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BEVEZETO

Minden ¢l6lény szdmos olyan stressztényezonek van kitéve, mint példaul a magas
homérséklet, oxidativ stressz, ultraibolya sugarzéds, hipoxia, amelyek denaturalhatjak
fehérjeiket és karosithatjak a DNS-iiket. E kiils6é tényezék mellett korélettani allapotok, mint
pl. a neurodegenarativ betegségek, a cukorbetegség és a rak, is komoly stressztényez6 a
sejtek szdméra.. E stressztényzOk legtobbje a lipidekre és membranokra is kéros hatdssal van.
Mindezek tekintetében egy szervezet tuléléséhez alapfeltétel a karos kortilményekhez valo
alkalmazkoddképesség. Ennek érdekében a sejtek Osszetett és specidlis védelmi rendszert
hasznélnak, amely 0sszességében egy gyors és atmeneti, Ugynevezett “stresszvalasz”, ami
altal a sejtek bels6 kornyezete stabilis marad. A héstressz Gsszetett jelatviteli utakat aktival az
adaptacio és talélés érdekében. A stressz sulyossaga és idOtartama fliggvényében
megkilonboztetink enyhe illetve sulyos hdstresszt. A gyenge héstressz feltételezhetéen
pozitivan szabalyozza a sejtciklust és differenciaciot Osszetett kaszkadszerii események
aktivalasan keresztul, mint a Racl jelatviteli at.

A hésokk indukalta stresszvalaszt elsdsorban a hdésokkfehérjék (HSP) kifejezddése
jellemzi, melyek eldsegitik a sejtek stresszbOl valo felépiilését és stressztoleranciahoz
vezetnek. E fehérjék magasfoku konzervéltsdgot mutatnak ¢és szamos stressztényezo
indukalhatja termelésiiket. Nevilket a molekulasulyuk alapjan kapjak: HSP100, HSP9O,
HSP70, HSP60 és a kismolsulyd HSP-k (sHSP). El6fordulasuk helyszine sejten belul valtozo
és képesek akar a membranokhoz is kotodni specifikus fehérje és lipid kdlcsdnhatasaik altal.
A HSP-k molekuléris chaperonok, melyek stabilizaljak az instabil konforméacidju fehérjéket,
valamint el6segitik, hogy a nem megfeleléen feltekeredett fehérjék felvegyék megfeleld
szerkezetiket.

Egyre tobb irodalmi adat utal arra, hogy a kiilonboz6 stressztényezok altal indukalt
HSP-k termelése a plazmamembran (PM) finomszerkezeti és lipidosszetételbeli valtozasaval
jar egyitt. A hoémérsékletvaltozast a sejtek a fehérjedenaturacié és a nukleinsavak
konforméacidvaltozasa mellett a PM fluiditdsanak és mikrodomén szerkezetének aprd
valtozasai altal is érzékelhetik. A ,,membran, mint h6érzékeld” modell szerint a fent leirt
valtozasok modositjak a PM-mel asszocialt stresszérzékelést és jelatvitelt, igy ezaltal a HSP-k
termelését.

A PM szerkezetének, szervezddésének és funkciojanak alaposabb feltérképezésével 1j

tavlatok nyiltak meg a stresszérzékelésben betoltott szerepének megértéseben. A lipid



mikrodomének Kkoleszterin, szfingomielin és telitett zsirsavakat tartalmazo lipidek altal
1étrehozott rendezett szigetek a PM szerkezetében. E mikrodoménekhez (lipid “tutajokhoz’)
specifikus jelatviteli fehérjék kotédhetnek. A Rho fehérjecsaladba tartozo kis GTPaz Racl
fehérje kulonbozo jelatviteleket kozvetit ily mddon. llyenek példaul a ndvekedési faktorok
receptoraitdl érkezd jelek, az integrinek altal létrehozott, ill. a daganatok attételeibdl és
betorésébol szarmazo jelek. Ismert, hogy a Racl eldsegiti az aktin fehérjék szervezddését, és
fontos szerepet jatszik a lamellipddidk és a PM fodrozottsaganak kialakulasaban. Novekedési
faktorok jelenlétében a Racl koleszterinben gazdag mikrodoménekkel asszocialhatd, enyhe
hémérsékletnovekedés kovetkeztében pedig az aktin polimerizacojat serkenti. Ezen felul a
Racl befolyasolhatja a HSP expreszziot is enyhe hd esetén, amikor a sejtek kiilsé ingerként
fogjék fel az enyhe hot és nem karositd hatasként reagalnak ra.

