Hipertermia-okozta stresszvalasz molekularis

mechanizmusai emlds sejtekben

Doktori (Ph.D.) értekezés tézisei
Tiszlavicz Adam Istvan
Témavezetd: Dr. Torok Zsolt (tudomanyos fémunkatars)
—
hosle

1€J()SZBK
wOo

Kornyezettudomanyi Doktori Iskola
Szegedi Tudomanyegyetem

Természettudomanyi és Informatikai Kar

Szegedi Bioldgiai Kutatokdzpont, Biokémiai Intézet

2022

Szeged



Bevezetés

Az él6lények kiilsé és belsé kornyezete folyamatosan valtozik. A tulélés szempontjabdl
elengedhetetlen a megvaltozott koriilményekhez torténdé alkalmazkodas. Azt az evollcidsan
konzervalt folyamatot, amely sordn a szervezet/sejt észleli a stresszt, valaszol ra és
megbirkdzik vele stresszvalasznak nevezziik. Feladata els6sorban a homeosztazis fenntartasa,
védelem a makromolekularis karosodasokkal szemben, valamint rezisztencia kialakitasa,
fenntartdsa és/vagy fokozdsa stressz esetén. A stresszre adott valasz magdba foglalja az 1)
érzékelést, vagyis a megvaltozott fizikai-kémiai paraméterek hatdsara torténd kilonbozé
szenzormolekuldk aktivacidjat. Emellett a 2) jelatvitelt, amely soran az érzékelt stressz jelként
tobbféle bioldgiai kaszkadon keresztil halad végig, hogy 3) kompenzacidés folyamatokat
aktivaljon. Ezek kozé helyredllité és sejtvédd folyamatok tartoznak, mint pl. gének
megvaltozott expresszidja, stresszfehérjék transzlokdcidja és szintézisiknek fokozddasa,
valamint a karosodott makromolekuldk kezelése (fehérje-, lipid-, RNS-, DNS-védelem). Sikeres
megklizdés esetén a sejtek tulélnek, ellendllébba valnak, né a stressztolerancia. Hosszabb
idGtartamig tartd krénikus stressz esetén pedig a sejt berendezkedik a megvaltozott kiilsé és

belsé allapotokhoz.

Az egyik leginkdbb tanulmanyozott stressz-tipus a hé. EmI&s sejtekben nagyddzisu
héstressz (> 42 °C) kedvezé6tlen hatdsokat eredményez pl. csékken a plazmamembran
integritasa, denaturalédhatnak és aggregalédhatnak a fehérjék. Felborul a homeosztazis,
amelyre reagdlva a sejtben aktivalédhat a h6sokkvalasz (HSR). Ugyanakkor nem csak magas
hémérsékletek valthatjadk ki a HSR-t, hanem az alacsonyabbak is, mint pl. 13z, amit
patofiziolégias koriilmények indukalnak. A ,,membranszenzor” hipotézis azt feltételezi, hogy a
hémérséklet megvaltozdsa (pl. enyhe h&sokk, 1dz hatdsdra) mddositja a sejtmembranok
fluiditasat és/vagy szervez6dését, ami lehet6vé teszi a hémérséklet finom érzékelését,

valamint a celluldris stresszvalasz aktivalasat.



Célkitlizések

A cellularis stresszvalasz tanulmdanyozdsa kulcsfontossagl annak megértéséhez, hogy
a sejtek hogyan valaszolnak a kiilonb6z6 kérnyezeti valtozasokra és hogyan alkalmazkodnak
az Uj korilményekhez. A tanulmany f6 célja a magasabb hémérséklet hatasara fellépé
események sorozatanak, els6sorban az enyhe, lazszerl h@stressz altal el6idézett vdlasz

vizsgalata eml6s sejtekben. A kovetkezd kérdésekre kerestiik a valaszt:

e Hogyan befolydsoljak a sejtszintl stresszvalaszt a kilonb6z6 doézisu
hékezelések kulonosképpen az enyhe, lazszer( hipertermia a sejtnovekedés,
fehérjeindukcid, szerzett stressztolerancia és energiatermelés tekintetében?

e A szerzett stressztolerancia kialakuldasanak el6feltétele-e a makromolekularis
karosodas helyreallitdsaban is szerepet jatszé hésokkfehérjék indukcidja?

e Milyen szerepet jatszik a szerzett stressztolerancia kialakuldsaban a
lipidosszetétel/membranszerkezet mddosulasa kilonb6z6 doézisu hékezelések
hatdsara?

e Az enyhe héstressz hatasara milyen doézisfliggé jelatviteli folyamatok lépnek

mikodésbe?



