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OSSZEFOGLALAS

A valtozashoz (stresszhez) torténd alkalmazkodéast egy komplex, specializalt
stresszvalaszokra ¢€piilé adaptacidés mechanizmus segiti. Az Oregedés €és szamos betegség
folyamatdban az adaptacio elégtelensége figyelhetd meg, azonban az egyes stresszvalaszok
kolcsonhatasai nem  tisztazottak. Kutatdsaink soran  kiilonféle stresszadaptacios
mechanizmusokat tanulméanyoztunk izolalt fehérjéktdl a human periférias limfocitakig.

A Hsp90 hésokkfehérje tobbszaz jelatviteli (kliens) fehérje szerkezetét stabilizalja. A
Hsp90 (Ph.D. munkdm soran azonositott) C-terminalis nukleotidkotohelyének specificitasat
jellemeztiik; megallapitottuk, hogy a C-terminalis inhibitor szelektiven gatolja a
szteroidreceptor kliensek funkciojat; ramutattunk, hogy a tumorokban taltermel6dé human
Hsp90a a Hsp90B-nal hatékonyabban miikddik és Hsp90-inhibitorral szemben ellenallobb.

A kaloriacsokkentés a leghatékonyabb ¢lettartamndveld hatds, mely szdmos
adaptaciés mechanizmust aktival, tobbek kozott a Sir2 szirtuin metabolikus, a HSF1 fehérje
homeosztatikus hdsokkvalasz és az Nrf2 xenobiotikus stresszvalasz mesterregulatorokat.
Kimutattuk, hogy i1d6és patkany maj citoszol chaperon kapacitasa enyhén csokkent és elméleti
€s szamitogépes modellt alkottunk a fehérje homeosztatikus puffer és a hdsokkvalasz
oregedésben jatszott szerepérodl; kimutattuk, hogy human iddskori cinkszupplementacié és a
kaloriacsokkentés mimetikus resveratrol stimulalja a hdsokkvalaszt, megerdsitettiik a HSF1
szerepét a kalériamegvonas-indukalta élettartamndvekedésben ¢€s megcafoltuk a Sir2
tultermelésének élettartamndveld hatasat Caenorhabditis elegans-ban; megfigyeltik a
indukalta talélésre gyakorolt negativ hatasat; bizonyitottuk, hogy az oxidativ stressz emlds
sejteken ¢és C. elegans-ban egyarant az RNS interferencia kozvetitésével gatolja a
hdsokkadaptacidt; valamint feltartuk, hogy az Nrf2 ortolég SKN-1 transzkripcios faktor
optimalis aktivacidja sziikséges a természetes immunitashoz, aktivitdscsokkenése pedig részt
vesz az immunoszeneszcenciaban C. elegans-ban.

Eredményeink dsszekapcsoljak a fehérje homeosztazist, az oxidativ stresszt, a kaloria
csokkentést, a természetes immunitast valamint az oregedést, ezaltal eldsegitik a kiilonféle
stresszek és stresszvalaszok integrativ szemléletét. Az azonositott mechanizmusok az emberi
oregedés ¢és a korral kapcsolodd betegségek tekintetében is megallhatjdk helyiliket és 1j

terapias célpontokat kinalhatnak.
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BEVEZETES

Az ¢l szervezet alapvetd képessége, hogy érzékelje az egyensulyabol kilenditd
kornyezeti hatdsokat és azokra megfeleld modon reagaljon, melynek célja egy 1j, a
megvaltozott koriilményekkel 6sszhangban levé egyensulyi allapot kialakitdsa. A hatdsokat —
Selye Janos munkdja nyoman — stressznek, az ezt érzékeld és az alkalmazkodast segitd
mechanizmusokat stresszvalasznak, a folyamatot stresszadaptacionak nevezziik. Az utobbi
évtizedek kutatasai feltartdk a stresszvalasz(ok) modularis szervezddését: beszélhetlink
antioxidativ, xenobiotikus, genotoxikus, fehérje konformacios (hésokk-), metabolikus, stb.
stresszvalaszokrol. Az enyhe stresszek altal kivaltott hatékony stresszadapticiéo eredménye
azonos illetve eltérd stresszekkel szembeni (kereszt-)tolerancia, mig a talzott stressz gyengiti
az alkalmazkodast. Ezek a kereszthatasok komplex, hal6zatos szervezddést sejtetnek, melyek
miukodésének molekularis mechanizmusai és kolcsonhatdsai nagyrészt feltaratlanok.

Doktori tézisem két részbdl all: eldszor a Hsp90 molekularis chaperon biokémiai €s
funkcionadlis jellemzésével, majd a hdésokkvalasz €s mds stresszek illetve stresszvalaszok

kolcsonhatasaival és dregedésben jatszott szerepével kapcsolatos munkankat foglalom 6ssze.
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A HSP90 BIOKEMIAI ES FUNKCIONALIS JELLEMZESE

A 90 kDa molekulatomegii hdsokkfehérje (Hsp90) egy konzervalt, esszencialis
citoszolikus molekularis chaperon. A sejt 0sszfehérje tartalmanak mintegy 2-5%-at alkotja.
Két izoformaja van, a konstitutivan expresszalodo P és a stresszindukalhatd o, melyek
nagyfoku szekvencia identitdst mutatnak, azonban szabalyozasuk eltérd. Periférids sejtekben
elsésorban a 3 izoforma fordul eld, mig intenziven 0sztddo, illetve a stresszelt tumorsejtekben
az a expresszidja er0sen indukalodik, igy mennyisége a [} izoformaval 6sszemérhetd vagy azt
meghaladja. Az eltérd szabalyozas €s szoveti expresszio funkcionalis kiillonbségeket sejtet.

