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BEVEZETES

A sejtekben lejatszodé dnvédelmi mechanizmusok napjainkban egyre szélesebb korben
vizsgalt folyamatok, mivel olyan altalanos, sok embert érintd problémak, betegségek lehetséges
amelyekre jelenleg vagy nem rendelkeziink hatékony gydégymoddal, vagy kivanatos lenne a
jelenleg hasznalt moddszer kivaltdsa. A sejtekben lejatszodd folyamatok Osszetettsége
alapvetden neheziti meg a kutatok munkajat. Jelen munkénkban human sejtek stresszhatasra

adott valaszreakcioit igyeksziink alaposabban feltérképezni.

Megfigyelték, hogy kiillonbdzd stresszhatasokra a sejtekben megnd a hibas térszerkezetli
fehérjék mennyisége, mely akar a sejt elpusztuldsédhoz is vezethet. Ebben a folyamatban fontos
szerephez jut a sejtek endoplazmas retikulma, hiszen itt zajlik a fehérjék érése. Ezen kiviil a sejt
szdmos, a sejtplazmaéban és az organellumokban talalhatd dajkafehérje segitségével igyekszik
megszabadulni a karos fehérjeaggregatumoktol. A HSF1 (hdsokk-faktor 1, heat-stress factor
1) napjaink egyik igen intenziven kutatott transzkripcios mester-regulatora, mely részt vesz a
sejtplazmabol induld hésokk valaszban, azonban tobb eredmény is arra mutat, hogy ennél
sokkal kiterjedtebb a szerepe, és kapcsolatban allhat az endoplazmés retikulumban zajlo

folyamatokkal is.

Témam ennek a kapcsolatnak az ) szemszogbdl torténd vizsgalataval foglalkozik.
Szeretnénk felderiteni, hogy a HSF1 — jol ismert funkcidin til — vajon szerepet jatszik-e az
endoplazmas retikulumbol kiinduld6 UPR (unfolded protein response, hibas térszerkezetii
fehérje valasz) szabalyozasdban. Kooperacios partneriink kutatocsoportjaban bizonyos UPR-
komponensek aktivaciojanak HSF1-fiiggését mutattak ki Ceanorhabditis elegans fonalféreg
modellben (Dr. Barna Janos, ELTE Genetika Tanszék). Annak kideritésére, hogy ez az 1j, a
szakirodalomban eddig nem jegyzett molekularis kapcsolat univerzalisnak tekinthet6-e, célul
tlztik ki a kérdés vizsgalatit humén eredetli sejttenyészetekben. Eredményeink

hozzajarulhatnak a HSF1 regulator-funkciojanak jobb megértéséhez.
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1.IRODALMI ATTEKINTES

1.1. ER STRESSZ ES AZ UPR VALASZ

Az ecukariota sejtek endoplazmas retikulum (ER) lumenjében zajlo fehérjeérési
folyamatok soran kiilonb6z6 tényezdk hatdsara megnéhet a hibas térszerkezettel rendelkez6
fehérjék (unfolded protein) mennyisége, ami végsd esetben a sejt hibas miikddése¢hez és akar
halalahoz is vezethet. Ennek elkeriilése érdekében a sejtekben életbe 1ép egy evoluciosan jol
konzervalt 6nvédelmi mechanizmus, az tgynevezett hibas térszerkezetii fehérje stresszvalasz (
unfolded protein response - UPR), ami a protein homeosztazis (proteosztazis) helyreallitasara
hivatott. Az UPR r6vid tavon a sejtek 6nvédelmét szolgalja, azonban hosszabb tavon fennallo

UPR aktivitas sejthalalfolyamatokat indit be apoptotikus ttvonalakon. [1]

Az UPR komplex jelatviteli folyamatokon alapszik, melyek lehetévé teszik Ujabb
dajkafehérjék (chaperonok) vagy degradacids faktorok expresszidjat a hibds proteinek
javitasdhoz vagy eltavolitdsdhoz. Harom transzmembran ER stressz szenzor felelds az UPR
szabalyzasaért: az inozitol-requiring enzyme 1 (IRE1), a protein kinase RNA (PKR)-like ER
kinase (PERK) és az activating transcription factor-6 (ATF6).[2]
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1. abra: Az UPR aktivacios utvonalak sematikus abraja. [76]




