legkiemelkedobb hatdsa a szemben
mutatkozott meg, ahol a DHA koncentrécidjat szignifikans mértékben csokkentette. Ezt a hatast a
halolajat is tartalmazo diéta a normalis szintre Ujra visszahozta. Ez az eredmény hangsulyozza,
hogy a koleszterin akéar kozvetlen szerepet jatszhat a szemben el6forduld patoldgias
elvaltozasokban és a tobbszorosen telitetlen zsirsavak visszafordithatjak a folyamatot. (Puskas
LG, Bereczki E, Santha M, Vigh L, Csanadi G, Spener F, Ferdinandy P, Onochy A, Kitajka K.
Cholesterol and cholesterol plus DHA diet-induced gene expression and fatty acid changes in
mouse eye and brain. Biochimie. 2004;86(11):817-24.).
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Membranmaodositasok sejtkultiraban -
lipidvaltozasok a sejtszam novelésével:

Rendkivul érdekes kisérleti eredményekrol
szdmolhatunk be a kdvetkezékben, melyeket a
fentebb ismertetett B16 sejtvonalon figyelhettiink
meg. A sejteket killonb6zo6 kezdeti sejtszammal
helyezve el a tenyészt6é edenyben mar egy nap utan
dramatikus valtozasokat detektaltunk membrénjaik
zsirsav Osszetételében.

A zsirsavak telitettségének valtozasa a kezdeti
sejtszam fliggvényében

Kllonosen kiemelnénk az egyszeresen telitett
zsirsavak (foként az olajsav) mintegy 50%-kal
torténé emelkedését, ill. az w6 sorozatba tartozdak
(fékent az arachidonsav) hasonlé meértéki
csokkenését. A jelenséget lipidomikai
tdmegspektrometriai modszerekkel is
karakterizaltuk (Id. alabb).
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A sejtszam valtozas hatasa hsp70 ill. hsp25 indukciéra (Real Time PCR)

Mint azt a real time PCR segitsegével nyert hsp70 ill. hsp25 mRNS indukciés adatokbdl
leolvashatjuk, a sejtszam véltoztatads okozta membran atrendezédés rendkiviil szoros korrelaciot
mutat a 42°C-n kivalthaté stresszvalasz amplitdddjaval. Tovabbi izgalmas megfigyelésiink, hogy



alacsonyabb homeérsékleten a hsp70/hsp25 mRNS arany szabalyozddik a sejtszam valtozas - ill.
valdszintileg az ezen keresztll létrejott lipid mdodosuléas kovetkeztében.

Stressz-szignalok allatmodellekben - izolalt sziv:

Az ischemias stressz elleni termeszetes védelem - a prekondiciondlds - molekularis
mechanizmusainak foltarasara végeztlink kisérleteket kooperécids partnereinkkel. Tébb, mint 31
megvaltozott expresszioju gént azonositottunk DNS microarray technikéval ill. ellenériztiink RT-
PCR-ral. Az ischemia-és-vagy a prekondicionalas megvaltoztatta tébbek kozt a stressz valaszt, a
fehérje lebontast, apoptozist valamint a metabolikus enzimeket szabalyoz6 gének expresszidjat.
(Onody A, Zvara A, Hackler L Jr, Vigh L, Ferdinandy P, Puskas LG. Effect of classic
preconditioning on the gene expression pattern of rat hearts:a DNA microarray study.FEBS
Lett. 2003; 536(1-3):35-40.).

HSP alapu gyogyszerkutatés

A Hsp-k mennyiségének valtoztatdsa szamos esetben gydgyaszati jelentésegi. A Hsp-k
mesterséges indukcidja elésegiti a sejtek tulélését diabeteszben és gatolja a neurodegenerativ
betegségek (Alzheimer-, Parkinson-, Huntington-kor, prion betegsegek) kialakuldsat. A kdrosan
magas celluléris Hsp szint farmakoldgiai gatlasa ugyanakkor potencidlis antitumor terdpia. Az N-
Gene Kutatasi és Fejlesztési KFT-vel kozos fejlesztési projektiink keretében felderitettik bizonyos
hésokk fehérje indukciot eldsegité gyogyszerjeldltek szignalképzési  Utvonalait, melyek
valo6szintsithetéen szerepet jatszanak a nitrogén monoxid (NO) rendszer miikddésében, valamint a
HISS medidlta inzulin szignal érvényrejutasaban is. A hatdsmechanizmus értelmezésében elért
eredményeinken tal messze a legfontosabb gyakorlati eredmény, hogy sikeresen befejez6dottt a
kivalasztott vegyullet, a BGP-15 inzulin érzékenyité hatasanak klinikai (Fazis Il) vizsgalata
inzulin rezisztenciaban szenvedd betegeken. A jelen péalyazat keretében egy specifikus
Oregedésmodellt, a spontan diabeteszes Goto-Kakizaki patkanyokat vizsgéltuk a karakterizélhato
lipidom valtozasok szempontjabdl (ld. aldbb). Csoportunk az N-Gene K-F Kift-vel
egyuttmikodve ill. a Biotchnoldgia 2003 valamint a DNT (RET) palyazat (SzTE-SzBK)
keretében tovabb folytatja az (j, nem toxikus, neuroprotektiv, Hsp indukcéra képes
gyogyszerjeldlt molekulak vizsgalatat, fejlesztesét, vezermolekulak kivalasztasat.