A Hsp90 N-termindlis nukleotidkotd, ezt kovetd flexibilis linker, kozépso
szubsztratkotd €s C-termindlis dimerizacids/fehérje interakcids doménekbdl all. A Hsp90
specifikus chaperon: tobbszdz termodinamikailag instabil, jelatviteli kulcsmolekula, un.
‘kliens’ fehérje (pl. kindzok, transzkripcids faktorok, polimerazok) szerkezetét stabilizélja,
melyek szertedgazo biologiai funkcioikat latnak el, és kiemelt szerepet jatszanak a
sejtproliferacioban és tulélésben. Ehhez az N-terminalis, GHKL-tipusi ATP-kothelyének
ATPaz aktivitdsa sziikséges. Az N-termindlis ATP-antagonista Hsp90-inhibitorok (vezetd
molekula: geldanamycin) igéretes specifikus tumor kemoterapids szerek, azonban a Hsp90
gatlasaval a hdsokk transzkripcios faktor-1 (HSF1) aktivacidja révén rezisztencidhoz
vezetnek. PhD munkdm sordn jellemeztik a Hsp90 chaperon ciklusat modulélo
kismolekuldkkal illetve ATP-vel vald kolcsonhatasat. Utobbi sordn felfedeztiink egy C-
terminalis doménen elhelyezkedd nukleotidkotOhelyet, mely az N-terminalis kotohellyel
allosztérikus kapcsolatban all, azonban geldanamycinnel nem, hanem novobiocinnal ¢és

ciszplatinnal (CDDP) gétolhato.

Célkitilizés
Hsp90-nel kapcsolatos kisérleteink soran az alabbi kérdésekre kerestiink valaszt:
1. Milyen nukleotidspecificitassal rendelkezik a Hsp90 C-terminalis nukleotidkdtdhelye?
2. Milyen hatast fejt ki a C-termindlis nukleotidkotéhelyet gatld ciszplatin a Hsp90
kliensfehérje komplexekre?

3. Milyen funkcionalis jelentdséggel bir a Hsp90 a €s 3 izoformaja?
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Eredmények és megbeszélésiik

1. A Hsp90 C-terminalis nukleotidkiotohelyének jellemzése

A Hsp90 N- és C-terminalis nukleotidkotOhelyének jellemzésére a korabban beallitott
nukleotid-affinitashasitdsi modszert és a szilard fazisu gyantan immobilizalt nukleotidokkal
torténd affinitaskromatografids modszert, illetve a ketté kombinaciojat alkalmaztuk. Timothy
Haysteaddel egyiittmikdodve megéllapitottuk, hogy az N-termindlis kotéhely adenin-
nukleotidokra (ezek kozott dinukleotidokra, pl. NAD -ra, illetve alarmonokra) specifikus, mig
a C-terminalis domén széles specificitdst, mind purin-, mind pirimidin-nukleotidok kotésére
képes (Soti €s mtsai, 2003b).

Munkank azt sugallja, hogy a C-terminalis k6tohelynek in vivo egyéb kismolekuldju
ligandok kotésében is szerepe lehet, €s lehetdséget nyujt a C-terminalis kotohelyre specifikus
inhibitorok eléallitasara, melyek az N-terminélis domént nélkiil6z6 izoformakra (pl. Hsp90N)

is hatékonyak (Sreedhar és mtsai, 2004, S6ti €s mtsai, 2005b).

2. Ciszplatin hatdasa a Hsp90-kliens kapcsolatra

A C-terminalis kot6helyet gatlo ciszplatinnak a Hsp90 kliensekre gyakorolt hatasat
tanulmanyozva Theo Rein csoportjaval egyiittmikodésben kimutattuk, hogy a ciszplatin
koncentraciofiiggéen gatolja a Hsp90 kliens glukokortikoid ¢€s androgén receptor
stabilizacigjat és funkciodjat. Ezt a hatast a Hsp90 kozvetiti. Ciszplatin nem hatott méas Hsp90
kliensekre, igy a Ser/Thr-kinaz Raf-1-re, a Tyr-kindz Lck-ra. Fontos, hogy ciszplatin nem
befolyéasolja a hdsokk valaszt és a Hsp90o expressziojat reguldld hdsokk transzkripcios
faktor-1 (HSF1) transzaktivaciojat (Rosenhagen €és mtsai, 2003).

Eredményeink arra utalnak, hogy a C-termindlis kotOhely szelektiv gatlasa a Hsp90
bizonyos klienseivel kialakitott kolcsonhatasat gatolja. Mindez illusztralja a C-terminalis
kotéhely specifikus funkciojat, tovabba elsé bizonyitékat adja a annak, hogy a Hsp90-nek
bizonyos klienseivel kialakitott kolcsonhatasa — a hdsokkvalasz aktivalodasanak elkertilésével

— terapiasan megcélozhato.