A binding immunoglobulin protein (BiP) egy HSP70-szeri (70 kDa nagysagrendii
hésokk fehérje) chaperon az ER lumenjében. Elsddleges feladata a fehérjék helyes
feltekeredésének segitése azaltal, hogy a frissen szintetizaldodott fehérjelanchoz kotddik és
tovabbi foldingra alkalmas allapotban tartja 6ket. [3] Ezen feliil a BiP az ER stressz-szenzor
transzmembran fehérjékhez (IRE1, PERK, ATF6) is kotddik normal koriilmények kozott,
ezaltal inaktiv allapotban tartva azokat. Stressz esetén a rosszul feltekeredett fehérjék szama
drasztikusan megnd, melyek hozzédkotédnek a BiP-hez. Ezen kompetitiv kotddésnek az
egyensulya erdsen a hibas proteinek fel¢ van eltolodva, vagyis a BiP sokkal nagyobb affinitassal
kotddik a hibas fehérjékhez. Hibasan feltekert fehérjék megjelenésekor tehat a BiP disszocial a
fent emlitett transzmembran-fehérjékrol, ezzel aktivalva ezt a harom faktort. Ezek tobb,
szekrécios folyamatokhoz kapcsolddo ttvonalat szabalyoz6 gén expresszidjat befolydsoljak,
tobbek kozott a fehérjék bejutasat az ER-be, a foldingot, az N-glikozilaciot, a redox
metabolizmust, a proteinek mindség ellendrzését vagy az ER asszocialt degradaciot (ERAD).
visszakotddik rajuk, ezzel leallitva az UPR-t. ER stressz esetén a BiP expresszidja is
megemelkedik. Az ER lumenben jelen 1évé nagy mennyiségii BiP csokkenti a hibas

térszerkezetli fehérjék mennyiségét. [5]

Az ATF6 egy membranhoz kotddo transzkripcids faktor, egy citoszol- és egy ER
doménhez kotddik a BiP, azonban hibas fehérjék megjelenésekor levalik, amivel parhuzamosan
az ATF6 is felszabadul, valamint kifejezédik rajta egy Golgi-lokalizacios szignal.[6] Az ATF6a
diszulfid kotései megvaltoznak, lehetéve téve, hogy a Golgi apparatusba transzlokéalodjon. Itt
elhasitja a Site-1 és Site-2-proteaz. [7] A citoszol-domén ATF6¢c ezutin a sejtmagba
transzlokalodik és aktivalja bizonyos UPR gének transzkripciojat a DNS megfelelé ER-stressz
szakaszahoz valo kozvetlen kotddéssel, vagy az altalanos sejtmagi transzkripcios faktor Y-nal
egyiitt fejti ki a hatasat. [8] Az ATF6 target génjei elsésorban ER stressz transzkripcios
faktorokat (mint példaul az X-boksz koté fehérje, XBP1) vagy ER chaperonokat (pl. BiP)
koédolnak.



A PERK szintén egy transzmembran szenzor fehérje, mely az ER lumenjébe nyulo
stresszérzékeld, valamint a citoszolba nyulé kinaz doménnel rendelkezik. A luminaris oldalon
foszforilalja az eukaridta transzlacios iniciacios faktor 2-t (elF2a), ami altalanosan csendesiti a
transzlaciot a sejtben. [9] Ennek els6dleges szerepe az ER lumenbe keriild fehérjék
mennyiségének csokkentése, ezzel is csokkentve a hibajavitdé mechanizmusok terhelését. A
PERK ezen kiviil rendelkezik génregulacids funkcioval is: stressz hatdsara foszforilalja a
sejtmagi transzkripcios faktor (erythroid-eredetli 2)-szerti faktor 2-t (elF2a), ami modositja
annak aktivitasat. Ez a faktor els6sorban az oxidativ stressz elleni védekezésben jatszik
et kodolo régid el6tt elhelyezkedd inhibicidos mikroszekvencia athidalasaval éri el. [12]
Génexpressziods vizsgalatok kimutattak, hogy azon gének, melyek olyan fehérjéket kodolnak,
amik aminosav-bioszintézisben és transzport folyamatokban, antioxidans stressz elleni
valaszban vagy az apoptozisban vesznek részt (pl. BiP, CHOP) mind PERK, ecIF2a
foszforilacio, illetve ebbdl kovetkezéen ATF4 fiiggdk. [1] Ezen kiviil az apoptozishoz vezetd
utvonal mas résztvevdit is felfelé szabalyozza hosszabb ER stressz esetén, de nem talaltak

