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ROVIDITESEK JEGYZEKE

7SLPC: 1-palmitoil-2-sztearoil-(7-doxil)-sn-glicero-3-foszfokolin
BA: benzil-alkohol

CAT: kléramfenikol-acetiltranszferaz

ChIP: kromatin immunoprecipitacio

CTL: kolesztatrién-3-béta-ol

DPH: difenil-hexatrién

DRM: detergens rezisztens, kis stirliségli membranfrakcid

FCS: magzati borjii szérum

fPEG-chol:  polietilén-glikol-koleszterin-éter fluoreszcein észtere
Gsk3: glikogén szintaz kinaz 3
HR-A, HR-B: minden hetedik aminosav hidrofob tulajdonsagu, ,,heptad repeat”-A, -B

HSBP1: HSF1-et koto fehérje

HSE: hdésokk elem

HSF: hésokk faktor

Hsp: hésokk fehérje

HSRI1: hésokk-RNS1

lg: rendezetlen-folyadékkristalyos allapot, ,,liquid-disordered”
lo: rendezett-folyadékkristalyos éllapot, ,,liquid-ordered”
MEF: egérbdl szarmazd embriondlis fibroblaszt sejt, ,,mouse embryonic fibroblast”
mPKC: egér foszfoenolpiruvat karboxikinaz

NEF: nukleotid kicseréld faktor

PhA: fenetil-alkohol

PLC: foszfolipaz C

POPC: 1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-foszfokolin

PSM: d-eritro-N-palmitoil-szfingomielin

sHsp: kis molekulasulyu hdsokk fehérje

[B-gal: B-galaktozidaz



1. BEVEZETES

Az ¢let fennmaradasanak alapvetd feltétele, hogy az ¢€l6lények alkalmazkodni tudjanak
kornyezetiikhoz. A kornyezeti feltételek iddleges, hirtelen megvaltozdsa egy gyors
valaszreakciot idéz eld, ezt a folyamatot nevezziik stresszvalasznak, vagy akklimatizacionak.
Ha a véltozdsok hossza ideig fennallnak, tartos, atorokithetd atalakuldsok torténnek az
¢lélényekben, és adaptdlodnak az 0j viszonyokhoz.

A sejtszintll stresszvalasz Oriasi élettani, ill. korélettani jelentdséggel bird univerzalis
sejtvédd mechanizmus. Alapvetd szerepe, hogy védelmet biztosit a makromolekuldkat,
makromolekularis rendszereket kérosité kornyezeti behatdsokkal szemben. Mivel a sejtek a
makromolekuldk kérosodasat érzékelik és nem specifikusan a stresszort, igy a stresszre adott
valaszreakciora jellemzd, hogy nem stresszor specifikus.

A hosokk vélasz sejt és molekuldris szintjeinek ma még szamos eleme tisztazatlan. A
kérdéskor egyik legvitatottabb aspektusa a stresszor érzékelése, a primer molekularis
szenzor(ok) azonositésa.

Dolgozatomban bizonyitékokkal probalom alatdmasztani azon hipotézisiinket, miszerint a
sejtmembran nem csupan a cellularis stresszkarosodas egyik célpontja, de aktualis
lipidosszetétele, finomszerkezete és fizikai allapota, annak modulacidja egyben kozponti
szereppel birhat a stressz szignidl primer érzékelésében, a stresszelharitdé (adaptiv)

mechanizmusok mitkddtetésében €s koordinacidjaban.



2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. A STRESSZVALASZ ALTALANOS JELLEMZOI

A stressz szot napjainkban gyakran és igen sokféle értelemben hasznaljuk. Selye Janos a
szervezet egészét tekintve értelmezte a stressz folyamatdt. A stressz az a nem specifikus
valasz, amellyel a szervezetiink reagdl a kihivasokra, ingerekre (Selye, 1976). A valaszreakcio
nem specifikus tulajdonsadga annak kdszonhetd, hogy az ingerek - fliggetleniil az eredetiiktdl -
alkalmazkodasra késztetik a szervezetet. A stresszor (stresszvalaszt kivalté inger) hatdsara
bekovetkezd testi reakciok Osszességét Selye altalanos adapticids szindromanak nevezte el,
amely harom f6 szakaszra kiilonithetd. A riasztasi fazisban a szervezet felkésziil a fokozott
igénybevételre. Az aktiv ellenallds fazisaban mozgositja a tartalékait és igy hosszabb-
rovidebb ideig képes ellenallni a stresszor hatasanak. A stresszor tartds fennalldsakor azonban

a szervezet tartalékai kimeriilnek (kimeriilés fazisa) €s rohamos hanyatlas kovetkezik be.

2.1.1. Cellularis stresszvalasz

A sejtek szintjén is értelmezhetd a stressz fogalma. A celluldris stresszvélaszt olyan
behatasok valtjak ki, amelyek karositjadk a sejtek makromolekulait, makromolekularis
rendszereit. A vélaszreakcid tranziens €s nem stresszor specifikus, tehat a stresszorok széles
korére aktivalodik (Kiiltz, 2005). Emellett a sejtekben kialakul egy mas jellegii valaszreakcio
1s, az un. homeosztatikus valasz. A homeosztatikus valaszt a stresszvalasszal ellentétben
stresszor specifikus érzékeldk inditjak el, és az a megvaltozott kornyezeti hatds jellegétol
fliggd modon biztositja az egyensuly helyredllitdsat és fenntartasat. A valtozasok egészen

addig fennmaradnak, amig a kornyezeti feltételek ismét nem modosulnak.

2.1.2. A stresszelharito rendszer fehérjéinek funkcionalis osztalyozasa

A cellularis stresszvalasz bizonyos elemei evolicidsan nagy mértékben konzervalodtak. A
fehérjék egy csoportja a baktériumoktdl kezdve az élesztokon at egészen az emberig részt
vesz a stresszvalasz folyamataban. Ezek a minden sejtben el6forduld, konzervalt fehérjék

alkotjak az in. minimalis stressz fehérje készletet (Kiiltz, 2005). A fehérjék funkciodja alapjan



a minimalis stressz fehérje készlet csoportosithatd, a csoportositas a stresszvalasz altal érintett
kiilonboz6 folyamatokat is tiikrozi:
e DNS karosodas érzékelése / javitasa
e Fehérje karosodas érzékelése / javitasa
e Karosodott fehérjék lebontasa
e Sejtciklus szabalyozasa
e Anyagcsere utak szabalyozasa
o Redox allapot szabalyozasa
o Energia termelés/felhasznalas
o Lipid/zsirsav metabolizmus
Természetesen a stresszfehérjék nagy része nem konzervalt az €l6lények 6sszes csoportjaban.
Ide tartoznak példaul a transzkripcid, a sejtciklus, a jeldtviteli ttvonalak szabalyozéasaban
szerepet jatszo fehérjék, amelyek nagy mértékben kiillonboznek a prokaridta és eukariota

szervezetekben.

2.1.3. Stressztolerancia

A stresszhatasok pozitiv kdvetkezménye, hogy a sejtek egy ideig képesek megbirkozni
erdteljesebb behatdsokkal is. Stressz-edzésnek nevezziik a jelenséget, ha ugyanazzal a
stresszorral szemben alakul ki a tolerancia, mig Kkereszttolerancianak, ha mas
stresszhatasokkal szemben is ellenallobba valik a sejt. A stressz-edzés €s kereszttolerancia
kialakulasanak alapja a stresszvalasz nem specifikus tulajdonsdga. A kiilonbozo
stresszhatdsok ugyanis egy kozOs stresszfehérje készletet indukalnak/aktivalnak. Az
indukalodott stresszfehérjék altalanos sejtvédd tulajdonsaguk miatt (fehérje-, DNS védelem,
szabad gyok fogas) ellenallobba teszik a sejteket a stresszorok széles korére (Kiiltz, 2005).

A molekularis stresszvalasz soran tehat olyan folyamatok aktivalédnak, amelyek
segitenek helyreallitani/eltavolitani a karosodott molekulékat, id6legesen ellendllova teszik a
sejteket a stresszorral szemben, vagy apoptozisra itélik a helyrehozhatatlanul megrongalodott
sejteket. A stresszvalasz része a sejtek génexpresszids mintdzatanak 4talakulasa, ami
biztositja, hogy a tuléléséhez sziikséges védo fehérjék mennyisége megndvekedjen a
sejtekben.

A tovabbiakban a fentiekben ismertetett stresszelhdritdo fehérjék egyik jol jellemzett

csoportjat, a dolgozatomban is kulcsszerepet jatszé hosokk fehérjéket kivinom bemutatni.



2.2. A HOSOKK FEHERJEK (Hsp-k) SZEREPE ES MUKODESE

A hosokk fehérjék az egész éldvilagban, prokaridta és eukariota sejtekben egyarant
eléforduld konzervalt fehérjék. Felfedezésiik Ritossa nevéhez flizodik, aki 1962-ben szamolt
be arrol a megfigyelésérdl, hogy hdstressz hatasira a Drosophila larvak politén
kromoszémain megvaltozik a puffok mintdzata (Ritossa, 1962). A jellegzetes 0j puffok
megjelenése azt jelezte, hogy hdsokk hatdsara atalakul a génexpresszidés mintazat, és uj RNS
molekulék jelennek meg a sejtekben. A hostressz soran indukalodo géneket hdsokk géneknek,
illetve a roluk szintetizalodo fehérjéket hdsokk fehérjéknek (Hsp) nevezték el. Azota
nyilvanvalova valt, hogy a hdsokk gének kifejez6dését a hdstressz mellett egyéb kornyezeti
stresszhatdsok, és patoldgias allapotok is befolyasoljak (1. dbra). A stresszhatasok mellett a
hosokk gének expresszidja normal sejtfolyamatok soran is - sejtciklus, hormonok, ndvekedési

faktorok, az egyedfejlédés / differenciécio - szabalyozottan véltozik (Morimoto, 1998).

1. Kbrnyezeti stresszhatasok

aminosav szabad- nehézfémek

analogok ~ gyokok energia metabolizmus
\ ¢ / gatloszerel
hésokk & 2. Patolégias allapotok

R Y

laz és gyulladas
neurohormonalis stressz
hipertrofia,

oxidativ karosodas
iszkémia

antineoplazias vegyluletek
fertozések

neuronalis karosodas
szovet karosodas

V\orege és
\ \ onkogének

proto-onkogének
3. Stresszhez nem ejlédés és

kothetd allapotok  sejtciklus n?vekedﬁﬁ d' Brenclaclo
aktoro

1. abra A Hsp-k szintézisét fokozo kornyezeti, patologias és fiziologias allapotok.
(Morimoto, 1998 alapjan)

A hosokk fehérjék funkci(’)jukat tekintve molekularis chaperonok, azaz olyan fehérjek,
megfelelden feltekeredett fehérjék felvegyék az in vivo aktiv szerkezetiiket (Hartl, 1996). A
Hsp-k az alabb felsorolt folyamatokon keresztiil nélkiilozhetetlen szerepet jatszanak a fehérje
homeosztazis fenntartasaban:

e Naszcens fehérjék feltekerése

e Fehérjék transzlokacidja a sejtorganellumokba
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e Fehérjék aktivitasanak modositasa
o Inaktiv, instabil szerkezeti fehérjék stabilizalasa
e Fehérje komplexek Gsszeszerelése
o Fehérje aggregacio elleni védelem
o Fehérjék kijelolése degradaciora

e Karosodott fehérjék elkiilonitése

A hésokk fehérjék tehat hozzajarulnak ahhoz, hogy a stressz sordn kéarosodott fehérjék
visszanyerjék mikodoképes allapotukat, vagy lebontésra keriiljenek, ha a karosodds mar nem
helyrehozhato.

A hdsokk fehérjéket molekulatomegiik alapjan szoktdk csoportositani (Hsp110, Hsp90,
Hsp70, Hsp60, kis molekulasulytl Hsp csaladok). A kovetkezOkben azoknak a hésokk fehérje
csaladoknak a jellegzetességeit foglalom Ossze, amelyek expresszios szint valtozésait

munkam soran nyomon kdvettem.

2.2.1. A Hsp70 fehérje csalad

Hsp70 fehérjék az evolicid soran az egyik legnagyobb mértékben konzervalodott
proteinek (Hunt ¢és mtsai, 1985). A Hsp70 ko-chaperonokkal egyiittmiikodve egy
energiaigényes folyamat sordn segiti a szubsztrat fehérjét a nativ konforméci6 elérésében.
Szubsztratjai azok a fehérjek, amelyek a felsziniikon hidroféb feliileteket hordoznak (Mayer
¢s Bukau, 2005).

A fehérje két kiilonboz6 formaban, ATP-t, ill. ADP-t k6td formaban lehet jelen. Az ATP
kotésekor a Hsp70 csak kis affinitassal kotddik a szubsztrat fehérjéhez, igy a szubsztrat
molekuldk gyorsan cserélodnek. ATP hidrolizis soran a szubsztratk6td hely bezarodik, és a
“bennrekedt” szubsztrat mar nagy affinitassal kapcsoldodik az ADP-t koté Hsp70-hez (Mayer
¢s Bukau, 2005). A chaperon ciklus hatékony lezajlasdhoz nélkiilozhetetlenek a J domént
tartalmaz6 ko-chaperonok, amelyek stimulaljak a Hsp70 ATP4z aktivitasat (Laufen és mtsai,
1999). Emellett a szubsztrat fehérjével is kolcsonhatasba 1épnek, sOt szerepet jatszanak a
szubsztrat Hsp70-hez szallitdsdban, és a szubsztrat bekotodésében. Az ATP hidrolizist
kovetdoen az ADP-ATP cserét a Hsp70-hez kapcsolodd nukleotid kicseréld faktorok (NEF)

segitik el6. A Hsp70 chaperon rendszer és a proteaszomalis fehérjebontas kozotti szoros
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egylittmikodésre utal, hogy a Hsp70 egyik ko-chaperonja, a CHIP, egy ubiquitin ligdz, ami a
Hsc70 szubsztratjait ubiquitinalva degradaciora jeldlheti ki a nem nativ szerkezetli fehérjéket
(Hohfeld és mtsai, 2001).

Egyre névekvd szdmban azonositanak olyan regulator fehérjéket, amelyek aktivitasanak
szabalyozéasaban a Hsp70 fehérjék is részt vesznek. Ilyenek példdul a nukleéris receptorok
(szteroid hormon receptorok), kiilonbozé kinazok (Raf, elF2a, CiklinB/Cdkl) ¢és
transzkripcids faktorok (HSF1, Myc, pRb). Ezeknél a fehérjéknél a Hsp70-szubsztrat komplex
mar a szubsztrat fehérje szintézisekor kialakul, és a szubsztrat fehérje aktivalddasa, példaul a
specifikus ligandum megjelenése vagy a fehérje foszforilacidja, eredményezi a komplexek
felbomléasat. Ezaltal a Hsp70 fehérjék szignal transzdukcios folyamatok, a sejtciklus, az
apoptozis, a differenciacid szabalyozasaban is szerepet jatszanak, és kdzponti jelentdségiiek
szamos patologids allapot (rdkos folyamatok, neurodegenerativ, autoimmun betegségek)
kialakulasaban.

Erdemes megemliteni, hogy olyan esetekben, amikor a chaperonok iranti igény
meghaladja az aktudlis sejten beliili mennyiségiiket, példaul stresszhatasok soran, a Hsp70
fehérje ,tdvozik™ a fenti regulator komplexekbdl. Ez értelemszeriien befolyasolja a szubsztrat
fehérje aktivitdsat. Igy a stressz kozvetett uton, a regulator komplexek szétesése révén is
modosithat jelatviteli itvonalakat, az apoptdzis vagy a sejtciklus folyamatat.

Hasonlo6 elven magyarazhat6 az a jelenség, hogy stressz sordn, vagy példaul az oregedés
alatt, addig latens mutéaciok hatasa fenotipikusan is megjelenik. A mutaciot hordozé fehérjék
ugyanis chaperonokkal kdlcsonhatasban bizonyos esetekben ki tudjak alakitani a miikddéshez
sziikséges térszerkezetet. Azaz a Hsp70-nel, Hsp90-nel valo egyiittmiikodés elfedi a mutacio
hatdsat. Azonban olyan koriilmények kozott, amikor a chaperonok nem allnak rendelkezésre a
megfeleld mennyiségben, felszinre keriilhet a mutdcié hatasa, ami patologias allapotok

kialakuldsdhoz vezethet (Mayer és Bukau, 2005).

2.2.1.1. A Hsp70 fehérje csalad tagjai

Minden eukariota sejtben legalabb két Hsp70 fehérjét kodold gén taldlhaté. Emberben a
Hsp70 csaladba 8 kiilonb6zé Hsp70 homologot sorolnak (Daugaard és mtsai, 2007). A
homologok amellett, hogy eltérd szekvenciaval rendelkeznek, expresszids mintazatukban és a
sejten beliili lokalizaciojukban is kiilonboznek egymastol. A Hsp70.5 (Grp78) az
endoplazmatikus retikulum lumenében, a Hsp70.9 (Grp75) pedig a mitokondriumban fordul

eld, mig a tovabbi hat Hsp70 homolog a citoplazmaban és a sejtmagban taldlhaté. A nem
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kompartment specifikus Hsp70 csaladtagok koziil harom konstitutivan expresszalodik, mig a
tovabbi harom Hsp70 homolog termelddése stressz hatasara indukélodik.

A Hsp70-1A és Hsp70-1B fehérjék a klasszikus, indukaléddé Hsp70 csalddtagok. A két
fehérje csak 2 aminosav oldallancban kiilonbozik egymastol. A fehérjéket kodold intron
nélkiili gének a 6. kromoszoma MHC III géncsoportjaban helyezkednek el egymas mellett.
Alapszintli expressziojuk a sejttipustdl és a sejtciklus fazisaitol fiiggé modon valtozik. A
gének stressz indukalta kifejezddését a promoter régidjukban talalhaté hésokk elemek (HSE)
biztositjak. A hsp70-14 és 1B gének nem nélkiilozhetetlenek, mivel a ,,knock-out” egerek
¢letképesek és termékenyek, de csokken az ellenallo képességiik kiilonbozo stressz hatdsokkal
(példaul UV sugarzas, hdosokk, iszkémia, szepszis, ozmotikus stressz, tumor nekrozis faktor)
szemben, valamint a genom instabilitds mértéke is megnd. Az indukélhaté Hsp70 fehérjék
overexpresszioja a stresszorok széles korével szemben ellendllobba teszi a sejteket (Chong és
mtsai, 1998; Bellmann és mtsai, 1996; Wissing €s Jaitteld, 1996; Marber és mtsai, 1995).

A Hsp70-8, mas néven a Hsc70 fehérje génje a 11. kromoszéman talalhatd. A gén a
legtobb szdvetben konstitutivan fejezddik ki (Dworniczak és Mirault, 1987). A fehérje 86 % -
os homoldgiat mutat az indukalhaté Hsp70-1-gyel. A Hsc70 olyan alapvetd funkciokat lat el,
mint az Gjonnan szintetizalodott fehérjek feltekerése, fehérjék membranon keresztiil torténd
transzlokacidja, fehérje komplexek Ossze- és szétszerelése, fehérjék aggregalddasanak
megakadalyozasa. Ennek megfeleléen nem tudtak olyan egértorzset eldallitani, amelyben a

hsc70 gént kiiitottek volna (Dworniczak és Mirault, 1987).

2.2.2. A Hsp90 fehérje csalad

A Hsp90 is egy nagy mértékben konzervalt fehérje, prokariota €s eukaridta sejtekben
egyarant megtalalhatd. Ez a molekularis chaperon igen nagy mennyiségben termelddik, amit
jol jellemez, hogy a Hsp90 alkotja a citoplazmatikus fehérjéknek kozel 1 % - at. A Hsp90
vesz. A Hsp70-nel ellentétben azonban egy koriilhatarolt, j01 meghatarozott szubsztrat korrel
rendelkezik, amelyeket a Hsp90 “kliens fehérjéinek” neveznek. A Hsp90 nagy mértéki
specificitast mutat a kliens fehérjéi irdnyaban.

A Hsp70-hez hasonldéan a Hsp90 is ATPaz aktivitassal rendelkezd ATP-fliggd chaperon.
A chaperon funkci6 ellatasdhoz a Hsp90 fehérjéknek homodimereket kell képezniiik. A
chaperon ciklus alatt ATP hidrolizishez kotott modon valtakozik a molekuléris fogdszeri

homodimer nyitott és szubsztratot kotd zart allapota (2. abra). A Hsp70-hez hasonloan a
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Hsp90 is szamos ko-chaperon kozremiikddését igényli a hatékony miitkodéshez (Terasawa ¢€s

mtsai, 2005).
ATP

ADP + Pi

2. abra A Hsp90 konformacids valtozasanak sematikus abrazolasa. A szubsztrat fehérje
(zold) a nyitott allapott, ATP-t nem kotd Hsp90 dimerhez kapcsolodik. ATP kotddésekor
kialakul a Hsp90 zart allapota, ami az ATP hidroliziséhez vezet. A nukleotid €s a szubsztrat

------

alapjan)

Annak ellenére, hogy egyre nagyobb szamban azonositjak a Hsp90 klienseit, még nem
ismert, hogy melyek azok a szerkezeti, konformdacids sajatsagai a szubsztrat fehérjéknek,
amelyek meghatarozzak a Hsp90-hez torténd kotodésiiket. A Hsp90 kliensei olyan fehérjek,
amelyek a sejtekben inaktiv formdban vannak jelen (Young és mtsai, 2001). Azonban ebben
az allapotukban a szerkezetiik nem stabil és hajlamosak a denaturaciora. Igy ezek a kliens
fehérjék chaperonok segitségét igénylik ahhoz, hogy megtartsak az aktivaciora képes, de
instabil konformacidjukat. A Hsp90 kliens fehérjéi kozé tartoznak protein kinazok (Akt, Rafl,
Cdk4, CKII, Src family), szteroid hormon receptorok, transzkripcids faktorok (HSF1, p53,
HIF1), eNOS, aktin, kalmodulin, az apoptozis folyamataban szerepet jatszo Apaf-1, stb. igy
elmondhat6, hogy a Hsp90 alapvetd sejtfunkciok miikodéséhez sziikséges nélkiilozhetetlen
fehérje.

A Hsp90 kliensei kozott szamos olyan fehérje van, amelyek szerepet jatszanak a rakos
allapot kialakulasdban. Rakellenes szerekrdl (geldanamicin, radicicol) kimutattak, hogy nem
specifikusan gatolnak bizonyos protein kindzokat, hanem megakadalyozzdk a Hsp90
chaperon rendszer miikodését. Az ATP helyett a Hsp90 ATP-koté doménjéhez kapcsolddnak,
igy a Hsp90 nem tudja ellatni chaperon funkcidjat. A rakos sejtekben, ellentétben a normal

sejtekkel a Hsp90 aktivalt multichaperon komplexekben taldlhat6, amelyek joval
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¢rzékenyebbek az inhibitorokra, mint a szabad Hsp90 fehérjék. Ezzel magyarazhato, hogy a

drogok szelektiven a rakos sejteket pusztitjak el (Kamal és mtsai, 2003).

2.2.2.1. A Hsp90 fehérje csalad tagjai

A Hsp90 csaladot eukariotdkban négy fehérje alkotja, amelyek jellemzden a sejt
kiilonb6z6 kompartmentjeiben fordulnak eld. A citoplazmaban két Hsp90 csalddtag, a
Hsp90a ¢és a Hsp90p talalhatd, a Grp94 az endoplazmatikus retikulumba, a Hsp75/Trapl
pedig a mitokondriumba lokalizalodik. A citoplazmatikus Hsp90 izoformak egymassal 76 %-
os homologiat mutatnak. Stressz hatdsara a rovidebb a izoforma expresszidja indukalodik,
mig a hosszabb [ izoforma kifejezddése csak kis mértékben valtozik meg. A hsp90a gén

crer

Erdekes modon a hsp90 gén elsd intronjaban két HSE is talalhato (Csermely és mtsai, 1998).

2.2.3. A Hsp110 csalad

A Hspll0 fehérje csalad tagjai a kordbban emlitett chaperonokkal ellentétben csak
eukariota sejtekben fordulnak el6. A Hspl10 fehérjék a chaperonok egy kevésbé jellemzett
csoportjat alkotjak, a sejtekben betoltott szerepiik is csak a kozelmultban kezdett ismertté
valni. A szekvencia és szerkezeti vizsgalatok alapjan a Hsp110 fehérjék hasonlitanak a Hsp70
chaperonokhoz, igy a Hsp110 fehérjékre, mint a Hsp70 tavoli rokonaira tekintenek (Easton és
mtsai, 2000).

A Hspl10 szerepérdl sokaig csak toredék informaciok alltak rendelkezésre. Kimutattak,
hogy a hspl10 gén expresszidja stressz, mint példaul a hdsokk, ozmotikus stressz, oxidativ
stressz, nehézfémsok, dehidraticid, iszkémia, hatdsidra indukalodik. A Hspl10 sejtvédd
szerepét tdmasztotta ald, hogy tultermeltetésével eld tudtdk idézni a termotolerans allapot
kialakulasat (Easton és mtsai, 2000). A Hspl10 overexpresszidja a hdsokk mellett egyéb
stresszhatasokkal szemben is védelmet biztositott, mivel gatolta a stresszorok apoptotikus
hatasat (Hatayama és mtsai, 2001; Yamagishi és mtsai, 2006).

A Hspll0 szerepérdl megallapitottak, hogy in vitro gatolja a denaturdlodd fehérjék

A Hspl10 szerepének megértését megalapoztak azok a megfigyelések, hogy a Hspl110
egylittmiikddik a Hsp70 chaperon rendszerrel élesztd és emlds sejtekben (Yam és mtsai,

2005). 2006-ban két kutatdcsoport egymassal parhuzamosan kozolte, hogy a Hsp110 a Hsp70
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nukleotid kicseréld faktora (NEF) (Raviol és mtsai, 2006; Dragovic és mtsai, 2006). Mivel a
Hsp70 ADP-t kot formaja nagy affinitassal kapcsolodik a szubsztrat fehérjéhez, a Hsp110
azaltal, hogy szabalyozza az ADP-ATP kicserélddését, eldsegiti a szubsztrat elengedését, és
egy Uj chaperon ciklus elinduldsat. Tehat a Hsp110 fehérjék amellett, hogy gatoljak a fehérjék

crer

kialakitasahoz.

2.2.3.1. A Hsp110 csalad tagjai

A emlds sejtekben a Hsp110 csaladba a Hsp110 két (a és B) izoforméja, az Apg-1, Apg-2
fehérjék, és a Grpl70 tartozik. A Grpl70 a csaldd kompartment specifikus tagja, az
endoplazmatikus retikulumban fordul el6. A Hsp110 nem stresszelt allapotban is termelddik
minden szdvetben és a sejtvonalak jelentds részében, nagy mennyiségben mutathatd ki az
agyban ¢€s a majban (Lee-Yoon és mtsai, 1995). A Aspl10 génje intronokat tartalmaz, a két
izoforma feltehetéen alternativ kivagodas eredményeképp jon létre. A gén kifejezddése

stresszhatdsokra indukalddik (Santos €s mtsai, 1998), ennek megfelelden az egér hspl10

crer

2.2.4. Kis molekulasulyu hésokk fehérjék

A kis molekulasulya hdsokk fehérjék (sHsp) csalddjaba igen valtozatos, 12-43 kDa
molekulatomegili fehérjék tartoznak. Emberben tiz fehérjét sorolnak ebbe a csalddba (Kappé
és mtsai, 2003). A csaladtagok koziil azonban csak néhany (Hsp27, Hsp22 és az oB-
krisztallin) a klasszikus értelemben vett hdsokk fehérje, amelyek expresszidja stresszhatasok
soran indukalodik. A sHsp-k kozos jellemzdje, hogy egy kozel szdz aminosavbol allo
konzervalt domént — un. o-krisztallin domén - tartalmaznak. A fehérjék N-terminalis karja és
C-terminalis farok része azonban valtozatos szerkezetli. Tovabbi jellegzetességiik, hogy a
sHsp-k  véltozatos méreti (50-700 kDa) ¢és dinamikus felépitési homo- ill.
heterooligomereket hoznak 1étre. Az oligomerek épitékovei a sHsp dimerek (Sun és MacRae,
2005).

A sHsp-k miikodésiikhoz ATP-t nem igényld molekularis chaperonok. Hidrofob
felsziniikon keresztiil kdlcsonhatasba 1épnek a részlegesen denaturdlodott fehérjékkel, és

crer

1993). Az instabil, olvadt allapota fehérjékkel nagy méretli sHsp-szubsztrat fehérje komplexet
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képeznek, és elOsegitik, hogy ezek a fehérjék oldott allapotban maradjanak. Ezéltal az
energiaigényes chaperon rendszerek szamdra hozzaférheté formdban tartjdk a szubsztrat

fehérjéiket (Sun Y és MacRae, 2005), (3. abra).

"“ ATP fiiggd
- Z chap_eronok

el L, = nativ
oldhats S\ g fehérje
heterokomplex yjf'p .
oldhatatlan
aggregatum oldhatatlan
aggregatum

3. abra A Kkis molekulasulyd Hsp-k chaperon funkcidja. A sHsp oligomerek stressz
hatasara kisebb egységekre esnek szét ¢s kolcsonhatasba 1épnek a részlegesen denaturdlodott
fehérjékkel. A sHsp-k ezaltal eldsegitik, hogy a fehérjék az energiafiiggd chaperon rendszerek
szémara hozzaférhetd, oldott formaban maradjanak.