A PM mint héérzékelé modelljére alapozva a jelenlegi munkahipotézistink szerint a
Racl jelatviteli utvonalnak a mikrodoménekre valé hatdsdn keresztiil a stressztényezok
kozvetitésében van szerepe. A PM szerkezetének és /vagy fluiditasanak enyhe hdstressz
kdvetkeztében létrejott valtozésa aktivalhatja a tirozin kindz novekedési faktor receptort
azéltal, hogy indukalja a nem specifikus csoportosuldsukat. Az ilyen sejtfelszini receptorok
aktivacioja serkentheti a PI3K-t, amely aktivalja a Racl-et. Az aktivacid pillanataban a Racl
elszakad a Rho-GDI fehérjétol, amely a Racl-et a geranil-geranil csoportjanak lefedése altal
a citoszolban “oldottan” tartotta. Ezutan a Racl palmitoilezésen esik at, majd atkerll a PM
koleszterinben gazdag doménjéhez. Ezt kdvetden a Racl kolcsonhatasba 1€p a Pakl effektor
molekulaval, amely jelatvitelt kozvetit a MAPK molekulakhoz, mint példaul a p38MAPK,
amelyek a HSF1 transzkripcios faktor foszforilacidjan keresztul befolyasoljak a HSP

termelését.

CELKITUZESEK

Munkéank ceélja az volt, hogy felderitsik a Racl emlés sejtek stressz jelatvitelében
bet6ltott szerepét. Fo céljaink a kovetkezOk voltak:

e Racl plazmamembranon valo lokalizaciojanak vizsgalata héstressz esetén, a
plazmamembran mikrodomének véltozasainak nyomonkdvetése Racl
lokalizécid és aktivitas fliggvényében.

e Igazolni a Racl citoszkeletalis valtozasokra gyakorolt hatasat héstressz esetén,

e aRacl HSP expresszioban bet6ltott szerepének felderitése,



e cllenérizni, a Racl hozzjarulasat a HSP indukciéhoz a membrannal

kapcsolatba 1ép6, HSP koinducer gydgyszer-kandidansok felhasznalasava.

MODSZEREK

Sejttenyesztes

Tranziens transzfekcio

Plazma membrén és 6sszmembrén izolalas

Western blot

Kvantitativ reverz transzkripcio kapcsolt polimeraz lancreakcio (QRT-PCR)
Konfokalis pasztazé mikroszkopia

Pésztazo elektronmikroszkdpia (SEM)

Teljes belso visszaverddéses fluoreszcencia mikroszképia (TIRF)

Aramlasi citometria

EREDMENYEK

Az értekezésben targyalt munka soran kapott legfontosabb eredményeket az aldbbiakban
foglalhatjuk 6ssze
1. A Racl egy membranhoz ko6t6dé fehérje és a vizsgalt stresszkoriilmenyek
egyértelmiien kivaltottdk a Racl plazmamembranhoz valé kapcsolddasat.
Funkcionalisan inaktiv Racl fehérje k6tédhet a membranhoz ami azt jelenti, hogy
noha az aktivitashoz mindig sziikség van a membankdotésre, ez utdbbi nem mindig jar
“kéz a kézben” az aktivitassal. A palmitoilezés el6feltétele a Racl PM-
lokalizaciojahoz
2. Hosokk hatasara megnovekszik a PM mikrodoménjeinek mérete. A Racl
palmitoilezése egy fontos szabalyzé tényezdje lehet a nagyobb, stabilabb membréan
mikrodomének megjelenésenek, amelyek stressz jelzé platformként milkodnek
hostressz esetén.
3. Intenziv hokezelés hatasara fragmentalodik az F-aktin filamentum. A Racl az egyik
fontos downstream elem a citoszkeletalis elrendez6désben, szerepet jatszva a sejt
alakjanak elvaltozésaiban, hisz gatladsa megdvja az ép F-aktint és megbrzi a sejt

alakjat sulyos hostressz esetén.



4. Enyhe hdsokk mellett a Racl aktivalasa befolyasolja a hsp25 és hsp70 expressziojat
hirvivd RNS ¢és fehérje szinten egyarant. Ez utébbi koriilmény indukalja a Racl PM-
lokalizaciojat is. A Racl szabéalyozza a BGP15 altal kdzvetitett HSP indukciot raft-
stabilizal6 hatasa révén.

5. Enyhe hésokk mellett a Racl szabalyozza a p38MAPK foszforilacio szintjét. Annak
ellenére, hogy az adataink nem mutattak valtozast a Racl altal kozvetitett HSF1
hiperfoszforilaciojaban, feltételezhetjiik, hogy az aktiv p38MAPK a HSF1
foszforilacié révén csokkent HSP valaszhoz vezet. A Racl kozvetitett HSP

szabalyozas pontos mehanizmusanak kideritéséhez tovabbi vizsgalatok sziikségesek.
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