Alkalmazott mddszerek

Sejttenyésztés

Sejtnovekedés mérés (tripankék festés és sejtszamolas)

Fehérjeszint mérés (Western Blot)

Eletképesség-vizsgalat (metabolikus aktivitdson alapuld resazurin médszer)
Tulélésvizsgalat (telepképzédésen alapuld médszer)

Energiatermelés (luciferaz alapu ATP koncentraciomérés)

Mitokondridlis membran potencial mérés (JC-1 jeldléssel)

Lipidperoxidacié mérés (DPPP jel6léssel)

Lipidomika (elektrospray ionizacids tomegspektrometria)

Lipidraftok stabilitasanak vizsgalata

Génexpresszids vizsgalatok (RNS szekvenalds és bioinformatika)



Eredmények

Enyhe lazszer(i hipertermia (40 °C) eredményeképpen a sejtndvekedés lteme
12 éra alatt nem valtozott meg szignifikansan a 37 °C-os kontrolhoz képest kinai
horcsog petefészek (CHO) sejtekben, azonban 24 6rds hékezelés utan gyengiilt a
proliferacid.

Kilonb6z6 hémérsékleten (40, 42,5 és 44 °C-on) végzett akut (20 perces)
hékezelések, melyeket regeneracids fazis kovetett, eltéré Hsp25 és Hsp70 fehérje
indukciéhoz vezetett CHO sejtekben. A 40 °C-os enyhe hd@stressz 4 0ras
inkubdciodjara volt sziikség a Hsp25 szintemelkedés detektdlasahoz regeneracié
fazis nélkil CHO sejtekben, mig regenerdciét biztositva révidebb hékezelésre
(40°C, 2 o6ra). A 40 °C-os enyhe hékezelés 0-12 6rds idStartomanyan nem
eredményezett detektalhaté Hsp70 indukciét. Ugyanilyen ddzisu h6stressz a CHO-
nal tapasztaltakkal megegyez6 mddon valtoztatta meg Hela sejtek Hsp25 szintjét,
de a Hsp70 indukcid feltinGen eltér. A MEF sejtekben nem detektdlhatd Hsp25
szintvaltozas, és a Hsp70 indukcid csak 12 éras hékezelés utan figyelheté meg. A
tovabbi kisérletekhez kivalasztott 1 6rds 40 °C-os héstressz hatdsa elhanyagolhatd,
mig 6 ora, 40 °C a Hsp25 fehérjeszint szignifikans novekedését eredményezi a
regenerdcidé meglétét6l fuggetlenil CHO sejtekben. A 42,5 °C-os mérsékelt
héstressz eredményezte a leger8sebb Hsp25 indukciét, de csak 6 6rds 37 °C-os
regenerdciot kovetGen (Peksel és mtsai., 2017; Tiszlavicz és mtsai., 2022).

Az enyhe lazszer(i héstressz tulélésre és életképességre gyakorolt hatasanak
tanulmanyozasa telepképzddésen és metabolikus aktivitdson alapulé médszerek
felhasznaldsaval tortént. Az ezekhez meghatarozott tobbletstresszddzisok a
kovetkez6k voltak: héstressz (46 °C, 20 perc), membran stressz (95 mM benzil-
alkohol, 20 perc) és oxidativ stressz (250 uM terc-butil-hidroperoxid, 3 éra). A 42,5
és 44 °C-os 20 perces hGkezelések regeneracios fazissal a szerzett termotolerancia
kialakulasahoz vezettek, ami a Hsp-k indukcidjaval korrelal. Ugyanakkor a 40 °C-os
20 perces hékezelés (regeneracidval) a Hsp indukcid hidnydban is hozzajarult a
védelem kifejl6déséhez. A szerzett termotolerancia kialakuldsa esetén az edzés
hatdsara megvaltozott tulélés és életképesség a Hsp indukcidval korreldl, ami

benzil-alkohollal és terc-butil-hidroperoxiddal szembeni kereszttolerancia esetén



nem egyértelm(. Ez arra utal, hogy a membranfluidizdlé és oxidativ stressz
kivédéséhez nem el6feltétel a Hsp-k indukcidja (Peksel és mtsai., 2017; Tiszlavicz
és mtsai., 2022).

Az ATP koncentracidjaban nincs jelentds valtozas 40 °C-os és 42,5 °C-os 1 6ras HS
hatdsara, azonban 40 °C-on 6 éra utan enyhe, de szignifikans csokkenés figyelhetd
meg (Tiszlavicz és mtsai., 2022).

A mitokondrialis membranpotencidl novekszik enyhe (40 °C, 1 dra) és mérsékelt
(42,5 °C, 1 6ra) hi6stressz hatasara, ugyanakkor 95 mM benzil-alkohol jelenlétében
minden estben szignifikdnsan csdkken. A depolarizaciéval szembeni védelem csak
a mérsékelt hékezelés esetén volt kimutathatd (Tiszlavicz és mtsai., 2022).