(van Montfort és mtsai, 2001 alapjan)

A sHsp-k oligomerizacios képessége sziikséges a chaperon funkcid elldtdsdhoz és a
szubsztrat megkotéséhez. Az oligomerizacid ¢€s chaperon szerep kozti Osszefiiggés
vizsgalatakor azt tapasztaltak, hogy a szubsztrat fehérjével a hidrofob felszinnel rendelkezd
dimerek lépnek kolcsonhatasba, azaz a chaperon aktivitds ellatdsdhoz a oligomereknek
dimerekké kell disszocidlniuk. Azonban tovabbi kisérletek ramutattak arra, hogy az
oligomereknek nem sziikséges szétesnilik, hanem az oligomeren beliil torténd szerkezeti
valtozasok is eldidézik a szubsztrat kotodését a sHsp-khez. A fentiek alapjan a folyamat
lényeges eleme, hogy az oligomerek destabilizaciojaval hidrofob régiok keriilnek a felszinre,
¢s igy azok elérhetévé valnak a szubsztrat szdmara. (Sun Y és MacRae, 2005; Nakamoto ¢és

Vigh, 2007).
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2.2.4.1. A Hsp27 és az aB-krisztallin

Az eml6és sHsp-k kozott a Hsp27 és az aB-krisztallin a legjobban jellemzett csaladtagok.
A hsp27 és az aB-krisztallin gének normadl allapotu sejtekben is kifejezddnek. Elsdsorban
olyan szovetekben termelddnek nagy mennyiségben, ahol intenziv oxidativ metabolizmus
zajlik, példaul a szivizomban, véazizomban, agyban, vesében. A aB-krisztallin még a
szemlencsében expresszalodik nagy mértékben, ahol az aA-krisztallin fehérjével nagy méretii
heterooligomereket hoz létre (Arrigo és mtsai, 2007). Emellett mindkét gén kifejezodése
stressz indukélhatdsagot biztosito6 HSE-ek taldlhatok. A hsp27 esetében az elsd intronikus
régioban is azonositottak egy transzkripcidt szabalyzé HSE-et (Cooper és mtsai, 2000).

A Hsp27 és az oB-krisztallin aktivitdsdt az N-terminalis karon talalhatdo 3-3 szerin
oldallanc foszforildlodasa is befolyasolja. A Hsp27-et a p38 MAP kindz altal aktivalt
MAPKAP kinaz 2 és 3 foszforilalja, igy a Hsp27 foszforilacidjat pl. novekedési faktorok,
differenciaciot el6idézo faktorok, a tumor nekrozis faktor, a hdsokk és az oxidativ stressz is
szabalyozzak. Az aB-krisztallin eset¢ében a MAPKAP kindz 2, az ERK MAP kinaz, ¢és egy
még nem azonositott kinaz végzik a szerin oldallancok foszforilaciojat. A foszforilacio
mindkét fehérjénél megvaltoztatja az oligomerizacids allapotot. A foszforilaciéo hatdsara a
nagy méretli oligomerek kisebb egységekre esnek szét, ami modositja a fehérje mikodését,
chaperon aktivitasat (Arrigo és mtsai, 2007; Nakamoto ¢s Vigh, 2007).

A Hsp27 és az aB-krisztallin az oxidativ kdrosoddsokkal szemben is védelmet nytjtanak.
Egyrészt hozzéjarulnak ahhoz, hogy az oxidativ védelemben kdzponti szerepet jatszod redukalt
glutation kelld mennyiségben rendelkezésre élljon, masrészt a sejtek vas felvételét is
csokkentik. A sHsp-k magas szintje csokkenti a reaktiv oxigén és nitrogénoxid gyokok
mennyiségét, és ezaltal a lipid peroxidacid €s a fehérje oxidacié mértékét is (Arrigo €s mtsai,
2007).

A sHsp-k részt vesznek a citoszkeletalis rendszer szervezddésének, stabilitdsanak és
dinamikajanak szabalyzasdban. A Hsp27 nem foszforilalt monomer formdaja az aktin
filamentumok pozitiv végéhez kapcsolddva gatolja az aktin polimerizacidjat. A foszforilalt
Hsp27 viszont stresszhatdsok sordn az aktin filamentumok stabilizalasaban, és a
filamentumhal6ézat Gjrarendezédésében jatszik fontos szerepet. A sHsp-k az aktin
filamentumok mellett az mikrotubulusok és az intermedier filamentumok szervezddését és

stabilitasat is befolyasoljak (Arrigo és mtsai, 2007).
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A Hsp27 és az aB-krisztallin azaltal is eldsegitik a sejtek tulélését, hogy tobb ponton is
gatoljak az apoptézis folyamatdt. A Hsp27 kolcsonhatisba 1ép a mitokondriumbol
felszabaduld citokrom C-vel, gatolja az apoptoszoma kialakulasat, a kaszpaz-3 aktivaciojat
(Garrido ¢és mtsai, 2006). Az aB-krisztallin pedig megakadalyozza a proapoptotikus Bax, Bcl-
aktivaciojat (Mao és mtsai, 2004). A felsorolt sejtvédd funkcidk Osszessége hozzdjarulhat
ahhoz, hogy az Hsp27 és az aB-krisztallin taltermelésekor ellendllobbd vélnak a sejtek az

apoptozist kivalto stresszhatasokkal szemben.

2.3. A HSP INDUKCIO SZABALYOZASA STRESSZHATASOK SORAN

Eukariota sejtekben a génexpresszid egy soklépcsés folyamatsor Osszehangolt
miikodésének az eredménye, igy szabalyozasa tobb ponton is megvalosulhat. A Hsp-k
mennyiségének stresszhatasok soran megfigyelheté novekedése elsdsorban a transzkripcid
fokozasanak koszonhetd (Anckar és Sistonen, 2007).

A transzkripcid szabalyozasaban kozponti szerepet jatszanak a szekvencia specifikus
transzkripcids faktorok, amelyek eldsegitik a RNS polimeraz II-t tartalmazo preinicidcids
komplex Osszeszerelddését és a kromatin szerkezetet fellazitdé hiszton modositd- és kromatin

,remodelling” komplexek kapcsolodasat.

2.3.1. A hésokk faktorok

A hoésokk gének transzkripciojat szabalyozo faktorok az Un. hdsokk faktorok (HSF). Mig
gerinctelen allatokban csak egyféle HSF van, addig a gerincesekben négy hdsokk faktort
(HSF1-4) kiilonboztetiink meg. A HSF3 csak madarakban, a HSF4 csak emlésokben fordul
el6. A HSF-ok a stresszvalasz mellett a normal sejtmiikddés - példaul sejtciklus, embrionalis
fejlodés, differencidcid - sordn is szerepet jatszanak a hsp gének expressziojanak
szabalyozasaban, de ennek részletes bemutatasa kiviil esik a dolgozat témakorén.

Az emlds sejtekben megtalalhatd 3 HSF koziil a HSF1 szabalyozza a hsp gének stressz
hatdsara bekovetkezd transzkripcios aktivacigjat (McMillan és mtsai, 1998). A HSFI
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stresszvalaszban betoltott kozponti szerepét bizonyitja, hogy hidnyaban nem figyelheté meg a
hsp gének indukcidja. Tehat a tobbi HSF sem tudja helyettesiteni a HSF1 funkcidjat.

A HSF1 folyamatosan jelen van a sejtekben represszalt allapoti monomer formaban.
Aktivacioja stressz hatisara torténik meg, egy tobblépéses folyamat eredményeként. Az
aktivacidé soran a monomerek trimerizalédnak, ¢€s kiterjedt poszttranszlaciés modositdsokon

esnek keresztiil. Az aktivva valt HSF1 szekvencia specifikusan a szabalyzott gének promoter

crer

crer

és mukodésérol.

2.3.2. A HSF1 szerkezete
A HSF1 domén szerkezete is tiikkrozi, hogy aktivacioja egy tobb ponton is meghatarozott

folyamat. A fehérje négy jellegzetes doménbdl épiil fel (4. abra).

DNS-kotd
domeén HR A/B HR-C
1 16 120 137 212 378 407 503

- ]

@ ]

——— 300LJ3 10 [ ]

203 227 395 503
negativ transzaktivalo
regulator domén
domén
konstitutiv

foszforilacio

4. abra A HSF1 szerkezeti elemei. A sematikus abran sorrendben a DNS-k6t6 domén, HR-
A/B régid, a regulator domén, a HR-C régio ¢és a transzaktivacios domén van feltiintetve. A
HSFI-en beliil a domének elhelyezkedését az aminosav oldallincok szama is mutatja.
(Morimoto, 1998 alapjan)

DNS-koté domén:

Az N-termindlison taldlhatdé a “hélix-turn-hélix” szerkezeti DNS-koté domén. Ez a
legnagyobb mértékben konzervalt domén a HSF csaladon beliil.

Oligomerizacios domén:

A DNS-kot6 domént koveti az oligomerizaciés domén. A HSF trimerek kialakuldsat

biztositja. A trimerekben az oligomerizaciés domének egymas koré tekeredve egy harmas
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szalu spiralt hoznak Iétre. A doménen beliil két olyan régid talalhatod, ahol minden hetedik
aminosav hidroféb tulajdonsdgu (heptad repeats, HR-A és HR-B régiok). Ezek a hidrofob
aminosav oldallancok a tripla hélixben térkozelbe keriilnek és stabilizaljak a trimer
szerkezetét. A két HR régio mellett egy harmadik, un. HR-C régio is talalhat6. A HR-C régid
intramolekularis kolcsonhatasba 1ép a HR-A és HR-B régiokkal, és a HSF monomer dllapotat
stabilizalja. Ennek megfeleléen a HR-C régid delécidjakor a HSF1 konstitutivan aktiv trimer
formaban fordul eld, még a HR-A és HR-B régiok eltavolitasa gatolja a trimerek kialakulasat.

Transzaktivailo domén:

A fehérje C-termindlisan helyezkedik el a transzaktivalo képességért felelos domén. Ez a
domén hidrofob és savas aminosav oldallancokban gazdag, és a preiniciacios komplex
alegységeivel, valamint kiilonbozé szabalyzo fehérjékkel Iétesit kapcsolatot. Fontos
megemliteni, hogy a transzaktivaciés domén dnmagaban konstitutivan fokozza a transzkripcio
gyakorisagat.

Regulator domén:

A transzaktivalo képesség szabalyozott miitkodését biztositja a HR-A/B és HR-C régiok
kozott talalhato regulator domén. A regulator domén inaktiv allapotban tartja a transzaktivalo
domént, ami csak stressz hatasara tud felszabadulni gatlo hatds aldl (Anckar és Sistonen,

2007).

2.3.3. A HSF1 aktivacio mechanizmusa

A HSFI1 aktivaciojanak tehat két kulcsfontossagu lépése van. Egyrészt a DNS-kotod
képesség megszerzéséhez a monomereknek trimerizalodniuk kell, masrészt a transzkripcio
fokozasahoz a transzaktivacios doménnek fel kell szabadulnia a regulator domén gétld hatasa

alol (5. abra).

(& hésokk ﬁiﬁ
1 " hsp70

@@_’ZGQ N

5. abra A HSF1 aktivacioja. A HSF1 monomereket a HR-A/B ¢és HR-C régidk (sarga
elemek) kozti kolcsonhatds stabilizalja. Stressz hatdsdra a HSF1 trimerizalodik,
hiperfoszforilalodik (piros elemek) és szekvencia specifikusan a HSE-khez kapcsolodik.
(Morimoto, 1998 alapjan)
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2.3.3.1. A DNS-koto képesség megszerzése

A konstitutivan expresszalodé HSF1 normal allapotban DNS kotésre képtelen monomer
formaban taladlhat6 meg a sejtben (Sarge és mtsai, 1993). Megfigyelték azonban, hogy a HSF1
baktériumokban kifejeztetve, vagy emlds sejtekben taltermeltetve spontan, stresszhatas nélkiil
is trimerizal6dik (Rabindran €s mtsai, 1991; Sarge €s mtsai, 1993). Ez arra utal, hogy a HSF1
oligomer képzésére hajlamos, ¢és egy kititralhatd faktor sziikséges ahhoz, hogy represszalt,
monomer formaban maradjon a sejtekben (Zuo és mtsai, 1995). Szdmos kisérleti adat utal
arra, hogy a Hsp90, ill. a Hsp90-nel egyiittmiikdé multichaperon komplex vesz részt a
monomerek stabilizalasdban. A HSF1 tehat a Hsp90 egyik kliens fehérjéje, amelyet a Hsp90
chaperon komplex tart aktivaciora képes, de inaktiv allapotban (Voellmy és Boellmann,

2007).

2.3.3.2. A foszforilacios mintazat szabalyozza a HSF1 aktivitasat

A trimerizacid, és a DNS-kotd képesség megszerzése azonban még nem elegendd a
transzkripcids aktivitas fokozasahoz. Ezt bizonyitja, hogy az emlds sejtekben overexpresszalt
HSF1 bar spontan trimerizalodik, de a transzaktivald képessége csak elhanyagolhatd mértéki
(Zuo és mtsai, 1995). Tovabba, a nem szteroid tipusu gyulladascsokkentdk, mint a szalicilat,
menadion, vagy a hidrogén-peroxid kezelés hatdsara a HSF1 DNS kotésre képes trimerré
alakul, de a hsp gének expresszidja nem indukalddik (Jurivich és mtsai, 1992; Bruce és mtsai,
1993).

Ahhoz tehat, hogy a DNS kétésre képes HSF1 fokozza a transzkripcid gyakorisagat egy
kulcsfontossagii 1épésnek is meg kell torténnie: a transzaktivald doménnek fel kell
szabadulnia a regulator domén gatlo hatdsa aldl. Ez a folyamat egyiitt jar a HSF1
foszforilacids allapotanak valtozasaval (Sarge és mtsai, 1993). A HSF1 szamos aminosav
oldallanca nem stresszelt sejtekben is foszforilalt, de stressz hatasara atrendezddik a
foszforilacidos mintazat, és a HSF1 Un. hiperfoszforilalt allapotba keriil. A hiperfoszforilalt
allapot kialakulasa korreldl a transzaktivalo képesség megszerzésével (Cotto és mtsai, 1996;
Xia ¢és Voellmy, 1997).

A mai napig nem ismert, hogy mely aminosavakat érinthetik a poszttranszlacios
modositasok, és az egyes modositdsok hatdsa sem pontosan tisztazott. A folyamat
komplexitasat jol szemlélteti, hogy a humén HSFI-ben 12 aminosav oldallancrol mar
bizonyitottak, hogy a hdstresszelt sejtekben foszforilalt allapotban fordulnak elé (Guettouche
¢s mtsai, 2005).
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Azonban annak ellenére, hogy a hiperfoszforilacioval egyiitt jar a transzaktivacios
képesség megszerzése, eddig még csak két szerin oldallancot sikeriilt azonositani (Ser230,
Ser326) (Holmberg és mtsai, 2001; Guettouche és mitsai, 2005), amelyek foszforilacigja
Osszefliggésbe hozhatd a HSF1 aktivaciojaval. A Ser230 aminosav foszforilacidjat feltehetéen
a kalcium/kalmodulin-fiiggd protein kinaz II végzi. A Ser326 foszforilaciojat katalizaldé enzim
nem ismert.

Erdekes modon tobb vizsgalt szerin oldallanc (Ser303, Ser307, Ser363) foszforilacioja,
bar  stressz  hatasara  fokozodik, mégis az  inaktiv, represszalt  allapot
kialakitdsaban/fenntartasaban jatszik szerepet (Chu és mtsai, 1998; Wang és mtsai, 2003). A
Ser303 oldallancot a glikogén szintdz kinaz 3 (GSK3), a Ser307 oldallancot az ERK MAPK,
még a Ser363-ot egy protein kinaz C izoforma, vagy a JNK MAPK foszforilalja. A felsorolt
kinazoknak tehat a HSF1 inaktivalasdban tulajdonitanak jelentdséget.

Bizonyos Ser oldallancok foszforilacidja a sejtmagi transzlokaciot (Ser419) (Kim és
mtsai, 2005), vagy a Hsp90 chaperon komplex-szel val6 kdlcsonhatast (Ser121) szabalyozzak
(Wang és mtsai, 2006).

A poszttranszlacios modositasok korét tovabb szélesiti, hogy a foszforilacids mintazatban
bekovetkezd valtozasok mellett a HSF1 stressz hatasara szumoilalodik is. A moddositasok
egymasra hatasat mutatja, hogy a Ser303 oldallanc foszforilacidja eldfeltétele a Lys298
oldallanc szumoilacidjanak (Hietakangas és mtsai, 2003). Ez a mddositas is a transzaktivalo
képesség gatlasahoz jarul hozza (Hietakangas €s mtsai, 2006).

Erdekes megfigyelés, hogy a HSF1 represszalt formajat stabilizalo Hsp90 tartalmu
chaperon komplex nem csak a HSF1 monomerekkel, hanem a trimerekkel is kapcsolatban van
(Voellmy ¢és Boellmann, 2007). Mivel a stresszhatasok, ill. a HSF1 regulator doménjét érintd
mutaciok a HSF1 trimer/Hsp90 komplex szétesését eredményezik, igy feltételezik, hogy a
regulator doménben torténd poszttranszlacidos modositasok abban is szerepet jatszanak, hogy a

trimerizalodott HSF1 le tudjon véalni a Hsp90 chaperon komplexrdl.

2.3.4. A hsp70 gén promoter régioja

A stressz hatasara aktivalodd6 HSF1 célgénjei kozil a hsp70 az egyik legismertebb. A
hsp70 expressziojanak szabdlyozasa régota intenziven kutatott teriilet. Ez a hsp70 éltalanos
jelentdsége mellett annak is kdszonhetd, hogy a transzkripcid szabalyozas torvényszeriiségei
tanulmanyozasanak j6 modellje, mivel a gén kifejezddése egyrészt indukalhatd, masrészt még

szovetspecificitast is mutat (Huang és mtsai, 2001).
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Emlos sejtekben két indukalhato, kozel azonos szekvenciaji hsp70 gén (hspala és
hspalb) talalhatd, melyek az MHCIII kromoszomalis régioban helyezkednek el egymas
szomszédsagaban. Mindkét génre jellemz0, hogy expressziojuk stressz hatdsara indukalodik,
¢s sejtciklus fliggd modon szabalyzott (Wu és mtsai, 1986). E mellett bizonyos onkogének (c-
myc, c-myb, p53, adenoviralis Ela) is aktivaljak a transzkripciojukat (Taira és mtsai, 1999).

Ennek megfelelden a gének szabalyzo régidja is nagy mértékii hasonlosagot mutat.

2.3.4.1. H6sokk elemek

A stresszindukalt kifejezddést a promoter régioban taldlhatd un. hésokk elemek (HSE)
biztositjak, melyek a HSF1 szekvencia specifikus kotéhelyei. A HSF1 DNS-k6td doménje
egy Ot nukleotidbdl allo, jellemzéen nGAAn szekvencidji DNS részletet ismer fel. Ahhoz,
hogy a HSF1 trimer minden tagja kapcsolédjon a DNS-hez, a fenti nGAAn szekvencianak
haromszor kell ismétlddnie (Abravaya €s mtsai, 1991).

A huméan hsp70.1 gén (hspala) promoterének egyik HSE-ében példaul 6tszor ismétlddik a
pentamer szekvencia Ugy, hogy az 1., 3. és 4. pentamerben tokéletes az egyezés a konszenzus
nGAAn szekvenciaval, de a 2. és 5. pentamerben nem. Ehhez a HSE szekvencidhoz két HSF1
trimer i1s tud kapcsolodni. A HSF-k egyiittmikodnek egymadssal, azaz az elsé trimer
kapcsoloddsa megkonnyiti a kovetkez6 HSF trimer bekotddését a szomszédos
felismerdhelyhez (Kroeger és mtsai, 1993).

Kiilonbseég a két hsp70 gén kozott, hogy a hspala esetében kettd, a hspalb-nél viszont
harom HSE-t azonositottak a promoter régioban (Friedrich és mtsai, 1998). Eltéréseket
figyeltek meg a két gén indukalhatdsagban is; a hspalb (egérben hsp70.1) érzékenyebb, és a
stresszhatdsok szélesebb korére reagdl (Lee és Seo, 2002). A hspala pedig az erdteljesebb
karosodasok esetében felelds a Hsp70 szint ndvekedés jelentds részéért (Akcetin és mitsai,
1999). A két gén nem teljesen azonos szabalyozasat mutatja, hogy hiperozmotikus stresszre
csak a hspalb reagél, ami nem a HSE-ken, hanem hdrom tavolabbi TonE elemen keresztiil

torténik (Woo és mtsai, 2002).

2.3.4.2. Tovabbi promoter elemek

A stresszindukalhatosagot biztosito6 HSE-k mellet tovabbi transzkripcidos faktor
kotohelyek is talalhatok a promoter régidban. Ilyenek példaul az Sp1-kotd helyek és a CAAT-
boxok, amelyek gének alapszintli expresszidjat és a fellazult kromatinszerkezet kialakulasat

biztositjak (Williams és Morimoto, 1990). Az onkogének hatdsa és a sejtciklus fiiggd
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szabalyozas a bazalis promoterelemekhez kapcsolodd faktorokon keresztiili fehérje-fehérje
kdlcsonhatasok révén valosul meg (Taira és mtsai, 1999).
Munkam sordn stresszor specifikus szabalyzo elemek utdn kutatva a patkény hsp70.1

--------

jellemz6 elemeit mutatom be.

Sp-1
HSE HSE HSE box hsp70 transzkripciod

—1 H—HH=

50 bp

6. abra A patkany hsp70.1 gén szabalyzé régidja. Az abran a kozeli, -350 bp-ig terjedd
promoter szakasz transzkripcids faktor kotohelyeit tiintettiik fel. A régioban 3 HSE, valamint
a bazalis expressziot biztositd TATA-box, CAATT-boxok és Sp-1-kotd helyek talalhatok.

2.4. A STRESSZVALASZ AKTIVACIOJANAK FOLYAMATA

A stressz hatasara bekovetkezd valaszreakcid is egy szignal transzdukcids folyamat
eredménye, melynek az alabbiak az altalanos 1épései:

e szigndl érzékelése

e jel tovabbitasa, felerdsitése, integracidja

o cffektor molekuldk megjelenése/aktivacioja

Ahogy haladunk az egyre “kordbbi” események felé a stresszvélasz folyamataban, azt
tapasztaljuk, hogy egyre hidnyosabbak az ismereteink, az Osszefiiggések egyre kevésbé
feltartak.

A korabban bemutatott Hsp-k a stresszvalasz effektor molekuldinak egyik csoportjat
alkotjak, felépitésiik és mitkodésiik jol jellemzett.

A hsp-k expresszidjat szabalyzo HSF1 az egyik végsd szabdlyzo fehérjének tekintheto,
amely kozvetleniil befolyasolja az effektor molekulak képzodését. A HSF1 szerkezetérol,
aktivaciojarol, a transzkripciora gyakorolt hatdsarol szamos adat all mar rendelkezésre.

Azonban a mai napig nem ismert aktivacidjanak pontos mechanizmusa. A széles korii
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poszttranszlaciés modositasok arra utalnak, hogy a HSF1 kozponti, integrald szerepet tolt be,
ugyanis szamos stressz altal érintett jelatviteli utvonal aktivacidja vagy éppen gatlédasa
nyomot hagy a fehérjén. A mddositdsok mintazata meghatarozhatja az aktivalt gének korét és
az indukci6 mértékét.

Tobb jelatviteli utvonal esetében bizonyitottdk, hogy részt vesznek a stresszvalasz
folyamatéban. Ide tartoznak tobbek kozott az ERK, JNK, p38 MAP kindz utvonalak, az
intracellularis Ca®" szint novekedés, valamint a PKB/AKT jelatviteli ut (Nadeau és Landry,
2007; Price és Calderwood, 1991). A megemlitett utvonalak Osszefiiggésbe hozhatok a HSF1
meghatarozott Ser oldallancainak foszforilacigjaval, ezen keresztiil a Asp gének indukciojaval,
valamint az apoptoézisban résztvevd fehérjék szabélyozasaval is. Ily mdédon aktivacidjuk és
szovevényes egymasra hatdsuk végsé soron meghatarozza a sejtek sorsat, eldsegiti a sejtek
tulélését, vagy apoptozisra itéli Oket. Az Utvonalak kozti Osszefliggések, de kivaltképp az
aktivaciojuk mechanizmusa még részleteiben nem tisztazott.

A stresszvalasz taldn legkevésbé jellemzett pontja a folyamat elsd lépése, a stressz
érzékelése. Maig is kozponti kérdés, hogy melyek a sejtek elsddleges stressz-szenzorai,
amelyek a kornyezeti valtozasokra reagélva elinditjak a jelatviteli utakat, és elvezetnek tobbek

kozott a HSF1 aktivaciohoz €s a Asp-k indukcidjahoz.

2.4.1. A stresszérzékelo mechanizmusok

2.4.2.1. A denaturalt fehérjék, mint stressz-szenzorok

A stresszvalasz soran indukal6dé Hsp-k funkcidjukat tekintve molekuldris chaperonok, és
a fehérjék mitkodoképes, nativ szerkezetének kialakitdsidban €s fenntartdsdban jatszanak
szerepet. A Hsp-k funkcidjabol kiindulva szamos szerzd joggal feltételezte, hogy elsdsorban a
fehérjék karosodasa, denaturacioja szolgalhat jelként a HSF1 aktivaciojahoz és ezen keresztiil
a hsp-k indukcidjdhoz. A protein denaturacido kdzponti jelentdségét tdmasztja ald az a korai
megfigyelés, hogy a hsp gének indukciojat eld lehetett idézni denaturalt fehérjek
mikroinjekcidjaval, mig nativ fehérjék hatdsdra nem indult el a stresszvdlasz folyamata
(Ananthan és mtsai, 1986).

A széles korben elfogadott ,denaturaciés modell” alapjan a HSF1 aktivacidja
kovetkezOképp torténik. Normal koriilmények kozott a HSF1-et Hsp90/Hsp70 tartalmu
chaperon komplexek tartjdk monomer, inaktiv allapotban. A HSF1 ingazik a sejtmag ¢€s a

citoplazma kozott. Stressz hatasara megnd a karosodott fehérjék mennyisége, és a
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denaturalodott fehérjék “elszivjak” a HSF1-t6l a chaperonokat. Ennek kovetkeztében a HSF1
felszabadul a chaperon gatlas alol, felhalmozodik a sejtmagban, és megtorténnek a HSF1
aktivacio egyes Iépései. Késobb az egyre nagyobb mennyiségben termelddé Hsp-k (Hsp70,
Hdj-1) és egy HSF1-koté fehérje (HSBP1) a HSFI-hez kapcsolodik, ami a trimerek
lecsengését eredményezi (Morimoto, 1998).

Tovabbi munkék is megerdsitették, hogy a fehérje denaturacié fokozodasa hatarozza meg

a HSF1 aktivacio és a hsp70 indukcio mértékét (Gosslau és mtsai, 2001).

2.4.2.2. Az alternativ stresszérzékel6 mechanizmusok kérdése

A hsp gének indukcidjat egymastdl igen eltérd tulajdonsagll kdrnyezeti stresszhatasok,
patologias allapotok és fiziologias folyamatok is elSidézik. fgy felmeriil a kérdés, hogy
mennyire tekinthetd altalanos érvénylinek a fent vazolt denaturaciés modell? Vajon a
kiilonboz6 stresszorok mennyire kdzds vagy mennyire eltérd ttvonalakon keresztiil idézik eld
a HSF1 aktivacigjat.

Tobb adat is aldtdmasztja azt az elképzelést, hogy a stresszhatasok kiilonbozé utvonalakon
keresztiil inditjak el a hésokk valaszt. Az enyhe hésokk esetében példaul a Asp expresszid
redukalo szerekkel gatolhatd, még az erdteljes hdsokk sordn ez nem figyelhetd meg (Huang és
mtsai, 1994). Az enyhe hdésokk altal kivaltott stresszvdlaszban a Racl monomer G fehérje
nélkiilozhetetlen, mig az erdteljes hdsokk Racl fiiggetlen titvonalon aktivalja a HSF1-et (Han
¢s mtsai, 2001; Park és mtsai, 2005). A kadmium kezelés viszont koncentraciofiiggd modon,
vagy a p38, vagy az ERK MAP kinazokat aktivalva indukélja a Hsp70 termelédését (Hung és
mtsai, 1998). Az ozmotikus stressz és a hipoxia pedig - szemben a hdstresszel - a p38 MAPK
utvonalon keresztiil fokozzdk a hsp70 gén kifejez6dését (Sheikh-Hamad és mtsai, 1998;
Uehara és mtsai, 1999).

Mivel a hdsokk valasz stresszor specifikus modon, kiilonb6zd utvonalakon keresztiil is
megvalosulhat, feltételezhetd, hogy a fehérje denaturdcidé mellett maés, alternativ

stresszérzékeld mechanizmusok is mitkodnek a sejtekben (7. abra).
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7. abra A sejtek potencialis stresszérzékel6i: fehérjék, RNS molekulak, membranok, redox
allapot. (Vigh és mtsai, 2007 alapjan)

Redox-érzékelé

Egy lehetséges stressz-szenzor a redox allapot valtozasa. A HSF1 képes érzékelni a redox
allapot valtozasat, mivel DNS-k6t6 doménjében két Kkitiintetett szerepli cisztein
aminosavoldallanc taldlhatd, amelyek kozott stressz hatdsara intra- vagy intermolekularis
diszulfid hidak alakulnak ki. A cisztein oldallancok ¢és a kialakuld diszulfid hidak sziikségesek
a HSF1 trimerizacidjahoz és a hasp gének indukcidjdhoz (Ahn és Thiele, 2003).

RNS-érzékelo
szenzornak tekinthetd (Shamovsky és Nudler, 2008). Meglepd felfedezés volt, hogy a HSF1
aktivacidjahoz sziikséges egy konzervalt, nem kodolé RNS molekula (hésokk-RNS1, HSR1)
jelenléte is. Kimutattak, hogy a HSR1 csendesitésekor nagy mértékben visszaesik a sp gének
indukcidja. A HSR1-nek - az eEFla-val egyiitt - az aktiv HSF1 trimerek kialakulasaban,
stabilizalasdban tulajdonitanak nélkiilozhetetlen szerepet. Szamitogépes modellezés alapjan a
HSR1 igen 0sszetett masodlagos szerkezettel rendelkezik, ami hdsokk hatasara raadasul 4t is
alakul. Ez alkalmassa teszi a termoszenzor funkcid betoltésére (Shamovsky €s mtsai, 2006).

Membran-érzékeld

A fentiek mellett a a membranok is részt vehetnek a stressz érzékelés folyamataban.
Csoportunk korabbi, azdta bizonyitott feltételezése alapjan a sejtmembran nem csupan a

cellularis kéarosodds és az adaptacios mechanizmusok egyik célpontja, de aktualis
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lipidosszetétele és fizikai allapota, ill. annak modulacidja egyben kdzponti szereppel birhat a
stressz  szignal elsddleges érzékelésében, a stressz indukalta jelatviteli Utvonalak
aktivaciojanak szabalyozasdban (Vigh és mtsai, 1998)

A membran-szenzor hipotézis részletesebb attekintése elétt azonban még fontosnak tartom
az eukaridta membranok szerkezetének, azon belill is a membranok mikrodomén

szervezddésének bemutatasat.