egyértelmi hatarértéket vagy valtopontot, ami dontene a talélés és a sejthalal kozott. [13]

Az IREl a legkonzervaltabb ttvonal az 0Osszes kozil. [4] Human sejtekben két
izoformajat azonositottak: az IRE1a mindeniitt megtalalhato, az IRE1p csak a bélhamsejtekben
fordul eld. E16bbi szerkezete harom funkciondlis doménbdl tevddik dssze, egy luminalis stressz
érzékeldé doménbdl, egy sejtplazmédba nytld kindz doménbdl és egy endoribonukledz
doménbdl. ER stressz hatdsdra az IRElo luminaris domének dimerizdlodnak az egymasra
specifikus oldalaik mentén. Kimutattak, hogy ezek megvaltozasa esetén a dimerizalodas nem
megy végbe, igy nem tudja aktivalja az UPR-t. [14], [15] Az IREla citoplazmaba nyuld kinaz
doménjének transz-autofoszforilacidja kritikus az endoribonukledz domén aktivacidjanak
szempontjabol. (2. abra) [16] Utobbi domén endonukleaz aktivitasa soran elhasitja az XBP1
MRNS-t és eltavolit beldle egy 26 nukleotid hosszisagu intront. Az igy keletkezd spliced XBP1-
rél (XBP1s) atiroddo XBP1 protein fontos transzkripcios faktora az UPR-nek, amely sok target

crer
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2. dbra: IREla aktivacidja emlGsokben. Normdl koriilmények kozott a BiP hozzdkotédik az IRE1a -hoz. ER stressz
hatdsdra a BiP levalik, az IRE1a oligomerizdlodik és autofoszforilalédik. [2]

Lathaté tehat, hogy az UPR-nek alapvetden harom célja van: egyrészt altalanosan
csokkenti a protein transzlaciot, hogy csokkentse a hibajavitdé mechanizmusok terhelését,
masrészt elindit bizonyos degradéacidés folyamatokat, melyek segitenek megszabadulni a
hibasan feltekeredett fehérjéktdl, harmadrészt pedig elindit olyan jelatviteli utvonalakat, amik
a dajkafehérjék expresszigjat fokozzak, hogy azok eldsegitsék a refoldingot. Ha ezekkel nem
éri el a céljat a sejt, vagyis a proteosztazis helyredllitasat zaros iddintervallumon beliil, akkor

az UPR elinditja a sejtet az apoptdzishoz vezetd titvonalon.



1.2. A HSF1 TRANSZKRIPCIOS FAKTOR

A HSF1 (Heat Shock Factor 1) a HSF1 gén altal kodolt, eukaridtakban evoltcidsan jol
konzervalt transzkripcidos faktor a sejtek citoplazmajaban Els6dlegesen a héstressz miatt
keletkez6 hibas térszerkezetii fehérjék okozta stresszre adott transzkripcids valaszban aktiv, de
ezen kiviill megfigyelték a szerepét egyéb, nem stresszhez kapcsolodo sejtbioldgiai folyamat

szabalyozasaban is (pl. sejtfejlédés, metabolizmus). [19]

Normal koriilmények kozott a HSF1 foleg inaktiv monomer allapotban taldlhatdo meg a
citoplazmaban. Ehhez a monomerhez chaperonok (pl. HSP70, HSP90) kapcsolodnak, melyek
igy represszaljak a HSF1 aktivaciot. A proteosztazis megvaltozasakor ezek a fehérjék részt
vesznek a hibajavitasban: hozzdkotnek a rosszul feltekeredett fehérjékhez, mikdzben disszocial

roluk a HSF1. A HSF1 molekulak ezt kovetden trimerizaldodnak, foszforilalodnak és atkeriilnek