3. A Hsp90 a és B izoformdjanak funkcionalis eltérései

Az ¢lesztd egyszertiségét, kivaldo genetikai manipulalhatosagat €s a Hsp90 funkcio
nagyfoku konzervaltsdgat kihasznalva Peter Piper csoportjaval egyiittmikodve kimutattuk,

hogy Hsp90-deficiens ¢€leszté modellrendszerben egyediili Hsp90-ként kifejezett human
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Hsp90a. és Hsp90p egyarant képes az ¢letképességet helyreallitani ¢€s kliensekkel
komplexeket kialakitani. Azonban a két izoforma funkciondlisan eltér: a Hsp90a alacsonyabb
affinitasi (azaz tranziensebb, hatékonyabb) komplexeket alakit ki, jelenléte joval
hatékonyabban aktivalja a hdsokkvalaszt, segiti eld a v-src Tyr-kinaz kliens aktivaciojat, és
nagysagrendekkel ellenallobb a Hsp90 N-terminalis inhibitor radicicollal szemben (Millson €s
mtsai, 2007).

Eredményeink a huméan Hsp90 izoformak eltérd cellulris funkcidira az els6k kozott
adtak bizonyitékot. Mivel a Hsp90a a tumorokban szelektiven indukalédik és a tumor
agresszivitds €s rezisztencia szamos molekularis mechanizmusat kozvetiti, ezért
megfigyeléseink ravilagitanak a tumorok nagyfoku ellenalloképességére, igy a Hsp90a

specifikus megcélzasa, vagy indukcidjanak megeldzése fontos kemoterapias stratégia lehet.
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STRESSZEK ES STRESSZVALASZOK KOLCSONHATASAINAK VIZSGALATA

A fehérje konformaciés homeosztazist, igy a sejt fehérjehdlozatait a fehérje
homeosztatikus puffer tartja karban, mely a hdsokkvalasz koré szervezddik. Hosokkfehérjék
(Hsp-k, vagy molekularis chaperonok) segitik a fehérjék feltekeredését, a komplexek
Osszeszerelddését, transzportjat, és ismerik fel a nem-nativ szerkezetli fehérjéket, melyeket
helyreéllitanak vagy a proteaszomalis illetve autofag lebontés ttjara, illetve az aggregacio felé
segitenek. A Hsp90-kozpontti chaperon komplex t6bbszaz instabil szerkezetii jelétviteli
kulcsmolekula szerkezetét stabilizalja, a sejt legtobb kapcsolattal rendelkezd fehérjéi kozé
tartozik, igy a cellularis jelatviteli folyamatok zavartalan mikodését teszi lehetoveé (Id.
késdbb). A proteotoxikus stressz kovetkeztében felszaporodd denaturalt fehérjéket megkdtik a
fo citoszolikus Hsp90 ¢és Hsp70 chaperonok, ¢és gatlo komplexiikb6l elengedik a hdsokk
transzkripcios faktort-1- (HSF1)-et. Az aktivaloddo HSF1 indukdlja a hdsokk-gének, illetve
szabalyozza a sejt Onfenntartasat és novekedésében érintett gének (a genom mintegy 3-4%-a)
expressziojat, mely erdsiti az ellendlloképességet és az immunitast. Ezaltal a hdsokkvalasz az
akut tulélés és betegségekkel szembeni ellenalloképesség egyik fontos altalanos tényezdje.

Az Oregedés az ¢€l6 szervezet funkcidinak progressziv csokkenése. Az
oregedéselméletek genetikai programot (cellularis szeneszcencia: Hayflick-szabaly,
gerontogének), a hibak random, ill. oxidativ stressz-okozta halmozdédasat (mutacio-
akkumulacio és hibakatasztrofa elmélet, szabadgyok-tedria) helyezték elétérbe. Oregedés
soran megfigyelhetd az oxidativ stressz és karosodasok (pl. sériilt fehérjék) mennyiségének
novekedése. A sériilt fehérjék a posztmitotikus sejtekben oregedés-szerli sorvadast okoznak
(pl. mutans fehérjék okozta neurodegenerativ betegség). Azonban az dregedés a valtozashoz
torténd alkalmazkodas csokkenéseként is értelmezhetd, melyre az el6zd elméleteket magaba
0leld kisérleti bizonyitékot a stresszvalaszok (hdsokkvalasz, immunvalasz, egyéb dnfenntarto
mechanizmusok) valaszkészségének korral jard csokkenése, illetve a stressztolerancia €s az
¢lettartam kozotti optimumkorrelacio szolgéltat. Ez felveti annak lehetdségét, hogy a
stresszvalaszok, pl. a hésokkvalasz farmakologias aktivacidja célpont lehet az egészséges
¢lettartam megnyujtdsaban és a degenerativ civilizacios betegségek (elhizas, diabétesz,
kardiovaszkularis és neurodegenerativ betegségek, immunprobléméak) megeldzésében és
kezelésében.