2.5. A MEMBRANOK SZERVEZODESE

A sejteket és az organellumokat hatarolo bioldgiai membranok lipidekbdl, fehérjékbdl és
szénhidratokbol épiilnek fel. A fehérjék az amfipatikus lipidek altal 1étrehozott kettds rétegbe
agyazodnak be kiilonb6z6 mélységben és erdsséggel. Az 1972-ben kozolt Singer-Nicolson
fluid-mozaik membran modell a membranokat egy két dimenzids oldatnak tekinti, amelyben a
viszkozus foszfolipid kettdsréteg oldoszerként szolgal az integrans membranfehérjék szamara
(Singer és Nicolson, 1972). A modell értelmében a molekulak véletlenszeriien oszlanak el a
membranban, foroghatnak, valamint a membran sikjaban oldalirdinyban szabadon
elmozdulhatnak.

A Singer-Nicolson elképzeléshez képest napjainkban sokat finomodott €s atalakuloban
van a membranokrol alkotott kép (Vereb és mtsai, 2003). A kisérleti eredmények arra utalnak,
hogy a molekuldk nem véletlenszerlien és homogénen oszlanak el, hanem jelentds mértéki
kettdsréteg aszimmetria, laterdlis heterogenitds, valamint (funkcionélis) kompartmentalizacid

figyelhetd meg a membranon beliil (Vigh és mtsai, 2005).

2.5.1. A membran kettdsréteg aszimmetriaja

Az dllati sejtek plazmamembranjdban a kiilonb6zd lipidosztalyok eltérd mennyiségben
talalhatok meg a kettosréteg két oldalan: a foszfatidil-kolin, a szfingomielin, ill. a
glikoszfingolipidek szinte kizarélag a kiilsd oldalon, mig az aminofoszfolipidek (foszfatidil-
szerin, foszfatidil-etanolamin), valamint a foszfatidil-inozitol és foszfatidsav elsdsorban a sejt
feloli oldalon helyezkednek el. A membran kiilsé és belsd rétege kozotti aszimmetria

fenntartasarol kiilon enzimrendszerek gondoskodnak (Devaux és Morris, 2004).
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A membran aszimmetridgja alapvetd bioldgiai jelentdséggel bird tulajdonsag. Az
aszimmetrikus elrendezddés biztositja példaul a foszfatidil-inozitol hozzaférhetdségét a belsd
rétegben specifikus foszfolipdzok szamdra. A citoplazmatikus oldalon taldlhat6 foszfatidil-
szerint pedig stresszhatasokra, pl. er0sebb hohatas vagy trombocita aktivacid, “Osszekeverd
enzimek” (scramblase-ok) a kiilsd rétegbe transzportaljak. A kiils6 rétegben megjelend
foszfatidil-szerin felismerd szignalként szolgal fagocitdk szamara (Verhoven és mtsai, 1995).
A sejtek Oregedése és apoptodzisa soran részben ez a folyamat adja meg a jelet a faldsejtek

szdmara a bekebelezéshez (Martin és mtsai, 1995).

2.5.2. A membran mikrodomének szervezodésének alapja: a fazisszeparacio

A membranok lateralis heterogenitasanak, a membrankomponensek
kompartmentalizacidjanak lehetdségét (tobbek kozott) biofizikai mérések adatai vetették fel.
Megfigyelték ugyanis, hogy tobb komponensii liposzémakban egymdas mellett 1étezhetnek
kiilonboz6 fazisallapot lipiddomének. Az Osszetételtdl, valamint a hdmérséklettdl fliggden
gél,  rendezett-folyadékkristalyos  (,,liquid-ordered”, 1,),  valamint rendezetlen-
folyadékkristalyos (,,liquid-disordered”, l4) fazisok szeparadlédhatnak (Brown ¢és London,

1997) (8. 4bra).

8. abra A gél és folyadékkristalyos fazisok szeparalodasa lipid vezikuliakban. A
vezikuldkat dilauril-foszfatidilkolin (révid rendezetlen zsirsavoldallanc) és dipalmitoil-
foszfatidilkolin (hosszi rendezett zsirsavoldallanc) lipidekbdl hoztak 1étre. A pirosan
fluoreszkalo lipid analog (DiIC18) a rendezett , a z6lden fluoreszkalo lipid analog (BOPIPY-
PC) pedig a rendezetlen doménekben halmozodik fel. (Edidin, 2003 alapjan)
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A lipidek az 13 és az 1, fazisokban - a ,fagyott”, rendezett gélfazissal ellentétben -
mozgékonyak, oldalirdnyban elmozdulhatnak. Az 1, fazist a magas olvadéasi homérsékletii,
hosszu, telitett zsirsavoldalldncu lipidek hozzék létre koleszterin jelenlétében, mivel ezek a
molekuldk szorosan egymdés mellé tudnak rendezddni. Az 1y fazisban kevésbé szoros a
»pakolodas” mértéke. Ebben a fazisban a telitetlen zsirsavoldallancu, alacsony olvadasi
hémeérsékletii lipidek talalhatok (Brown és London, 1997).

Tehat mesterséges membranokban a lipidek nem véletlenszeriien keverednek egymassal,
hanem a fazisszeparacido kovetkeztében eltérd tulajdonsagt és Osszetételii lipiddomének
alakulnak ki. Mivel a biologiai membranokat igen sokféle lipidmolekula épiti fel, amelyek
egyrészt a polaris fejcsoport mindségében, masrészt a hidrofob zsirsavoldalldncok hosszaban
és telitettségében kiilonboznek egymastol, joggal feltételezhetd, hogy a membranokban
fiziologias korilmények kozott koleszterin jelenlétében elkiiloniilhetnek és egyiitt 1étezhetnek

l, €s 14 tazisdllapoth membrandomének (Vigh és mtsai, 2005).

2.5.3. A rendezett mikrodomének (raftok) biokémiaja

Az ¢l6 sejtek membranjanak laterdlis heterogenitasat biokémiai adatok is alatdmasztjak.
Nem ionos detergensek alkalmazasakor detergens kezeléssel nem szolubilizalhatd, Un.
detergens rezisztens, kis slirliségli membranfrakcio (DRM) izolalhato. Ez mar 6nmagéban is
azt jelzi, hogy a membranokban kiilonb6z6 szervezddésti, igy a detergens kezelésre eltérden
reagdldo domének taldlhatok. Mivel az 1, fazisallapota lipiddomének sem szolubilizdlhatok
nem ionos detergensekkel, igy feltételezhetd, hogy a DRM frakcio az 1, fazisallapoti
membranrégiokbdl alakul ki (Brown és London, 1997).

A DRM frakcio Osszetételének vizsgalatakor azt tapasztaltak, hogy nagy mennyiségben
tartalmaznak koleszterint, szfingolipideket és telitett zsirsavoldallancu lipideket (Brown és
Rose, 1992). A DRM-okban a lipidek mellett fehérjék is talalhatok, jellemzd proteinek pl. a
glikozil-foszfatidilinozitol horgonnyal rendelkezd fehérjék, valamint a lipid/kettds zsirsav
horgonyt viseld fehérjék (pl. Src-kindzok, G protein a alegysége, Hedgehog). Ezek a fehérjék
olyan telitett lipid/zsirsav horgonnyal rendelkeznek, amelyek a rendezett 1, lipidfazis felé
mutatnak nagy affinitdst. Transzmembran fehérjék is detektdlhatok a DRM-ekben, azonban
¢s mtsai, 1997).

A fenti ismeretek birtokdban a kilencvenes évek végén egy 1) membran-modellt vazoltak

fel (9. abra).
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9. abra A raft modell. A membranban kiillonb6zd Osszetételll €s eltérd fazisallapotu régiok
kiilontilnek el. (Madore és mtsai, 1999 alapjan)

A modell alapjan a membranban koleszterin-szfingomielin gazdag, az 1, f4zishoz hasonld
allapoti régiok kiiloniilnek el, amelyeket raftoknak (membrantutajoknak) neveztek el. A
raftokat egy kevésbé rendezett, fluidabb, elsdsorban telitetlen zsirsavoldallanct
glicerolipideket tartalmazé membranmatrix veszi koriil (Simons és lIkonen, 1997). A
raftokban a membranfehérjéknek csak egy része mutathato ki, tehat mig bizonyos fehérjék
koncentralodnak, addig mas fehérjék kirekesztodnek azokbol. Azaz a raftok a
mikrokornyezetiiktol eltérd, jellegzetes lipid- és fehérje Gsszetétellel rendelkezd szigeteket
jelentenek a membranban. A membranfunkciok koziil a raftoknak alapvetd jelentdséget
tulajdonitanak példdul a szignal transzdukcids folyamatok szabalyozasaban, szervezésében
(Simons és Toomre, 2000).

A raftok Osszetételének vizsgalatdban széles korben elterjedt modszer a fent emlitett
DRM-ok analizise. Megfigyelték azonban, hogy a detergens mindsége, ill. az extrakcid
koriilményeinek valtoztatdsa nagy mértékben befolyasolja a kapott eredményeket (Pike és
mtsai, 2005). Ezen kiviill az izoldlas soran elveszithetjik a raftokhoz csak gyengén
asszocialodo, ill. a citoszkeletonhoz is kot6dd fehérjéket. Igy az adatok értelmezése és a
kovetkeztetések levonasa kortltekintést igényel. A raftok szerepének vizsgalatara,
feltételezett raft komponensek azonositdsara azt a megkdzelitést is hasznaljak, hogy a raftok

nativ szerkezetének - pl. koleszterin részleges kivonassal torténd - megbontdsa utan
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tanulmanyozzak a membranfunkciok modosulésat, a fehérjék lokalizacidjanak, DRM-okhoz

.....

A fentebb ismertetett biokémiai modszerek jelentdsen hozzdjarulnak a raftok
modszerek nem nyujtanak kellé informaciét a DRM-ok eredetérdl, nyitva hagyjak a kérdést,
hogy az €16 sejtekben hogyan valosul meg a laterélis heterogenitas, milyen forméban léteznek

a targyalt raftok (Munro, 2003).

2.5.4. A membran mikrodomének és raftok mikroszkopiaja

A ,raft korszakot” megel6zden is torténtek erdfeszitések a membranok mikrodomén
szervezOdésének  kozvetlen kimutatdsdra. Fluoreszcens mikroszkopos technikaval
(,,fluorencence recovery after fotobleaching”, FRAP moddszer) mar 1987-ben bizonyitottak
mikrométer skalaju domének létezését fibroblaszt sejtekben (Yechiel és Edidin, 1987). Ezen
kezdeti sikerek ellenére a raftok detektalasa szamos nehézségbe iitkozott. Jellemzden csak a
raftok Osszekapcsolasaval, a raft komponensek keresztkotésével tudtak lathatova tenni a
mikrodoméneket (Harder és mtsai, 1998). Ennek egyik magyarazata az volt, hogy a raftok
mérete altalaban tal kicsi ahhoz, hogy fénymikroszkoppal detektalhatd legyen (1d. 2.5.5. Mit
neveziink ma raftnak?).

fgy a membrandomének tanulmanyozisa 0j technikak, Osszetettebb, specializaltabb
miuszerek alkalmazasat tette sziikségessé. Egyrészt a raft komponensek lokalizaciojanak,
egyiittallasdnak, masrészt a molekuldk mozgéasanak kovetésével probaltak informaciot nyerni
ezen domének dsszetételérdl, dinamikdjarol, méretérol, fizikai allapotarol.

Fontos eldrelépés volt az egy molekula mikroszkopia (,,single dye tracing microscopy”)
bevezetése, mellyel a modszer uttoérdi, Schindler és Schiitz, izomsejtek plazmamembranjanak
egyedi membrandoménjeit tették lathatovd. A rendezett (,,liquid-ordered”) fazisallapot
jellemzdit mutaté domének mérete 0,2-2 mikrométer kozé esett, és mintegy 13 %-at fedték le
a plazmamembran feliiletének (Schiitz és mtsai, 2000).

Némileg eltérd, de elveiben hasonld az egy részecske mozgasat koveté mikroszkopia
(,,single particle tracking”), amely segitségével Kusumi és munkatéarsai arra a kovetkeztetésre
jutottak, hogy a plazmamembrin 50-200 nm-es kompartmentekre tagolodik. A
kompartmentek hatdrait a membranok alatt huzddd aktin citoszkeletdlis rendszer és a

transzmembran fehérjék hozzak létre. A membranalkoté molekuldk a kompartmenten beliil

33



szabadon diffundédlnak, de a kompartmentek kozotti mozgas (,,hop diffuzio”) csak bizonyos
1dékozonként (atlagosan 11 ms) torténik meg (Kusumi és mtsai, 2005).

Az Un. Laurdan mikroszkdpiaval a membran fizikai allapotardl nyerhetiink informéaciokat,
ugyanis a Laurdan egy olyan membranba ¢ékel6dd fluoreszcens festék, amelynek emisszids
spektrumat a membran aktudlis fluiditasi szintje befolyasolja. Ezzel a technikaval lathatova
tették, hogy a plazmamembranban valdban eltérd fluiditdsu régiok talalhatok, és ezzel
bizonyitottdk a fazisszeparacid 1étét in vivo €16 sejtekben (Gaus és mtsai, 2003). A rendezett
domének koleszterin kivondsra érzékenyek voltak, és a hdomérséklet emelése novelte a
rendezett és a kevésbé rendezett régiok fluiditasat is. Rigidebb régidkat talaltak specifikus
struktirdknal, mint a filopédium, lammelipodium, immunolégiai szinapszis, adhézios pontok,
sejt-sejt kontaktusok. A detektdlt doménekrél fontos tudni, hogy nem egyedi
kompartmenteket jelentenek, hanem egy membranrégié egészének allapotat jellemzik. A
megfigyelések megerdsitettek azt az elképzelést is, hogy a nagy méretli, stabil, rendezett
lipidfazist membrandomének kialakuldsdban a fehérje-fehérje kdlcsonhatasoknak és az aktin

citoszkeletonnak dontd szerepe van (Gaus és mtsai, 2006).

2.5.5. Mit neveziink ma raftnak?

A biokémiai, ill. mikroszkopos moédszerek hasznalatabodl szarmazd, sokszor egymdasnak
ellentmond6 kovetkeztetések fogalmi kezelhetdsége érdekében egy kdézelmultban rendezett
konferencian (“Keystone Symposium on Lipid Rafts and Cell Function”) a teriileten dolgozo
vezetd kutatok felallitottak és elfogadtak egy altalanos definiciot arrdl, hogy mit is tekintiink
ma raftnak (Pike, 2006). Ez alapjan a membran raftok kis méretii (20-100 nm atmérdjii),
heterogén, dinamikus, koleszterinben és szfingomielinben gazdag membran mikrodomének,
amelyek a sejtfolyamatok kompartmentalizdcidjaban jatszanak kozponti szerepet. A definicio
megalkotasakor elvetették a “lipid raft” kifejezést, mert a domének kialakitasaban a lipid-lipid
kolcsonhatasok mellett a lipid-fehérje és fehérje-fehérje kolcsonhatasok egyarant részt
vesznek. A definici6 arra is felhivja a figyelmet, hogy raftok nem csak a plazmamembranban,
hanem a bels6 membranrendszerben is Ilétezhetnek. Mivel nem bizonyitott, hogy a
koleszterin-szfingomielin gazdag raftok az un. 1, fazisallapotban vannak az €16 sejtekben, igy
ezt a tulajdonsagot sem foglaltdk bele a definicioba. Hasonloképp a detergens rezisztencia is

kimaradt a definiciobol, jelezve, hogy 6nmagdban a DRM-ek vizsgilata nem bizonyitja a

------
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Az 1j raft definicié kapcsan Edidin azt is hangsulyozta, hogy a membranok lateralis
szervezddésének vizsgalatakor nem szabad figyelmen kiviil hagyni, hogy az un. raftokon
kiviil kialakulhatnak egyéb - igen valtozatos dsszetételli €s eredetii - mikro- és makrodomének
is a membréanokban (Shaikh és Edidin, 2006).

Osszefoglalva, egy olyan kép rajzolodik ki a raftok, ill. tigabb értelemben a membran
mikrodomének vilagardl, ahol a raftok igen véaltozatos, nanométer skalaju, dinamikus
szervezddések, amelyek néhany lipid és fehérjemolekuldbodl allnak (Mishra és Joshi, 2007).
Kiilonb6zd lipid komponenseket bar eltérd aranyban tartalmaznak, de a koleszterin és a
szfingolipidek feldisuldsa mindig megfigyelhetd benniik. A raftok elkiiloniilo kis egységek,
de mivel rovid ¢életidejliek, dinamikus egyenstulyban vannak a kérnyez6 nem-raft doménekkel.
Bizonyos koriilmények kozott a raftok ossze is olvadhatnak, és mikrométer skalaju, hosszabb
¢letidejli  doméneket hozhatnak Iétre, amelyeket a fehérje-lipid, ill. fehérje-fehérje
kolcsonhatasok mellett az aktin citoszkeletonnal kialakitott kapcsolatok is stabilizalnak.

A fentiek alapjan a korabbi fluid-mozaik membran modellben a hangsuly a fluiditas feldl
egyre inkdbb a mozaikossag felé tolodik. A membranalkotdé molekuldk kozti (lipid-lipid,
lipid-fehérje, fehérje-fehérje) kolcsonhatasok, ill. az extracellularis térrel, a citoszkeletalis
rendszerrel kialakitott kapcsolatok meghatarozzak és folyamatosan, dinamikusan Gjrarendezik

a membranban kialakuld komplexek szervezddését, szerkezetét.

2.6. MEMBRAN-SZENZOR HIPOTEZIS

E16 sejtekben a membranok jellemzden a folyadékkristalyos allapotot igyekeznek felvenni
¢s megtartani, ami biztositja a komponensek mozgékonysagat, a fehérjek milkdodését, a
membran szemipermeabilitasat, flexibilitasat, azaz a membranfiiggd folyamatok optimalis
végbemenetelét. Azonban a membranok igen érzékenyen reagélnak a kornyezeti hatdsokra. A
homeérséklet ingadozasaval atalakul a membranok fazisallapota és/vagy szerkezete, és a
membran Osszetételének fiiggvényében gél, ,hiperfluid” vagy nem kettOsréteget alkoto,
forditott hexagonalis fazisok (Hy) is Iétrejohetnek (Gennis, 1989). Ez alapvetden
megvaltoztatja a membran dinamikai tulajdonsagait ¢és ezzel 0Osszefliggésben

miikodéképességét is (Vigh és mtsai, 1998).
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2.6.1. A hémérséklet-valtozas membranokra gyakorolt hatasa

Alacsony hOmérsékleten a membran egyre rendezettebbé valik, és fagyott, gélszerii
fazisallapot alakul ki. A fluid-gél fazisatalakulas a lipidek olvadasi homérséklete alatt
kovetkezik be. Mivel a membanalkotd lipidek olvadasi homérséklete a zsirsavoldallancok
hosszatdl, telitettségétdl, a fejcsoportok mindségétdl fiiggden eltérd, a homérséklet
csokkenésekor fazisszeparacio figyelheté meg, €s elkiiloniilnek egymastdl a gél, valamint a
folyadékkristalyos allapoti membranrégiok. A fazishatarokon konnyebben jutnak at a
molekuldk, igy jelentdsen megnd a membran permeabilitdsa (Quinn, 1985; Clerc és
Thompson, 1995). Nem meglepd, hogy szoros Osszefiigést talaltak hidegsokk sordn a
membran kérosodasa €s az é161ények elhaldlozasa kozott (Vigh és mtsai, 1998).

A magas hOmérsékleti stressz ndveli a membrankomponensek mozgékonysagat, a

membran egyre rendezetlenebbé valik, €s az un. hiperfluid fazisallapotba keriil. A

crer

crer

1993). Extrém kornyezeti kortilmények kozott még a membran kettdsréteg szervezddése is
felborulhat, és forditott hexagonalis fazis (Hp) is létrejohet (Gounaris €és mtsai, 1983),

(Gounaris €s mtsai, 1984).

2.6.2. Adaptacios folyamatok a membranban

Mivel a membran fazisallapotdnak megvaltozasa stlyosan érinti a membranfunkciok
miikddését, a sejtek igyekszenek ellenstilyozni a hémérséklet membranfluiditasra gyakorolt
hatasat. A folyamatot homeoviszkozus adaptacionak nevezziik (Sinensky, 1974). Mivel a
membran lipidosszetétele, a membranalkotd lipidek zsirsavoldallancainak hossza és
telitettsége alapvetden meghatarozza a membran fizikai tulajdonsagait, igy a zsirsavosszetétel
modositdsa az adapticio egyik lehetdségét jelenti. A hosszi szénlancu telitett zsirsavak
novelik a membranok rendezettségét, ennek megfelelden a magas hdémérséklet
membranfluidizald hatasa ellen ugy védekezhetnek a sejtek, hogy megemelik a telitett
zsirsavoldallancu  lipidek mennyiségét. Alacsony homérsékleten viszont a telitetlen
zsirsavoldallancu lipidek aranyanak novelésével biztositjdk a membran folyadékkristalyos
allapotanak fennmaradasat. A zsirsavOsszetétel mellett a kiilonbozé lipidosztalyok
mennyiségének, a koleszterol tartalomnak és a fehérje/lipid ardnynak az atalakitasa is
hozzéjarul a membran kompenzacios folyamataihoz (Cress és mtsai, 1982; Shmeeda ¢€s mtsai,

2002; Robichon ésDugail, 2007). Tehat a membranok dsszetételének modositasa kdzponti
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eleme a sejtek adaptacios folyamatainak, de vajon a membranok részt vesznek-e a kornyezeti

feltételek valtozasanak érzékelésében is.

2.6.3. A membranok, mint stresszérzékelok prokariota sejtekben

A “membran, mint  stressz-szenzor”  hipotézis = megalkotasat  prokaridta
modellszervezeteken végzett kisérletek alapoztak meg.

A deszaturazok (pl. DesA) olyan enzimek, amelyek a lipidek zsirsavoldallancéban kettds
kotést hoznak létre. A DesA enzim termelddése alacsony hdmérsékleten indukalodik, ezaltal
megno a telitetlen zsirsavoldallancu lipidek ardnya a membranban. Ez hozz4jarul az alacsony
homeérséklet rigidizaldo hatasanak ellensulyozasahoz. Synechocystis kékalgdkban csoportunk
kimutatta, hogy a membranfluiditas valtozas szolgal jelként a des4 expresszid ndvekedéséhez.
A hoémérséklet-csokkenés membranokra gyakorolt hatasat alga sejtekben katalitikus
hidrogénezéssel modellezték. A katalitikus hidrogénezés sordn a sejtek citoplazma
membranjaban a zsirsavoldallancok telitddnek, és a membran — a hdmérséklet csokkentéshez
hasonléan — rigidebbé valik, de izoterm korilmények kozott. A desA gén izoterm
koriilmények kozott is indukalddott a katalitikus hidrogénezés hatasara (Vigh és mtsai, 1993),
ami arra utalt, hogy a sejtek a hdmérséklet csokkenését a membranok rigidizacidjan keresztiil
érzékelték.

Tanulméanyoztdk a membranok magas hOmérsekleti stressz érzékelésében betoltott
szerepét is. Ehhez a membranok fizikai allapotat tobbféle uton is modositottak: a novesztési
homérséklet valtoztatdsaval, katalitikus hidrogénezéssel vagy egy membranba ¢ékelddo,
membranfluiditdst ndveld molekulaval, a benzil-alkohollal (BA). Azt tapasztaltadk, hogy a
membranok fluiditasa alapvetden meghatarozza a Asp gének expresszidjanak mértékét €s
homérséeklet-fliggését. A tilakoid membréanok fluiditdsanak novelésével ugyanis a Asp gének
maximalis indukcidja az alacsonyabb hdmérsékletek irdnyaba tolodott el Synechocystis
kékalgakban (Horvath és mtsai, 1998).

A  membranfluidizdl6 BA kezelés hatasara Escherichia coli baktériumban 1is
megemelkedett a Asp gének expresszidja (Shigapova és mtsai, 2005). Erdekes modon BA
kezelés utan nem lehetett kimutatni a Hsp fehérjék szintjében novekedést, csak a Asp mRNS-
ek mennyisége emelkedett meg. Azonban ennek ellenére termotolerans allapot fejlédott ki a
baktérium sejtekben, ami egyiitt jart a membranok lipid Osszetételének jelentds

atrendez6désével.
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A fentiek alapjan a membréanok Osszetételének, fizikai allapotanak valtozasa befolyasolja
a Hsp-k termelddését. A Hsp-k képzdédése viszont vissza is hat a membranok allapotara,
ugyanis a Hsp-k kolcsonhatasba 1épnek a membranokkal. (Horvath és mtsai, 2008). Hésokk
alatt megnovekszik a membankotott sHsp-k mennyisége cianobaktériumokban, és ez két
egyrészt noveli a membran mikroviszkozitasat, igy képes ellenstilyozni a magas homérséklet
fluidizalo hatasat, masrészt gatolja a lipid kettdsréteg felbomldsat is, ami a membran
integritasdnak megorzését segiti eld (Tsvetkova és mtsai, 2002). Pro- €s eukaridta sejtekben is
szamos Hsp csaladtag (sHsp-k, Hsp60, Hsp70) membranasszociojat mutattak ki (Torok és
mtsai, 2001; Torok és mtsai, 1997; Nakamoto és Vigh, 2007; Horvath és mtsai, 2008).
Néhény esetben az is tisztazott, hogy a Hsp-membran kdlcsonhatds lipideken keresztiil
valosul meg. Csoportunk nemrégiben bizonyitotta, hogy Synechocystis kékalgdkban a
kizar6lag magas hdmérsékleten halmoz6do, telitett ,,hdsokk lipid” - a monogliikozil diglicerid
horgonyozza (Balogi és mtsai, 2005).

A fenti eredmények alapjan felvazolhaté egy modell, amelyben a membranok egy

visszacsatolason alapuld korben szabalyozzak a hdsokk fehérjék termelddését (10. abra).
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10. abra A membran-szenzor modell. Stressz (hdsokk) hatdsira a membranok
fluidizalodnak, ami egy még ismeretlen Utvonalon keresztiil jelet kiild a sejteknek a
stresszvalasz €s a Hsp szintézis indukcidjahoz. A termelédé Hsp-k egyrészt
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védik/helyredllitjdk a karosodott fehérjéket, masrészt a membranokhoz kapcsolodva
stabilizaljdk a membran szerkezetét. A stabilizdlcioval megsziinik a membran-szenzor
jelképzése, ami a hdsokk valasz lecsengését eredményezi. (Vigh €s mtsai, 2007 alapjan)

2.6.4. A membranok potencialis stresszérzékelok eukariota sejtekben is

Tobb adat utal arra, hogy a membranok eukariota sejtekben is részt vesznek a
stresszérzékelés folyamataban. Eleszté sejtekben a membranlipidek zsirsav Osszetételének
modosulésa, a telitett €s telitetlen zsirsavoldallancok aranyanak megvaltoztatasa befolyasolja
a hsp gének kifejez6dését és a hosokk valasz kiiszobhomérsékletét (Carratu és mtsai, 1996).
Halaknal is megfigyelték, hogy a hdsokk valasz kiiszobhdémérsékletét az eldzetes adaptacios
hémeérséklet hatdrozza meg. 5, ill. 19 °C-on tartott pisztrangoknal eltérd hdmérsékleteken, de
mindkét esetben 5 °C-kal az adaptacios homérséklet felett kovetkezett be a Asp70 indukcidja.
Azaz az 5 °C-on tartott allatokban mar 10 °C-on megndvekedett a hsp70 expresszidja. Mivel
az adaptaciés homérséklet, ill. a kiviilrl adott politelitetlen zsirsavak nagy mértékben
befolyasoltdk a membranok Osszetételét, ez is arra utal, hogy a fehérje denaturacid mellett
egyéb faktorok, mint a membranok fizikai allapotdnak valtozésa is hozzajarul a stressz
érzékeléséhez (Samples €s mtsai, 1999).

Korai vizsgalatok kimutattdk, hogy emlds sejtekben is zajlanak membranfliggd
folyamatok stresszhatdsok soran. A stresszvalaszt kivaltd kezelések foszfolipaz (foszfolipaz
C, foszfolipaz A;) enzimeket aktivalnak, ami masodlagos lipid hirvivé molekuldk
felszabadulasahoz vezet (Calderwood ¢és Stevenson, 1993). A foszfolipaz A, altal
felszabaditott arachidonsavrol régota ismert (Calderwood és mtsai, 1989), hogy indukélja a
HSF1-en keresztiil a hsp gének kifejez8dését (Jurivich és mtsai, 1994). Hésokk alatt egy
koleszterin szarmazék, a koleszteril-gliikkozid képzddését is kimutattak, ami mar dnmagaban
képes kivaltani a hsp70 expressziojanak ndvekedését (Kunimoto és mtsai, 2002).