Modszer fejlesztes

1. Lipidomika: A legkorszeribb tomegspektrometriara (GC-MS, ESI-MS) épulé elsé hazai
lipidomikai labor megteremtese.

A Regensburgi Egyetemmel kozdsen elinditottuk egy nagyhatékonysagu és nagy atereszto
képességi lipidomikai modszer kdzos fejlesztéset. Az emlds sejtek stressz ill- egyéb stimulusokra
-igy pl. a sejtszam véltozasra- adott lipidom szintii valaszanak elemzése, valamint a
lipidanyagcserét érinté transzgénikus egérmodellekbdl szarmazé mintdk vizsgélata sorén
megallapitottuk, hogy az 0j megkdzelités rendkiviul hatékony. Segitségével rovid id6 alatt tobb
szaz lipid molekula specieszt azonositottunk, ill. meghataroztuk ezek mennyiségi 0sszetételét. A
projekt hazai megvaldsitasara az SZTE-vel kooperalva, a 2006 elején bedllitott nagypontossagu
és kiemelked6 érzékenysegii ESI-Q-TOF késziilék segitségével kerll sor. A késziilék beszerzését
az OTKA lIskola palyazat tette lehetové.



Lipidomikai vizsgalat a" membranmdodositasok sejtkultardban™ temakorben:

1. A lipidom valtozasa a B16 sejteket ért kiilonféle stimulusok kovetkezménye képpen. Vizsgalati
csoporjainkat héstressz, benzil alkohol stressz, klon szelekcid, valamint a fentebb méar kiemelten
targyalt sejtszdm valtozas hatasanak tettik ki.
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A B16 sejtek ESI MS/MS elelmzéssel kapott lipidomjanak (szelektalt specieszek) véltozasa. Az
eltérések Z-értékek formajaban kertltek abrazolasra.

A fenti &braval azt kivantuk szemlélteni, hogy milyen nagy mértéki valtozasokat, ill. milyen
kulonleges mintazatot kapunk a fizioldgias ill. stressz stimulusok hatdsara. A hatalmas
mennyiségii adatbdl csak megfeleé statisztikai mddszerekkel nyerheték ki az informacidk,
viszont ezen informéciok teljesen (j megvildgitasba, értelmezési keretbe helyezhetik a
megfigyeléseket.

A kovetkez6 abran a ugyanezen lipid molekula specieszek ,,egyittmozgasat” multidimenzios
skéalazas kétdimenzids terében abrdzoltuk. A fékomponens analizis eredményeit halmazokba
rendezéssel és nyilakkal jeloltuk. A csoportok kialakitdsahoz felhasznéltuk meg a hierahikus
Klaszterelemzést is.
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Dimension 1

A P1 fékomponens altal kijelolt halmazok reprezentéljak a sejtszam valtozés hatasara létrejovo
molekulaspeciesz atrendezédéseket. A P2 komponens értelmezése tovabbi vizsgalatokat kivan. A
fokomponensek mentén, de ellentétes irdnyban elhelyezked6 halmazok a parhuzamosan, de
ellentétes eldjellel lezajlé valtozasokat jelzik.

Megjegyzésre érdemes, hogy a zsirsav analizis alapjan kapott mintazatnal mennyivel arnyaltabb
képet mutat a molekulaspeciesz szintii lipidomikai elemzés.

Lipidomikai vizsgélat a" membranmaodositasok allatmodelleken™ témakorben:

A humén apolipoprotein B-100 fehérjét taltermels koleszterin dus diétén tartott transzgenikus
egerek lipidomikai elemzése