A kaloriacsokkentés, a kaloriabevitel mérsekelt (30-40%-o0s) csokkentése az eddig

ismert leghatékonyabb, emlds modelleken is igazolt élettartamndveld kornyezeti hatas. Az
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inzulin szignalon tal a kaloriacsokkentés sejtszintii kozvetitdjeként a 2000-es évek elején a
metabolikus szenzor szirtuin (Sir2) NAD -fiiggd deacetilazt azonositottdk. Szirtuin tiltermeld
¢lesztd, fonalféreg €és ecetmuslica torzsek élettartama megnovekedett, igy a szirtuin aktivacio
igéretes human élethossznoveld farmakologias célpontta valt. Ezzel egyidében az eredetileg
rakellenes hatdsarol ismert polifenol resveratrolban az elsd €lettartamndveld kismolekulat
fedezték fel, mely hatékonynak bizonyult az éleszt6tdl a tultaplalt egerekig. A resveratrolrol
bizonyitottdk, hogy a Sir2 deacetilaz aktivitasat serkenti és a kaldriacsokkentéshez hasonld
anyagcsere- €s génexpresszios hatasokat hoz létre. Ezen tul a kaloriacsokkentés aktival egyéb
stressz-reszponziv palyéakat, pl. indukalja az antioxidans valaszt, a hdsokkfehérjeket, és a
xenobiotikus reguldtor Nrf2 transzkripcios faktort. Az erdteljes és koordinalt valtozasok azt
sugalljak, hogy a kaldriacsokkentés egy enyhe metabolikus stresszhatas altal egy szervezeti
szinten 6sszehangolt Onfenntartd program aktivacidja az eréforrasok sziikossé valasakor, igy
megértésével, egyéb stresszvalaszokkal torténd kapcsolatainak feltarasaval kozelebb
juthatunk az egészséges ¢élettartam meghosszabbitasahoz.

A megfelel6 immunitas sziikséges az akut tuléléshez €s hozzdjarul az egészséges
¢lettartam kialakitdsdhoz. Az 6regedés egyik legmarkansabb velejaroja a gyengiilo hatékony
immunvalasz ¢és erds6d6é gyulladasos tendencia kombinaciojaként jellemezhetd
immunszeneszcencia. A kaloriacsokkentés serkenti az immunmiikddést és késlelteti az
immmunszeneszcenciat. Az immunvalasz is felfoghaté egy szervezeti veszélyt érzékeld
komplex stresszvalaszként (Matzinger-hipotézis), azonban a szervezet Onfenntartd

stresszvalaszaival valo kapcsolata nem teljesen tisztazott.

Célkitiizés

Stresszvalaszokkal kapcsolatos kutatdsaink soran az alabbi kérdésekre kerestiink valaszt:

1. Hogyan valtozik a chaperon kapacitas eldrehaladott korban? Mi a hdsokkvalasz és fehérje
homeosztazis szerepe az dregedés soran?

2. Hogyan hat a human iddskori cinkszupplementicid6 a periférids limfocitak
hésokkvalaszara?

3. Milyen kapcsolat van a metabolikus szignalutak aktivacidja (kaloria megvonas,
resveratrol, genetikai szirtuin aktivacio) és a hdsokkvalasz valamint az élettartam k6zott?

4. Milyen hatast fejtenek ki a denaturdlt (instabil szerkezetii) fehérjék, funkciojuktol
fliggetleniil a fehérje homeosztazisra és a sejtfunkciora?

5. Hogyan és milyen mechanizmussal hat az oxidativ stressz a hdsokkadaptaciora?
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6. Mi a szerepe az enyhe stresszeknek €s a xenobiotikus stresszvalasz regulator Nrf2 ortolog

SKN-1-nek a természetes immunitasban és az immunoszeneszcenciaban?

Eredmények és megbeszélésiik

1. A chaperon kapacitas és a hésokkvalasz valtozasa és szerepe az oregedés sordn

A hésokkvélasz indukélhatosdga az Oregedés soran csokken, azonban a chaperonok
fehérje denaturaciotdl védo hatékonysaga munkank kezdetekor ismeretlen volt. Héérzékeny
luciferaz modellfehérjét felhasznalva elsdként vizsgdlva a citoszolikus teljes chaperon
kapacitast kimutattuk, hogy globalis fehérje denaturdciot nem okozd koriilmények kozott
(39°C) 1d6s (26 honapos) patkdny maj citoszol preparatumok passziv chaperon (fehérje
denaturaciot és aggregacidt gatld) kapacitdsa fiatal (10 hetes) allatokhoz képest enyhén
csokkent. A két 6 citoszolikus chaperon koziil a Hsp70 mennyisége nem valtozott, a Hsp90
mennyisége csOkkent (Nardai és mtsai, 2002). A csokkenés hatterében akéar a luciferazt
stabilizald6 Hsp90 szint csokkenése, esetleg oxidalt-denaturalt fehérjék (koztik a modosult
chaperonok) korral jar6 mérsékelt novekedése allhat.

A sejt és szervezeti oregedés egyik tényezdje az aminosavakat modosito, igy a fehérje
konforméciot karositd proteotoxikus stresszek és a fehérje homeosztdzis karbantartasdban
fontos szerepet jatszo chaperonok kapacitdsanak egyensulytalansaga. Ennek modellezésére
megalkottuk a ,,Chaperon talterhelés” modellt (S6ti €s Csermely, 2003), majd ezt kibdvitve a
az ,,Oregedés fehérje homeosztazis hipotézisét” (S6ti és mtsai, 2003a; Arslan és mtsai, 2006;
Soti és Csermely 2007b). Ezeknek az informdacioknak a felhasznalasdval Tom Kirkwood
csoportjaval egylttmiikodésben egy szamitogépes szimulacidos modellt fejlesztettiink ki
(Proctor €s mtsai, 2005). Ezeken tul ramutattunk a chaperonok sejt halozatiban betdltott
szervezd szerepére, farmakologiai jelentOségére ¢€és az Oregedés halozatos modelljében

elfoglalt helyére (S6ti és mtsai, 2005a és b; Csermely €s S6ti 2006; S6ti és Csermely 2007a).