Csoportunk bizonyitotta, hogy léteznek olyan gydgyszerjeldlt molekulak (a hidroximsav
bimoclomol és szarmazékai), amelyek Hsp ,.koinducerek”, azaz dSnmagukban nem indukaljak
a Hsp-k termelddését, de jelenlétiikben stresszhatdsok soran nagyobb mértékli Hsp szintézis
figyelhetdé meg. Ezek a molekuldk széles kort terapids alkalmazasi lehetséggel birnak
altalanos sejtvédd hatasuk miatt. A bimoclomol Hsp koindukalé hatasat a HSF1 aktivacio
fokozasan keresztiil fejti ki (Hargitai és mtsai, 2003), de érdekes mddon adagoldsa nem
specifikus kolcsonhatasba 1€p, €s megnoveli azok fluiditasat (Torok és mtsai, 2003). Ezek

alapjan feltételezhet6, hogy a bimoclomol és szarmazékai a membranok szerkezetének
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modositasan keresztiil is képesek befolyasolni a Asp gének indukciojat és a stresszvalasz
folyamatat.
A fenti ismeretek alapjan nagyvonalakban felvazolhatdo egy kép arrdl, hogy emlds

sejtekben a membranok hogyan befolyasolhatjék a Asp indukcio folyamatat (11. abra).
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11. abra A membranoktol a hsp génekig vezeto jelatviteli utvonal feltételezett elemei.
Munkdm sordn a pirossal kiemelt 1épések szerepét tanulmanyoztam a membran-eredetii
stresszvalasz folyamataban.

szabad gyokok

membranallapot
valtozas

Felallitott munkahipotézisiink alapjdn a kornyezeti behatasok meghatarozzak a
membranok finomszerkezetét, moddositjdk a membranok fizikai allapotat. A valtozasok
hatdsara membranfiiggd folyamatok aktivalodhatnak, és igy példaul a foszfolipdz enzimek
masodlagos lipid hirvivé molekuldkat szabadithatnak fel. A hirvivé molekuldk jelatviteli
Gtvonalakat inditanak el (az inozitol-trifoszfat hatasara Ca®" 4dramolhat a citoplazmatikus

térbe), ami elvezethet a HSF1 aktivacidjahoz és ezen keresztiil a Asp gének indukcidjdhoz.
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3. CELKITUZESEK

Munkdm soran az emlds sejtek membranjainak stresszvalaszban betdltott szerepét kivantam
vizsgalni. Az eldbbiekben felvazolt munkahipotézis alapjan a kovetkezé kérdésekre

Kerestiink valaszt:

1) Igazolhato-e emlds sejteken a “membran, mint stressz-szenzor” hipotézis?
Ennek érdekében vizsgaltuk, hogy
- membranperturbal6 kezelés hatasara indukaldédnak-e a hsp gének

- fokozddik-e a fehérje denaturacid az alkalmazott membranstressz alatt

2) Milyen membran allapotvaltozasok hozhatok osszefiiggésbe a stresszvalasz indukciojaval?
A kérdés megvalaszolasdhoz tanulményoztuk, hogy
- a membranfluiditas novekedés elegendd-e a hsp gének indukcidjahoz, ill.
- a membranok mikrodomén szervezddésében kimutathatok-e valtozasok stressz

hatasara

3) A stresszvalasz kezdeti szakaszaban milyen, a membran altal kdzvetlentil érintett jelatviteli
események zajlanak?

Ehhez meghataroztuk

kezelés soran, ill.

- az intracellularis Ca®" koncentracié modositasanak Asp indukcidra gyakorolt hatasat

4) A HSF1 szabalyozza-e a hsp gének indukciojat a membran-eredetl stresszvalasz soran?
Vizsgaltuk, hogy membranstressz hatasara
- aktivalodik-e HSF1
- novekszik-e a hsp gének expresszidja HSF1 hidnyaban

- a hsp70 indukcidjahoz sziikségesek-e a HSE-k

5) Végiil alapvetd kérdésként mertilt fel, hogy a szubletalis hdeldkezelés (,,heat priming”)

crer

egyébkeént letalis stresszel szemben?
Ezért teszteltiik, hogy a membranperturbacio elvezet-e a termotolerans allapot

kialakulasahoz.
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4. ANYAGOK ES MODSZEREK

4.1. Sejtek tenyésztése

A B16(F10) egér melandma és a K562 human eritroleukémia sejteket 10 % magzati borji
szérummal (FCS) és 4 mM L-glutaminnal kiegészitett RPMI 1640 médiumban ndvesztettiik.
A B16(F10) p950/CAT6 stabil sejtvonalat 400 pg/ml G418 jelenlétében szelektaltuk, és a
késébbiekben is 400 pg/ml G418-at tartalmazé médiumban novesztettik. A Hsf1 ™", ill. HsfI
- egerekb6l szdrmazd embriondlis fibroblaszt (MEF — mouse embryonic fibroblast)
(McMillan és mtsai, 1998) sejtvonalak tenyésztés¢éhez DMEM médiumot hasznaltunk, az
alabbi komponensekkel kiegészitve: 10 % FCS, 2 mM L-glutamin, 10 mM nem esszencialis
aminosavak (minimal essential medium nonessential amino acids), 137 uM -
merkaptoetanol, antibiotikumok (streptomicin, penicillin) (Hietakangas €s mtsai, 2003). A
luciferdz enzimet citoplazmatikusan, konstitutivan expresszald6 HeLa human cervikalis
karcinoma sejvonalat 10 % FCS-sel, 4 mM glutaminnal kiegészitett DMEM médiumban
tartottuk fenn (Nguyen és mtsai, 1989). A sejtvonalakat 37 °C-on, paras kornyezetben, 5 %
CO; —ot tartalmazo termosztatban tartottuk fenn.

A hésokk kezelésekhez a Petri csészéket parafilmmel lezartuk, és a megfeleld
hémérsékletre (£ 0.1 °C) bedllitott vizfiirdébe helyeztiik dket. A BA és a fenetil-alkohol
(PhA) kezeléshez a sejteken 1évé médiumot friss, BA-t, ill. PhA-t tartalmazé médiumra

cser¢ltiik le. Az alkoholokat erdteljes keveréssel oldottuk fel a ndvesztési médiumban.

4.2. Fehérjék in vivo radioaktiv jelolése

K562 sejteket (10° sejt) novekvé koncentracioban BA-lal kezeltink kiilonboz6
homérsékleteken 1 Oran keresztiil. A stresszt kovetéen 3 oran at hagytuk a sejteket
regeneralodni novesztési médiumban 37 °C-on. Ezt kévetden '“C izotoppal jeldltik az
ujonnan szintetizal6do fehérjéket 1 6ran keresztiil 37 °C-on. Ehhez a médiumot 1 ml puffer A-
ra (1,2 mM CaCl,, 2,7 mM KCI, 1,5 mM KH,POy4, 0,5 mM MgCl,, 136 mM NaCl, 6,5 mM
Na,HPO4, 5 mM D-gliikoz) cseréltik, ami 10 pl '*C protein hidrolizatumot (Amersham
CFB25, radioaktivitdas 50 puCi - ml™") is tartalmazott. Az 1 6ras jelolés utan a sejteket
centrifugaldssal Osszegytlijtottiik, PBS-sel (137 mM NaCl, 10 mM Na,HPO,4, 1,8 mM
KH,POy4, 2,7 mM KCI, pH = 7,4) mostuk, és 2 * Laemli SDS mintapufferben (130 mM Tris-
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HCI pH 6,8; 10 % B-merkaptoetanol, 4 % SDS, 20 % glicerin, 0,01 % brémfenolkék) intenziv
keveréssel €s 5 perces forraldssal feltartuk. A sejtlizatumokban a fehérjeket 8 % SDS
poliakrilamid gélen elvalasztottuk, és a radioaktivan jelolt fehérjéket Rontgen filmen
fluorografidval tettiik lathatova a kovetkezoképp. A géleket Coomassie brilliant blue-val (20
% Coomassie brilliant blue R250, 45 % etanol, 10 % ecetsav) festettiik, majd szintelenitettiik
(30 % etanol, 10 % ecetsav). Ezutan 10 percig ecetsavban aztattuk, majd 20 % 2,5-
difeniloxazolt tartalmazé ecetsav oldatban inkubaltuk a géleket 2 oran keresztil. 5 %

glicerines aztatas utan a géleket szaritottuk és Rontgen filmen detektaltuk a jeleket.

4.3. Kvantitativ reverz transzkripcio kapcsolt polimeraz lancreakcio

A sejtekbdl NucleoSpin RNA I kittel (Macherey-Nagel ) totdl RNS-t izolaltunk, majd 2
pg RNS-t oligodT primerekkel cDNS-s¢ irtunk at. A reverz transzkripcidhoz a Fermentas
RevertAid H Minus First Strand cDNA Synthesis Kit-jét hasznaltuk. A megfeleld
géntermékek mennyiségi elemzéséhez az Applied Biosystems-t6l vasaroltuk a cég altal
tervezett és szintetizalt specifikus primereket és TagMan probakat: Asp70 (MmO01159846s1),
hsp25 (Mm00834384 g1), hsp90 (MmO00658568 gH), Aspl05 (MmO00442865 ml), oB-
krisztallin (MmO00515567 ml), S-aktin (Mm00607939s1). A reakcidelegyek elkészitéséhez
TagMan Universal PCR Master Mix-et (Applid Biosystems) hasznaltunk. A kvantitativ PCR
reakciokat Rotor-Gene 3000 (Corbett Research) miiszerben futtattuk le: 95 °C 12 perc
elédenaturacié utan 55 ciklus (95 °C 15 s, 60 °C 60 s) kovetkezett. A mintdkban a cDNS-ek
mennyiségének meghatarozdsa a miiszerhez tartoz6 RotorGene software ,relative
quantification” programjaval tortént, és a hdsokk gének expresszidjanak mértékét a [-aktin-
hoz viszonyitva hatiroztuk meg. A f-aktin mRNS mennyiségét 1000-nek tekintettiik, és

ehhez viszonyitva allapitottuk meg a kiilonb6z6 Asp gének mRNS szintjét (a.u.).

4.4. Western blot

A HSF1 kimutatasdhoz az 6sszegytijtott sejteket puffer C-ben (20 mM HEPES, 0,42 M
NaCl, 1,5 mM MgCl,, 0,2 mM EDTA, 25 % glicerin, 0,5 mM ditiotreitol, 0,5 mM
fenilmetilszulfonil-fluorid) jégen lizaltuk. A lizdtumokbo6l az oldhatatlan tormelékeket
centrifugalassal (15 perc 15 000xg) eltavolitottuk, majd Bradford mddszerrel (Bradford,

1976) meghataroztuk a lizatumok fehérjetartalmat. 20 pg Osszfehérje tartalmi mintakat
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futtatunk meg 8 %-0s SDS poliakrilamid gélen, és transzferaltunk nitrocellul6z membranra
(Protran nitrocellulose; Schleicher & Schuell). A HSF1 detektalasahoz anti-HSF1 elsddleges
antitestet (kdszonettel tartozunk Lea Sistonennek az anti-HSF1 ellenanyagért; Sarge és mtsai,
1993) ¢és torma-peroxiddz konjugalt anti-nytal masodlagos ellenanyagokat hasznaltunk. Az
immunkomplexet a kemilumineszcens detekcids modszerrel (Amersham) rontgen filmen
tettiik lathatova. A kisérletet Lea Sistonen (Abo Akademi University, Turku, Finnorszag)
laboratoriuméban hajtottuk végre.

A Hsp70 fehérje mennyiségének Osszehasonlitdsdhoz az 6sszegyljtott sejteket 2 * Laemli
SDS mintapufferben tartuk fel intenziv keveréssel és 5 perces forralassal. A lizdtumokban
meghataroztuk az dsszfehérje koncentraciot (RC DC Protein Assay, BioRad). A mintdkbol
azonos Osszefehérje mennyiségeket futtatunk meg SDS poliakrilamid gélen, majd a fehérjéket
PVDF membranra (0,45 pm, Pierce) vittiik 4t. Anti-Hsp70 (Stressgen SPA-810, 1:2000)
elsddleges, €s torma-peroxidaz konjugalt anti-egér (Sigma) masodlagos antitesttel jeldltiik a
Hsp70-et, és a létrejott immunkomplexet a kemilumineszcens detekciés modszerrel (Pierce)

rontgen filmen tettiik lathatova.

4.5. DNS-fehérje komplex kimutatasa gélretardacios technikaval

A kisérletet a (Mosser €s mtsai, 1988) kozleményben leirt mdodszer alapjan hajtottuk végre
Lea Sistonen laboratériumdban (Abo Akademi University, Turku, Finnorszag). Az
Osszegyljtott sejteket puffer C-ben (20 mM HEPES, 0,42 M NaCl, 1,5 mM MgCl,, 0,2 mM
EDTA, 25 % glicerin, 0,5 mM ditiotreitol, 0,5 mM fenilmetilszulfonil fluorid) jégen lizaltuk,
majd a lizdtumokbdl az oldhatatlan tormelékeket centrifugalassal (15 perc 15 000xg)
eltavolitottuk, és a Bradford modszerrel meghataroztuk a feliiluszo fehérjetartalmat. A kotési
reakcidban, melynek soran kialakulhat a HSE-HSF1 komplex, 12 pg 6sszfehérje tartalmu
sejtlizatumot inkubaltunk 0,1 ng >’P-jelélt dupla szala HSE-t tartalmazd specifikus
oligonukleotiddal (5> GAT CTC GGC TGG AAT ATT CCC GAC CTG GCA GCCGA 3", S’
GAT CTC GGC TGC CAG GTC GGG AAT ATT CCA GCC GA 3°) 0,5 mg poli(dI-dC)-nal
20 percig 25 °C-on az alabbi reakcidelegyben:10 mM Tris (pH 7,8), 50 mM NaCl, 1 mM
EDTA, 0,5 mM ditiotreitol, 5 % glicerin. A kotési reakcid utan az elegyeket 4 %-os nativ
poliakrilamid gélen megfuttattuk, hogy elvéalasszuk egymastol a fehérjét kotd és a szabad
oligonukleotid probakat. A gél szdritdsdt kdvetden a radioaktiv jeleket Rontgen filmmel

detektaltuk.
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A kotési reakcid alatt kialakult HSE-fehérje komplex specifitasdnak tanulményozéasakor a
reakcidelegybe 100-szoros feleslegben radioaktivan nem jel6lt specifikus, ill. nem specifikus
(5> AGC TTC AGA GGG GAC TTT CCG AGA GG 3’ NF-kB-kot6 hely) oligonukleotidot is
meértiink.

Annak eldontésére, hogy a kialakulo6 HSE-fehérje komplex tartalmaz-e HSF1-et, a
sejtlizatumokat a kotési reakcid eldtt 15 percig 25 °C-on eldinkubaltuk 1:100 higitasban anti-
HSF1, ill. negativ kontrollként 1:10 higitdsban nytl preimmun szérummal. A kotési reakciot
¢s a gélelektroforézist kovetden meghataroztuk, hogy tovabb csokkent-e a radioaktiv préba
mobilitasa az antitest hozzaaddsanak hatasara.

A PP-jelslt dupla szalu oligonukleotidot tigy éllitottuk el8, hogy az egyik szal 5> végére
T4 polinukleotid kinazzal *’P foszfat csoportot épitettink, majd a jelslt szalhoz

hibridizaltattuk a komplementer nem jeldlt szalat.

4.6. Kromatin immunoprecipitacio
A kromatin immunoprecipitaciot az (Ostling és mtsai, 2007) publikdcioban leirtak alapjan

hajtottuk végre kisebb modositasokkal Lea Sistonen laboratoriumaban. Az 1 6rds BA- vagy

crer

crer

sejteket PBS-sel mostuk, dsszekapartuk €s centrifugaldssal 6sszegyljtottiik. A sejtek lizis€hez
a kovetkezd puffert hasznéltuk: 1% SDS, 10 mM EDTA, 50 mM Tris-HCI pH 8,0, proteaz
inhibitor koktél (Roche Applied Science). A sejtlizdtumokban a keresztkotott kromatint kb.
500 bp hosszusagu darabokra tordeltiik Bioruptor szonikatorral (Diagenode). 100 ul szonikalt
lizdtumhoz 900 pl immunoprecipitacios puffert (20 mM Tris-HCI pH 8,0, 150 mM NaCl, 1 %
Triton-X 100, protedz inhibitor koktél) mértiink. Az immunoprecipitacid eldtt a mintakat
eldtisztitottuk 100 pg/ml BSA-t tartalmaz6 50 % protein G Sepharose gyongy szuszpenzidval
(Amersham Biosciences) egy éjszakan keresztlil 4 °C-on. Az immunoprecipitaciot 1:200
higitasban anti-HSF1 (Stressgen, SPA-901), anti-acetilalt-hiszton 4 (Upstate Biotechnologies,
06-866) ellenanyagokkal és normal nyul szérummal (Jackson Immuno Research Laboratory)
végeztik egy éjszakan at 4 °C-on. Ezt kovetéen az antitesteket Protein G Sepharose
gyongyokhoz kotottiik ki. A kicsapott immunkomplexeket mostuk haromszor puffer 1-gyel
(0,1 % SDS, 1 % Triton X-100, 2 mM EDTA pH 8,0, 150 mM NaCl, 20 mM Tris-HCI pH
8,0), kétszer puffer 2-vel (0,1 % SDS, 1% Triton X-100, 2 mM EDTA pH 8,0, 500 mM NaCl,
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20 mM Tris-HCI pH 8,0) és haromszor puffer 3-mal (20 mM Tris-HCI pH 8,0, 1 mM EDTA
pH 8,0, 10 % glicerin). A mosasi 1épéseket kovetden a fehérjéket 0,5 % SDS jelenlétében 20
pg proteindz K-val hidrolizéltuk, és 65 °C-on egy ¢jszakan &t inkubéalva a mintékat,
felbontottuk a DNS és fehérje fragmentumok kozti keresztkotéseket. A DNS-t fenol-
kloroformos extrakcioval nyertiik ki az immunoprecipitatumokbol, és az extrahalt DNS 1/10
részét mértiilk templatként PCR reakcidokba. Az egér hsp70.1 és az egér foszfoenolpiruvat
karboxikinaz (mPKC) promodterek mennyiségét a kovetkezd primerekkel vizsgaltuk:
mHsp70.1 FP: 5°-CAC CAG CAC GTT CCC CA-3’°, RP: 5’-CGC CCT GCG CCT TTA AG-
3’, mPCK FP: 5’-GAG TGA CAC CTC ACA GCT GTG G-3’, RP: 5°-GGC AGG CCT TTG
GAT CAT AGC C-3’. A PCR reakciokhoz az Amersham Biosciences puRe Taq Ready-to-go
PCR gyongyeit hasznéltuk. A PCR programban a 94 °C 5 perces denaturacio utan 30 ciklus
kovetkezett az alabbi 1épésekkel 94 °C 45 s, 60 °C 30 s, 72 °C 45 s. A PCR termékek
mennyiségének meghatarozasdhoz a termékeket agar6z gélelektroforézissel elvalasztottuk és
etidium-bromid fluoreszkald festékkel lathatova tettiik. Bemérési kontroll mintaval teszteltiik,
hogy az immunoprecipitacidkhoz azonos mennyiségii kromatin mintadkat hasznaltuk-e fel. A
bemérési kontrollndl az immunoprecipitaciokhoz hasznéalt kromtain mennyiség 10 % -at
hasznaltuk, felbontottuk a DNS-fehérje keresztkotést, extrahaltuk a DNS-t és végrehajtottuk a

PCR reakcidkat a fentiek szerint.

4.7. Riporter plazmidok tranziens transzfekcioja

A tranziens transzfekcidhoz hasznalt riporter plazmidok a patkany Asp70.1 promoterének
kiilonboz6 hosszisagu darabjait, és azok HSE-eket érintd delécios szdrmazékait tartalmazzak
a kloramfenikol-acetiltranszferaz (CAT) riporter gén el6tt. A plazmidok név szerint a
kovetkezdk: pl150/CAT6, p250/CAT6, p350/CAT6, p350(AHSE1)/CAT6, p550/CATS6,
pSS0(AHSEL)/CAT6, pSS0(AHSE2)/CAT6 p950/CAT6, p9S0(AHSE1+2)/CAT6. A riporter
plazmidok pontos szerkezetét és az Osszeépitésiik menetét a (Fiszer-Kierzkowska és mtsai,
2003) publikacioban irtak le. Koszonettel tartozunk Katarzyna Lisowska-nak, hogy
rendelkezésiinkre bocsatotta, és igy kisérleteinkben hasznalhattuk a riporter plazmid
sorozatukat.

A CAT riporter plazmidokat és a transzfekcido hatékonysaganak méréséhez hasznalt
pRSVB-gal belsd kontroll plazmidot a DEAE-dextran médszerrel transzfektaltuk tranziensen
B16(F10) sejtekbe a (Fiszer-Kierzkowska és mtsai, 2003) kozleményben leirtak alapjan
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kisebb modositasokkal. A transzfekci6 elétti napon 150 mm-es Petri-csészékbe 4,8x10 ° sejtet
osztottunk ki. A transzfekcio soran 6,6 ml 0,5 mg/ml DEAE-dextrant és 60 pg DNS-t (30 pg
CAT riporter plazmid és 30 pg RSVB-gal) tartalmaz6 TBS(P) puffert (25 mM Tris—HCl, 137
mM NaCl, 5 mM KCIl, 0,7 mM CacCl,, 0,5 mM MgCl, and 0,3 mM Na,HPO,4) mértiink a
sejtekre, €és 30 percig szobahdn inkubaltuk ket a transzfekcios eleggyel. Majd mosast TBS(P)
kovetden 10 % DMSO-t tartalmazé RPMI 1640 médiumot rétegeztiink a sejtekre 2 percig,
amit végll ndvesztési médiumra cseréltiink le. Négy oOrdval késébb a 150 mme-es Perti
csészében transzfektalt sejteket 9 darab 60 mm Perti csészébe osztottuk szét €s egy napig
novesztettiilk Oket. Masnap a transzfektalt sejteket BA-lal kezeltiik, 42 °C-on hdsokkoltuk,
vagy kezeletleniil hagytuk 1 6ran keresztiil. Minden esetben 3 ismétlésben végeztiik el a
kezeléseket. 16 oréds regeneralodas utan mértiik a CAT riporter enzim aktivitasat, valamint a
kezeletlen sejtekben meghataroztuk a 3-galaktoziddz enzim aktivitasat is. Minden plazmiddal

legalabb kétszer végeztiik el a transzfekciot.

4.8. Kloramfenikol-acetiltranszferaz aktivitas méreés

Az 0sszegyljtott sejteket 0,25 M Tris-HCI (pH 7,8) pufferben felszuszpendaltuk. Ezutan
a sejteket lizaltuk olyan modon, hogy tobbszor ismételve lefagyasztottuk majd felolvasztottuk
a szuszpenziot. A sejttormelékeket centrifugalassal eltavolitottuk (15 000xg 5 perc) €s mértiik
a feliiliszo fehérje tartalmat a Bradford modszerrel. A deacetilaz enzimeket 60 °C 10 perces
inkubécioval inaktivaltuk a sejtlizaitumban. Az enzimaktivitds méréshez 30 pg Osszfehérje
tartalmu lizatumot hasznéltunk, amihez szubsztratként 0,1 pCi aktivitast [14C]kl(')ramfenikolt
(100 pCi/ml; ICN) és 1 mM acetil-CoA-t adtunk. A CAT aktivitds meghatarozasa 0,25 M
Tris-HCI1 (pH 7,8) 0,5 mM EDTA pufferben tortént. A reakcid 4 oran keresztiil 37 °C-on
zajlott. A reakcid végtermékeit (nem acetilalt kloramfenikol, egy hidroxil csoporton, ill. két
hidroxil csoporton acetilalt kloramfenikol) szilikagél vékonyrétegen kloroform:metanol 95:5
aranyl elegyével valasztottuk el egymastol. A radioaktiv foltokat Molecular Dynamics
Phospholmager 445 SI berendezéssel detektaltuk és az ImageQuaNT software segitségével

hataroztuk meg a foltokhoz tartozé radioaktivitas értékeket.

47



4.9. B-galaktozidaz aktivitas mérés

A hsp70 promoter fragmentumok aktivitdsanak teszteléséhez a CAT riporter plazmidok
mellett egy P-galaktozidazt (B-gal) konstitutivan expresszaldo plazmidot is (pRSV-gal)
transzfektaltunk a sejtekbe, hogy a CAT aktivitas értékeket korrigdlni tudjuk a transzfekcios
hatékonysag mértékével. Ehhez meghataroztuk a [3-gal enzim aktivitasat is a CAT aktivitas
méréshez felhasznalt kontroll (kezeletlen) sejtlizaitumokban. A B-gal aktivitds méréséhez 30
pg Osszfehérje tartalmu lizatumot hasznaltunk, azonban ebben az esetben a lizatumokat nem
héinaktivaltuk 60 °C-on. A reakcidelegybe a sejtlizatum mellett 66 pl 4 mg/ml orto-nitrofenil-
-D-galaktopiranozid (0,1 M natrium-foszfat pufferben (pH 7,5) oldva) szubsztratot, 3 ul 100
x Mg-oldatot (0,1 M MgCl,, 4,5 M 2-merkaptoetanol) mértiink, és kiegészitettikk 300 pl-re
0,1 M natrium-foszfat pufferrel (pH 7,5). A reakcid 16 oran keresztiil 37 °C-on zajlott, amit
500 ul 1 M NayCOs-tal allitottunk le. A termék mennyiségét 420 nm-en mértiik

spektrofotométerrel.

A CAT aktivitast a kovetkezd képlettel szamitottuk ki:
CAT aktivitas = [acetil-kléramfenikol x 100 x (kléramfenikol + acetil-kloramfenikol)'] /

[OD4y x 10]

4.10. Luciferaz aktivitas mérés

A szentjanosbogar luciferdz enzimet a citoplazméaban konstitutivan expresszalé Hela
sejteket a mérés elétti napon 10° sejtszammal tenyésztésre alkalmas csdvekbe osztottuk. A 42
°C-on hdsokkolt, ill. 30 mM BA-lal kezelt sejteket 1 % Triton X-100-zal kiegészitett hideg
puffer A-ban (25 mM Tris-HCI (pH 8,8), 8 mM MgCl,, 1 mg/ml BSA, 10 % glicerin, 0,1 %
2-merkaptoetanol) lizaltuk. A luciferdz aktivitds meghatarozéasakor 0,15 ml sejtlizdtumhoz 0,1
ml 1,2 mM ATP-t és 0,33 mM luciferint tartalmazo puffer A-t kevertiink, és 10 s-on keresztiil
mértiik a kibocsatott fény intenzitasat Interbio luminométerrel (Nguyen és mtsai, 1989). A
kisérletet Olivier Bensaude (Ecole Normale Supérieure, Parizs, Franciaorszag)

laboratériuméaban hajtottuk végre.
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4.11. Membranfluiditas mérés

Az in vitro membranfluiditds méréseket B16(F10) sejtekbdl izolalt plazmamembran
frakcion hajtottuk végre. A plazmamembran frakcié izolalasat a (Maeda és mtsai, 1983)
hivatkozéasban leirt modszer alapjan végeztiik. A sejteket PBS-sel mostuk, 0sszegyljtottiik,
TNM pufferben (10 mM Tris-HCI, pH 7,5, 10 mM NaCl, 1,5 mM MgCl,, prote4z inhibitorok:
1 mM PMSF, 2 uM leupetin) felszuszpendaltuk, és duzzasztas nélkiil Potter homogenizatorral
jégen szétroncsoltuk. Az épen maradt sejteket és a sejtmagokat centrifugéaldssal (1000 g 5
perc) leiilepitettiik. A feliiliszot centrifugaltuk 8 000xg-n 15 percig 4 °C-on, és a csapadékkal
dolgoztunk tovabb, ami a plazmamembran frakciot €s a mitokondriumokat tartalmazta. A két
frakcio elkiilonitéséhez a csapadékot TNM pufferben felszuszpendaltuk, 36 %-os cukor
oldatra rétegeztiik és 90 000xg-n 2,5 orat centrifugéaltuk 4 °C-on. A plazmamembran frakci6 a
fazishataron halmozodik fel. Az dsszegylijtott és TNM pufferben felszuszpendalt interfazist
100 000xg-n 40 percig 4 °C-on centrifugalva letilepitettiik, és a csapadékot hasznaltuk
plazmamembran frakcioként a tovabb mérésekhez.

A plazmamembran frakciot PBS-ben felszuszpendaltuk. A fluoriméter kiivettdba mért
plazmamembran frakcié optikai denzitdsdt PBS-sel OD340=0,1 értékre allitottuk, amit aztan
0,2 uM difenil-hexatrién (DPH) fluoreszcens festékkel 10 percig jeloltiink. Az alkoholok
membranfluidizalé hatdsanak méréséhez a DPH-jelolt plazmamembran frakciot novekvod
koncentracioban BA-lal vagy PhA-lal inkubaltuk 5 percig 37 °C-on, majd PTI
spektrofluoriméteren (T-format, Quanta Master QM-1, Photon Technology International,
Princeton, NJ, USA) meghataroztuk a fluoreszcencia anizotropia értékeket (Schlame és mtsai,
1990). A membranfluiditds hdémérséklet-fliggésének vizsgdlatakor a hdémérsékletet
fokozatosan emeltiik és kozvetleniil a kiivettdban mértiik. A DPH anizotropia méréskor a
gerjesztd fény hullamhossza 360 nm volt, az emittalt fény intenzitasat 430 nm-en detektaltuk
a gerjesztd fény polarizacios sikjara merdlegesen ¢és azzal parhuzamosan 5 nm-es

résszélességek mellett.

4.12. Fluoreszcencia kioltas mérése egyrétegii lipidvezikulakban

A mérésekhez  kétféle, eltér6  Osszetétell  lipid  vezikulat  készitettiink:
POPC/7SLPC/PSM/koleszterin/CTL  Osszetevoket  30:30:30:9:1 aranyban tartalmazo
vezikuldkat, valamint 7SLPC-t helyett POPC-t tartalmazé6 POPC/PSM/koleszterin/CTL
60:30:9:1 vezikuldkat. A CTL (kolesztatrién-3-béta-ol) egy fluoreszcens koleszterin
szarmaz¢ék, a 7SLPC (1-palmitoil-2-sztearoil-(7-doxil)-sn-glicero-3-foszfokolin) pedig képes
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kioltani a CTL fluoreszcenciajat. A fenti lipid vezikuldk tehat vagy csak a fluoreszcens CTL-t,
vagy a CTL mellett még a kioltdo 7SLPC is tartalmaztak. Az egyrétegli lipid vezikuldk
preparalasahoz a megfeleld aranyban 6sszemért lipid keveréket nitrogén alatt paroltuk, majd
vakuum alatt beszaritottuk. A beszaritott lipid keveréket - amit legfeljebb 24 6raig taroltunk
-20 °C-on - vizben diszpergaltuk, és felmelegitettiik az olvadasi homérséklet folé, hogy
Branson Ultrasonics corp., Danbury, UK) utdn a lipidvezikula keveréket két egymadsra
helyezett, 100 nm porusatmérdjii polikarbonat filteren préseltiik at tizszer Lipextruder (Lipex
Biomembranes, Vancouver, Canada) segitségével, hogy igy egyrétegli, j61 meghatarozott
méreteloszlasu lipid vezikuldkat kapjunk (Bjorkqvist és mtsai, 2005).