A 95 mM benzil-alkohol 3ltal el6idézett lipidperoxidaciét az enyhe (40 °C, 1 és
6 ora) és mérsékelt (42,5 °C, 1 6ra) h6kezelések egyarant képesek voltak csillapitani
(Tiszlavicz és mtsai., 2022).

A héstressz hatasara jél elklilonithet6 dozisfliggd valtozasok figyelhet6k meg a CHO
sejtek lipidomjaban. A kontrollhoz viszonyitva tobb mint 200 lipidmolekula
mennyisége valtozott szignifikansan. A hosszabb enyhe hipertermia (40 °C, 6 6ra)
okozta a legjelent6sebb valtozasokat, pl. a diszaturdlt és egyszeresen telitetlen
membranlipid valamint lizoglicerofoszfolipid specieszek relativ koncentraciéjanak
novekedését vagy a tobbszordsen telitetlen komponensek csokkenését. A
mérsékelt h6kezelés (42,5 °C, 1 éra) szamos hasonlé valtozast eredményezett, mint
a hosszan tartd enyhe h@stressz, azonban a tobbszordsen telitetlen zsirsav
tartalmd komponensek 0Osszvesztesége csak a dokozahexaénsav tartalmu
specieszeknél figyelhetd meg. A mérsékelt héstresszre specifikusan a palmitinsav
tartalma szfingolipid speiceszek emelkedése volt jellemz6. A révidebb enyhe
hipertermia (40 °C, 1 6ra) csak finomabb valtozasokat idézett el6, melyek tobbnyire
a tobbi kezelésnél is megfigyelhet6k voltak, pl. a hosszu szénlancu, 24:1
zsirsavtartalma ceramid speciesz, a Cer(42:2:2) minden korGlmény hatasara
felhalmozddott (Tiszlavicz és mtsai., 2022).

Az enyhe 40 °C-os hGkezelések képesek a lipidraftok stabilitasat novelni a raft
lokalizalt fluoreszcens fehérjék detergenssel és membranfluidizalészerrel torténdé

kioldasaval szemben GPI-mGFP fehérjét konstitutivan kifejez6 CHO sejtekben. A



mérsékelt héstressz (42,5 °C, 1 6ra) és a benzil-alkohol mikrodomén destabilizald
tulajdonsagokkal birnak.

A h@stressz hatasara jol elklilonithet6 dozisfliggd valtozasok figyelhet6k meg a CHO
sejtek transzkriptom profiljdban. A kontrollhoz viszonyitva tobb mint 900 gén
expresszidja valtozott szignifikdnsan. Az enyhe hékezelések (40 °C, 1 és 6 6ra)
hatdsara leginkdbb feldidsult utak génjei kozott szdmos Hsp és egyéb, a
hésokkvalasszal kapcsolatos fehérje génje talalhaté. A mérsékelt hGstressz
(42,5°C, 1 o6ra) inkdbb a gyulladassal 0Osszefligg6 jelatviteli utvonalakban
eredményezett nagyobb feldusulast szamos olyan uUtvonal mellett, amelyekben a
Hsp-k génexpresszidja szignifikdnsan megvaltozott. Az Utvonalak aktivaciéjat
prediktalé elemzések alapjdn az egyik legjelentésebben feldusult, altalanos
aktivaciés tendencidt mutatd utvonal a selejtfehérje-vdlasz volt, kilénoésen az

enyhe lazszerl héstressz (40 °C, 6 éra) hatdsara (Tiszlavicz és mtsai., 2022).



Eredmények osszefoglalasa

Az enyhe stressz hozzdjarulhat ahhoz, hogy a sejtek tuléljenek sulyosabb kérnyezeti vagy
patofiziolégids korilményeket. A doktori munka sordn megvizsgaltuk azokat a
mechanizmusokat, amelyek el8segitik a szerzett stressztolerancia kialakuldsat tartds
(0—12 6ra) lazszerl (40 °C-os) vagy mérsékelt (42,5 °C-os) hipertermia esetén emlds kinai

horcsog petefészek sejtvonalban. A disszertacidban bemutatott kisérleteink alapjan:

e A CHO sejtekben a kiilonb6z6 szintl hipertermia eltérd, dozisflige6 mechanizmusokat

indukdl, amelyek eredményeképp a sejtek ellendlébbakkd valnak azonos és/vagy

eltérd tipusu stresszel szemben.

o A héstressz doézisatol flggden atalakul a sejt lipidosszetétele, amelyet
magasabb h6ddzisok esetén a hdsokkfehérjék expresszidja kovet.

