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Membran-lipid terapias lehetéségek a sejtszintii
stresszvalasz helyreallitasaban
Lipidomikai eszkbz6k a Xenohormesis kutatasban
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Az él6 szervezetek stresszkoriilményekhez valé sikeres alkalmazkoda-
sat egymast szabalyszerlien kévetd adaptiv reakciok sorozata biztosit-
ja, amelyet egyittesen stresszvalasznak nevezlnk. A stresszadaptacié
és a stressztlirés az élet alapvetd feltételei. A stressz okozta karosodast
megelézendd, a stressz pontos monitorozasa donté jelentéségu a k-
16nb6z8 molekularis védelmi mechanizmusok id6beli aktivalasaban. A
stresszvalasz egyik talan legfontosabb eleme a prominens citoprotektiv
agensek, a hdsokk fehérje molekularis chaperonok (Hsp-k) szintézisé-
nek indukcidja mely lehetévé teszi a sejtek és szervezetek szamara,
hogy ellenalljanak a stressznek ill. hogy felépiiljenek a stresszbdl [Kiiliz,
2005]. Az elmult években a Hsp-k tovabbi, un. ,,moonlighting”, masod-
lagos, a “folding” aktivitasuktdl fliggetlen funkcidira is fény derilt. Kide-
rilt, hogy Hsp-k megvédik a sejtszervecskéket, stabilizaljak a membra-
nokat, késleltetik, vagy megakadalyozzak az apoptézist, csdkkentik az
oxidativ és a szabad gyokdk altal okozott karokat, korlatozzak a gyul-
ladasos valaszt, fokozzak az immunrendszer aktivitasat, eltavolitjak a
visszafordithatatlanul sérlt cellularis fehérjéket [To6rok et al., 2014; Vigh
et al., 1997]. A sejtszint(i stresszvalasz vizsgalatanak ezért kiemelkedd
jelentésége van annak megértésében, hogy a sejtek miképpen valaszol-
nak és alkalmazkodnak a megvaltozott kérnyezeti feltételekhez, és ki-
I6n6sképpen a patofizioldgias kdrilményekhez. Amig bizonyos beteg-
ségek esetén - mint példaul a daganatos folyamatok - a stresszfehérjék
emelkedett szintje figyelheté meg, addig mas betegségeknél éppen az
ellenkezbje a Hsp szint csdkkenése és igy a fehérichomeosztazis ka-
rosodasa tapasztalhatd [Westerheide és Morimoto, 2005]. A sejtszint(
stressz elleni védelem ilyen mértékl gyenglilése tapasztalhaté példaul
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a klilénb6z6 neurodegenerativ és kardiovaszkularis betegségek esetén,
de ez jellemzé a kettes tipusu diabétesz és az dregedés soran is.

