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BEVEZETES

Az ¢let fennmaradasanak alapvetd feltétele, hogy az ¢ldlények
alkalmazkodni tudjanak kornyezetiikhoz. A kornyezeti feltételek
iddleges, hirtelen megvaltozasa egy gyors valaszreakciot 1déz eld, ezt
a folyamatot stresszvalasznak, vagy akklimatizacionak nevezziik. A
sejtszintli stresszvalasz Oridsi é€lettani, ill. korélettani jelentdséggel
bir6 univerzalis sejtvédd0 mechanizmus. Alapvetd szerepe, hogy
védelmet  biztosit a  makromolekuldkat, = makromolekularis
rendszereket karositdo kornyezeti behatasokkal szemben. Ez részben a
génexpresszids mintazat megvaltozasan keresztiil valosul meg, ami
biztositja, hogy a taléléeshez szikséges vedd fehérjék nagy
mennyiségben jelenjenek meg a sejtekben. Ide sorolhatok tobbek
kozott a hosokk feherjek (Hsp-k), amelyek expresszigja jelentOs
meértékben megemelkedik stressz hatasara.

A Hsp-k alapvetd feladatokat latnak el a fehérje homeosztazis
fenntartasaban. Funkciojukat tekintve molekularis chaperonok, azaz
feherjeket, ¢€s elosegitik a nem megfelelden feltekeredett fehérjek aktiv
szerkezetének kialakulasat. Csoportunk kimutatta, hogy a Hsp-k egy
csoportja a membranokhoz is képes kotddni, és specifikus lipid-
fehérje kolcsonhatasaikon keresztiil részt vesznek a membranfluiditas
¢s permeabilitas szabalyozasaban, valamint a membran integritasanak
megldrzesében. A Hsp-k alapvet0 szerepet jatszanak szamos betegseg

kialakuldsaban, illetve fennmaradasaban. Rakos daganatokban példaul



magas Hsp szintet figyeltek meg, mig a kettes tipusti diabéteszben ¢és
kiilonbozd neurodegenerativ betegségekben ennek ellenkezdjét irtak
le. Igy a stresszvalasz mechanizmusanak feltarasa, a kulcsfontossagu
szabalyozasi lehetOsegek megértése alapvetd jelentdseggel bir.

Annak ellenére, hogy a Hsp-k szereperdl, a hsp gének
expresszidjanak szabalyozasardl szamos adat all rendelkezésre, a
hdsokk valasz sejt- €s molekularis szintjeinek ma meég szamos eleme
tisztazatlan. A kérdéskor egyik legvitatottabb aspektusa a stresszor
erzékelese, a primer molekularis szenzor(ok) azonositasa.

Csoportunkban - elsdsorban prokariéta modellszervezeteken -
végzett kisérletek eredményei megalapoztdk az in. membran-szenzor
hipotézist, amely szerint a sejtmembran nem csupan a cellularis
stresszkarosodas egyik célpontja, de aktualis lipidosszetétele €s fizikai
allapota kozponti szereppel birhat a stressz szignal érzékelésében, a
stresszelharitd (adaptiv) mechanizmusok miikodtetésében. A felvazolt
modellben a membranok a kovetkezd visszacsatolason alapuld korben
szabalyozzdk a hdsokk fehérjék termelddését. A stressz hatasara
bekovetkez0 membran allapotvaltozasok (mint példaul a membran
fluiditasanak novekedése, ¢és mikrodoménjeinek atrendezodése)
indukaljak a Asp gének expresszigjat. A termeldodd Hsp-k egyrészt
védik/helyreallitjdk a  kdrosodott  fehérjeket,  masrészt a
membranokhoz kapcsolodva stabilizaljdk a membran szerkezetét. A
stabilizacioval megsziinik a membran-szenzor jelképzése, ami a

hdsokk valasz lecsengéset eredményezi.