A CTL fluoreszcencia intenzitds valtozasat PTI QuantaMaster 1 spektrofluoriméteren
(Quanta Master QM-1, Photon Technology International, Princeton, NJ, USA) a hdmérséklet
figgvényében kovettilk nyomon. A CTL-t 324 nm-es fénnyel gerjesztettiik, és 374 nm-en
detektaltuk a kibocsatott fény intenzitdsdt 5 nm-es résszélesség mellett. A kiivettdban a
vezikula szuszpenzidt folyamatosan 260 rpm sebességgel kevertettiik. A mintdkat 8 °C-rél 70
°C-ra melegitettiikk fel 5 °C/perc sebességgel. A homérsékletet kozvetleniil a kiivettaban
mértiik (Bjorkqvist és mtsai, 2005). A BA-t (40mM) és a fenetil-alkoholt (PhA) (12 mM)
kozvetleniil, néhdny mésodperccel a mérés kezdete eldtt adagoltuk a mintdkhoz. A BA és a
PhA esetében is vizzel tizszeresére higitott oldatot hasznaltunk. A kisérletet Peter Slotte (Abo

Akademi University, Turku, Finnorszag) laboratériumaban hajtottuk végre.

4.13. Koleszterin gazdag plazmamembran domének in vivo vizsgalata

B16(F10) sejteken vizsgaltuk a plazmamembran koleszterin gazdag mikrodoménjeinek
méreteloszlasat egy fluoreszcens koleszterin szdrmazék (a polietilén-glikol-koleszterin-éter
fluoreszcein észtere, fPEG-chol; Sato és mtsai, 2004) alkalmazaséaval (koszonettel tartozunk
Toshihide Kobayashinak, hogy rendelkezésiinkre bocsatotta az fPEG-chol probat). A
kisérletet megel6z6 napon B16(F10) sejteket osztottunk ki olyan specidlis 6 cm Petri
csészékbe, amelyek aljara tiveg fed6lemez volt ragasztva. Masnap 40 mM BA-lal, 12 mM
PhA-lal kezeltiik a sejteket, vagy hdsokkoltuk ket 41 °C-on és 43 °C-on 1 6ran keresztiil. A
stresszhatdsokat kovetéen 0,2 puM fPEG-chol festéket tartalmazd ndvesztési médiumot
mértiink a sejtekre, és szobahdmérsékleten 20 percig jeldltiink, majd a sejtek altal fel nem
vett, felesleges festéket mosassal eltavolitottuk. Olympus Fluoview 1000 (Melville, NY)
konfokalis mikroszképpal 300 x-os végsd nagyitast és 1600 x 1600 pixeles felbontast
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hasznalva képeket készitettink az fPEG-chol-lal jelolt plazmamembran régidokrol. A
fluoreszcein festéket argon ion lézersugarral (488 nm) gerjesztettik. Az fPEG-chol-jeldlt
membranrégiokat az internetrdl letolthetd ImageJ szoftverrel
(http://www.uhnresearch.ca/facilities/wcif/imagej/) elemeztiik. Meghataroztuk a detektalt
domének atmérdjét az alabbi képlet alapjan: 2X x (Npix/n)'z, ahol X a pixel mérete (nm), Npix
pedig a domént alkotd pixelek szama. A doméneket a méretiik alapjan osztalyoztuk, és
megszamoltuk, hogy az altalunk felallitott hat mérettartomanyba hany domén tartozik. Ez

alapjan felrajzoltuk a detektalt fPEG-chol-jel6lt mikrodomének méreteloszlasat.

4.14. Intracellularis szabad Ca*" koncentracié mérése

A BA kezelés és a hésokk hatasara bekdvetkezé intracellularis szabad Ca®" koncentracid
valtozast Fura-2/AM ¢észter segitségével hataroztuk meg K562 sejtekben. A sejteket mosas
utan puffer A-ba (1,2 mM CaCl,, 2,7 mM KCI, 1,5 mM KH,PO,4, 0,5 mM MgCl,, 136 mM
NaCl, 6,5 mM Na,HPO,4, 5 mM D-gliik6z) szuszpendaltuk fel, és 5 mM végkoncentracioj
Fura-2/AM észterrel 45 percig 37 °C-on inkubaltuk 6ket. A Fura-2/AM-mel feltoltott sejteket
mostuk, hogy eltavolitsuk a pufferbdl a fel nem vett festék molekuldkat, majd fluoriméter
kiivettaba pipettaztuk dket ugy, hogy a sejtszuszpenzid optikai denzitasa 510 nm-en ODs;y =
0,25 legyen. Ezt kovetden 37 °C-on BA-lal kezeltiik, vagy 42 °C-on hdsokkoltuk a sejteket, és
PTI spektrofluoriméteren (T-format, Quanta Master QM-1, Photon Technology International,
Princeton, NJ, USA) 5 nm-es résszélesség mellett nyomon kovettik 510 nm-en a
fluoreszcencia intenzitas valtozasat 340 nm-es és 380 nm-es gerjesztd fény hatasara.
Meghataroztuk a sejtek autofluoreszcencigjat is olyan médon, hogy a festékkel fel nem toltott
sejtek fluoreszcencia intenzitasat mértiik a fenti hullamhossz tartomdnyokban. Az adatok
kiértékelésénél az autofluoreszcencia értékét kivontuk a festékkel feltoltott sejteken meért
fluoreszcencia intenzitas értékekbol. Azokban a kisérletekben, amikor az intracellularis Ca**
raktarak szerepét vizsgaltuk a Ca®" koncentracid novekedésében, a puffer A sszetételét Ggy

modositottuk, hogy az Ca>" helyett 10 mM EGTA-t tartalmazott.

4.15. Termotolerancia meghatarozasa (kolonia képzo képesség alapjan)
A termotolerdns allapot kialakuladsanak tesztelésekor vizsgaltuk, hogy a prekondiciondlo,
szubletdlis kezelés hatdsidra a sejtek hany szdzaléka képes tulélni egy egyébként letdlis

stresszhatast. A kisérlet soran B16(F10) sejteken hasonlitottuk 6ssze a BA ¢és a 42 °C hésokk
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termotolerans allapotot indukald képességét. 6 cm Petri csészékbe 5 x 10° sejtet osztottuk ki,
¢s masnap az alabbi 1 6ras prekondicionalo kezeléseket hajtottuk végre: 40 mM BA, 42 °C
hésokk, ill. kezeletlen kontroll. A 16 6ras regeneralddasi idét kovetden a sejteket letalis
hoékezeléseknek (45 °C 30 és 60 perc, valamint kontrollként 37 °C 1 o6ra) vetettiik ala. A
mintak egy részénél azért nem alkalmaztunk prekondicionéld kezelést, mert igy meg tudtuk
hatarozni, hogy prekondiciondlds nélkiil a sejtek hany szézaléka éli tul a letalis stresszhatast.
A letdlis hokezelés nélkiili mintdkkal pedig azt vizsgaltuk, hogy az alkalmazott
prekondicionald kezelések befolyasoltak-e a sejtek életképességét. A letalis kezeléseket
kovetden a sejteket tripszineztiik, Biirker-kamraban meghataroztuk a sejtek szamat, és higitasi
sort készitettlink a mintadkbol. Minden mintat 4 higitasban 6 cm-es Petri-csészékbe osztottunk
ki (10°, 10%, 10° és 10* sejt/csésze). A sejteket 37 °C-os termosztatban hagytuk szaporodni,
mikozben 3-4 naponta médiumot cseréltiink rajtuk. 10 nap mulva mar szabad szemmel is
lathatd kolonidk fejlédtek ki a csészékben. A kolonidkat 10 % formaldehiddel 5 percig
fixaltuk, majd 2 % ecetsavban oldott 1 %-os kristalyibolya oldattal festettiik. Végiil

meghataroztuk a kolonidk szdmat, azaz az ¢€letképes sejtek szamat a kiillonb6z6 mintakban.
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5. EREDMENYEK

51. A MEMBRANPERTURBACIO STRESSZVALASZT INDUKAL EMLOS
SEJTEKBEN

A felvazolt ,,membran-eredetli stresszvéalasz” hipotézis érvényességének vizsgalatdhoz
elsoként arra kerestliink valaszt, hogy emlds sejtekben is befolydsolja-e a hdésokk vélasz
folyamatat a membranok fizikai allapotanak modositasa. A sejtmembranok fizikai allapotat a
hémeérséklet-emelésével, valamint egy membranba interkalalodé vegyiiletettel, a kordbban
mar emlitett benzil-alkohollal (BA) valtoztattuk meg. A BA egy neutralis, amfifil molekula,
amely a membranba ¢kelddve noveli a membranok fluiditasat (Konopasek €s mtsai, 2004). Jol
jellemzett a membranok fizikai allapotara gyakorolt hatdsa, mivel széles korben hasznaltdk a
membranfluiditds és a membranfunkciok kozotti kapcsolat tanulmanyozasara (Gordon és
mtsai, 1980; Carriére és mtsai, 1986; Friedlander és mtsai, 1990; Bookstein és mtsai, 1997;

Kitagawa ¢és mtsai, 1995; Ghosh és mtsai, 2002).

5.1.1. A hsp gének expressziojanak vizsgalata membranstresszt kovetoen

5.1.1.1. A membranfluidizalo benzil-alkohol fokozza a Hsp70 fehérje szintézisét

A stresszvalasz egyik kulcsfontossagi eseménye a Hsp-k mennyiségének ndvekedése.
Nyomon kovettilk, hogy a membranfluidizal6 BA kezelés hatasara valtozik-e a Hsp-k
szintézisének mérteke. A kisérlet sordn tenyé€sztett human sejteket (K562 human
eritroleukémia  sejtek) novekvd  koncentrdcioban  BA-lal  kezeltink  kiilonbdz6
homeérsékleteken. A fehérjeszintézisben bekovetkezd valtozasokrol ugy nyertiink informéciot,
hogy '*C izotéppal jeldltiik az Gjonnan keletkezé proteineket. A radioaktiv fehérjéket SDS
poliakrilamid gélelektroforézist kovetden fluorografiaval tettiik lathatova (12. abra).

Hosokk hatdsara a 70 kDa koriili tartomanyban jelentdsen megemelkedett egy fehérje
expresszidja, melyet irodalmi adatok alapjan (Baler és mtsai, 1992) indukalhaté Hsp70-nek
azonositottunk. A Hsp70 szintézisét a hdsokk mellett a BA is koncentraciofiiggd modon
befolyasolta. A BA egy adott koncentraci6 tartoméanyban (20-30 mM) dnmagaban, hésokk
nélkil is megnovelte a Hsp70 mennyiségét. Maximalis indukciot 30 mM-os BA kezelésnél

tapasztaltunk.
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12. 4bra A BA kezelés indukilja a Hsp70 de novo szintézisét. K562 sejteket novekvo
koncentracioban BA-lal kezeltiink az abran jelzett homérsékleteken egy oran keresztiil.
Harom 6ras nyugalmi idészak utan '*C izotépot tartalmazé fehérje hidrolizatummal jeldltitk
az Ujonnan szintetizalodd fehérjéket. A radioaktiv fehérjéket SDS poliakrilamid
gélelektroforézist kovetden fluorografidval tettiik lathatova. Az dbran a fluorografok 70 kDa-
os fehérjéket tartalmazo savjai lathatok.

Ha a BA kezelés mellett h6sokknak is kitettiik a sejteket, akkor a hdmérséklet emelésével
egyre kevesebb BA-ra volt sziikség ugyanakkora Hsp70 szint eléréséhez. Tehat a hdsokk és a
BA Hsp70 szintézisre gyakorolt hatdsa 6sszeadodott. Fontos még megemliteni, hogy a BA
kezelés magasabb koncentracidoknal, kiilonosen homérseéklet-emeléssel parositva, gatolta a
fehérjék szintézisét, ami a stresszt kovetd negyedik oraban képz6éddé Hsp70 mennyiségébdl is

jol lathato, és ezzel 0sszefliggésben a sejtek életképessége is csokkent.

5.1.1.2. A benzil-alkohol a hsp70 mellett tovabbi hsp gének expressziojat is indukalja

A Hsp70 csak az egyik képviseldje a hésokk fehérjék hatalmas csalddjanak. Kivancsiak
voltunk, hogy a BA a hsp70 mellett fokozza-e mas hsp gének expresszidjat is. Ezért
kivalasztottuk még tovabbi harom Hsp csalad 1-2 olyan tagjat — Hsp110, Hsp90, Hsp25 és
aB-krisztallin — , amelyekrdl ismert, hogy hdsokk soran indukalédnak, és meghataroztuk,
hogy hogyan valtozik ezen gének kifejezddése BA hatasara.

Mivel végso célunk a membran-eredetli stresszvalasz szabalyzo elemeinek feltérképezése
volt, kisérleteinket az egér melanoma B16(F10) sejtvonalon folytattuk, ahol a megfeleld
molekularis eszkdztar mar a rendelkezésiinkre allt. A B16(F10) sejtek a K562 sejtekkel
ellentétben nem szuszpenzidban ndvekszenek, hanem kitapadnak a novesztési felszinre. A
B16(F10) sejtek joval ellenallobbnak bizonyultak a BA kezeléssel szemben, mint a K562

crer

letalisnak bizonyult, addig a B16(F10) sejtek még a 46 mM-os kezelést is talélték.
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A hsp gének indukalhatosdganak teszteléséhez szubletalis koncentraciokban (35-46 mM)
BA-lal kezeltiink, vagy magas homérsékleti stressznek (41-43 °C) tettiink ki B16(F10)
sejteket, és kozvetleniil a kezelések utdn kvantitativ RT-PCR-ral mértiik a Asp mRNS-k

mennyiségét (13. abra).
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E)
a B-krisztallin
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13. abra A BA és a hosokk hatasa a hsp gének expressziojara. BA-lal kezeltiink (35 mM,
40 mM, 43 mM ¢és 46 mM koncentraciokban, zold oszlopok) vagy magas hdmérsékleti
stressznek tettiink ki (41 °C, 42 °C és 43 °C, piros oszlopok), ill. ndvesztési koriilmények
kozott hagytunk (K, kontroll, kék oszlop) B16(F10) sejteket egy oran keresztiil. A kezelések
utan kvantitativ RT-PCR-ral meghataroztuk a ssp70 (A), hsp25 (B), hsp90 (C), hsp105 (D) és
aB-krisztallin (E) mRNS-ek mennyiségét S-aktin belsd kontrollhoz képest. A hsp70 és hsp25
esetében kiilon diagramokon abrazoltuk a BA-ra és a hdsokkra vonatkoz6 adatokat a nagy
expresszios kiilonbségek miatt.

Szembetling kiilonbséget tapasztaltunk a BA és a h6 hatasa kozott. HOstressz alatt — 41, 42
¢s 43 °C-on 1s — az Osszes vizsgalt hsp (hsp70, a hsp25, hsp90, hspl05 és az aB-krisztallin)
mRNS mennyisége megndvekedett. A BA kezelések azonban csak a hsp70 és a hsp25 mRNS-
ek szintjét emelték meg szignifikdns mértékben. Maximalis Asp70 és hsp25 indukciot a 40
mM-os koncentracional mértiink.

A hoémérséklet valtozdsara a BA-ra is indukdlodd hsp70 és hsp25 reagélt a
legérzékenyebben. Az enyhébb 41 °C-hoz képest a 42 °C-os hdsokk egy nagysagrenddel
nagyobb mértékii indukcidt okozott. A BA kezelés a hsp indukald képessége alapjan a 41 °C-
os enyhébb hdstresszhez allt kozelebb, bar a BA a Asp70 mRNS szintjét nagyobb, még a
hsp25-ét kisebb mértékben emelte meg, mint a 41 °C.

Kozvetleniil a BA kezelések utan tehat nem tapasztaltunk ndvekedést a hsp90, hspl10 és
aB-krisztallin expresszidjaban. Ez két lehetdséget is felvet: a BA vagy nem befolyéasolja ezen
gének kifejezddését, vagy az indukcidjuk csak késébbi idépontban figyelheté meg. Ennek
eldontéséhez vizsgaltuk a hsp gének expresszios szintjét egy oraval a kezelések utén is.

A kisérlet soran egy oras kezeléseket (40 mM BA, 41 és 43 °C) alkalmaztunk, és az egy
oOras regeneracio utan kvantitativ RT-PCR-ral mértiik a ~sp mRNS-ek szintjét (14. abra).
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14. abra A hsp gének expressziojanak idobeli valtozasa BA kezelés és hésokk utan. B16
(F10) sejteket egy oran keresztiil 40 mM BA-lal (z61d oszlop) kezeltiink, 41 °C-on és 43 °C-
on hdsokkoltunk (piros oszlop), vagy ndvesztési koriilmények kozott hagytunk (K, kontroll,
kék oszlop). Egy 6rds nyugalmi fazist kovetden (1h) kvantitativ RT-PCR-ral meghataroztuk a
hsp70 (A), hsp25 (B), hsp90 (C), hsp105 (D) és aB-krisztallin (E) mRNS-ek mennyiségét f-
aktin bels6 kontrollhoz képest. A konnyebb Gsszevethetdség miatt az abran feltiintettiik az 13.
abran mar bemutatott 0 h-nal mért mRNS szinteket.

Ebben az iddablakban mar lathatova valt, hogy a Asp90, a hsp105 és az aB-krisztallin is
indukalodik BA hatasara, csak megkésve, mas kinetikaval, mint a hdsokkolt sejtekben. Az
egy Oras nyugalmi idészak alatt az dsszes vizsgalt -sp mRNS mennyisége tovabb emelkedett.

A hsp25 és hsp70 expresszids szintje olyan nagymértékben nétt BA kezelést kdvetden az egy
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oras regeneracios fazis alatt, hogy ebben az idopontban mar meghaladta a 41 °C-on hdsokkolt
sejtekben mért értékeket. Erdekes megfigyelés, hogy a hspl05 mindkét vizsgalt idépontban az

enyhe, 41 °C-os hdstresszre reagalt a legnagyobb mértékben.

stresszvalaszt

A Hsp-k funkcidja alapjan az abnormalis, vagy denaturalt fehérjék felhalmozodasat
tekintik az elsédleges szignalnak, amely a stresszvalaszt kivéltja. Igy a membran-szenzor
hipotézis igazoldsa szempontjabol kdzponti jelentdségli, hogy a BA kezelés alatt vajon
karosodnak-e, azaz denaturadloddnak-e a fehérjék.

A protein denaturacié mértékének becsléséhez a szentjanosbogar luciferazt hasznaltuk,
mint riporter fehérjét. A luciferdz azért alkalmas erre a feladatra, mert hdérzékeny, és
szolubilitasanak elvesztése korrelal az enzim aktivitasanak csokkenésével (Nguyen és mtsai,
1989). A kisérlethez a luciferazt citoplazmatikusan, konstitutivan expresszalé HeLa sejteket
hasznaltunk, és nyomon kovettiik az enzim aktivitdsanak valtozasat BA kezelés és magas
homérsékleti stressz alatt (15. dbra). Megjegyzendd, hogy a BA a K562 sejtekhez hasonlo

modon ebben a sejtben is indukalta a Hsp70 szintézisét.
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15. abra A BA a hdsokkal ellentétben nem denaturalja a fehérjéket. A szentjdnosbogar
luciferaz enzimet citoplazmatikusan expresszaldo Hela sejteket kezeltiink 30 mM BA-lal vagy

42 °C-on hosokkoltuk dket. 5; 15; 30 és 45 perces inkubacidkat kdovetden mértiik a luciferaz
enzim aktivitasat.

A 42 °C-os hdsokk hatasara gyorsan csokkent a luciferaz aktivitasa: 5 perces inkubaciot

kovetden 60 %-ra esett vissza az enzim aktivitasa, mig egy 6ra mulva mar csak a kiindulasi
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értek 20 %-at mértiik. Ezzel szemben a BA kezelés soran a luciferdz nem vesztette el az
aktivitasat: még 45 perc utan is 100 % koriili értéket mértiink. Ezek alapjan megallapithattuk,
hogy a BA, ellentétében a hdstresszel, nem okoz jelentés mértékii protein denaturaciot.
Fentebb ismertetett kisérleteink megerdsitették azon feltételezésiinket, hogy a Asp expresszid
novekedését nemcsak a fehérjék karosodasa, de a membranperturbacié hatdsara bekovetkezd

szignalképzd események is el tudjak inditani.

5.2. A STRESSZVALASZ INDUKCIOJAHOZ KOTHETO MEMBRAN ALLAPOT-
VALTOZASOK

Munkam kovetkezd szakaszdban arra kerestiink valaszt, hogy milyen membran
allapotvaltozasok valthatjak ki a hdsokk vélaszt. Azonositani kivantuk a stresszvalasz kezdeti
szakaszdban a membran 4ltal kozvetlenill érintett jelképzési-, jelatviteli eseményeket, a
membranok fizikai 4llapotdban, finomszerkezetében és Osszetételében bekovetkezd

valtozasokat.

5.2.1. A benzil-alkohol és a hosokk egyarant novelik a membranok fluiditasat

Irodalmi adatok alapjan a BA egy jol jellemzett membranfluidizald szer (Rege és mtsai,
2002; Konopasek és mtsai, 2004). Emellett a hdsokk is értelemszeriien néveli a membranok
fluiditasat (Revathi és mtsai, 1994; Dynlacht és Fox, 1992; Dynlacht és Fox, 1992; Van
Blitterswijk és mtsai, 1981). A membranok fluiditdsa, a molekuldk dinamikus mozgésa,
lateralis diffuzidja €s rotdcidja meghatarozza a membranok allapotat, és ezen keresztiil a
membranfiiggd folyamatok végbemenetelét (Vigh és mtsai, 2005). Ezek alapjan a
membranfluiditds novekedés jelként szolgalhat a stresszvalasz elinditasahoz.

Kivancsiak voltunk arra, hogy a homérséklet emelése és a BA milyen mértékben
valtoztatjdk meg a membranok fluiditdsdt abban a tartomanyban, amelyben a hsp gének
indukciojat eldidézik. Ehhez a membranfluiditds valtozasat egy membranba ¢ékelddo
fluoreszcens molekula anizotropia mérésével hataroztuk meg. A fluoreszcencia anizotrdpia
értekek forditottan ardnyosak a fluiditas jellemzdvel, igy az anizotropia csokkenése a

membranfluiditds novekedését jelzi.
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A homérséklet-emelés €s a BA kezelés membranfluiditasra gyakorolt hatasat B16(F10)
sejtekbdl izoldlt plazmamembran frakcion mértiik 1,6-difenil-1,3,5-hexatrién (DPH)
fluoreszcens proba segitségével. A DPH jeloldvel a membranok hidrofob,

zsirsavoldallancokat  tartalmaz6 régidjdban  bekovetkezd  valtozasokrdl —nyerhetiink

informaciokat.
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16. abra A homérséklet-emelés és a BA kezelés dozisfiiggé modon novelik a membranok
fluiditasat. (A) A DPH fluoreszcencia anizotropia véltozdsa hémérséklet-emelés hatdsara
B16(F10) sejtekbdl izolalt plazmamembran frakcion. Az abran a 37 °C-on mért anizotropia
értektdl vald eltérést tiintettiik fel. (B) DPH jelolt plazmamembran frakciot ndvekvod
koncentracioban BA-lal inkubdltunk 37 °C-on 5 percig, majd meghataroztuk a DPH
fluoreszcencia anizotropia értékeket. A BA-lal nem kezelt mintdhoz viszonyitva dbrazoltuk az
anizotropia valtozasat.

Vérakozasainknak megfelelden a hdmérséklet emelésével fokozatosan csokkent az izolalt
membranfrakcié rendezettsége (16/A abra). A BA kezelés is koncentriciofiiggd modon
novelte a membranok fluiditasat (16/B abra). A BA kezelés a Asp indukcidt kivalté 30-40 mM
koncentraci6 tartomanyban olyan mértékben ndvelte a membranfluiditast, mint a 42-44 °C-os
homérsékletemelés. Tehat mindkét stresszhatds a hdésokk valaszt eldidézd tartomanyban
hasonld6 mértékben fokozta meg a lipidmolekuldk mozgékonysagat, a membranok

rendezetlenségét.

5.2.2. A membranfluiditis novekedése nem mindig jar egyiitt a hésokk valasz

indukcidjaval

A fenti, valamint K562 sejteken nyert, jelen dolgozatban részletesen nem ismertetett
eredmények (Balogh és mtsai, 2005) Osszevetése alapjan felmeriilt a lehetdség, hogy a

membranok rendezettségének kritikus szintli csokkenése mar elégséges feltétele a hdsokk
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valasz kivaltasanak. A feltételezés teszteléséhez egy BA-lal szerkezetileg rokon

membranfluidizalo vegyiilet, a fenetil-alkohol (PhA) hatasat is tanulmanyoztuk (17. abra).

H
(o oA
BA PhA

17. abra A BA és a PhA szerkezeti képlete

5.2.2.1. Az , izofluid membran dllapotot” eloidézo benzil-alkohol és fenetil-alkohol

koncentraciok meghatarozasa

Kérdéskent tettiik fel, hogy ha PhA-lal idéziink eld ugyanolyan mértékii membranfluiditas
novekedést, mint a hdsokk valaszt kivalto BA (40 mM) kezeléssel, akkor indukaldédnak-e a
hsp gének PhA hatdsara. A kérdés megvalaszoldsdhoz eldszor meg kellett hataroznunk azt a
PhA koncentraciot, amely ugyanakkora mértékben fluidizalja a membranokat, mint a 40 mM
BA kezelés. Ehhez B16(F10) sejtekbdl izolalt DPH-jeldlt plazmamembran frakcidt novekvo
koncentracioban PhA-lal inkubdltunk, ¢s a DPH fluoreszcencia anizotrépia méréssel

vizsgaltuk a PhA membranfluiditasra gyakorolt hatasat (18. abra).
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18. abra A PhA koncentraciofiiggdé modon noveli a membranok fluiditast. DPH-jelolt
plazmamembran frakcidt novekvo koncentracioban PhA-lal inkubaltunk 37 °C-on 5 percig,
majd meghataroztuk a DPH fluoreszcencia anizotropia értékeket. A kezeletlen mintahoz
viszonyitva abrazoltuk az anizotropia valtozasat. A konnyebb Osszevethetdség érdekében az
abran feltlintettiik a BA-ra vonatkozo, 16. abran mar bemutatott adatokat is.

A PhA is koncentraciofiiggd modon novelte az izolalt membranfrakcio fluiditdsat. A PhA

hatékonyabb fluidizal6 szernek bizonyult, mint a BA, ugyanis 12 mM koncentracidoban idézett
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elé olyan mértékl fluiditdas novekedést, mint a 40 mM BA kezelés. Ez valosziniileg annak
kdszonhetd, hogy a PhA-nal a fenil-csoport mélyebben tud beékelddni a membranba, igy a
hidrofob, zsirsavoldallancokat tartalmazo membranrégié rendezettségét erdteljesebben képes

megbontani.

5.2.2.2. Az , izofluid membran dllapotot” eldidézé fenetil-alkohol hatasa a hsp

expressziora

Az ,izofluid membran allapotot” el6idéz6 BA és PhA koncentraciok (40, ill. 12 mM)
meghatarozasat kovetden mar tanulmanyozhattuk, hogy az azonos mértéki membranfluiditas
novekedés hogyan befolyasolja a hsp gének kifejezddését. A hsp70 és hsp25 mRNS-ek
mennyiségét kvantitativ  RT-PCR-ral mértiik 12 mM PhA-lal és 40 mM BA-lal kezelt
B16(F10) sejteken (19. abra).
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19. abra A BA és a PhA, az izofluid allapotot el6idézé koncentraciokban, eltéré moédon
hatnak a hsp gének expresszidjara. 40 mM BA-lal (z6ld oszlop) vagy 12 mM PhA-lal (lila
oszlop) kezeltiink B16(F10) sejteket, ill. novesztési koriilmények kozott hagytuk oket (K,
kontroll, kék oszlop) egy oran keresztiil. Kdzvetleniil a kezelések utan kvantitativ RT-PCR-ral
meghataroztuk a Asp70 (A) és a hsp25 (B) mRNS-ek f-aktin-hoz viszonyitott mennyiségét.

Vérakozasainknak megfeleléen a BA indukalta a hsp70 ¢és a hsp25 gének kifejezddeését.
Azonban meglepve tapasztaltuk, hogy a PhA nem befolyésolta a Asp25 expressziojat, és a
hsp70 mRNS szintjét is csak olyan kis mértékben emelte meg, hogy az messze elmaradt a BA
hsp70 indukalé hatasatol. A Hsp70 fehérje szintjének vizsgalata is megerdsitette a fenti
eredményt. Western blot technikéval igazoltuk, hogy a 12 mM PhA kezelés nem néveli meg a
Hsp70 fehérje mennyiségét sem szemben az izofluid membran allapotot létrehozdé BA

kezeléssel (40mM) (20. abra).

62



. — e oy

43°C 41°C K PhABA K

20. abra A PhA a BA-lal ellentétben nem fokozza a Hsp70 termelédését az izofluid
membran allapotot el6idézé koncentracioban. 40 mM BA-lal (BA), 12 mM PhA-lal (PhA)
kezeltiink, 41 és 43 °C-on hosokkoltunk B16(F10) sejteket, vagy novesztési koriilmények
kozott hagytuk 6ket (K, kontroll) egy o6ran keresztiil. Hat 6rds nyugalmi fazist kovetden
Western blot technikaval vizsgaltuk a Hsp70 fehérje mennyiségét.

Eredményeink alapjan BA kezelés és hOstressz sordn a membranok rendezettségének
csokkenésével parhuzamosan a Asp gének is indukalodtak. De a membranok belsdé hidrofob
indukcioja. Kisérleteink arra utalnak, hogy a membranfluiditds novekedése nem elégséges a
hosokk valasz kivaltasadhoz.

Fontos azonban megjegyezni, hogy a bioldgiai membranok a membrankomponensek
kozott kialakulo specifikus kdlcsonhatasok révén heterogénnek tekinthetdk. A lipidek és a
fehérjék lateralisan szervez6dd doméneket hozhatnak létre a membran sikjaban, igy a
membranban egymastol eltérd mikroviszkozitasu szegmensek johetnek 1étre. Tehat amikor a
membran 4tlagos fluiditas jellemzdjérdl beszéliink, akkor nem biztos, hogy az kelloképpen
leirja a membran funkcionalitdsa szempontjabol Kkitiintetett mikrodomének fizikai-kémiai

allapotat (Vereb és mtsai, 2003; Vigh és mtsai, 2005).

5.2.3. A hosokk valaszt indukalo kezelések modositjak a membran mikrodomén

szervezodését

Annak érdekében, hogy megértsiik, hogy az atlagos membranfluiditds ndvekedés mellett
milyen tovabbi szerkezeti valtozasok torténnek a membranokban, tanulmanyoztuk a

membranok lateralis mikrodomén szervezddésében bekovetkezo valtozasokat is.