2. Human cinkszupplementdcio hatasa limfocitak Hsp70 fehérje expressziojara

A cink, mint nyomelem szdmos fehérje és enzim integritdsdhoz nélkiilézhetetlen, igy
fontos szerepet jatszik a sejtproliferacioban, a genetikai stabilitdsban és az antioxidativ
védelemben és az immunvalaszban. Idds emberek cinkstatusza ¢s immunfunkcidja romlik.

Tanulményunkban, Eugenio Mocchegiani csoportjaval egyiittmiikodve, idds (64-85 ¢év
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kozotti) emberek kozéptava cink (10 mg/nap, 48 napig) taplalékkiegészitésének hatasat
vizsgaltuk aramlasi citometriaval a human periférids vérsejtek f6 hdsokkvalasz markerének, a
Hsp70 fehérjének mind alap, mind hdindukalt expresszidjara. Megallapitottuk, hogy a Hsp70
alap ¢és hdindukalt szintje — a kiegészités elotti allapothoz, illetve a nem szupplementalt
kontroll csoporthoz képest — szignifikdnsan novekedett mind az 6ssz-, a CD3+ (T-sejt) és
CD3- populaciokban. A Hsp70 szintek szignifikdnsan magasabbak voltak a magas cink
elérhetdséggel rendelkezd csoportban (Putics és mtsai, 2008a). Eredményeink felvetik a
hésokkvalasz  szerepét a  cinkdeficiencia és  cinkp6tlas  immunrendszerre  €s

immunszeneszcenciara kifejtett hatdsaiban.

3. A metabolikus szignalok, szirtuin aktivdcio és a hosokkvdlasz kapcsolata

A ndvényi stresszhatdsra termelddo fitoalexin resveratrol hdsokk adaptaciora kifejtett
hatasat vizsgalva emlds sejtkultiran és human limfocitdkon belattuk, hogy aktivalja a HSF1-
fliggd transzaktivaciot ¢és Hsp70 fehérje expressziot. Ez az aktivacio a citoszolikus
hdésokkvalaszra specifikus, az endoplazmatikus retikulum stresszvalaszt (UPR) nem érinti és a
hatast nem antioxiddns hatasa kozvetiti. Resveratrol el6kezelés letalis hostressz elleni fokozott
védelmet biztosit (Putics €s mtsai, 2008b). Mindez felveti, hogy a hdsokkvalasz a resveratrol,
¢s talan a kaldriacsokkentés élettartamnoveld hatasanak egyik kozvetitdje. Ezeket a
hipotéziseinket az ezidotajt 1étrehozott Caenorhabiditis elegans laboratoriumunkban kezdtiik
el tanulmanyozni.

A hdsokkvalasz, metabolikus stressz ¢s kaloria csokkentés kapcsolatdnak attekintése
mellett kozoltik azon eredményeinket, melyek egy amerikai kutatécsoporttol fliggetleniil
megerdsitik, hogy a teljes kaloriamegvonas a HSF1 jelenlététdl fiiggd élettartam ndveld
hatassal rendelkezik C. elegans-on. Megallapitottuk, hogy a kalériamegvonds nem igényli a
klasszikus metabolikus szenzor AMP-fiiggd fehérje kinaz és Sir2 ortologokat. A HSF1-fiiggd
¢lettartam novekedés a 20 fokos neutralis hdmérséklet alatt és felett egyarant megfigyelhetd
volt (Dancs6 és mtsai, 2010). Ez felveti a kaloriamegvonas €s a HSF1 klasszikus metabolikus
jelatviteltdl €s fehérje homeosztazistol fiiggetlen szerepét az élettartam novekedésben.

Tovéabbi eredményeink igazolni latszottak, hogy a resveratrol és a szirtuin magas
kopiaszdmban torténd taltermelésének élettartamndveld hatasat C. elegams-ban a HSF1
kozvetiti (Toth és mtsai, 2008, 2009 konferencia absztraktok; Dancsé és mtsai, 2010). Ezzel
egyidoben anekdotikus hirekre hivatkozva ¢€s sajat kisérletek kapcsan David Gems kételyeit

fejezte ki a szirtuin tultermelés élettartamndveld hatdsaval kapcsolatban, ezért a kérdés
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megnyugtatd tisztazasara egyiittmitkodésbe kezdtiink. Mindkét, az irodalomban szerepld, egy
magas ¢s egy alacsony kopiaszamu sir-2.1 (Sir2 ortolog) transzgén fonalféreg torzset
egymastol fliggetleniil a megfeleld genetikai hattérrel visszakereszteztiink. A téma kiemelt
fontossagara tekintettel kolcsonds latogatasok soran mindkét laboratériumban mindkét fél
altal végrehajtott kettOsvak kisérleteket végeztink. A C. elegans SIR-2.1 taltermelés
¢lettartamnoveld hatdsa a visszakeresztezés utan eltiint, melyet nemzetkozi egyiittmiik6do
partnereink is megerdsitettek. Egyuttal kimutattuk, hogy az eredeti kisérletekben tapasztalt
¢lettartam novekedés hattér mutdcioval kapcsolodott, mig Linda Partridge csoportja
ecetmuslicdban bizonyitotta, hogy a Sir2 transzgén élettartamndveld hatdsa a transzgén
konstrukcionak tulajdonithat6é (Burnett és mtsai, 2011).