CELKITUZESEK

Munkam soran az emlds sejtek membranjainak szerepét vizsgaltam
a stresszvalasz folyamataban. A kovetkezo kérdésekre kerestiink
valaszt:

1) Igazolhato-e emlds sejteken a “membran, mint stressz-szenzor”
hipotézis?

2) Milyen membran allapotvaltozasok hozhatok oOsszefliggésbe a
stresszvalasz indukcidjaval?

3) A stresszvalasz kezdeti szakaszaban milyen, a membran altal
kozvetleniil érintett jelatviteli esemenyek zajlanak?

4) A HSF1 szabalyozza-e a hsp gének indukcidjat a membran-
eredetll stresszvalasz soran?

5) A membranstressz hatasara védetté valik-e a sejt egy kovetkezo,

egyebkent letalis stresszel szemben?

MODSZEREK

Eml0s sejtek tenyésztese, tranziens transzfekcioja

Feherjék in vivo radioaktiv jelolése, Western blot technika
Kvantitativ polimeraz lancreakcio

DNS-feherje komplex kimutatasa gélretardacios technikaval
Kromatin immunoprecipitacio

Riporter fehérje aktivitas mérés

Membranfluiditas mérés



Fluoreszcencia kioltas mérése egyretegli lipid vezikulakban
Koleszterin gazdag plazmamembran domének fluoreszcens jelolése
¢s konfokalis mikroszkopia

Intracellularis szabad Ca®" koncentracié mérése

Termotolerancia meghatarozasa (kolonia képzo képesség alapjan)

EREDMENYEK

1. ElsO lepesként tisztazni kivantuk, hogy emlds sejtekben is
ervényes-€ a ,,membran, mint stressz-szenzor” hipotézis. Befolyasolja-
e a hosokk valasz folyamatait a membranok fizikai allapotanak
modositasa? A kérdés megvalaszolasahoz a membranok allapotat egy
jol jellemzett membranfluidizaldo szerrel, benzil-alkohollal (BA)
modositottuk, majd kovettiikk, hogy a membranperturbacio képes-e
kivaltani a Hsp-k termelddesét. Tobb emlds sejtvonalban kimutattuk,
hogy a BA kezelés mar a novesztési homeérsékleten i1s indukalja a Asp
gének kifejezddeset.

2. A membran-szenzor hipotézis igazoladsa szempontjabol kozponti
jelentOsegli kérdés, hogy a BA fokozza-e a cellularis fehérjék
denaturaciojat. A  szentjdnosbogar luciferaz riporter enzim
aktivitasanak kovetésevel megallapitottuk, hogy a BA nem okoz
jelentds mértékill fehérje denaturaciot.

A kovetkezOkben informaciokat szerettiink volna kapni azokrol a
stressz hatasara bekovetkez0 membran allapotvaltozasokrol, amelyek

osszefliiggésbe hozhatdk a Hsp valasz indukcigjaval.



3. El6szor teszteltiik, hogy a membranok rendezettségének kritikus
erték ala csokkenése elégséges jelkeént szolgal-e a Hsp-k termelésehez.
Ehhez egy BA-lal szerkezetileg rokon vegyiilettel (fenetil-alkohollal)
ugyanakkora membranfluiditas novekedést idéztiink el6, mint a Asp
expresszidt fokozo6 BA-lal. Azonban varakozasainkkal ellentétben az
,1zofluid membran allapotot” Iétrehozo fenetil-alkohol kezelés
hatasara nem tapasztaltuk Hsp szint novekedést.

4. A fentiek alapjan kérdésként meriilt fel, hogy a stresszvalaszt
kivaltd membranaktiv kezelések a fluidizacié mellett milyen tovabbi
valtozasokat i1déznek eld a membranban. A membranok lateralis
mikrodomén szervezddeését vizsgalva kimutattuk, hogy a Hsp
szintézist indukald kezelések (BA, hdstressz) destabilizaljak a
koleszterin gazdag rendezett lipiddoméneket in vitro, és atrendezik a
plazmamembran koleszterin gazdag mikrodoménjeinek szervezOdését
in vivo. A fenetil-alkohol viszont ezeket a jelenségeket nem 1dézi eld.