A Kklasszikus elképzelés szerint a hd&sokk (stressz) valasz a
fehérjedenaturacio koévetkezménye. A hdsokkfehérie molekularis
chaperonok azonban olyan kérilmények kézétt is indukaldédnak, ami-
kor fehérje denaturacié nem figyelheté meg. Mara szamottevé bizonyi-
ték gyllt 6ssze az un. ,membran szenzor” hipotézis aldtdmasztiséra
is, mely szerint a plazmamembran specifikus modosulasai is képesek
megvaltoztatni a Hsp-k expresszidjat [Vigh et al, 2007; Térok et al, 2014;
Escriba et al, 2015]. Csoportunk kutatasainak fékuszaban e membranok-
hoz k&thetd stressz érzékelés kutatasa all molekularis stresszbioldgiai
és ultraszenzitiv, akar az egyedi molekulak kdvetését is lehetévé tévd
biofizikai és a legmodernebb lipidomikai eszkdztar felhasznalasaval. Az
elézb eléadasok soran bevezetett Xenohormézis jelenség ismeretében
kiléndsen érdekesek lehetnek olyan terapias megkozelitések, melyek a
kilonféle stresszfehérje csaladok eltérd indukcidjat vagy éppen csen-
desitését képesek elbidézni karos mellékhatasok nélkil [Hooper et al.,
2010]. Egy ilyen gydégyszer idealis esetben csak stressz jelenlétében ak-
tiv, azaz a stressz hatasat csdkkenti vagy éppen erdsiti (koindukcios v.
csendesit6 hatas), de normal korilmények kozétt semmilyen lathaté ha-
tasa nincs. llyen molekulak eredményes kereséséhez érdemes azonosi-
tani azon membranokhoz kétheté folyamatokat, melyek a stresszvalasz
Oregedés soran a membranok egyik alapanyagat, a lipideket eléallitd
anyagcsere folyamatok olyan sériilésekhez/elvaltozasokhoz vezetnek,
mely megvaltoztatja a fontos bioldgiai funkcidval rendelkezd jelképzd
fehérjek vagy membran asszocidlt enzimek funkcionalis kérnyezetét
biztositd membranok szerkezetét, nanoszervezédését. E membran “hi-
bak” egyrészt lehetnek a membran teljes egészét érintd “globalis elval-
tozasok (pl. membran fluiditas, permeabilitas), de lehetnek nagyon spe-
cifikus, akar csak a membran apré jelképzd szigetei, az un. membran
tutajok (raftok) atrendez6dését eredményezé elvaltozasok is. E szerke-
zeti valtozasok miatt bizonyos folyamatok lassulhatnak vagy éppen le is
allhatnak, mig masok — mint a stresszvalasz - éppen aktivizalédhatnak.
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A sejtek védelmi apparatusanak bekapcsolasa és miikddése megfelelé
eszkdzok ill. kdralmények (pl. megfeleld lipidosszetétel) hidanydban gyen-
gllhet, vagy éppen erdsddhet. A membranhoz kétott stresszérzékelés
és a hozza kapcsolédo jelatviteli utak megértéséhez nélkilézhetetlen
a membranok tranziens domén szervezddését érinté nanoszerkezeti
valtozasok és a jelatvitel dsszefliggéseinek feltarasa. Ultraszenzitiv flu-
oreszcencia mikroszképia segitségével rendkivil nagy tér- és idébon-
tasban koévethetjik a stressz hatasara lezajlé folyamatokat az egyedi
sejtek szintjén. A részletes lipidomikai és proteomikai analizissel parhu-
zamosan egyedi molekulak kdvetésén alapuld mikroszképiat (TOCCSL)
és képalkotason alapulé fluoreszcencia korrelacidés spektroszkopiat
(FCS) alkalmazunk [Brameshuber et al, 2010; Shankaran et al, 2009]. A
stresszérzékelés korai eseményeinek azonositasa céljabdl a modsze-
reket a stresszvalasz sejtszintd inividualitasanak kdvetésére és a plaz-
mamembran &sszetételében bekdvetkezd valtozasok feltérképezésére
is felhasznalhatjuk. Hipotézisiink szerint a hdmérséklet hatasara bekd-
vetkezé membran atrendezédések individualitasa szorosan 6sszefiigg
a sejtek valaszado képességével ill. az adott valasz er6sségével. Bar
legf6bb célunk a hémérséklet-szenzor(ok) azonositasa a plazmamemb-
ranban, azt is vizsgaljuk hogy egyéb koérilmények, mint pl. a sejtciklus
milyen mértékben hatarozza meg a sejtek hdéérzékel képességét. Mi-
vel egyre t6bb bizonyiték utal a klasszikus membran transzport utvona-
lak (endocitotikus, szekrécios) ill. az exoszémak, mikrovezikulak felsza-
badulasanak szerepére a stressz jelatvitelben és a kilénbdz8 védelmi
mechanizmusok elinditasaban, ezért a kilénb6zé stressz kérilmények
altal indukalt membran transzport altal eldidézett atrendezddéseket is
tanulmanyozzuk.

A membranok finom szervezédése valtozasanak kdvetésére az egyik
legalkalmasabb modern technika az egyedi molekulak kdvetésére is
alkalmas ultraszenzitiv mikroszkoépia, mely fluoreszcens, a membran

Ve

mikajanak kdvetését. E modszer segitségével a membranok nagyfel-
bontasu térképezését az egyedi sejtek szintjén is megvaldsithatjuk. Ez
azért lehet fontos, mert sok esetben — mint példaul egy rakos daganat
— bizonyos sejtek, melyek lehet, hogy csak a teljes sokasag néhany
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ezrelékét teszik ki, hatarozzak meg a betegség (pl. attétképzédés) kime-
netelét. A laboratériumunkban alkalmazott nagy szamu sejt pasztazasat
lehetévé tevd ultraszenzitiv TIRF mikroszkép altal elallitott képek au-
tomatikus analizisével korrelaciét kereshetlink bizonyos sejtfunkcidk és
a stresszvalasz eréssége kdzott [Nagy et al., 2007; Brameshuber et al.,
2010; Gombos et al., 2011]. A valasz mértékérdl tudésito fluoreszcens
fehérje riporterkonstrukcié segitségével kimutattuk, hogy a sejtek reak-
cidképessége nagymértékben eltérhet a populacié “kémcsében” mér-
heté atlagos mértékétdél. A Linz-i egyetem biofizikai intézetének mun-
katarsaival egyUttmikodve bizonyitottuk, hogy egy a lazas allapotnak
megfeleld enyhe stressz is képes beinditani a sejtek valaszreakciojat,
mi tdbb, e valasz kiisz6bhémérséklete nagy egyezést mutatott azzal a
hémérséklettel, ahol a koleszterin gazdag plazmamembran tutajok ol-
vadni kezdenek [Brameshuber et al, 2010]. Ezzel els6ként mutattunk
ra, hogy a stresszvalaszban kitlintetett szerep jut a membran koleszte-
rin gazdag membran szigeteire. E 20-50 nm-es atmérdjd dinamikusan
keletkezé és eltiind miniat(ir tutajok valészindleg olyan receptorokat és
jelképzé lipid-fehérje klasztereket hordoznak, melyek a lipid kérnyezet
alloszterikus szabalyzasan keresztil valtoztatjak aktivitasukat.