Eredményeink a korabbi tanulméanyokkal szemben megkérddjelezik a Sir2 tultermelés
¢lettartamnoveld hatasat két gerinctelen modell organizmuson, egyuttal felhivjak a figyelmet

a genetikai hattér és a potencialis mutaciok megfeleld ellendrzésére.

4. Inert denaturalt modellfehérjék cellularis hatasainak viszgalata

A rosszul feltekeredd (,,misfolded”) fehérje szerkezet alapvetd szerepet jatszik a
konformécios betegségekben €s az Oregedésben, azonban hogy ennek oka mennyiben a
kitekert szerkezetli fehérje funkciovesztése €s a keletkezd koros szerkezetli toxikus molekulak
funkcionyerése, nem tisztazott. Ennek vizsgélatara 1étrehoztunk két fiiggetlen, az eukariota
sejtben funkcidval nem rendelkezd ’inert’ fehérjemolekula destabilizalt konformacios
mutansanak GFP-fuzios valtozatat, hogy izolaltan megvizsgéljuk a funkcionyerés hatasait. A
GFP-degron és a GFP-A9CAT egyarant kitekert fehérjeként viselkedett: jo résziiket a sejt
proteaszomalis degradacioval eliminalta, az erre nem képes sejtekben perinukledris
aggregatumokat képeztek, ahol kolokalizaltak a chaperon Hsp70-nel ¢s indukaltak
expressziojat. Egyik fehérje sem okozott szadmottevd sejtpusztuldst stresszmentes
korilmények kozott, azonban mindkét fehérje sejtproliferacid gatlast okozott és fokozta a
proteotoxikus stressz- (hésokk €s proteaszoma inhibitor MG132) indukalta sejthalalt. A
sejthalalt akar a HSF1 és Hsp70, illetve a vad és deacetilaz deficiens H363Y pontmutans
SIRT1 szirtuin tultermelése egyarant képes volt, mig a SIRT6 paralog nem volt képes
hatdsmechanizmusat sugalljak, igy az enzimaktivitast (és az anyagcserét) nem befolydsolo

terapias célpontot nyujthat (Arslan és mtsai, 2012; 1. dbra).
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Denaturalt fehérje konformacio

v
Proliferacio gatlas

HSF1 Ol SIRT1
Hsp70 Ll (deacetilaz fliggetlen)

/ |

Proteaszémalis | Stressz-indukalt
lebontas sejthalal

1. abra A denaturdlt fehérje konformadcio cellularis hatdasai

Megfigyeléseink igazoljak, hogy egyetlen, az Osszfehérjek 1-2%-at kitevo, inert
denaturalt fehérje expresszidja a sejtre nem toxikus, azonban az azt lebontani képtelen
sejtekben elegendd, hogy gatolja a sejtproliferaciot (novekedést) €és a stresszadaptaciot, azaz
az Oregedd/szeneszcens sejtekre jellemzd viselkedést valt ki (Id. S6ti és mtsai, 2003a). A
SIRT1 protektiv hatdsa a metabolikus a fehérje homeosztatikus valaszok keresztkapcsolatara
utal. Vizsgalataink Iétrehoztak egy 1) emldés modellt és ravilagitanak a denaturalt

fehérjeszerkezet funkciotol fiiggetlen hatésaira.

5. Az oxidativ stressz hatdsa a hésokkadaptdciora

A fokozott oxidativ stressz koroki szerepet jatszik szdmos betegségben ¢és az
oregedésben, ¢és hatdsaiért elsdsorban az altala okozott molekularis karosodast teszik
feleldssé. Emlds sejteken €s C. elegans fonalférgen végzett kisérleteinkben az oxidativ hatasu
H,0; hésokkadaptacidra kifejtett hatasat Bart Braecckmannal egytittmiikodve tanulmanyoztuk.
H,0,; elékezelés egyarant gatolta a Hsp70 expressziot és a hdindukalt termotoleranciat emlds
sejtekben illetve a héindukalt termotoleranciat C. elegans fonalféregben. Ezt a hatast a
mikroRNS kotésben szerepet jatszo6 Hsp70 3’UTR riporter konstrukt aktivacidjaval és a
mikroRNS metabolizmusban kulcsszerepet jatsz6 DCR-1/Dicer csendesitésével kapott
eredmények szerint az RNS-interferencia kozvetiti. Fonalférgekben mind dcr-1, mind masik

kulcsenzim PASH-1/Drosha csendesités visszaallitia az endogén peroxid-turnoverben
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deficiens ctl-2 kataldz és prdx-2 peroxiredoxin mutans fonalférgek termotoleranciajat, illetve

késlelteti az 6regedd fonalférgek termotolerancia csokkenését (Spir6 €s mtsai, 2012; 2. dbra).