Az elmult idészakban Santha Miklos eléallitott human apolipoprotein B-100 fehérjét tultermel6
transzgenikus egereket. Jelen vizsgalatunkban elézetesen megéllapitottuk, hogy a 17 héten &t
koleszterol dus diétan tartott apoB-100 transzgenikus egerekben drasztikusan megemelkedett az
LDL-hez kotott koleszterol szint és tartds hyperlipidémia alakult ki. A traszgenikus egerek
majaban, agyaban és szivében emelkedett apoB-100 fehérje szint volt kimutathat6. Az egerek
agyabdl a membréan alkotd lipideket érint6 teljes lipidomikai analizist vegeztink. A kapott
eredmények ismertetése rendkivil nagy helyigényd, igy itt csak egy adatszerkezet analizist
mutatunk be: Az ismertetet statisztikai moddszereket jelen esetben arra hasznéltuk, hogy
megvizsgaljuk, hogy az egyedi adataink milyen szoréssal rendelkeznek, mennyire kiulonitik el a
csoportokat, vagy éppen az is kiderulhet, hogy a kezelések, ill. a transzgén esetleg nem
befolyésolta a lipidomot.
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Az é&bran az egyes egerek agyabdl szarmazo lipidek altal kifeszitett teret latjuk, melyben az
egyedi mintak csoportokban helyezkednek el. A mintacsoportok kddjai: Control - kezeletlen wt
egerek, Chol - koleszterin dus diétan tartott wt egerek, Apo B - transzgenikus egerek, Apo B
+Chol - Apo B transzgenikus egerek koleszterin dus diétan tartva

A tovabbi elemzések szempontjabdl fontos informacio, hogy a kontrollok jelentds szérasa miatt
tovabbi egereket kell bevonni a vizsgalatba, viszont igen szépen elkulénulé lipid valtozasokra
szamithatunk, mind a transzgén, mind a koleszterin etetés jelentésen megvaltoztatta az allatok
agyanak membrénalkoto lipidjeit.

Hasonlo elemzést mutatunk be a Goto-Kakizaki spontan diabeteszes patkanyok szivébol.

Az abra az antidiabetikus kezeléseknek a lipidomra gyakorolt hatasat szemlélteti. Lényegesnek
tinik, hogy a kulonb6zé gyogyszerek mas és mas mddon hatnak a dibetesz indukélta lipid
anomaliakra, tehat a killonbdz6 antidiabetikus hatdsmechanizmusuk tlikrozédik a lipidomban.
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2. Ultraszenzitiv, egyedi molekulék kovetésére alkalmas mikroszkopia:

A Molekuléris stresszbiologiai csoportban az elmult években felallitott laboratérium egy
0j technika, a Single Dye Tracing (SDT) révén lehetové teszi egyedi, fluoreszcensen jel6lt
molekuldk detektalasat, illetve a molekulak mozgésanak koveteset. A kepalkoto rendszer 40 nm-
es pontossaggal képes megadni egy molekula térbeli helyzetét. Az iddbeli felbontas a
miliszekundumos tartoményba esik, s ez modot ad egyes fizioldgiai folyamatok in situ, in vivo
monitorozasara. Els6 Kisérleteink elsésorban annak kideritését céloztdk, hogy milyen
fluoreszcensen jelolt molekuldk alkalmasak arra, hogy stresszhatasra bekdvetkez6 membréan
szerkezet valtozasok, mikrodomén atrendezédések riportereként szolgaljanak €16 sejtekben.
Teszteltink tovabba fluoreszcens riporter konstrukciokkal transzfektalt sejvonalakat is, az
optimalis kopiaszamU és expresszids tulajdonsagu klén kivalasztasanak érdekében. A
muszeregylttes felépitése sordn nagyon sok technikai probléma merilt fel, melyeket a palyazat
korabbi éveiben sikeresen megoldottunk. Az elmult palyazati id6szakban a technikéba fektetett
munka messzemeno6kig megtérlt.

Stabil sejtvonalak létrehozésat kovetéen célul tiztik ki a kulonbdzé stresszfehérjék
expressziojanak (hsp promoter-fluoreszcens riporter fehérje fuzio) és lokaliz&cidjanak (HSP-
fluoreszcens fehérje) vizsgalatat. A laboratoriumunkban felallitott ultraszenzitiv. mikroszkop
lehetévé teszi targylemezre novesztett sejtek rendkivil gyors pésztazasat akér tobb
négyzetmilliméteres fellleten is. Ennek segitsegevel az elmult idészakban sikeresen bedllitottunk
egy képanalizisen alapul6 sejt citometriai mddszert, mely nagyszamu sejt esetén teszi lehetové
egyes sejtek térbeli és idoébeli jellemzésének statisztikus analizisét. Ennek segitsegével
meghataroztuk a hsp70 promoter-YFP indukciojanak kinetikdjat mely ravilagitott, hogy B16
sejtek kozott tobb, eltéré intenzitdsu stresszvalaszt produkald sejtpopulécid letezik. A bevezetett
technika elénye mas citometrids mddszerekkel szemben (pl. FACS), hogy az eltér6 vélaszt add
sejtek kezdeti allapota (morfoldgia, vizsgalt stressz fehérje koncentrdcidja, membran fizikai
szerkezete sth.) 0sszekothet6 az adott sejt bizonyos kezelésre adott valaszaval, igy az ok-okozati
Osszefliggés kiemelhet6 a kiatlagolt sejtvalaszbol.