5.2.3.1. Lipiddomének stabilitasanak in vitro vizsgalata

Peter Slotte turkui csoportjaval egylittmiikddve elészor egy in vitro kisérleti rendszerben
(Bjorkqvist és mtsai, 2005) vizsgaltuk a BA és a PhA koleszterin gazdag, rendezett
lipiddoménekre gyakorolt hatasat. Lipid kettOsrétegben, amelyben alacsony ¢és magas
olvadaspontu lipidek is talalhatok, a koleszterin fazisszeparaciot idéz eld. Kialakulnak

koleszterinben gazdag, rendezett (,,liquid ordered”, 1,) és koleszterinben szegény, rendezetlen
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(,,Jiquid disordered”, lg) lipiddomének. A kisérletben hasznalt
POPC/7SLPC/PSM/koleszterin/CTL,  30:30:30:9:1  Osszetételi  lipidkettds  rétegben
létrejonnek PSM/koleszterin gazdag l,, valamint POPC/7SLPC gazdag 14 fazisi domének. A
lipidvezikula CTL 0OsszetevOoje egy fluoreszcens koleszterin szarmazék, amelynek
fluoreszcencigjat a 7SLPC komponens képes kioltani. De mivel a CTL-nek a rendezett |,
fazishoz nagy az affinitdsa, a 7SLPC pedig az 1y fazisban halmozodik fel, igy a
fazisszeparacid6 miatt a CTL fluoreszcencidja nem veszik el. Azonban a lipiddomének
felbomlasakor a CTL és a 7SLPC térkozelbe keriil, és a fluoreszcencia kioltédik. A CTL
fluoreszcencia intenzitas csOkkenése tehat arra utal, hogy a CTL az 1, fazisbdl a kioltot
tartalmazo 14 fazisba kertilt.

A mérés soran a CTL fluoreszcencia intenzitds valtozasat kovettiik nyomon. A
homérséklet emelésekor azt tapasztaltuk, hogy a CTL fluoreszcencia intenzitasa fokozatosan
csokken, ami az 1, koleszterin gazdag lipiddomének hdé hatasdra bekovetkezo

destabilizalodasat, felbomlasat jelzi (21. 4bra).
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21. abra A BA és a PhA, az izofluid membran allapotot el6idéz6 koncentraciokban,
eltéré6 modon hatnak a koleszterin gazdag 1, domének stabilitasara. CTL fluoreszcencia
intenzitds homérséklet fliggése 40 mM BA, 12 mM PhA jelenlétében, és a fluidizalo szerek
nélkiil. Az F mintdkban a vezikuldk Osszetétele: POPC/7SLPC/PSM/koleszterin/CTL
30:30:30:9:1. Az Fy, mintdkban a 7SLPC-t POPC helyettesitette. Az F mintdban mért

fluoreszcencia intezitas értékeket az Fy mintdéhoz viszonyitottuk, amibdl a 7SLPC altal
kioltott CTL aranyara kovetkeztethetiink.

40 mM BA fokozta a hémérsékletemelés hatidsara bekdvetkezd CTL fluoreszcencia
intenzitas csokkenést; a gorbe az alacsonyabb hdmérsékletek irdnyaba tolddott el. Ezzel
szemben az izofluid allapotot létrehoz6 12 mM PhA nem befolydsolta az 1, domének
olvadasat (21. abra). Ezek alapjan bizonyitottuk, hogy a BA a lipid kettdsrétegbe ékelodve

képes a rendezett, koleszterin gazdag lipiddomének szerkezetét is megbontani. A PhA viszont
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annak ellenére, hogy ugyanolyan mértékben megnoveli a membranok atlagos fluiditasat, nem

destabilizalja a rendezett lipiddoméneket.

5.2.3.2. Membran mikrodomének in vivo vizsgalata

Az in vitro kisérleti adatok alapjan felmeriilt a lehetdésége annak, hogy €16 sejtekben is
modosulhat a hdsokk valaszt indukalo kezelések soran a membranok laterdlis mikrodomén
szervezddése. A koleszterin gazdag plazmamembran mikrodoméneknek kozponti szerepet
tulajdonitanak tobbek kozott jelatviteli utvonalak, membrantranszport folyamatok
szabalyozasaban, sejt-sejt kozti kapcsolatok kialakitasdban, igy mint szignalizacids
platformok a stresszindukalta jelképzési-jelatviteli események helyszinéiil is szolgalhatnak.

A koleszterin gazdag mikrodomének szervezddésének vizsgalatdhoz egy fluoreszcens
koleszterin szadrmazékot (polietilén-glikol-koleszterin-éter fluoreszcein észtere, fPEG-chol)
hasznaltunk. Az fPEG-chol egy nem toxikus, vizoldékony, membran impermeabilis molekula,
amely a vizes fazisbol a koleszterin gazdag membranokba épiil be sejtek és modell
membréanok esetében is. El6 sejtek jelolésekor kizarolag a plazmamembran kiilsé rétegének
koleszterin gazdag régidiban halmozodik fel, ahonnan a sejtek lassan endoszomdkba
internalizaljak a jelolot raft markerekkel egyiitt (Sato és mtsai, 2004). Abbdl indultunk ki,
hogy ha a stresszhatdsok moddositjak a koleszterin gazdag mikrodomének szerkezetét, akkor
stressz soran megvaltozik a mikrodomének mérete, eloszldsa a plazmamembranban. Ezért
probaltunk betekintést nyerni, hogy atrendezédik-e a plazmamembran koleszterin tartalmu
mikrodoménjeinek méreteloszlasa hostressz (41 °C ¢és 43 °C), ill. az izofluid membran
allapotot 1étrehoz6 BA és PhA kezelések hatdsara.

A kisérlet soran a fenti egy Ords stresszhatdsokat kovetéen B16(F10) sejteket jeldltiink
fPEG-chol prébaval, és konfokalis mikroszkoppal felvételeket készitettiink a sejtek ndvesztési
felszinhez kitapadd plazmamembran régiojarol. A képeken Image J szoftver segitségével
meghataroztuk az fPEG-chol-jeldlt plazmamembran régiok (mikrodomének) szamat és
méretét. Az fPEG-chol-jelolt mikrodoméneket a méretiik alapjan hat csoportba osztottuk, és
meghataroztuk, hogy a vizsgalt mintakban hogyan oszlanak meg a detektalt mikrodomének a

hat mérettartomany kozott (22. abra).
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22. abra A hosokk és membranfluidizald szerek hatiasa a koleszterin gazdag
mikrodomének szervezédésére. (A) 41 ¢és 43 °C-on egy oran at hdsokkoltunk, (B) 40 mM
BA-lal, 12 mM PhA-lal kezeltiink B16(F10) sejteket, vagy novesztési koriilmények kozott
hagytuk 6ket (kontroll). A koleszterin gazdag mikrodoméneket fPEG-chol jeloldvel tettiik
lathatova. A detektalt doméneket méretiik alapjan 6 csoportba osztottuk, és meghataroztuk a
domének eloszlasat a csoportok kozott.

Héstressz alatt jellegzetes valtozast tapasztaltunk az fPEG-chol-jeldlt mikrodomének
méreteloszlasaban. A kisebb méretli (500 nm alatti) domének aranya csokkent, mig a nagyobb
atmérdjli (700 nm feletti) domének aranya megndtt. A kontroll mintdhoz képest csak a 43 °C
kezelés modositotta szignifikdns mértékben a mikrodomének méreteloszlasat, azonban 41 °C-
on is ugyanolyan tendencidjl, csak kisebb mértékii valtozasokat detektaltunk.

A BA (40 mM) kezelés hatdsara is atrendezddott az fPEG-chol-jelolt mikrodomének
méretbeli eloszlasa. Raadasul a BA ugyanolyan iranyt valtozasokat idézett eld, mint a
homérsékleti stressz: csokkent a kisebb, és nétt a nagyobb méretli fPEG-chol-jelolt
mikrodomének hényada. Ezzel szemben a PhA kezelés (az ,,izofluid” membran éllapotot
el6idéz6 koncentracioban, 12 mM) nem befolyésolta szignifikdns mértékben a mikrodomének
méreteloszlasat. Ezen feliil a PhA még tendenciajat tekintve sem okozott hasonlo irdnyu
valtozasokat, mint a hosokk és a BA kezelés.

A plazmamembran koleszterin gazdag mikrodoménjeinek in vivo vizsgalata megerdsitette
az in vitro kisérleti eredményeket. A memranfluidizalé BA kezelés és a magas hdmérsékleti
stressz az in vitro kisérleti rendszerben egyarant destabilizalta a koleszterin gazdag rendezett
lipiddoméneket. Ezzel dsszhangban a fenti stresszhatasok €16 sejtekben is megvaltoztattdk a
koleszterin gazdag mikrodomének méreteloszlasat, ami a mikrodomének szervezodésében,
szerkezetében bekovetkezd valtozasokra utal. A PhA kezelés azonban annak ellenére, hogy
novelte a membranok atlagos fluiditasat, sem in vitro, sem in vivo nem modositotta a

koleszterin gazdag mikrodomének szervezddését.
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Eredményeinket 0sszegezve megallapitottuk, hogy a Hsp szintézist indukalo kezelések,
mint a BA és a hdstressz, nemcsak a membranok rendezetlenségét novelik meg, de emellett
modositjak, atrendezik a plazmamembran koleszterin gazdag mikrodoménjeinek
szervezddését is. Ez arra utalhat, hogy ezek a mikrodoménjek részt vehetnek, mint
szignalizacios platformok a membran-eredetli stresszvalasz jelképzési - jelatviteli

folyamataban (Nagy ¢és mtsai, 2007).

53. EGY MEMBRAN ALTAL ERINTETT JELATVITELI ESEMENY
AZONOSITASA

5.3.1. A Ca®" szerepének tanulmanyozasa

Milyen jelatviteli események kapcsolhatjdk 0ssze a membranokban zajlé eseményeket a
hsp gének indukcidjaval? Régota ismert a Ca®’, mint méasodlagos hirvivé, kozponti szerepe a
hdsokk valasz folyamataban (Price és Calderwood, 1991). A Ca’" csatorndk miikodését
meghatérozhatja a membran allapota, riadasul az intracellularis Ca®" szint novekedését az
inozitol lipidek metabolizmusa is befolydsolja (Stevenson és mtsai, 1986; Calderwood és
mtsai, 1988). Ezek alapjan feltételeztiik, hogy a Ca*" a BA hataséra aktivalodo, membranbol
indulod jelatviteli utvonal egyik elemeként részt vehet a hsp gének expresszidjanak

szabalyozéasaban.

5.3.1.1. Benzil-alkohol hatisira megemelkedik az intracelluliris szabad Ca’*

koncentracio

A Ca”" szerepének vizsgalatakor el8szdr azt hatiroztuk meg, hogy valtozik-e a sejtekben a
Ca’" koncentracio BA kezelés hatasara. Az intracellularis szabad Ca®* koncentracié ([Ca®'])
méréséhez Fura-2 fluoreszcens festéket hasznaltunk. A Fura-2 spektralis tulajdonsagai Ca®"
kotésekor megvaltoznak, a festék gerjesztési maximuma 338 nm-r6l 366 nm-re tolédik. fgy ha
340 nm-en, ill. 380 nm-en gerjesztjiik a fluorofort és 510 nm-en detektaljuk a kibocsatott fény
intenzitasat, a fluoreszcencia intenzitds aranyanak mérésével a Fura-2 mennyiségétol
fiiggetleniil a kozeg Ca™" koncentracioja meghatarozhat6. Az intracellularis Ca*” koncentracio
méréséhez a festéket a sejtekbe kell juttatni. Ennek széles korben elterjedt modja a Fura-2-
acetoxi-metil (AM) észter alkalmazédsa. A Fura-2/AM észter apolaris tulajdonsagu, igy képes

athatolni a sejtmembranon. A sejten beliil az AM észtert intracellularis észterdzok membran
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impermedabilis Fura-2-v¢é hidrolizaljak, igy a festék a sejteken beliil felhalmozodik. A kisérlet
soran 5 percig BA-lal kezeltiink (15 mM és 30 mM) vagy 42 °C-on hdésokkoltunk Fura-2-vel
feltoltott K562 sejteket, majd mértiik az [Caz+]i -t (23. abra).

300

250
200 i

15 mMBA 30 mMBA 42 °C

[Ca”]; (nM)

23. 4bra A BA kezelés és a hésokk soran intracelluliris szabad Ca®" koncentracié
novekedés figyelheté meg. Az intracellularis szabad Ca®" koncentraciot fluorimetriasan,
Fura-2/AM fluoreszcens Ca”" kelator alkalmazasaval hatdroztuk meg K562 sejtekben. A BA
¢és a hésokk hatasanak vizsgalatakor a mérés eldtt a Fura2/AM festékkel feltoltott sejteket 5
percig inkubaltuk BA-lal (15mM, 30 mM, zodld oszlopok), vagy hdsokkoltuk 6ket 42 °C-on
(piros oszlop) 1,2 mM Ca*" tartalmu pufferben.

A BA kezelés koncentraciofiiggd modon megemelte a sejtekben az [Ca® i-t. Az irodalmi
adatokkal Gsszhangban 42 °C héstressz alatt is [Ca®']; novekedést tapasztaltunk. Erdemes
megjegyezni, hogy a 30 mM BA ¢és a 42 °C-os hdsokk K562 sejtekben hasonld mértékben
indukalta a Hsp70 fehérje szintézisét, és emellett az [Ca®']i-ban is azonos szintii novekedést
idéztek eld.

A kovetkezoékben azt probaltuk megallapitani, hogy a Ca**az extracellularis térbél aramlik
a sejtekbe vagy intracellularis raktarokbol szabadul fel. Ehhez a fenti kisérletet végrehajtottuk
Ca’" mentes és EGTA-t is tartalmaz6 pufferben. gy megvontuk a sejtektdl az extracellularis
Ca”" forrast (24. 4bra).

Extracellularis Ca®" hidnyaban a nem stresszelt sejtekben jelentésen lecsdkkent az [Ca*'];.
De a BA kezelés és a hdstressz tovabbra is fokozta az [Ca®]i-t. Ez arra utal, hogy az
intracellularis térbél felszabadulo Ca®" hozzajarul az [Ca®"]; emelkedéshez BA kezelés és

hésokk soran is.
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24. abra A BA kezelés és a hésokk soran Ca’* szabadul fel az intracellularis raktiarakbol.
Az intracellulris szabad Ca®" koncentraciot az el6zéekhez hasonlé modon hataroztuk meg
K562 sejtekben. A mérés eldtt a Fura2/AM festékkel feltoltott sejteket 5 percig inkubaltuk
BA-lal (15mM, 30 mM, zld oszlopok), vagy hésokkoltuk ket 42 °C-on (piros oszlop) Ca*"
mentes €s 10 mM EGTA-t is tartalmazé pufferben.

5.3.1.2. A Ca’" szint emelkedés sziikséges a hsp70 indukcidjahoz

Annak elddntésére, hogy a BA altal kivaltott Ca®" szint ndvekedés sziikséges-¢ a hsp
gének indukcidjahoz, a kovetkezd kisérletet végeztiik el. Meggatoltuk a stressz hatasara
bekdvetkezé6 Ca’™ szint emelkedést egy intracellularis Ca®" kelator, a BAPTA-AM
alkalmazésaval, és teszteltiik a Asp70 promoter aktivitdsat. A hsp70 promoter aktivitasat egy
riporter plazmid segitségével kovettiik, amelyben a patkany Asp70.1 promoterének 950 bp-os
fragmentuma szabalyozza a CAT riporter fehérje kifejezodését (p950/CAT6). A kisérlethez
olyan B16(F10) sejtvonalat hasznaltunk, amely a kromoszdmaba integralva tartalmazta a fenti
riporter plazmidot (25. abra).

A BAPTA-AM kezelés koncentraciofiiggd modon gatolta a BA hatdsdra bekovetkezd
hsp70 promoter aktivaciot. A varakozasoknak megfelelden a BAPTA-AM csokkentette a
hostressz Asp70 promoter aktivald hatasat is. Ezek alapjan megallapithattuk, hogy a
membranbdl induld stresszaktivalt jelatviteli utvonalak az [Ca®]; emelésén keresztiil

szabalyozzék a hsp70 gén indukciojat.
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25. abra Intracellularis Ca*" kelator alkalmazasa gatolja a hsp70 prométer aktivacijat.
A hsp70 promoter aktivitasat p950/CAT6 plazmidot tartalmaz6 stabil B16(F10) sejtvonalban
hataroztuk meg a CAT enzim aktivitasdnak mérésével. A kisérlet soran BAPTA-AM
intracellularis Ca®" kelatorral 30 percig elékezeltiik a sejteket, majd BAPTA-AM jelenlétében
stressz hatdsoknak tettiik ki dket: 40 mM BA, 41 °C, 42 °C egy 6ran keresztiil. Majd 16 6rés
regeneracios fazis kovetkezett, tovabbra is BAPTA-AM jelentétében, végiil mértiik a CAT
riporter aktivitdsat. Mindharom stresszor esetében a BAPTA-AM-et nem tartalmazé
mintdkban 1-nek tekintettik a promoter aktivacid meértékét, és ehhez viszonyitottuk a
BAPTA-AM jelenlétében mért CAT aktivitas értékeket.

54. A JELATVITELI UTVONALAK INTEGRACIOJA: A  HSF1
AKTIVACIOJANAK VIZSGALATA

A HSF1 a stresszvalasz kozponti jelentdségli transzkripcios faktora. A HSF1 intenziv
poszttranszlaciés moddositasain keresztiill szamos szignalizacids utvonal hatdsat integralja.
Kivancsiak voltunk, hogy a membranstressz altal aktivalt jelatviteli Gtvonalak is a HSF1-en

keresztiil szabalyozzak-e a hsp gének indukcigjat.

5.4.1. A HSF1 DNS-koté képességének vizsgalata

Normal koriilmények kozott a HSF1 monomer formaban van jelen a sejtekben. Stressz
hatasara a DNS-kotésre képtelen HSF1 monomerek DNS-kotésre képes trimerekké alakulnak,
¢s szekvencia specifikusan a hdsokk elemekhez (HSE) kapcsolédnak (Sarge €s mtsai, 1993).
Ez a folyamat, azaz a DNS-koté képesség megszerzése, gélretardacios technikaval nyomon
kovethetd. A kisérlet soran B16(F10) sejteket novekvd koncentracioban BA-lal kezeltiink,

vagy Osszehasonlitasképp 41 és 42 °C-on hdésokkoltunk. A sejtmagi lizdtumokat radioaktiv
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HSE-t tartalmazd oligonukleotiddal inkubaltuk, majd nem denaturdlé poliakrilamid

gélelektroforézist kovetden autoradiografidsan detektaltuk a radioaktiv oligonukleotidok

crer
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26. abra BA hatasara kialakul a HSF1 DNS-kotésre képes aktiv formaja. BA-lal (35, 40,
43, 46 mM) kezeltlink, 41 és 42 °C-on hésokkoltunk, vagy novesztési koriilmények kozott
hagytunk (K, kontroll) B16(F10) sejteket egy oOran keresztiil. Gélretardacids technikaval,
HSE-t tartalmazé radioaktiv oligonukleotidokkal vizsgaltuk a HSE-HSF komplex
kialakulasat. A kotés specifitdsanak teszteléséhez a kotési reakciokba feleslegben radioaktivan
nem jelolt specifikus (S) vagy nem specifikus (NS) oligonukleotidokat mértiink. A HSE-hez
kotddé HSF azonositdsdhoz anti-HSF1 antitest, vagy negativ kontrollként nytlszérum (RS)
jelenlétében is végrehajtottuk a kotési reakciokat. Az abran az autoradiogram képe lathato.
HSF1: HSE-HSF1 komplex, CHBA: konstitutiv HSE-kot6 aktivitas, NS: nem HSE specifikus
komplex.

BA kezelés hatasara, a hdsokkolt mintdkhoz hasonloan, kialakult egy HSE kotésére képes
DNS-fehérje komplex. A feleslegben adott nem jelolt specifikus oligonukleotid kiszoritotta a
komplexbdl a radioaktiv specifikus oligonukleotidot, mig a nem specifikus oligonukleotiddal
torténd inkubaciéo nem befolyédsolta a DNS-fehérje komplex kialakulasat jelezve, hogy HSE
specifikus DNS-fehérje komplex alakult ki a BA kezelt mintakban.

A HSE-fehérje komplexben a HSFI1 jelenlétének igazolasdhoz anti-HSF1 antitest
jelenlétében is inkubaltuk a lizdtumokat a jelolt specifikus oligonukleotiddal. Ennek hatasara
tovabb lassult a HSE-fehérje komplex migracidja, ami arra utal, hogy HSF1 tartalmia DNS-
fehérje komplex jott 1étre a BA és a hokezelt mintakban.

A gélretardacios analizis alapjan megéllapitottuk, hogy BA kezelés soran is DNS-kotésre
alkalmas trimerré alakul a HSF1. Arra a kérdésre azonban, hogy a HSF1 a sejten beliil
valoban kotddik-e a DNS-hez, ill. milyen gének mely szabéalyzé elemeivel 1étesit kapcsolatot,
egy masik modszerrel, kromatin immunoprecipitdciéval tudunk valaszt kapni. Korabbi

kisérleteinkbdl ismert volt, hogy a hsp70 expresszidja nagymértékben megemelkedik BA
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hatdsara. Ezért kromatin immunoprecipitacioval azt hataroztuk meg, hogy a hsp70 gén
promoteréhez kapcsolodik-e in vivo a HSF1. BA (43 mM) kezelést és 42 °C hdsokkot
kovetden anti-HSF1 antitesttel immunoprecipitaltuk a formaldehiddel keresztkotott és
szonikalt kromatin preparatumokat. Pozitiv kontrollként anti-acetil-hiszton 4 (anti-AcH4)
antitesttel, és negativ kontrollként nytlszérummal is elvégeztiik a kicsapast. Szemikvantitativ
PCR-rel becsiiltiik meg a Asp70.1 promoter mennyiségét az immunoprecipitalt DNS-ben (27.
abra).

bemérés aHSF1 aAcH4 alNS
K BA HS K BA HS K BA HS K BA HS

e pep7o
... PCK

27. abra A HSF1 a hsp70.1 promoterhez kapcsolodik BA kezelés hatasara. Kromatin
immunoprecipitacioval vizsgaltuk a HSF1 Asp70.1 promoterhez kotddését B16(F10) sejteken
novesztési korilmeények (K) kozott, valamint egy oras 43 mM BA (BA), és 42 °C-os hdsokk
(HS) kezeléseket kovetéen. Anti-HSF1, pozitiv kontrollként anti-AcH4 ellenanyagokkal, és
negativ kontrollként nytlszérummal (NS) is immunoprecipitadltuk a szonikalt kromatin
mintdkat. Szemikvantitativ  PCR-rel hatéroztuk meg a hsp70.1 és a foszfoenolpiruvat-
karboxikinaz (PCK) promoter fragmentumok mennyiségét a precipitatumokban. A bemérési
kontrollndl az immunoprecipitaciohoz hasznalt kromatin mennyiség 10 % -at hasznaltuk.

A kontrollhoz képest mind a BA, mind a hdkezelt mintdk HSF1 precipititumaiban
feldasult a Asp70.1 promoter. 42 °C hdsokk utan a sejtek nagyobb hanyadaban kotédott HSF1
a hsp70.1 promoterhez, mint 43 mM BA kezelést kdveton. Ez az eredmény 0sszhangban van
a korabbi hsp70 génexpresszios adatokkal, ahol azt tapasztaltuk, hogy a 42 °C hdsokk
hatdsara egy nagysagrenddel magasabb a Asp70 mRNS szintje, mint a 43 mM BA kezelés
utdn. A negativ kontroll nyulszérummal kicsapott mintakban nem detektaltunk Asp70.1
promotert, még a pozitiv kontroll acetildlt hiszton 4 ellenanyaggal mindegyik
kromatinpreparatumbdl kicsaphato volt a Asp70.1 promoter. A foszfoenolpiruvat-karboxikinaz
promoterhez egyik fehérje sem tud kotddni, és ennek megfelelden nem is tudtuk kimutatni
egyik immunoprecipitatumban sem. Eredményeink alapjan megallapitottuk, hogy BA kezelés
hatdsara a HSF1 DNS-kotd képességre tesz szert, és a sejtekben kapcsolodik a hsp70.1

promoterhez.
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5.4.2. A HSF1 foszforilacios allapotanak valtozasa

Ahhoz, hogy a HSFI fokozza a célgének transzkripciojat, a DNS-kotd képesség
megszerzése mellett kovalens poszttranszlacids modositasokra is sziikség van. Irodalmi adat,
hogy stressz hatasara atrendezddik a HSF1 foszforilaltsdgi mintazata, €s a transzkripcios
faktor hiperfoszforilaltta valik (Sarge ¢és mtsai, 1993). A foszforilaltsagi allapotban
bekovetkezd valtozast Western blot technikdval nyomon kovethetjik, mivel a
hiperfoszforilacié hatasdra a HSF1 mobilitdsa lelassul SDS poliakrilamid gélben. A
kovetkezOkben azt vizsgaltuk, hogy BA kezelés alatt is megtorténik-e a HSF1

hiperfoszforilacioja (28. ébra).

°C mM BA
41 42 K 35 40 43 46 K

28. abra A HSF1 foszforilaltsagi allapota BA kezelés soran is megvaltozik. BA-lal (35,
40, 43, 46 mM) kezeltiink, 41 és 42 °C-on hdsokkoltunk, vagy ndvesztési koriilmények kozott
hagytunk (K, kontroll) B16(F10) sejteket egy oran keresztiil. Anti-HSF1 Western blot-tal
vizsgaltuk a HSF1 mobilitdsanak valtozasat a fenti kezelések hatdsara.

A kontroll mintdkhoz képest a BA-kezelt mintdkban lassult a HSF1 migrécidja, és a
hdsokkolt mintakban is a varakozasoknak megfelelden csokkent a HSF1 mobilitasa. Ez arra
utal, hogy BA kezelés hatdsara éppugy, mint hdstressz soran, megvaltozik a HSF1
foszforilaltsagi 4llapota. Meglepd moddon a kezelt mintdkban szamottevéen nagyobb
mennyiségli HSF1-et detektaltunk, mint a kontroll sejtlizatumokban. Irodalmi adatok alapjan
a HSF1 konstitutivan expresszalddik a sejtekben, és a mennyisége stresszhatdsok soran sem
valtozik. A kérdés, hogy az altalunk hasznalt B16(F10) sejtvonalban valéban megnd-e¢ a
HSF1 szintje, vagy a komplex poszttranszlaciéos moddosuldsok befolyasoljak a HSF1

detektalhatdsagat (pl. az antitest affinitdsat), még nem tisztazott.

5.4.3. A HSF1 szabalyozza a hsp gének indukciojat benzil-alkohol kezelés soran

A fentiekben megmutattuk, hogy BA hatasara is lejatszodik a HSF1 aktivacio tobblépéses
folyamata. Ahhoz azonban, hogy a HSFI1 nélkiilozhetetlen szerepét igazoljuk, HSF1
hianyaban is tanulméanyoznunk kellett a membranstressz hatasat a Asp gének indukciojara.

Ehhez HSF1 ,knock-out” egérbdl szarmazd Hsfl”~ embrionalis fibroblaszt sejteket (MEF)
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(McMillan és mtsai, 1998) hasznaltunk. Vad tipusu Hsf1 I gs Hsfl1 " MEF sejteket kezeltiink
BA-lal, és kvantitativ RT-PCR-ral mértiik a Asp70 és hsp25 mRNS-ek mennyiségét (29. dbra).

hsp70 hsp25
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29. abra HSF1 hidnyaban a BA sem indukalja a hsp gének expresszidjat. HsfI™" és Hsfl
"~ MEF sejteket kezeltiink 30 mM BA-lal (BA), ill. hdsokkoltunk 40 és 41 °C-on egy 6ran
keresztiil, vagy novesztési koriilmények kozott hagytuk azokat (K, kontroll). A kezelések utan
kvantitativ RT-PCR-ral meghataroztuk a Asp70 (A), hsp25 (B) mRNS-ek mennyiségét f-aktin
belsd kontrollhoz képest.

A MEF sejtek, a K562 sejtekhez hasonldan, érzékenyebbek voltak a BA-ra, mint a
B16(F10) sejtvonal. Emiatt a kisérlet sordn alacsonyabb BA koncentraciot hasznaltunk.
HSFI™" MEF sejtekben a 30 mM BA kezelés megnovelte a hsp70 és a hsp25 mRNS-ek
szintjét. A vad tipusu sejtekhez képest a HSF'/ " MEF sejtekben nagymértékben visszaesett a
hsp70 és a hsp25 indukcidja mind BA, mind hésokk hatasara. Erdekes médon a HSFI”
sejtekben bar nagyon kis mértékben, de mRNS szint novekedést tapasztaltunk hé és BA
hatdsara is. Ez arra utal, hogy a HSF1 mellett egyéb faktorok is befolyasoljak a Asp-k
expresszigjat. Mindemellett adataink alatamasztjak, hogy az izoterm membranperturbacid

altal kivaltott stresszvalaszban elsddlegesen a HSF1 szabalyozza a Asp gének indukciojat.

5.4.4. A hsp70 transzkripcié fokozasahoz a HSE-k sziikségesek benzil-alkohol kezelés

soran

crcr

kapcsolodik. De vajon a jol jellemzett HSFI-HSE kolcsonhatason kiviil részt vesznek-e

stresszor specifikus szabdlyzd elemek a /hsp gének indukcidjanak szabédlyozasaban?
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Azonosithato-e  példaul olyan promoéter régid, amely sziikkséges a  Asp70
héindukalhatosagahoz, de a BA hatdsdhoz nem?

A kérdés vizsgalatahoz Katarzyna Lisowska csoportjaval egylittmiitkédve egy 9 tagu
riporter plazmid sorozatot hasznaltunk. A plazmidokban a patkany hsp70.1 promoter
kiilonb6zé hosszusagh fragmentumai, ¢és ezek HSE-ket érintd deléciés szarmazékai
szabalyozzédk a kloramfenikol-acetiltranszferdz (CAT) riporter gén kifejezédését (Fiszer-
Kierzkowska ¢és mtsai, 2003). A plazmid sorozatot B16(F10) sejtekbe transzfektalva
Osszehasonlitottuk, hogy miképpen befolyasolja a kiilonb6z6 prométer régiok eltavolitasa a

BA ¢és a hésokk indukal6 hatasat (30. abra).