Tulzott Oregedeés Csdkkent H,0,
H,0O, kinalat eliminacio

N v S

Oxidativ stressz

RNS
interferencia

Hésokk - Termotolerancia
Adaptiv valasz

2. abra Az oxidativ stressz hatdsa a hosokkadaptaciora

Eredményeink feltarnak egy szabalyozott, az RNS interferencia révén megvaldosulo
keresztkapcsolatot, mely hozzajarulhat az oxidativ stressz potencialis hatdsaihoz
betegségekben ¢€s az dregedés soran. A keresztgatlas jelentdsége egyeldre ismeretlen, de egy
adaptacidt segitd stresszvalasz fiiggetlen stressz altali gyengitése példat ad a komplex
rendszerek miikodése kapcsan fellépd tulzott kooperacid oregitd hatdsara (Kiss és mitsai,
2009). Az RNS interferencia, illetve a résztvevd, azonositanddé mikroRNS-ek 1j terapias

célpontokat kindlhatnak.

6. Az  SKN-1/Nrf2 szerepe a természetes immunitishan és azg

immunszeneszcenciaban

A természetes immunitas kivald modellje a C. elegans fonalféreg, egyszeri
immunrendszerén tal azért is, mert szamos human fakultativ patogénnel vald kolcsonhatasat
¢s az elleniik kialakitott rezisztenciat és immunvalaszt tudjuk rajta tanulmanyozni. Az utobbi
idében deriilt fény arra, hogy a megfelel6 természetes immunitds az antimikrobialis
effektorokon til a gazdaszervezet ¢épségét megdrzo-helyreallitd mechanizmusokra is
tdmaszkodik. Ilyen mechanizmus a xenobiotikus stresszvalasz, mely a szervezetre
potencialisan karos anyagokat, pl. oxidativ vagy elektrofil dgenseket k6zOmbdosit. Ennek

mesterregulatora az SKN-1/Nrf2 transzkripcids faktor. Kisérleteink soran kimutattuk, hogy
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enyhe oxidativ (H,O;) €és metabolikus (csokkent inzulin jelatvitel) stresszek fokozzdk a
humén opportunista patogén Pseudomonas aeruginosa elleni patogén rezisztenciat,
melyekhez az SKN-1 jelenléte sziikséges. SKN-1 hidnyos fonalférgek csokkent tualélést
mutatnak mind a Gram-negativ P. aeruginosa, mind Gram-pozitiv Enterococcus faecalis
baktériumokon. P. aeruginosa hatasara az intesztinalis SKN-1 nukledris transzlokacidja és
transzaktivacidja kovetkezik be, melyhez sziikség van a TIR-1 adapter és PMK-1/p38 MAP
kinaz fehérjékre €és egy eleddig ismeretlen tényezdre. Az SKN-1 transzkripcios aktivitisa az
¢letkor eldrehaladtdval mar a reproduktiv iddszak alatt drasztikusan csokken, és a korral
csokkend expressziot mutatd SKN-1-fliggd gének kozott talreprezentaltak a P. aeruginosa
fertdzés altal regulalt gének. Az SKN-1 turnoverének gatlasaval létrehozott excessziv
aktivacidja azonban — ugyan fokozza az oxidativ rezisztencidt — de csokkenti a patogén

rezisztenciat (Papp és mtsai, 2012; 3. dbra).

Patogén baktériumok

TIR-1
PMK-1
Oregedés optimalis H,0,
Gatolt turnover I fSK::':', Csokkent inzulin szignal
unkcio

Patogén rezisztencia

3. abra Az SKN-1 szerepe a patogeén rezisztenciaban

Eredményeink feltarjdk a xenobiotikus stresszvalasz reguldtor SKN-1 fehérje
természetes immunitdsban €s immunoszeneszcenciaban jatszott szerepét, melynek a human
immunitasban és immun-6regedésben is szerepe lehet. Az SKN-1 tulaktivacidjanak patogén
rezisztenciara kifejtett antagonisztikus hatdsa illusztralja az erdforrdsok optimalis
révén gyengitheti a patogén rezisztenciat (Kiss €s mtsai, 2009). Az SKN-1/Nrf2 10j terdpias

stratégia illetve screen célpontja lehet.
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AZ UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK OSSZEFOGLALASA

Hsp90-nel kapcsolatos eredmények

1. Jellemeztiik a Hsp90 C-terminalis nukleotidkotOhelyét és megallapitottuk, hogy széles
nukleotid-specificitassal rendelkezik.

2. Kimutattuk, hogy a Hsp90 C-terminalis kotOhelyét gatld ciszplatin szelektiven gétolja a
szteroid receptor kliensek stabilizaciojat, €és nem érinti a Hsp90 kindzokkal és HSF1-gyel
alkotott komplexeit.

3. A human Hsp90a ¢és B funkcionalis jellemzése soran ravilagitottunk a Hsp90a
hatékonyabb chaperon miikddésére €és fokozott Hsp90-antagonista radicicollal szembeni

rezisztenciajara.

Stresszvalaszokkal kapcsolatos eredmények

4. Kimutattuk, hogy 1dds patkany majbol izolalt citoszol chaperon kapacitasa enyhén
csokkent.

5. A fehérje homeosztatikus puffer, a hdsokkvalasz és az dregedés kapcsolatarol elméleti és
szamitogépes szimulacios modelleket alkottunk.

6. Megallapitottuk, hogy az iddskori human cinkszupplementicid stimulalja a periférias
limfocitak alap és hdindukalt Hsp70 expressziojat.