3. dbra: Hsfl DNS ktd szerkezete (PDB: SD5U, XRD)
a sejtmagba. Itt kotédnek hozza specifikusan a hésokk-reszponziv DNS szakaszokhoz (Heat
Shock-responsive DNA Elements, HSE), hogy a megfeleld6 hdésokk-fehérjék atirodasat
fokozzak. A HSF1 homotrimer minden DNS-k6t6 doménje egy NnGAAN pentamer szekvenciat
ismer fel, mely a hélix-turn-hélix szerkezet miatt alternalva kell, hogy elhelyezkedjen (pl. 5°-
NGAANNTTCnnGAAN-3°). [20]-[23]

A HSF1 fehérje szerkezetileg tobb alegységbdl épiil fel, melyek mind mas-mas

funkcioval rendelkeznek. (4. abra)

N DBD

4. abra: A HSF felépitése. DBD=DNS Binding Domain, LZ1-3 és 4=Leucine Zipper Domain, RD=Regulatory
Domain, TAD=Trans-Activation Domain (PDB: 5D5U)



Az els6 a DNS-koté domain (DBD), mely kb. 100 aminosavbol allé egység az N-
terminalis kozelében. Ez a rész kotddik a DNS HSE-hez. Ezt kovetik az oligomerizacios
domének (Leucin Zipper Domain, LZ1-3 ¢s 4), melyek a monomerek kozotti kapcsolatért és a
trimerizalodasért felelosek. Normal korilmények kozott az LZI1-3 interaktdl az LZ4
alegységgel, megakadalyozva az oligomerizaciot. Az LZ1-3 és LZ4 kozé bec¢kelddve talalhato
a regulacids alegység (Regulatory Domain, RD), melynek funkcidja és miikodése még nem
egyértelmiien tisztazott, mivel elsésorban rendezetlen aminosavak épitik fel, melyeknek nehéz
a vizsgalata. [24] Ugyanakkor kimutattak, hogy ennek az alegységnek a 6 feladata a kovetkezé
alegység szabalyozasa (negativ kontrollja, represszidja). Ez az alegység a transz-aktivacios rész
(Trans Activation Domain, TAD), mely kozvetleniil a C-terminalis el6tt talalhato kb. 150
aminosav. Két részre oszthato: TAD1 és TAD2. El6bbi kozvetleniil interakcioba 1ép a DNS-sel
¢és segiti a HSF1 kotédését, utobbi pontos funkcidja még tisztazatlan, azonban azt mar

kimutattak, hogy a HSP70 itt kotédik a HSF1-hez. [25]
1.2.1. HSF1 TARGET GENJEI

Az irodalom jelen allasa szerint a HSF-1 szamos target génjét azonositottak S. cerevisiae,
C. elegans, D. melanogaster, M. musculus, R. norvegicus és human sejtvonalakban. Az
irodalomban elérheté ma mar az irodalmi adatokon alapul¢ kiterjedt adatbazis (HSF1base) a
HSF-1 eddig leirt targetjeirdl. Ezek a gének az alabbi folyamatokban jatszanak szerepet:
sejtciklus, apoptozis, cirkadian ciklus (,,napi biologiai ora”), immunvalasz, Oregedési
folyamatok, rakos betegségek, neurodegenerativ betegségek. [26] Az alabbi abra vazlatosan

mutatja be a HSF-1 sokoldalusagat. (5. abra) [27]
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1.2.2. HSF1 ES AZ OXIDATIiV STRESSZ