A stresszfehérjék sejtmembrénokkal tortené asszociaciojanak vizsgélatahoz létrehozott
HSP27-EGFP, valamint HSP90-EGFP flzios riporter konstrukciot stabilan expresszald sejteken
vizsgéltuk ezen fehérjék sejten belili lokalizacidjat. A magas citoszdlikus koncentracié okozta
erds hattérfluoreszcencia akadalyozza ezen fehérjék membranhoz kétédésének koveteset. Ezt a
Kisérleti nehézséget valamint minden egyeéb membranbol tuddsitd fluoreszcens jeldlésnek
koveteset teszi lehetove a teljes fényvisszaversdésen alapuld fluoreszcencia mikroszkopia (TIRF
FM), melyet a palyazat elmult idészakdban sikeresen beallitottunk. Ebben az izemmodban az
Uveg/médium hatéron teljesen visszaverédé fény csak egy nagyon kis tévolsagra (kb. az
alkalmazott hulldmhossz feléig) hatol a médiumban lévé mintdba (evaneszcens mezé). E
tulajdonsag teszi ezt a modszert fellet specifikussa és mivel a letapadt sejtek plazmamembranja
pontosan ebbe a régidba esik, membran specifikussa is. A beéllitott Uj technikaval elkezdtik a
kulonbozé fluoreszcens riporterrel fuzionalt stressz fehérje konstrukcidk in vivo kdvetését
valamint fixalt sejteken fluoreszcens ellenanyagok felhasznaldsdval a stresszfehérjék stressz

A sejtmembranok mikroheterogenitdsanak, fizikai szerkezetének valamint a
membranokban zajlo (stressz)jelképzé és jelatviteli folyamatok tér-id6 vizsgalatdhoz
kuldonlegesen nagy segitseget jelent a zavard celluléris hattérfluoreszcencia kisziiriisét
eredményez6é TIRF Gzemmod, mellyel mind sejteken, mind modell membranokon minden
eddiginél nagyobb pontossaggal valnak kdvethetéve a stressz kozbeni membran események.



5. dbra. A membranfluidizal6 benzilalkohol (BA) a membranokban Bodipy-GM1
ganglioziddal festhet6 protein-lipid raftok atrendez6dését eredményezi. A: control; B: 40mM BA

Membran modellként bevezettiik az 6rias unilamellaris vezikulakat (GUV), melyek segitségével
sikerrel modelleztiik a lipid membranokban kialakuld csokkentett fluiditdsi membran mezéket
Jraftokat”. Koleszterol, szfingomielin és foszfatidilkolin lipidek kulonbdz6 keverékeivel
kilonb6z6é aranyl és mingségl raft modelleket allitottunk be. Fluoreszcens szfingomielin ill.
GM1 gangliozid lipid prdbaval jelolt modell membranokon valamint B16 sejteken TIRF
mikroszkopiaval jellemeztlik az egyarant membranfluiditast és stressz valaszt modosito kezelések
(hé6, benzilalkohol) hatadsat a membranok mikroheterogén szervezédesere (5.4bra).

Osszefoglalas

A 2005-ben befejezett munka soran szeles kisérleti hattere, kiilonbdz6 sejtes modellekre alapozva
szisztematikus munkéval igazoltuk az un “membrén szenzor” hipotézis univerzalis
érvényesseget. A stresszfeherje (molekularis chaperon) valasz sejt- és molekularis hatterenek egy
teljesen Uj aspektusat tartuk fel, amikor is a stresszvalasz primér jelképzé funkciojat nem a
proteotoxicitds, hanem a membréanok lipidfazisa altal kontrolalt &llapotvéltozasok latjak el. A
membranok lipid-lipid ill. lipid-fehérje kdlcsonhatésaiban (“molekularis kapcsolok™) stressz (pld.
magashomeérséklet) altal kivaltott valtozasokat a membranok fehérje és lipidosszetételének ill.
mikrodomén szintii finomszervezédésének szintjén kovettlk. Igazoltuk a stresszfehérjék
lipidmedialta kélcsonhatasait. Kutatéasaink Ujgeneracios gyogyszerek (pld.
hidroximsavszarmazékok) kifejlesztesét alapoztak meg. Ezek a stresszfehérje szintézis megfelel6
kontrolljaval olyan patologiés allapotok gyogyitasat teszik lehetévé, mint a 2. tipusu diabétesz,
vagy a neurodegenerativ betegségek.