7. Kimutattuk, hogy a kaloria csokkentés-mimetikum resveratrol emlds sejtekben aktivalja a
hésokkvalaszt.

8. Ramutattunk, hogy a kaldéria megvonas C. elegans-ban homérsékletfiiggetlentil ¢s HSF1-
fliggd modon hosszabbitja meg az élettartamot.

9. Két szirtuin tultermeld transzgén C. elegans torzsben igazoltuk, hogy nem a szirtuin
tultermelés noveli meg az élettartamot, hanem a genetikai hattérben talahaté mutacio.

10. Létrehoztunk két emldés modellt az inert denaturdlt fehérjék funkciotdl fiiggetlen
hatdsainak vizsgalatara €s kimutattuk, hogy a denaturalt szerkezet gatolja a sejtproliferaciot és
a stresszadaptaciot, melyet a hdsokkvalasz és a SIRT1 szirtuin tltermelése kived.

11. Felderitettiik, hogy az oxidativ stressz emlds sejtekben és C. elegans-ban az RNS
interferencia kozvetitésével gatolja a hésokkadaptaciot.

12. Feltartuk, hogy a xenobiotikus reguldtor SKN-1/Nrf2 transzkripcids faktor optimalis
aktivacioja sziikséges a természetes immunitashoz, aktivitascsokkenése pedig részt vesz az

immunoszeneszcencidban C. elegans-ban
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KOSZONETNYILVANITAS

Koszonetemet szeretném kifejezni mindazoknak, akik hozzajarultak eddigi életutam és
tudomanyos palydm alakulasahoz, és elnézést kérek mindazoktol, akiket itt név szerint nem
emlitek. Szamos altalanos- €s kozépiskolai tanarom bizalmat éreztem. Selmeczi Laszloval a
Korélettani Intézet diakkordseként dolgozhattam é€s részesiilhettem a tudomany irdnti
lelkesedésébdl és aldzatabol. Somogyi Janos az Orvosi Vegytani Intézetben laboratoriumaba
befogadott, halds vagyok megbecsiiléséért, beszélgetéseinkért. Mentoromnak, Csermely
Péternek koszonOm baratsagat, az inspiraciot, a gondolat szabadsaganak tiszteletét,
nagylelkiiségét, hogy segitette 6nallosodasomat.

Mandl Jozsef és Banhegyi Gabor az Orvosi Vegytani Intézet Igazgatoiként a kutatoi
szabadsagot ¢és a magas szakmai szinvonalat tamogatd kozeget teremtettek, amelynek
részesévé tettek ¢és ahol barmilyen gondommal szdmithattam segitségilikre. Koszonom
mindkettejiik, valamint az Intézet volt €s jelen munkatarsainak tamogatasat.

Szerencsés vagyok, hogy diakkori és doktori éveimet Schnaider Tamassal barati
kozdsségben és szolidaritdsban, egymadstol tanulva tolthettem. Halas vagyok Toth Marton
posztdoktor baratomnak az egyiitt gondolkodasért és a C. elegans laboratorium
megteremtésében vallalt alapvetd szerepéért. Gilanyi Bea kollégam érdeme a labor rendezett,
olajozott mikodése, koszondom megbizhaté munkéjat. Munkatarsaim és tanitvanyaim életiik
egy részét a kozos munkdnak szentelték, kdszonom, hogy tanulhattam toliik és altaluk (a
teljesség igénye nélkiil): Putics Akos posztdoktornak; Alper Arslan, Papp Diana, Nguyen
Minh Tu, Gyurké Dévid és Somogyvari Mildn volt és jelenlegi PhD hallgatoknak (koziiliik
tobben korabbi diakkordsok és szakdolgozdk voltak); Spird Zoltdn és Dancs6é Balazs
szakdolgozdknak; Vermes Akos, Racz Attila, Kovacs Levente, Végh Eszter Maria, Maria
Chikina, Lang Julia, Path6é Zoltan, Tihanyi Benedek és Taisz Istvan didkkoros hallgatoknak.

Haélas vagyok sok hazai és kiilfoldi kollégamnak az egyiittmikodések, kihivasok és
kozos felfedezések formald erejéért. Koszondm az ismeretlen birdlo kollégdk idejét,
érdeklodését és jobbitd szdndékat. Vellai Tibor tudasa és folyamatos Onzetlen segitsége
lehetdve tette a C. elegans miihely létrehozasat €s segiti magas szinvonalu miikodését, melyet
koszondk. Orommel tolt el, hogy a C. elegans kozdsséghez tartozhatom, amelynek barati és
tudaskozponta 1égkore, valamint a nyilt tudds- és torzsbazis (Wormbase €s Caenorhabditis

Genetics Center) barmilyen merész elképzelés €s egyiittmiikodés megvalositasat megkonnyiti.
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Munkdm anyagi alapjait tobbek kozott a Semmelweis Egyetem jogviszonya,
elismerései, a Magyar Tudoményos Akadémia Bolyai Osztondija két izben, valamint szdmos
tudomanyos palyazati forras (OTKA, Norvég Finanszirozasi Mechanizmus, az Europai Unio
FP6 és FP7-es keretprogramja) biztositotta, melyeket kdszonok.

Hélas vagyok ismerdsoknek, baratoknak, mestereknek. Kiilon koszonet Max
Claytonnak. Nem tudom szdval megkdszonni Sziileimnek, hogy vagyok, csaladomnak,

gyermekeimnek, hogy vannak.

Budapest, 2013. marcius 8.

Soti Csaba
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