CAT aktivitas (%)
HSE 0 2 4 6 8 10 12

HH->  p950/CAT6

H A2 p950(AHSE1+2)/CAT6
4 p550/CAT6
I A p550(AHSE1)/CAT6

4+ A p550(AHSE2)/CAT6

4= p350/CAT6

# I p350(AHSE1)/CAT6

42 p250/CAT6

H kontroll
=40 mM BA
m42 °C

- p150/CAT6

30. abra A BA és a hosokk hasonlo promoter elemeken keresztiil indukalja a hsp70.1 gén
kifejez6dését. A CAT riporter plazmidok a patkany Asp70.1 promoter kiilonbdzd hossziisagu
fragmentumait, €s delécios szarmazékaikat tartalmazzak. A sematikus abran feltiintettiik a 3
HSE (piros téglalap) helyzetét, és nyillal jeloltiik a transzkripcio start pontjat. A plazmidokkal
tranziensen transzfektalt B16(F10) sejteket 40 mM BA-lal kezeltiik, 42 °C-on hdsokkoltuk,
vagy novesztési korlilmények kozott hagytuk (kontroll) egy oran keresztiil. 16 6ras nyugalmi
fazist kovetden meghataroztuk a CAT riporter enzim aktivitasat.
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crer

Leghosszabb vizsgalt fragmentum:

A riporter plazmid sorozatban a leghosszabb promoter fragmentum 950 bp hosszisagu
(p950/CAT6) ¢és mind a harom HSE-t tartalmazza. Mint az varhat6 volt, a 950 bp hosszusagu
promoter régio jelenlétében a riporter fehérje expresszioja indukaldédott BA kezelésre és
hésokkra. A BA kisebb mértékben emelte meg a ripoter expresszidjat, mint a 42 °C hdésokk,
alatdmasztva a korabbi kvantitativ RT-PCR adatokat.

HSE-ket nem érinté delécio:

A p550/CAT6 plazmidban szintén mindhdrom HSE jelen van, viszont tdvoli, HSE-eket
nem tartalmazé szabalyz6 régid hianyzik beldle. A delécid csak kis mértékben érintette a BA
¢s a hostressz indukalo képességét.

HSES3 hidnya:

A rovidités folytatasa, amely a HSE3-t tavolitotta el (p350/CAT6), nem okozott tovabbi
csOkkenést a promoter aktivald képességében.

HSE] vagy HSE? hianya:

A p550(AHSEL)/CAT6); pS50(AHSE2)/CAT6 plazmidokban a HSE2 vagy a HSEI1
hidnyzik, de jelen van a HSE3. Ezek a deléciok nagymértékben csokkentették az indukcid
szintjét mindkét stresszor esetében.

Ha emellett még a HSE3 is el volt tavolitva (p350(AHSE1)/CAT6; p250/CAT6) nem
tapasztaltunk tovabbi jelentds csokkenést sem a BA, sem a hdsokk aktivald képességében.

HSE1 és HSE? egyiittes hidanya:

A p950(AHSEI1+2)/CAT6; pl50/CAT6 plazmidokban talalhaté promoéter fragmentum
nem okozott indukciét BA- és hokezelésre sem.

A kiilonb6z6 deléciok hasonldé modon érintették a BA és a hdstressz indukald képességét.
A plazmidsorozatot hasznalva tehdt nem talaltunk olyan deléciot, amely eltér6 modon
befolyésolta volna a BA ¢s a hd Asp70 indukéld képességét, ami arra utal, hogy hasonld
promoter elemeken (elsddlegesen a HSE1 és HSE2-n) keresztiil torténik a Asp70 indukcidja
mindkét stresszor hatdsara. A fentiek alapjan azonban még nem zarhatjuk ki potencidlis
sziikséges lenne egy szisztematikus, nemcsak a HSE-ket érintd delécid sorozat hatdsanak

Osszehasonlito vizsgalata.
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5.5. A TERMOTOLERANCIA KIALAKULASANAK TESZTELESE

Régi megfigyelés, hogy a stresszhatasok pozitiv kovetkezményekkel is jarnak. Szubletalis
stresszt kovetden a sejtek 1iddlegesen ellenallobbakka valnak, ¢és az erdteljesebb
stresszhatasokkal is megbirkdznak. A stressztolerancia kifejlddése, és a Hsp-k megndvekedett
mennyisége kozott szoros kapcsolatot mutattak ki (Li és Werb, 1982). A membran-eredetli
stresszvalasz tanulmanyozésa soran is alapvetd kérdésként fogalmazddott meg, hogy a
membranokat érintd stressz képes-e felkésziteni a sejteket egy ezt kovetd stresszhatas
tulélésére. Vajon a BA kezelés altal elinditott folyamatok elvezetnek-e az un.
kereszttolerancia, jelen esetben a letdlis hdstresszel szemben védd termotolerans allapot
kialakulasdhoz?

A termotolerancia tesztelésére hasznalt egyszerli modszer azon alapul, hogy az életképes
sejtek kitapadnak a novesztési felszinre, majd koloniat képeznek. A kisérlet soran a sejteket
elokezelik a szubletalis, Gn. prekondicionald hatassal, majd letalis hésokkot alkalmaznak. A
mi esetliinkben a prekondiciondlds BA-lal (40 mM), valamint &sszehasonlitasképp 42 °C
hdsokkal tortént. Az eldkezelést egy 16 6rds nyugalmi peridodus kovette. Ezutdn letélis
hostressznek tettiik ki a sejteket 45 °C-on 30, vagy 60 percig. Végiil kiilonb6z6 higitdsokban
Petri-csészékbe osztottuk Oket, és meghataroztuk, hogy a sejtek hany szazaléka képes a
koloniaképzésre (31. abra).

Prekondicionalas nélkiil csak néhany sejt ¢élte tal a 45 °C-os kezelést, igy
megbizonyosodtunk réla, hogy a 30 és 60 perces 45 °C-os hésokk valdban letalis hatdsu. A
BA ¢és a 42 °C-os eldkezelések legalabb egy nagysagrenddel novelték az életképes sejtek
szamat. BA hatasara a 30 perc letalis hdsokkot a sejtek megkozelitdleg 9 %-a élte tul, a 60
perces hdstressz viszont mar annyira erdteljesnek bizonyult, hogy csak kevesebb, mint 0,5 %-
uk. Bar az elokezelések ez utobbi esetben is jelentdsen novelték a sejtek tuléloképességét.

Az eredmények alapjan megallapithatjuk, hogy a BA kezelést kovetd komplex
vélaszreakci6 hésokk nélkiil, izoterm koriilmények kozott is elvezetett a termotolerans allapot
kifejlédéséhez. Frdekes modon a 40 mM BA valamivel hatékonyabb prekondicionald
kezelésnek bizonyult, mint a 42 °C hdsokk, annak ellenére, hogy a hdstressz nagyobb
mértékben indukalja a Hsp fehérjék szintézisét, mint a BA. Ez a megfigyelés arra utal, hogy a
Hsp-k mellett egyéb adaptacids folyamatok is fontos szerepet jatszhatnak a termotolerans

allapot kialakulasaban.
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31. abra A termotolerancia kivalthato BA kezeléssel is. Egy 6ras 40 mM BA, ill. 42 °C
hosokk kezelésekkel prekondicionaltunk B16(F10) sejteket, vagy novesztési koriilmények
kozott hagytuk dket (37 °C). 16 6rds nyugalmi peridodust kdvetden 45 °C-on 30, valamint 60
percig letalis hostressznek tettiik ki Oket, €és dsszehasonlitottuk a prekondicionéald kezelések
hatasat a sejtek kolonia képzd képességére. (A) Az életképes sejtek altal 1étrehozott koloniak.
(B) A kolonia képzd képesség grafikus abrazolasa. A letdlis hdsokkon at nem esett, nem
prekondicionalt (37 °C-on tartott) mintdban 100 %-nak tekintettiik az életképes sejtek szamat,
¢s ehhez viszonyitva hataroztuk meg az ¢letképes sejtek aranyat a letalis hokezelést kapott
mintakban.
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6. EREDMENYEK MEGVITATASA

Munkdm sordn a sejtmembranok stresszvalaszban betoltott szerepét tanulményoztam
emlds sejttenyészeteken. Csoportunk korabbi eredményeibdl kiindulva feltételeztiik, hogy az
emlds sejtmembran, hasonldéan a prokaridta sejtek membranjahoz, nemcsak karosodik a
stresszhatdsok soran, hanem aktudlis lipidosszetétele és fizikai allapota, annak modulacidja
egyben kozponti szereppel bir a stresszorok érzékelésében, és a stresszelharitd (adaptiv)

mechanizmusok mukodtetésében.

6.1. A membranperturbacié hosokk valaszt indukal

A fent vazolt ,,membrdn, mint stressz-szenzor” hipotézis érvényességének vizsgalatahoz
azt a prokariotdk esetében mar alkalmazott megkdzelitést hasznaltuk, hogy a membranok
fizikai allapotat egy membranba interkaldlodo vegyiilettel modositottuk, majd kovettiik, hogy
a membranperturbacid képes-e aktivalni a sejtek altaldnos védekezd rendszerét. A membran
rendezettségének modositasat benzil-alkohol (BA) kezeléssel értiik el. A BA egy neutralis,
amfifil tulajdonsagii molekula, amelynek membranfluiditasra gyakorolt hatasa jol jellemzett
(Rege ¢és mtsai, 2002; Konopasek ¢és mtsai, 2004). Szamos tanulmanyban alkalmaztdk mar a
membranfluiditds €és a membranfunkciok kozotti kapcsolat vizsgalatira (Gordon és mtsai,
1980; Carriére és mtsai, 1986; Friedlander és mtsai, 1990; Bookstein és mtsai, 1997,
Kitagawa ¢és mitsai, 1995; Ghosh ¢és mitsai, 2002). Ismert tény a hémérséklet-emelés
membranok rendezettségét csokkentd hatdsa (Revathi és mtsai, 1994; Dynlacht és Fox, 1992;
Dynlacht ¢és Fox, 1992; Van Blitterswijk és mtsai, 1981; Mejia €s mtsai, 1995), igy BA
kezeléssel a hdsokk membranfluidizald hatasa hostressz nélkiil, a novesztési homérsékleten is
modellezhetd. A BA kezelés és a hdmérséklet-emelés membranfluiditasra gyakorolt hatasat
DPH anizotropia méréssel kisérleteink sordn mi is megerdsitettiik.

A stresszvalasz aktivacidjanak egyik kovetkezménye, hogy indukalodik a Hsp-k
szintézise. Tobb emlds sejtvonal esetében (K562, B16(F10), MEF) is azt tapasztaltuk, hogy
BA hatasara megemelkedik a Asp gének expresszidja. B16(F10) egér melanoma sejtvonalon
részletesebben is jellemeztiik a hsp expresszio valtozast 6t asp (hsp70, hsp25, hsp90, hspl10,
aB-krisztallin) csaladtag esetében. Megallapitottuk, hogy a hdsokkhoz hasonléan, BA
kezeléskor is megemelkedik az Osszes vizsgalt Asp mRNS mennyisége, de az indukcid

kinetikajat, és a hsp csaladtagok expresszidjanak mértékét a stresszor jellege és ,,erdssége”
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hatdrozza meg. Eredményeink alapjan  egyértelmiien bizonyitottuk, hogy a
membranperturbacid egy még ismeretlen utvonalon keresztiil, de elvezet a hsp gének fokozott
kifejezddéséhez.

A BA hdsokk valaszt indukald képességét mas organizmusokban -— cianobaktériumban
(Horvath ¢és mtsai, 1998) Escherichia coli-ban (Shigapova ¢és mtsai, 2005), élesztében
(Carratu és mtsai, 1996), és mohdkban (Saidi és mtsai, 2005) — csoportunk és masok is
bizonyitottak. SGt, a BA kezelés chaperon indukal6 hatdsa a gyakorlatban is felhasznalhato pl.
Escherichia coli-ban fehérjék tultermeltetésekor. A BA kezelés ugyanis csokkentette a
tultermelt fehérjék inszolubilis aggregatumokba torténd felhalmozodasat (de Marco €és mtsai,

2005).

6.2. A stresszvalasz indukciéja a membranok perturbacidjaval nem a fokozott

fehérje denaturacio kovetkezménye

A klasszikus stressz-szenzor modell értelmében a hdsokk fehérjék indukcidjat a
denaturalodott, abnormalis fehérjék felhalmozodasa inditja el a sejtekben. A modell tehat a
karosodott fehérjék megjelenését tekinti az elsddleges stresszérzékeldnek (Morimoto, 1998).
Ezért a membran-szenzor hipotézis igazolasa szempontjabdl kdzponti jelentdségii, hogy a BA
riporter enzim (Nguyen és mtsai, 1989) aktivitdsanak mérésekor azonban azt tapasztaltuk,
hogy a hdsokkal ellentétben BA hatasara nem csokkent az enzim aktivitasa. Ez arra utal, hogy
a BA nem okoz jelentds mértékli fehérje denaturaciot. Hasonlo kovetkeztetéshez vezetett az
vizsgalata Escherichia coli-ban BA kezelés alatt (Shigapova és mtsai, 2005). Tehat a

membranba interkalalodo, membranfluidizaldo BA kezelés olyan tvonalon keresztiil valtja ki

crer

6.3. Membranszerkezeti valtozasok a stresszvalasz indukcidja soran

A BA mellett szdmos lipofil tulajdonsagii membranaktiv vegyiiletrdl leirtak, hogy
fokozzék a Hsp-k szintézisét emlds sejtekben. Ilyenek példaul az alifas alkoholok (metanoltol
oktanolig), fenol, lidokain, paracetamol, rotenon. Azt tapasztaltdk, hogy a felsorolt molekuldk
hésokk valasz indukald képességét a lipidoldékonysaguk mértéke hatdrozza meg. Akkor

idéznek eld Hsp valaszt, ha a vegyiiletek membranbeli koncentracidja elér egy adott, szitk
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intervallumba es0 értéket (Hahn és mtsai, 1985; Neuhaus-Steinmetz ¢és mtsai, 1994; Neuhaus-
Steinmetz és Rensing, 1997). Ezek a megfigyelések arra utalnak, hogy a membranok fizikai
allapotaban, szerkezetében bekovetkezd valtozasokat egy bizonyos szintig toleraljak a sejtek.
Azonban egy ponton til a membranperturbacido és membranfunkciok esetleges karosodasa
mar jelképzési folyamatokat indit el, amelyek szerepet jatszhatnak a stresszvalasz, és ezen

beliil a 4sp génexpresszid beinditasdban.

6.3.1. A membranfluiditas névekedése nem elegendo a hosokk valasz elinditasahoz

Vajon hogyan jellemezhetdek azok a membran allapotvaltozasok, amelyek a stresszvalasz
indukcidjanak kezdeti szakaszdban zajlanak? A stresszvalaszt kivaltd membranaktiv
vegyiiletek, mint az altalunk hasznalt BA, valamint az alifas alkoholok, a lidokain, a szalicilat,
amellett, hogy fokozzék a hsp gének kifejezddését (Ishihara és mtsai, 2003), a membranok
fluiditasat is novelik (Firestone €és mtsai, 1994; Chung és mtsai, 2000; Fox és mtsai, 2006;
Balasubramanian és mtsai, 1997). Kisérleteink sordn K562 sejteken azt tapasztaltuk, hogy a
hésokk, a BA és a disszertacioban nem targyalt heptanol, ha azonos mértékii Hsp70 fehérje
szintézist idéznek eld, azonos mértékben ndvelik meg a membranok fluiditasat is (Balogh és
mtsai, 2005). A fenti megfigyelések arra utaltak, hogy legaldbbis K562 sejteken a membranok
rendezettségének kritikus csokkenése mar elégséges jelként szolgdl a Hsp fehérjék
indukciojahoz.

A jelenség érvényességét mas sejtvonalon, B16(F10) sejteken is megvizsgaltuk a
kovetkezOképpen. Egy BA-lal szerkezetileg rokon vegyiilettel (fenetil-alkohollal, PhA) (Jordi
¢és mtsai, 1990) idéztiink el6 ugyanakkora membranfluiditas ndvekedést, mint a Asp gének
expresszigjat indukalé BA-lal (40 mM), majd teszteltiik, hogy a PhA is fokozza-e a hsp
mRNS-ek szintézisét. Varakozasainkkal ellentétben a BA is csak a 42 °C hdsokknal nagyobb
fluidizacidt okozo koncentracioban hozott létre hsp valaszt. A BA-lal izofluid dozisi PhA
pedig egyatalan nem indukalta a hsp gének kifejez0dését. Eredményiink alapjan arra
kovetkeztettiink, hogy a membranperturbacié egyik eleme, a membranfluiditas ndvekedés,

nem sziikségszeriien jar egyiitt a Hsp vélasz kialakulésaval.

6.3.2. Hsp valaszt indukalo kezelések alatt a membran mikrodomének atrendezodnek

A membranok jellegzetes sajatossdga, hogy a membrénalkotd6 komponensek nem
homogénen, random moddon oszlanak el, hanem a lipidek és a fehérjék kozott kialakuld
specifikus kolcsonhatdsok révén dinamikus, folyamatosan ujraszervezddé mikrodomének

jonnek létre a membran sikjaban. A plazmamembran mikrodoménjeinek fontos szerepet
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tulajdonitanak a jelatviteli folyamatok szabalyozasaban, igy felmeriilt a lehetéség, hogy a
stresszvalasz soran is részt vehetnek a jelképzési/jelatviteli események elinditasaban (Vigh és
mtsai, 2005).

Annak érdekében, hogy megértsiik, hogy a fluiditds novekedés mellett milyen tovabbi
allapot valtozdsok torténnek, a membranok laterdlis mikrodomén szervezddésében
bekovetkezd atrendezddéseket is tanulmanyoztuk. Egy in vitro kisérleti rendszerben
(Bjorkqvist és mtsai, 2005) nyomon kdovettiik, hogy a fluidizal6 szerek jelenlétében hogyan
valtozik a koleszterin gazdag, rendezett lipiddomének stabilitdsa. Azt tapasztaltuk, hogy a Asp
gének indukcidjat okozd BA képes a rendezett, koleszterin gazdag lipiddomének szerkezetét
megbontani, de a PhA annak ellenére, hogy ugyanolyan mértékben megndveli a membranok
atlagos fluiditasat, nem destabilizalja a rendezett lipiddoméneket. In vivo €16 sejtekben is
kiilonbséget talaltunk a két membranfluidizdlo szer hatdsdban. A BA kezelés alatt
jellegzetesen modosult a koleszterin gazdag, fPEG-chol jelolt (Sato és mtsai, 2004)
mikrodomének méreteloszlasa. A kis méretli domének szdma lecsokkent, a nagyobb méretii
domének aranya pedig megndtt. Hasonld irdnyt valtozasokat tapasztaltunk hdstresszt
kovetden is. A PhA kezelés viszont nem modositotta ilyen irdnyba az fPEG-chol jeldlt
mikrodomének méreteloszlasat. Eredményeink arra utalnak, hogy a hdsokk fehérje
expressziot indukalo kezelések (magas homérséklet, BA) hatdsdra a plazmamembran
koleszterin gazdag mikrodoménjeinek szervezddése atalakul. Elképzelhetd, hogy a kisebb
méretll koleszterin gazdag mikrodomének flizionalasaval nagyobb mikrodomén platformok
jonnek 1étre. Legujabb lipidomikai vizsgalatainkban a szfingomielin-ceramid atalakulast, a
ceramid szint novekedést, ill. a ceramid raft-koaleszcenciat kivaltod hatasat valoszinisitjiik a
jelenség hatterében (Balogh és mtsai 2009, kézirat). Még nem ismert, hogy a koleszterin
gazdag mikrodomének szervezOdése, a koleszterin homeosztazis atalakulasa milyen szerepet
jatszik a stresszvalasz folyamataban. De emlitést érdemel az a megfigyelés, hogy emlds
sejtekben hdsokk hatdsara egy koleszterin szarmazék, koleszteril-gliikozid, szintetizalodik. A
koleszteril-gliikozid pedig képes a HSF1 aktivaciojan keresztiil fokozni a Asp70 expressziojat
(Kunimoto és mtsai, 2002). gy elképzelheté példaul, hogy a koleszterin gazdag
mikrodomének szerkezetének megbomldsa megvaltoztatja a koleszterin hozzaférhetdségét, ¢s
elosegitheti a hsp gén expresszidt befolyasold koleszterin-szarmazékok keletkezését. A

tovabbi lehetséges mikrodomén-fliggd jelatviteli utakat alabb, a 33. abran foglaljuk ossze.
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6.4. A membranoktol a hsp génekig vezeto feltételezett jelatviteli itvonal

6.4.1. A Ca** szerepe, mint masodlagos hirvivé

A membranoktol a Asp génekig iveld jelképzési és jelatviteli folyamat még nincs
felderitve. A Ca®"-rol viszont régbta ismert, hogy kozponti szerepet jatszik a hdsokk valasz
folyamatdban (Stevenson és mtsai, 1986). Szamos irodalmi adat utal arra, hogy a Ca®’
koncentracio novekedése jelként szolgal a HSF1 aktivaciojahoz (Mosser és mtsai, 1990; Price
¢s Calderwood, 1991) és a hésokk fehérjek expressziojdhoz (Kiang €s mtsai, 1994; Kiang és
mtsai, 1998; Kiang és mtsai, 1999). A hdésokk mellett tovabbi stresszhatdsok, mint pl. a
glutation deplécio, a megndvekedett extracellularis K koncentracio, a prosztaglandin A, a
Hsp90 inhibitor geldanamycin alkalmazasa, Ca*'-fliggd modon fokozzak a hsp70
kifejez6dését (Chang €s mtsai, 2006; Silomon €s mtsai, 2007; Eickelberg és mtsai, 2001; Choi
és mtsai, 1994). Kisérleteinkkel igazoltuk, hogy a BA kezelés is a Ca®" szint ndvelésén
keresztiil indukalja a hsp70 expresszidjat.

A Ca®" szint novekedés akar kozvetlen kdvetkezménye is lehet a membranok fizikai
allapotaban bekovetkezd valtozasoknak. A membranok fizikai allapota ugyanis kozismerten
befolydsolja ~a  membranfehérjék, ioncsatorndk  miikodését. A  BA  okozta
Elliott, 1997; Haeseler és mtsai, 2000; Carriére és Le Grimellec, 1986; Bookstein és mtsai,
1997; Kitagawa ¢és mtsai, 1995), még masokét pedig fokozza (Friedlander és mtsai, 1990;
Daniell ¢és Harris, 1989; Zhang ¢és mtsai, 2000). A membranperturbacié membranfehérjékre
gyakorolt hatdsanak egyik értelmezése szerint a membranba ¢kelddd amfifil molekuldk, mint
a BA, atrendezik a membranban uralkodo lateralis nyomasviszonyokat. A membranok
a belsd, zsirsavoldallancokat tartalmazd régidban csokken a molekuldk egymasra hato
lateralis nyomasa. A nyomasviszonyok atalakulésa a kiilonb6zd ioncsatornak aktivitasat eltérd
modon befolyasolja attol fliggden, hogy milyen az adott csatorna szerkezete, és milyen
konformdciovaltozast eredményezd mozgasok sziikségesek a fehérje mitkkodéséhez (Cantor,
1997). A membrantenzid novekedése a mechanoszenzitiv ioncsatornakat is aktivalja. Ezek az
ioncsatorndk hére és illékony anesztetikumokra is reagalnak (Martinac, 2004). Az
ioncsatorndk kortili lipid-mikrokdrnyezet meghatarozo jelentdségét igazoltak egy hdmérséklet
érzékeny kation csatorna, a hidegérzékeld neuronokban eléfordulé TRPMS esetében.

Kimutattak, hogy a fehérje membran mikrodoménekbe agyazott, és hdémérséklet-fiiggd
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(Morenilla-Palao és mtsai, 2009).

6.4.2. Masodlagos lipid hirvivé molekulak szerepe

A Ca”" szintet kdzvetett modon is befolyasoljak membranfiiggd folyamatok. A foszfolipaz
C (PLC) enzim aktivaciojanak egyik kovetkezménye az intracellularis Ca®" szint nvekedés,
mivel az enzim 4ltal felszabaditott inozitol-trifoszfat hatdsara az intracellularis raktarakbol
Ca”" aramlik a citoplazmaba. Hésokk vélaszt indukald kezelésekr6l mar leirtdk, hogy
aktivaljak a PLC-t (Calderwood és Stevenson, 1993; Calderwood SK ¢s mtsai, 1988).
Csoportunkban végzett lipidomikai vizsgalatok kimutattdk, hogy BA kezelés és hostressz
soran jelentds mértékben csokken az inozitol lipidek mennyisége. Az inozitol lipidek,
kiilonosen az arachidonsavat tartalmaz6 foszfatidil-inozitol fogyasa a fokozott PLC
aktivitasnak tulajdonithatd. BA, ill.h6 hatasara tehat aktivalodik a PLC, ami hozzéjarulhat a
Ca®" szint névekedéshez (Balogh és mtsai, 2009, kézirat). Meg kivanjuk jegyezni, hogy a
PLC aktivitds hatdsara az inozitol-trifoszfat mellett keletkezd diacilglicerol pedig protein
kinaz C aktivacion keresztiil képes modulalni a hésokk valaszt (Holmberg és mtsai, 1998).
Ezen feliil a diacilglicerol lipaz, ill. monoacilglicerol lipaz Gtvonalon arachidonsav szabadul
fel. Az arachidonsav hdsokk valaszban betoltott szerepét, és képzddésének masik ttvonalat az
alabbiakban ismertetem.

A PLC mellett a hdsokk valaszt indukald kezelések alatt egy masik foszfolipaz, a
foszfolipaz A, is aktivalodik (Calderwood és Stevenson, 1993). A PLA; enzim szabad
zsirsavva ¢és lizofoszfolipiddé hidrolizalja a foszfolipideket, aktivitdsdnak eredményeképp
(tobbek kozott) arachidonsav szabadul fel a sejtekben. Az irodalombol ismert, hogy a hdsokk
hataséara felszabadul6 arachidonsav (Calderwood és mtsai, 1989) a HSF1-en keresztiil a Asp
gének transzkripcidjat indukalja (Jurivich és mtsai, 1994). A PLA, aktivitasat a membranok
lipidosszetétele, koleszterin, szfingomielin, ceramid tartalma, a lipidszubsztrat
hozzaférhetdsége is befolyasolja (Klapisz és mtsai, 2000), igy a membranperturbacié okozta
szerkezeti valtozasok is modosithatjak az enzim aktivitasat. A csoportunkban jelenleg is folyo
kisérletek azt mutatjak, hogy BA kezelés alatt megemelkedik a szabad arachidonsav szint a
sejtekben, ami szerepet jatszhat a BA hatasara megfigyelhetd hsp indukcidoban (Balogh és
mtsai, 2009, kézirat).
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6.4.3. A membranstressz a HSF1-en keresztiil indukalja a hsp géneket

A hsp gének kifejez6dését kozvetlentiil a HSF1 transzkripcios faktor szabdlyozza.
Eredményeink alapjdn a membranperturbald BA stressz hatdsara elindulod jelképzési
folyamatok végiil elvezetnek a HSF1 aktivacidjaig: BA hatdsara a HSF1 DNS-kotésre
alkalmas trimerré alakul, in vivo a hsp70 promoterhez kapcsolodik, és a transzaktivalo
képesség megszerzéséhez szilikséges poszttranszlacios modositasok, a hiperfoszforilacid is
megtorténik. HSF1-et nem tartalmazo, HSF17” sejtek vizsgalataval azt is bizonyitottuk, hogy a
HSF1 aktivacioja sziikséges a hsp gének transzkripcidjanak fokozdsahoz membranstressz alatt
is. HSF1 hidnyaban a hdésokk (McMillan és mtsai, 1998) és a BA kezelés mellett pl. a
proteaszoma és Hsp90 inhibitorok sem valtanak ki Hsp valaszt (Zaarur és mtsai, 2006). A
hsp70 promoter kiilonboz6é szakaszainak vizsgalatakor azt tapasztaltuk, hogy ugyanazokra a
promoterelemekre (a HSE1-t és a HSE2-t tartalmazo régidkra) van sziikség a hsp70 BA és
hdsokk hatasara bekovetkezd indukcidjahoz.

Mivel kornyezeti stresszhatasok, patologids és fiziologias allapotok széles korérdl leirtak,
hogy a hsp gének expresszid ndvekedését a HSF1 szabdlyozza, igy eredményiink, hogy a
membran-eredetli stressz is a HSF1 aktivaciojan keresztiil indukélja a Asp gének kifejezodését
jol illeszkedik a korabbi megfigyelésekhez. Adataink aldtdmasztjdk azt az elképzelést
(Morimoto, 1998), hogy a stresszorok bar eltérd6 moédon, kiilonb6zé mechanizmusokon
keresztiil karositjak a sejteket, mas szdval eltérd célponton keresztiil fejtik ki hatasukat, de a
stresszorok altal elinditott jelatviteli utvonalak k6zds pontokba futnak dssze. Az egyik ilyen
kozponti csomopontot a HSF1 jelentheti, amely a Asp gének transzkripcidjanak fokozaséaval

eldsegiti a sejtek talélését.