A tovabbiakban a membran Aallapotvaltozasatdl a hsp gének

5. Tanulmanyoztuk a Ca*", mint masodlagos hirvivé részvételének
lehetOseget, ¢€s kisérleteinkben igazoltuk, hogy BA hatasara
megemelkedik az intracellularis Ca®" szint. Megallapitottuk, hogy az
intracellularis Ca®" koncentracio novekedés sziikséges 1épés a hsp70
indukcigjahoz.

6. A hosokk faktor 1 (HSF1) egy transzkripcios faktor, amely a
stresszhatasok széles korére elinditja a Asp gének fokozott

kifejezodését. Eredményeink alapjan BA hatisara 1s megtorténik a



HSF1 tobblépéses aktivacioja: a HSF1 DNS-kotésre képes trimerré
alakul, hiperfoszforilalodik, a sejtekben a /Asp70 promoterhez
kapcsolodik. Igazoltuk tovabba, hogy BA kezelés soran a HSF1
nélkiilozhetetlen a Asp gének indukciojahoz.

A stresszhatasok a sejtekben komplex valaszreakciot inditanak el.
Ezek amellett, hogy biztositjak a karosodott makromolekularis
rendszerek helyredllitasat, ahhoz is hozzajarulnak, hogy a stresszor
tartos vagy ismételt fennallasa esetén is tuléljenek a sejtek, azaz
stressz-toleranciat alakitanak ki.

7. Ennek megfelelden végiil kérdésként fogalmazddott meg, hogy a
membranokat ¢€rintd stressz is ellenallobba teszi-e a sejteket egy
kovetkezd stresszhatassal szemben? A termotolerans allapot
kialakulasanak tesztelesével megallapitottuk, hogy BA
prekondicionalast kovetden a sejtek egy része keépes volt megbirkozni

egy egyebkent letalis hatasi hokezeleéssel.

Eredményeink alapjan a feherjék, a DNS és a redox egyensuly
mellett a membranok is részt vesznek emlos sejtekben a stresszvalasz
folyamataban. A BA altal okozott membranstressz érzekelésenek
pontos mechanizmusa meég nem tisztazott, de bizonyitottuk, hogy a
membranok fluidizacidja mellett a koleszterin gazdag mikrodomének
atrendezodese is sziikseéges a stressz-szignal kialakulasahoz. Igazoltuk,
hogy az intracellularis Ca®" szint novekedés, és a HSF1 aktivacié a
membranoktdl a Asp geénekig ivelO jelatviteli utvonalnak elemei. A

membranperturbacid hatdsara bekovetkezd komplex valaszreakcio,



melynek része a Hsp-k fokozott termelddeése, noveli a sejtek
ellendlloképesseget a magas homeérséklettel szemben, tehat a
membranok szerkezetét érintd hatasok is bekapcsoljak a sejtek

altalanos védekezo rendszerét.

TEZISPONTOK

1. A membranperturbaldé benzil-alkohol kezelés mar a ndvesztési
homérsekleten indukalja a 4sp gének kifejezodeset.

2. A benzil-alkohol kezelés nem okoz jelentds mértékii fehérje
denaturaciot.

3. A membranfluiditas novekedeés nem sziikségszerlien jar egyiitt a
Hsp valasz kialakulasaval.

4. A Hsp szintézist indukal6 benzil-alkohol kezel€s €s a hostressz a
membranfluidizald hatasuk mellett atrendezik a plazmamembran
koleszterin gazdag mikrodoménjeinek szervezddését is.

5. Benzil-alkohol hatisira megemelkedik az intracellularis Ca®'
szint, ami sziikseges I€pes a asp70 gén indukcidjahoz.

6. A benzil-alkohol okozta membranstressz aktivalja a Asp gének
kozponti transzkripcios faktorat, a hdsokk faktor 1-et.

7.  Benzil-alkohol kezelést kovetOen a sejtek ellenallobakkd valnak

a magas hOmérséklettel szemben.
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