o A telitett zsirsavtartalmd  membranlipid specieszek és  egyes
lizofoszfatidil-inozitol és szfingolipid specieszek relativ koncentracidjanak
emelkedése a membran mikrodomének gyors Ujraszervezddésére és egy

altaldnos membrdn rigidizaciéra utal.

e A szerzett termotolerancia kifejl6édése jelentGsen flige Hsp valasztdél, azonban a

védelem megjelenéséhez ez a kapcsolat nem eléfeltétel.

o Kisérleteinkkel bemutattuk, hogy a rovid enyhe hdstressz (40 °C, 20 perc)
hatdsara, amelyet regenerdlddasi fazis kovet, kifejlédhet a szerzett
termotolerancia a h&sokkfehérjék (Hsp25 és Hsp70) indukcidjanak hidnyaban
is h6tobbletstresszel (46 °C, 20 perc) szemben. Mindazonaltal ennél hosszabb
(40 °C, 1 dra) hékezelés regeneracié nélkiil nem fejtett ki védé hatdst, amely
kifejlédéséhez feltehet6en tobb idére van sziikség. Mas esetben a nagyobb
ddzisu edzések (40 °C, 6 6ra vagy 42,5 °C, 1 dra) hatasara megfigyelhet6 Hsp

szintemelkedések a szerzett termotoleranciaval korrelaltak.



A szerzett kereszttolerancia kialakulhat enyhe és mérsékelt h&kezelés hatdsara

membran és oxidativ stresszel szemben.

Kisérleti eredményeink alapjan a hdsokkfehérjék (Hsp25 és Hsp70) indukcidjatdl
flggetlendl kialakulhat szerzett kereszttolerancia enyhe lazszer( hipertermia (40 °C)
hatasara membrdanperturbalé agenssel (benzil-alkoholal) és oxidalészerrel (TBHP)
szemben. A szerzett kereszttolerancia kifejlédése ebbdél kovetkez6en mas védelmi
mechanizmusoknak kdszénhetd pl. lipid-membran médosuldsoknak (homeoviszkézus

adaptdciod) vagy selejtfehérje valasznak (UPR).

Az envyhe lazszer(i hipertermia endoplazmatikus retikulum stresszel kapcsolatos

jelatviteli kaszkadokat hoz miikodésbe, ami a lipidek Ujrarendez6déséhez és végiil a

benzil-alkohol altal elSidézett membranfluidizaciéval szembeni a tolerancia

névekedéséhez vezet.

A hékezelt mintak RNS szekvendlasi adatai alapjan az egyik leginkabb felddsuld Gtvonal
a UPR volt, amelynek m(ikodésbe |épését korabban a felhalmozédott hibas fehérjék
mellett a lipid kett&sréteg stresszhez kototték kilondsen a membranfluiditas
csokkenéséhez. Bemutattuk, hogy a membranok fluiditdsanak novekedése is
el6idézheti az UPR aktivacidjat, amelyet predikcios elemzések is megerdsitenek féként
a hosszu enyhe héstressz esetében (40 °C, 6 6ra). Ezt az eredményt a lipidomikai
adatok is tovabb erdésitik: a hipertermia hatasara megnoévekvé lizolipidek relativ
mennyisége lipid kett&sréteg stresszt valt ki. Emellett a lizofoszfatidil-inozitol és a
GPR55 receptorfehérje kapcsolatanak fontos szerepe van az endoplazmatikus

retikulum stresszvalaszban.



Summary

Living beings sense and respond to the inner and outer environmental changes in
various ways. During the doctoral study, we dissected the distinct cellular mechanisms of
mammalian cells in reacting and adapting to stress, especially under mild fever-like
hyperthermia. Applying such conditions, more exactly a mild (40 °C) prolonged (0—12 h) heat
stress and a moderate one (42.5 °C, 1 h) as well, we investigated cellular growth, Hsp
induction, development of stress tolerance, cellular energy, lipidperoxidation, lipidomics, raft
stability geneexpression in Chinese Hamster Ovary (CHO) cells. Our results indicate that mild
heat triggers a distinct, dose-dependent remodeling of the cellular lipidome followed by the
expression of heat shock proteins only at higher heat dosages. A significant elevation in the
relative  concentration of saturated membrane lipid species and specific
lysophosphatidylinositol and sphingolipid species suggests prompt membrane microdomain
reorganization and an overall membrane rigidification in response to the fluidizing heat in a
time-dependent manner. RNAseq experiments reveal that mild heat initiates endoplasmic
reticulum stress-related signaling cascades resulting in lipid rearrangement and ultimately in
an elevated resistance against membrane fluidization by benzyl alcohol. To protect cells
against lethal, protein-denaturing high temperatures, the classical heat shock protein
response was required. The different layers of stress response elicited by different heat
dosages highlight the capability of cells to utilize multiple tools to gain resistance against or to

survive lethal stress conditions.
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