6.5. Termotolerans allapot kialakulasa membranstressz hatasara

A stresszhatasok a sejtekben egy komplex valaszreakcidt inditanak el. Ezek egyrészt
biztositjdk a karosodott makromolekuldris rendszerek helyredllitdsat, masrészt olyan
kompenzaciés ¢és adapticido folyamatok zajlanak le, amelyek hozzajarulnak a sejtek
tuléléséhez a stresszor tartds vagy ismételt fennalldsa esetén is. Erre példa a termotolerans
allapot kialakulasa (Gerner ¢€s mtsai, 1976). SOt, ugynevezett kereszttolerancia is kialakulhat,
amikor a prekondicional6 stressz hatasara egy mas jellegli stresszel szemben is rezisztenssé
valnak a sejtek (Lee és Hahn, 1988). Eredményeink alapjan a BA kezelés ellenallobba teszi a
sejteket egy egyébként letalis hdsokkal szemben, tehat a BA hatasara olyan valtozasok

indultak el a sejtekben, amelyek elvezettek a termotolerans allapot kialakuldsdhoz. Régota
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ismert az 0sszefiiggés a termotolerans allapot kialakulésa és a hdsokk fehérjék megnovekedett
mennyisége kozott (Li és Werb, 1982). A Hsp-k szintézisét indukalo stresszorok (pl. arzenit,
etanol, diamin, prostaglandin A;) hatdsara kialakul az erdteljes hdstressz elleni védelem a
sejtekben (Lee ¢és Hahn, 1988; Amici ¢és mtsai, 1993). Mar Onmagéban a Hsp-k
tultermeltetésével (pl. Hsp70, Hsp27, Hsp110, aB-krisztallin) is megndvelhetd a sejtek hével
szembeni ellenalloképessége (Wissing ¢s Jaitteld, 1996; Blackburn és mtsai, 1996; Oh és
mtsai, 1997). A Hsp fehérjék tobb szempontbol is hozzdjarulnak a sejtek stressztiird
segitik a denaturalodott, rosszul feltekeredett fehérjék tjratekeredését. Ezen feliil az
ubiquitinfiiggd fehérjebontd tvonallal egyiittmiikddve részt vesznek a karosodott, mar nem
javithato fehérjék lebontasanak szabalyozasdban. Réadasul a Hsp-k szamos ponton képesek
gatolni az apoptdzis folyamatat, igy a sejtek sorsat a sejthaldl helyett a talélés iranyadba
mozditjak el (Kim és mtsai, 2006). Mivel a BA kezelés hatdsira megemelkedik tobb Hsp
fehérje mennyisége, a BA altal eldidézett termotolerancia jol értelmezhetd a Hsp indukcidval.

Azonban kisérletiink soran azt is tapasztaltuk, hogy BA el0kezelés hatasara a sejteknek
valamivel nagyobb hanyada valt védetté, mint a 42 °C-os kezelést kdvetden, annak ellenére,
hogy a BA kisebb mértékii Hsp szintézist indukal, mint a 42 °C-os hdsokk. Ez viszont arra
utal, hogy a Hsp-k szintje mellet egyéb adaptaciés folyamatok is koézremiikodnek a
ellenalloképesség kialakuldsdban. E mellett szol az a publikacid is, amelyben jellemezték
négy kiilonbozd stresszor (hdsokk, arzenit, etanol, diamin) hatisara kialakul6d termotolerans
allapotokat (Kampinga és mtsai, 1995). Mikozben a prekondicionald kezelésekkel kozel

azonos mértékll termotoleranciat indukaltak, a Hsp-k mennyisége eltérd volt a talélésre képes

crer

crer

fehérjék felhalmozodasa nélkiil is kialakul a hével szembeni ellenalloképesség (Fisher és
mtsai, 1992; Bader és mtsai, 1992; Borrelli és mtsai, 1996; Hershko és mtsai, 2003;
Shigapova ¢és mtsai, 2005). Csirke sejtekben azt is kimutattak, hogy a csirke HSF1, annak
ellenére, hogy nem képes a hsp gének transzkripcidjanak robusztus fokozasara, mégis
védelmet biztosit a kdzepes erdsségli hdsokk-kal szemben. Valoszinlisithetd, hogy ez a Asp-
ken kiviili célgének aktivalasaval valésul meg (Inouye és mtsai, 2003). Genom szinti
génexpresszios vizsgaltok ravilagitottak a stresszvalasz komplex természetére (Trinklein és
mtsai, 2004). Bar a hdéindukalhato gének nagy részénél HSF1 kotddést, ill. HSE promoter

elemeket talaltak, de a HSF1 nem minden HSE-szerli szekvencidhoz kapcsolodik, sot a HSF1
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kotédése nem jelentett minden esetben transzkripcid aktivalast. Ezen feliil azonositottak a
HSF1-t6] fiiggetleniil indukalodo géneket is.

A stressztolerancia, ill. termotolerancia kifejlddésének mechanizmusa maig nem pontosan
tisztazott, de a fenti adatok megerdsitik azt a korai feltételezést, hogy kialakuldsa kiilonb6zo
utvonalakon keresztiil is megvalosulhat (Laszlo, 1988). A Hsp-k termelddésének indukcidja
mellett, amely 6nmagaban citoprotektiv hatasu, egyéb alternativ utvonalak is hozzajarulnak a
megvalosulasdhoz. Szamos korai munka foglalkozott a membranok és a hdérzékenység
kapcsolatanak tanulmanyozésaval, és ezzel Osszefliggésben a magas homérséklet hatasara a
membranban bekdvetkezd valtozdsok meghatdrozasaval. Az eredmények ellentmondésosak
voltak, de arra utalnak, hogy a membranok Osszetételének (koleszterol tartalom, lipid
osztalyok aranya, zsirsavak mindsége) és fizikai allapotanak kompenzécios valtozasai, bar
onmagukban nem feltétlentil elegendéek, de hozzijarulnak a sejtek hodérzékenységének
kialakitdsahoz (Yatvin és Cramp, 1993). Ezen feliil az irodalmi attekintésben ismertetett
minimalis stresszfehérje készlet tovabbi tagjai (DNS javités, fehérje lebontds, anyagesere utak
szabalyozasa) is részt vesznek a Hsp-k mellett a stressz elleni védekezésben az éldlények
minden csoportjaban (Kiiltz, 2005).

Eredményeinket 6sszegezve felvazolhat6 egy szignalizacids utvonal, amelyen keresztiil a

.....

termotolerans allapot kialakuldsaig (32. dbra).
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32. abra A membranoktol a hsp génekig vezetd jelatviteli utvonal. A membranok fizikai
allapotaban bekdvetkezd valtozasok hatasara megemelkedik a sejtekben a Ca®" koncentracid,
valamint foszfolipaz enzimek aktivalodnak, ami lipid hirvivé molekuldk felszabadulasahoz
vezet. Ezek a valtozdsok még nem felderitett modon a HSF1 aktivaciojat, és Asp-k indukciojat
eredményezik. A Hsp fehérjék megndvekedett mennyisége, valamint a membranokban zajlo
adaptacids folyamatok termotolerancia kifejlédéséhez vezetnek.

A fent vazolt Gtvonal mellett, amely elsésorban lipid hirvivé molekuldk képzdédésével
kapcsolja 0ssze a hdsokk valasz indukcidjat, érvényesiilhet egy masik mechanizmus is. A BA
ugyanis modositja a membranok mikrodomén szervezddését, ami Gsszefiiggésbe hozhatd a
hsp gének expresszid novekedésével a ndvekedési faktor receptoroktol induld szignalizacion
keresztiil (Vigh és mtsai, 2007). Egy membranperturbalé molekulardl, a dezoxi-koélsavrol
kimutattdk, hogy a membranba ékelddve megvaltoztatja a koleszterin tartalmii mikrodomének
szervezddését, mikozben novekedési faktor receptor (GFR) ligandfiiggetlen aktivacigjat is
kivaltja (Jean-Louis ¢és mtsai, 2006). GFR-ek ligandfiiggetlen aktivaciojat stresszhatasok
(hosokk, UV-, ozmotikus stressz) soran is leirtak (Lin és mtsai, 1997; Rosette és Karin, 1996).
A GFR jelatviteli utvonalrdl pedig a heregulinf1 ligand — ErbB receptor esetében igazoltak,
hogy a PI3K (foszfatidil-inozitol-3-kinaz), Akt, Gsk3 (glikogén-szintaz-kinaz-3), HSF1
részvevOkon keresztiil noveli a Hsp70, a Hsp90 és a Hsp60 fehérjék szintjét (Khaleque és
mtsai, 2005; Vigh és mtsai, 2007). Igy a GFR szignalizacié képviselhet egy mikrodomén-
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fliggd mechanizmust, amelyen keresztiill a membranperturbadld BA indukélja a Asp gének

expresszigjat (33. 4bra).
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33. abra A membranoktdl a isp génekig vezetd mikrodomén-fiiggé jelatviteli utvonal. A
GFR dimerizécio és autofoszforilacio hatdsara PI3K-fiiggd modon aktivalodik az Akt kinéz.
Az Akt a Gsk3-at foszforildlva gatolja annak miikodését. Mivel a Gsk3 a Ser303
foszforilacigjan keresztiil hozzajarul a HSF1 represszalt allapotanak fenntartasaért, igy a
HSF1 fel tud szabadulni a gatlo hatas alol, €s indukalja a Asp gének kifejezodését (Vigh és
mtsai, 2007, Trends Biochem Sci.).

Eredményeink alapjan a fehérjék, a DNS és a redox egyensuly mellett a membranok is
részt vesznek emlds sejtekben a stresszvalasz folyamataban. A BA éaltal okozott
membranstressz érzékelésének pontos mechanizmusa még nem tisztazott, de a membranok
fluidizacioja mellett a koleszterin gazdag mikrodomének atrendezddése is sziikséges a stressz-
szigndl kialakuldsdhoz. A jelet lipid mediatorok és receptor aktivalt kindz kaszkadok
tovabbithatjik a sejtmag felé. Az intracellularis Ca** szint novekedés és a HSF1 aktivacié a
membranoktol a hsp génekig iveld jelatviteli utvonalnak mar azonositott elemei. A
membranperturbacid hatasara bekovetkezé komplex valaszreakcid, melynek eleme a Hsp-k
fokozott szintézise, ndveli a sejtek ellenalloképességét a magas hdmérséklettel szemben, tehat
a membranok szerkezetét érintd hatasok is bekapcsoljak a sejtek altalanos védekezo

rendszerét.
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OSSZEFOGLALAS

Az ¢let fennmaradéasanak alapvetd feltétele, hogy az ¢l6lények alkalmazkodni tudnak
kornyezetiikhoz. A kornyezeti feltételek iddleges, hirtelen megvaltozdsa egy gyors
vélaszreakciot idéz eld, ezt a folyamatot nevezziik stresszvalasznak. Ha a valtozasok hosszi
ideig fenndllnak, tartds, atorokithetd atalakuldsok torténnek az élélényekben, és azok
adaptalddnak az 1j viszonyokhoz.

A sejtszintll stresszvalasz Oriasi élettani, ill. korélettani jelentdséggel bird univerzalis
sejtvédd mechanizmus. Alapvetd szerepe, hogy védelmet biztosit a makromolekuldkat,
makromolekularis rendszereket kérosité kornyezeti behatdsokkal szemben. Mivel a sejtek a
makromolekuldk karosodésat érzékelik és nem specifikusan a stresszort, igy a stresszre adott
valaszreakciora jellemz6, hogy nem stresszor specifikus.

A molekuléris stresszvalasz soran olyan folyamatok aktivalodnak, amelyek segitenek
helyreallitani/eltavolitani a karosodott molekuldkat. Ez részben a génexpresszids mintazat
megvaltozasan keresztiil valésul meg, ami biztositja, hogy a taléléshez sziikséges védo
fehérjék nagy mennyiségben jelenjenek meg a sejtekben. Az indukalddott stresszfehérjek
altalanos sejtvédd tulajdonsaguk miatt (fehérje-, DNS-védelem, szabadgyok fogas)
ellenallobbd teszik a sejteket, igy azok egy ideig képesek megbirkézni erdteljesebb
behatasokkal is. A stresszvalasz bizonyos elemei evoliciésan konzervaltak; a fehérjék egy
csoportja a baktériumoktol kezdve az ¢€lesztékon &t egészen az emberig részt vesz a
folyamatban. Ide sorolhatok tobbek kozott a hdsokk fehérjék (Hsp-k), amelyek expresszidja
jelentds mértékben megemelkedik stressz hatdsara. A hdsokk fehérjéket molekulatomegiik
alapjan szoktdk csoportositani a kovetkezoképp: Hspl110, Hsp90, Hsp70, Hsp60 és kis
molekulasuly( Hsp-k.

A Hsp-k alapvetd feladatokat latnak el a fehérje homeosztazis fenntartdsaban.
Funkciojukat tekintve molekularis chaperonok, azaz olyan fehérjék, amelyek stabilizaljak az
szerkezetének kialakulasat. Stressz soran hozzajarulnak ahhoz, hogy a karosodott fehérjék
visszanyerjék mukodoképes allapotukat, vagy ha a kéarosodds mar nem helyrehozhatd,
lebontasra keriiljenek. Csoportunk kimutatta, hogy a Hsp-k egy csoportja a membranokhoz is
képes kotddni, és specifikus lipid-fehérje kolcsonhatisaikon keresztiil részt vesznek a

membranfluiditds, permeabilitas szabalyozasaban, a membran integritasinak megdrzésében.
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A Hsp-k alapvetd szerepet jatszanak szdmos betegség kialakulasaban, ill.
fennmaradéasaban. Rékos daganatokban példadul magas Hsp szintet figyeltek meg, mig a kettes
tipust diabéteszben és kiillonbozé neurodegenerativ betegségekben ennek ellenkezdjét irtak le.
fgy a stresszvalasz mechanzmusanak feltirasa, a kulcsfontossagu szabalyozasi lehetdségek
megértése alapvetd jelentdséggel bir. Annak ellenére, hogy a Hsp-k szerepérdl, a hsp gének
expresszidjanak szabalyozasarol szamos adat all rendelkezésre, a hdésokk valasz sejt- és
molekularis szintjeinek ma még szamos eleme tisztazatlan. A kérdéskor egyik legvitatottabb
aspektusa a stresszor érzékelése, a primer molekularis szenzor(ok) azonositasa.

A Hsp-k funkci6jabdl kiindulva szamos szerzd joggal feltételezte, hogy elsdsorban a
fehérjék karosodasa, denaturacidja szolgél jelként a stresszvalasz elinditdsahoz, a Hsp-k
fokozott termeléséhez. Valdban, a hsp gének indukcidja kivalthaté denaturalt fehérjék
mikroinjekciojaval, ami aldtdmasztja a protein denaturdcié kozponti jelentdségét a
folyamatban. Azonban a hsp gének expresszidjat egymastol igen eltérd tulajdonsagu
kornyezeti hatasok, patolégias allapotok és fiziologias folyamatok is eléidézik. Igy felmeriilt a
kérdés, hogy mennyire tekinthetd altaldnos érvénylinek a denaturdciés modell. A fehérjéken
kiviil milyen tovabbi stresszérzékelok miikodnek a sejtekben?

Csoportunkban - els6sorban prokaridta modellszervezeteken - végzett kisérletek
eredményei megalapoztdk az Gn. membran-szenzor hipotézist, amely szerint a sejtmembran
nem csupan a celluléris stresszkarosodas egyik célpontja, de aktualis lipidosszetétele és fizikai
allapota kdzponti szereppel birhat a stressz szignal érzékelésében, a stresszelharitd (adaptiv)
mechanizmusok mikodtetésében. A felvazolt modellben a membranok a kovetkezd
visszacsatoldson alapuld korben szabédlyozzak a hdsokk fehérjék termelddését. A stressz
hatasara bekovetkez0 membran allapotvéaltozasok (mint példaul a membran fluiditdsanak
novekedése, és mikrodoménjeinek atrendezddése) indukaljak a Asp gének expresszidjat. A
termelddé Hsp-k egyrészt védik/helyredllitjdk a kérosodott fehérjéket, masrészt a
membranokhoz kapcsolodva stabilizaljadk a membran szerkezetét. A stabilizacidval megsziinik
a membran-szenzor jelképzése, ami a hdsokk vélasz lecsengését eredményezi.

Munkdm sordn a membranok stresszvalaszban betoltott szerepét emlds sejteken
vizsgaltuk. A felvazolt kérdéseket és kisérleteink eredményeit az alabbiakban foglalnam
ossze.

1. Els6 1épésként tisztazni kivantuk, hogy emlds sejtekben is érvényes-e a ,,membran, mint
stressz-szenzor” hipotézis. Befolydsolja-e a hdsokk vélasz folyamatat a membranok fizikai
allapotanak modositasa? A kérdés megvalaszolasdhoz azt a prokaridtdk esetében mar

alkalmazott megkdzelitést hasznaltuk, hogy a membranok allapotat egy jol jellemzett
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membranfluidizalé szerrel, benzil-alkohollal (BA) modositottuk, majd kovettiik, hogy a
membranperturbacid képes-e kivaltani a Hsp-k termelddését. Tobb emlds sejtvonalban
kimutattuk, hogy a BA kezelés mar a novesztési homérsékleten is képes indukalni a Asp
gének kifejezodését.

2. A membran-szenzor hipotézis igazoldsa szempontjabol kozponti jelentdségli kérdés,
enzim aktivitdsanak kovetésével megallapitottuk, hogy a BA nem okoz jelentds mértékii
fehérje denaturaciot.

Ezek alapjéan feltessziik, hogy a membranfluidizalé BA kezelés olyan utvonalon keresztiil
valtja ki a Hsp-k fokozott szintézisét, ami nem jar egyiitt a cellularis fehérjék

A kovetkezokben informaciokat szerettiink volna kapni azokrdl a stressz hatasara
bekovetkezd membran allapotvaltozasokrol, amelyek Osszefliggésbe hozhaték a Hsp valasz
indukciojaval.

3. Els6ként teszteltiik, hogy vajon a membranok rendezettségének kritikus érték ala
csokkenése elégséges jelként szolgal-e a Hsp-k termeléséhez. Ehhez egy BA-lal szerkezetileg
rokon vegyiilettel (fenetil-alkohollal) ugyanakkora membranfluiditas névekedést idéztiink eld,
mint a hsp gének expresszidjat fokoz6 BA-lal. Azonban varakozasainkkal ellentétben az
»1zofluid” membran allapotot 1étrehoz6 PhA kezelés hatasara nem tapasztaltuk Hsp szint
novekedést. Ebbol arra kovetkeztettiink, hogy a membranfluiditas novekedés nem
sziikségszeriien jar egyiitt a Hsp valasz kialakulasaval.

4. A fentiek alapjan kérdésként meriilt fel, hogy a stresszvalaszt kivaltdo membranaktiv
kezelések a fluidizacié mellett milyen tovabbi valtozasokat idéznek el a membranban. Mivel
a membran heterogén szervezddésl, €s a plazmamembran mikrodoménjeinek bizonyitottan
fontos szerepe van a jelatviteli folyamatok szabdlyozasdban, igy a membranok lateralis
mikrodomén szervezddésében bekovetkezd valtozasokat is megvizsgaltuk. Kimutattuk, hogy
a Hsp szintézist indukalé kezelések (BA, héstressz) a membranfluidizalé hatasuk mellett
destabilizaljak a koleszterin gazdag rendezett lipiddoméneket in vitro, és atrendezik a
plazmamembran koleszterin gazdag mikrodoménjeinek szervezodését in vivo. A fenetil-
alkohol viszont ezeket a jelenséget nem idézi eld.

Ez arra utal, hogy a plazmamembran koleszterin gazdag mikrodoménjei mint
szignalizécios platformok vesznek részt a membran-eredetli stresszvalasz jelképzési -

jelatviteli folyamatéaban.
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A tovabbiakban a membran allapotvaltozastol a Asp gének indukcidjaig vezetd jelatviteli
utvonal elemeit kivantuk azonositani.

5. Tanulmanyoztuk a Ca®’, mint masodlagos hirvivé részvételének lehetéségét, mivel a
Ca’"-r6l régodta ismert, hogy kozponti szerepet jatszik a hésokk valasz folyamataban.
Kisérleteinkben igazoltuk, hogy a BA okozta membranperturbacio hatasara
megemelkedik az intracellularis Ca*" szint. Megallapitottuk, hogy az intracellularis Ca**
koncentracio novekedés sziikséges lépés a hsp70 indukciojahoz. A Ca® citoplazméaba
aramlasa lehet kozvetlen kovetkezménye a membran dallapotvaltozasnak, de azt
membranfiiggd folyamatok koézvetett mddon is befolydsolhatjdk, példaul foszfolipazok
aktivacidjan keresztiil.

6. A hdésokk faktor 1 (HSF1) egy transzkripcios faktor, amely a stresszhatasok széles
korére elinditja a Asp gének fokozott kifejez0dését. Intenziv poszttranszlaciés modositasain
keresztiil nagy szamu szignalizacids Utvonal hatdsat integralja. Kovetkezd kérdésiink arra
vonatkozott, hogy a membranperturbacio altal elinditott jelatviteli itvonalak elvezetnek-e a
HSFI1 aktivacidjdhoz. Eredményeink alapjan BA hatasara megtorténik a HSF1 tobblépéses
aktivacioja: a HSF1 DNS-kotésre képes trimerré alakul, hiperfoszforilalodik, a sejtekben a
hsp70 promoteréhez kapcsolodik. Igazoltuk tovabba, hogy BA kezelés soran a HSF1
nélkiilozhetetlen a hsp gének indukciojahoz.

A stresszhatdsok a sejtekben egy komplex valaszreakciot inditanak el. Ezek amellett, hogy
biztositjak a kdrosodott makromolekularis rendszerek helyreallitdsat, ahhoz is hozzéjarulnak,
hogy a stresszor tartds vagy ismételt fennalldsa esetén is taléljenek a sejtek, azaz stressz-
toleranciat alakitsanak ki.

7. Ennek megfelelden alapvetd kérdésként fogalmazddott meg, hogy vajon a
membranokat érintd stressz is ellendllobba teszi-e a sejteket egy kovetkezd stresszhatéssal
szemben? A termotolerans allapot kialakulasdnak tesztelésével megallapitottuk, hogy a BA
prekondicionalast kovetoen a sejtek egy része képes megbirkozni egy egyébként letalis
hatasu hokezeléssel.

Eredményeink alapjan a fehérjék, a DNS és a redox egyenstly mellett a membranok is
részt vesznek emlds sejtekben a stresszvalasz folyamatdban. A BA altal okozott
membranstressz érzékelésének pontos mechanizmusa még nem tisztazott, de bizonyitottuk,
hogy a membranok fluidizacioja mellett a koleszterin gazdag mikrodomének éatrendezdédése is
szlikséges a stressz-szignal kialakuldsdhoz. A jelet lipid medidtorok és receptor aktivalt kinaz
kaszkadok tovéabbithatjak a sejtmag felé. Az intracellularis Ca*" szint ndvekedés és a HSF1

aktivacio a membranoktol a isp génekig iveld jelatviteli itvonalnak mar azonositott elemei. A

109



membranperturbacié hatasara bekovetkezd komplex valaszreakcid, melynek eleme a Hsp-k
fokozott termelddése, ndveli a sejtek ellenalloképességét a magas hdmérséklettel szemben,
tehat a membranok szerkezetét érintd hatdsok is bekapcsoljak a sejtek altalanos védekezd

rendszereét.
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SUMMARY

The ability of living organisms to cope with the constantly changing environmental
conditions is essential for permanently maintaining life on Earth. Abrupt, temporal
environmental changes induce a prompt and transient reaction called the stress response,
while permanent environmental changes provoke the long term adaptation of the organism to
the new environmental condition.

Cellular stress response is a universal mechanism of extraordinary physiological and
pathological importance. It represents a defence reaction of cells to damage that
environmental forces inflict on macromolecules. Many aspects of the cellular stress response
are not stressor specific because cells monitor macromolecular damage without the regard of
stress that causes such damage.

The main roles of the stress response to assess and counteract with damage and to activate
pathways repairing or degrading damaged molecules. The stress response is accompanied
with characteristic changes in the gene expression pattern inducing the accumulation of
proteins with protective function. Because of their involvement in general aspects of cellular
protection such as protein stabilization, DNA repair, and free radical scavenging,
activated/elevated stress proteins confer resistance to many different types of stress enabling
cells to survive severe insults. Some aspects of the cellular stress response are well conserved.
A set of proteins involved in this process present in all organisms from bacteria till humans.
One group of these highly conserved proteins are the heat shock proteins (Hsps) which are
activated or induced during many types of stress. The Hsps are named according to their
molecular weights: Hsp100, Hsp90, Hsp70, Hsp60 and the “small heat shock proteins”.

Hsps contribute to the maintenance of protein homeostasis in various ways. They are
molecular chaperons that bind and stabilize proteins with instable conformation and assist in
proper folding of misfolded proteins to achieve their native forms. During stress they
contribute to refold unfolded proteins or target ultimately damaged proteins to degradation.
Our research group has shown that a subpopulation of Hsps is present either on the surface or
within the cellular membranes. Via their specific protein and lipid interactions Hsps can
control major attributes of the membrane like fluidity, permeability or non-bilayer propensity.

Hsps play a fundamental role in the pathology of several human diseaes. Aberrantly high
level of certain Hsp classes is characteristic in cancer cells and the converse situation applies

for type 2 diabetes or neurodegeneration. In accordance, understanding the mechanism
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whereby cells can elicit a stress protein response is of key importance. In spite of the
knowledge on the function and expressional regulation of hsps, basic questions on the
molecular mechanism of stress perception, the identity of primary stress sensors are still
remained open.

Considering the function of Hsps as molecular chaperones it was proposed that protein
denaturation could serve as a primary signal initiating the stress response pathway. Indeed, the
injection of denatured proteins into living cells is sufficient to induce Asp gene expression
clearly supporting the role of denaturated proteins in stress protein response. But Asp genes
are known to be induced by diverse environmental insults, pathological and physiological
conditions. It raises the question that the denaturation model of stress perception reflects a
universal mechanism or additional stress sensors are present in the cells.

Our concept that membranes are potential stress sensors arise from studies performed
mainly in prokaryotic organisms. The membrane sensor hypothesis postulates that membranes
are not only the targets of cellular damage during stress but alterations of membrane physical
state and/or composition may function in initial stress sensing events and in adaptation
processes. In the proposed model the crosstalk between membranes and Asp gene expression
forms a feedback regulatory loop in the following way. During stress conditions modification
of membrane physical state, membrane hyperfluidization activates the transcription of Asp
genes. The Hsps synthesized besides protecting/refolding (mis)folded proteins interact with
membranes thus re-establish the proper membrane lipid order and physical state. This in turn
switches off stress signal generation in membranes leading to diminution of stress response.

During my work our goal was to explore the possible involvement of membranes in stress
sensing mechanisms in cultured mammalian cells. The questions we have been focusing on
and the results of our experiments are summarised below.

1. To unravel the validity of membrane sensor hypothesis in mammalian cells we asked
that modification of membrane physical state could influence the stress response. The
approach applied was previously used in prokaryotic studies. The physical state of membranes
was modified by the administration of a well characterised membrane intercalating agent
namely benzyl-alcohol (BA) then its effect on the activation of the stress response was
followed. We demonstrated that the expression of isp genes was induced by BA treatment
even at growth temperature in several mammalian cell lines.

2. In the widely accepted model the protein denaturation is considered as the primary
stress-sensor initiating the stress protein response. Accordingly, the question whether BA

treatment increases protein denaturation has great significance. Following the activity of
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heterologously expressed firefly luciferase reporter enzyme we found that BA exerts no
measurable effect on protein denaturation. These data indicate that alterations in the lipid
phase of cell membranes provoked by BA treatment induces the synthesis of Hsps in a way
which is not accompanied with protein denaturation.

Next we focused on membrane organization changes induced by stress and tended to
reveal alterations which can be causally related to the initiation of Hsp response.

3. First it was proposed that a critical drop in the membrane physical order can generate
sufficient signal for Asp gene induction. To test this assumption the effects of another,
structurally similar membrane fluidizer molecule (phenethyl-alcohol) were studied. We
provided evidence, that phenethyl-alcohol at a concentration equipotent with BA in
membrane fluidization, does not generate a stress protein signal. Thus we concluded that if an
equal increase of membrane fluidity is achieved with different membrane perturbers,
this is not necessarily coupled with the induction of heat shock genes.

4. To unravel some possible mechanisms underlying stress response initiation besides
membrane hyperfluidization we examined the lateral organization of membranes since it is
well known, that cholesterol-sensitive plasma membrane compartments play an essential role
in signalling events. We demonstrated that treatments inducing Hsp response (like BA and
heat) apart from membrane hyperfluidization also have the potential to destabilize
cholesterol-rich ordered lipid domains in vitro and to reorganize specific cholesterol-rich
plasma membrane microdomains in vivo.

It implies that reorganization of cholesterol-rich microdomains may also be required for
the generation and transmission of sufficient stress signals to activate Asp genes.

5. We were also interested in the signal transduction events affected by membrane
alterations taking place in the initial phase of the stress response activation. The role of Ca®"
was suggested, since it has been known that Ca®" is a key signalling element in the heat stress
response pathway. In our experiments an increase in the intracellular free Ca®
concentration was detected upon BA treatment. This rise in Ca’" level proved to be
necessary for efficient induction of isp70 gene. The observed elevation in Ca>" level can be
a direct consequence of membrane perturbation by the modulation of ion channels, in
addition, alterations in membrane physical state can indirectly affect Ca®" concentration
through the action of phospholipase enzymes.

6. Next we examined whether the signal transduction pathways provoked by membrane
perturbation activate HSF1, the main transcriptional regulator of /sp induction. HSF1 has a

central role in the regulation of gene expression changes under stress conditions. Through its
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intensive posttranslational modifications it integrates the marks of many signal transduction
pathways. We provided evidence that similar to heat treatment, HSF1 undergoes its
multistep activation process upon BA administration: it acquires DNA binding ability,
becomes hyperphosphorylated and binds to the Asp70 promoter in the cells. It was also
verified that this activation is a necessary step for the induction of Asp genes.

Stress triggers a complex response which, besides promoting the restoration of damaged
macromolecular functions, supports also cells to survive under persisting stressful conditions.
This phenomenon is called acquired stress tolerance.

7. Accordingly, finally we addressed the important question whether stress signals
originated from membranes can also induce processes rendering cells resistant to subsequent
lethal stress. Testing the thermal sensitivity of cells by their colony forming ability we
confirmed that similar to sublethal temperature pretreatment, preconditioning by the

administration of BA is fully sufficient for the development of cellular thermotolerance.

In conclusion, our results strongly indicate that in addition to proteins, DNA and redox
state, the membranes of mammalian cells play a critical role in thermal sensing as well as
signalling. The exact mechanism of membrane mediated stress perception imposed by BA
awaits further studies but membrane hyperfluidization and the distinct re-organization of
cholesterol-rich microdomains are also required for the generation of stress signal. The
membrane generated stress signal can be transmitted by secondary lipid mediators and protein
kinase cascades towards the nucleus. The rise of intracellular Ca*" and the activation of HSF1
are already identified elements of the signal transduction pathway leading to the synthesis of
Hsps. Similar to heat priming, isothermal membrane perturbation can also trigger the general

stress response processes protecting cells from subsequent heat damage.
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