A plazmamembran nanostruktirajaban hé hatasara létrejévé specifikus
valtozasok hatterét korszer( lipidomikai és proteomikai eszk6zék kom-
binacidjaval is tanulmanyozzuk [Balogh et al., 2010; Péter et al., 2012].
A korszerd lipid analitika lehetévé teszi, hogy a gyogyszer fejlesztés
soran dsszekapcsolhatéva valjon a membran szenzor elvbe illeszkedd
hdstressz vélasz valamint a membranfunkcidk centralis fiziologiai pa-
ramétereinek meghatarozasa, a lipid dsszetétel és oxidacié molekula
speciesz szintl finomszemcsés elemzésével. Laboratériumunkban a
membranszerkezet mélyebb megértése céljabdl a meglévé lipid ana-
litikai eszkdztarat modern, gazkromatografiahoz ill. folyadékkromato-
grafiahoz kapcsolt témespektrometriai modszerekkel bévitettik ki igy
létrehozva egy Magyarorszagon egyeduilallé korszer( lipidomika labo-
ratériumot, ahol lehetéség van a lipid és zsirsav analizisre HPLC-vel,
TLC-vel és gazkormatografhoz kapcsolt tdmegspektrométerrel (GC-
MS), lipid molekulaspeciesz analizisre LC-ESI-MS-el, vagy ESI MS/
MS-el. Nagyérzékenységd, finomszemcsés lipidomikai mintazat felis-
merési eljarast fejlesztettiink ki, amely az alapkutatasi célokon tul kiva-
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I6an alkalmas lehet diagnosztikai ill. gyégyszerjeldlt-sziird eljarasként
is. A lipidom és stressz szignalok kapcsolatanak feltérképezésével a
gyogyszerjeldltek eddig nem ismert, a lipid haztartasra, illetve a sejt-
membranok &sszetételére gyakorolt hatasainak felderitése is lehetévé
valt. Kisérleteinkben kapcsolatot talaltunk a h6érzékelés sejt szintli he-
terogenitasa és a membran nanoszkopikus szerkezete és dinamikaja
kozott. Osszefliggést mutattunk ki a membran ésszetétele és szerke-
zeti érzékenysége kozott, feltartuk a hdérzékelés korai eseményeinek
sorrendjét. A szenzor azonositasa még hatra van, de eredményeink
lehetéveé teszik olyan aktiv molekulak szlrését, melyek a megfigyelt
membranelvaltozasokat érdemben és specifikusan befolyasolhat-
jak. Figyelembe véve, hogy a legtdbb betegségben hibas (serkentett
vagy csOkkent) a Hsp valasz, a plazmamembran megfelel§ médosita-
sa mindezideig fel nem ismert, Uj fontos eszk&ze lehet a hésokkvalasz
normalizalasanak. A plazmamembran médositasara fékuszalé Hsp mo-
dulacids stratégiak (,membran-lipid-terapia”) potencidlisan magas te-
rapias értékkel rendelkeznek [Vigh et al., 1997; Crul et al., 2013; Hooper
et al., 2014; Toérok et al., 2014; Escriba et al., 2015]. Kutatasaink bizo-
nyitottak, hogy a stresszvalasz indukciojat eldidézni képes gyogyszerje-
I6ltek hatasmechanizmusaban kulcsszerepet jatszhatnak a sejtmemb-
ranok e vegylletekkel kdlcsdnhaté lipiddoménijei, pl. azok fazisallapota,
doménszervezddése. Szamos vizsgalatot végeztink a farmakonok, ill.
a membran fizikai allapotat médosité stresszfehérjék biofizikai vizsgala-
tainak kdrében. Specifikus lipid kélcsénhatasokra hivtuk fel a figyelmet,
ill. bizonyitottuk a membran fazisdtmenetének megvaltozasat a kétédés
hatasara [Tsvetkova et al., 2002; Térok et al., 1997; Térok et al., 2001;
Torok et al., 2003]. Alapvetd kérdés, hogy egy sejtkulturaban/szévetben
a sejtek azonos mértékben szenvedik-e el a stresszt és arra milyen indi-
vidualitassal valaszolnak. Kisérleteink jelenlegi fazisaban arra keressiik
a valaszt, hogy mi okozza a sejtkulturakban megfigyelheté heterogén
stresszvalaszt. Azonos genetikai hattérrel rendelkezé sejtek azonos ko-
rilmények esetén miért valaszolnak nagyon kilénbdzéen. Reményeink
szerint e megkdzelités kdzelebb vezethet bennilinket annak megértésé-
hez, hogy egy heterogén sejtpopulacié néhany tagja miért képes meg-
hatarozni egy adott kéros allapot kimenetelét.
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