Az oxidativ stresszre adott sejtvalasz nagyban hasonlit a hdsokk esetén tapasztalt
jelenségekkel. Mint korabban mar utaltunk ra, nem csak hdsokk indithatja be az UPR-t ¢s HSR-
t. Laboratoriumi koriilmények kozott H,O, hozzaadaséra is ugyanugy bekovetkezett a HSF1
homotrimerizalodasa. [28] Két cisztein oldallancot is azonositottak a HSF1 DNS-ko6t6é
doménjében (Cys35 és Cysl05), melyek szerinné alakulasa megakadalyozza a
homotrimerizaciot és igy a DNS-hez kotédést. A mutans C35S és C105S HSF-1 fehérje a
citoplazmaban lokalizaloédik és nem képes a sejtmagba transzlokalodni az oxidativ stresszt
kovetéen. Ez arra enged kovetkeztetni, hogy ezen Cys oldallancokon keresztiil a HSF1 képes
érzékelni a kornyezete redoxi allapotat, ami a fehérjék szerkezetét is nagyban befolyasolja,
hiszen az oxidativ stressz képes kicsapni a fehérjéket. [29], [30] Kimutattak, hogy az oxidativ
stressz els6dleges szabalyzojaként funkcionaldo NRF2 (Nf E2-related factor 2) — ami a reaktiv
oxigéntartalmu anyagok elleni védekezéshez sziikséges gének transzkripcidjat szabalyozza — €s
a HSF1 target génjei kozott szamos kozos pont talalhatd. Ilyen fehérjék példaul a HMOX1
(hemoxigenaz) és SQSTM1 (sequestosome)/p62, az ATF3 vagy a HSPA1A/B/L (HSP70).
[31]-[36] Ez alapjan ugy tinik, hogy a két transzkripcids faktor egyiitt tud miikddni a
proteosztazis helyreallitasaban. Bizonyos kisméretit HSP-k (HSP25, HSPB5) — avagy sHSP-k
—ismerten részt vesznek a sejtek redox potencidljanak fenntartdsaban, jelen esetben az oxidativ
stressz okozta karok mérséklésében azaltal, hogy a megnovekedett koncentraciojuk miatt
emelkedik az antioxidans glutation (GSH) koncentracioja. Ez fokozott gliikoz-6-foszfat-
dehidrogenaz (G6PD) aktivitast eredményez, ami a GSH szint helyreallitasaban fontos. Mind
az NRF2 és a HSF1 pozitivan befolyasolja ezek atirodasat. [37]

1.2.3. AUTOFAGIA ES A HSF1

Az autofagia, mas néven a sejt onemésztése, egy szigortian szabalyozott 6n-degradacios
mechanizmus eukariéta sejtekben, melynek soran a sejtplazma bizonyos részei lizoszomakba
keriilnek és enzimek lebontjdk 6ket. Ez a folyamat nagyon fontos a sejt proteosztazisanak
fenntartasa érdekében, mivel biztositja a makromolekulak megujulasat, a hibas és toxikus
proteinek lebontasat. A sejtet ért stresszt kovetden természetesen az autofagia is fokozodik.
Kimutattak, hogy a Karboplatin tumorellenes szerrel kezelt rakos sejtekben fokozodott az
autofagiahoz kothetd proteinek mennyisége, mely nem torténik meg a HSF1 hianyaban. A

karboplatin képes indukalni a HSF1-et, amely hozzakot az Atf7 autofagiaért felelés gén

crer
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géneket. [38] A SQSMT1/p62, mely a szelektiv autofagiaban jatszik Szerepet bizonyos
szubsztratoknak az autofagia helyszinére torténd szallitasaval, szintén HSF1 targetnek
bizonyult. Ennek felszabalyozasaval elésegiti a protein aggregatumok kilirtilését a sejtbol. A
tanulmany szerint a HSF1 gatlasa blokkolta az autofagoszomak képzdodését és igy a hibas

térszerkezeti, sériilt fehérjék lebontasat. [33]
1.2.4. A HSF1 KLINIKAI JELENTOSEGE

A HSF1 altal h6ésokk hatasara aktivalt gének eltérést mutatnak egészséges €s rakos sejtek
esetében. Ez lehetdvé teszi a rakos sejtekre jellemzo génpanel felallitasat, melynek segitségével
kisztirhetové valik, az amigy csak nagyon nehezen kimutathato, visszaesésre valo hajlam. A
vizsgalatok alapjan a harom leggyakoribb raktipus esetében (mell-, vastagbél- és tiidorak)
Osszefliggés van a HSF1 altal aktivalt gének, vagyis a génpanel és a kitijjuldsra valo hajlam és a
stlyosabb végkimenetel kozott. Az, hogy a rdkos sejtek egyedi modon hasznaljak a HSF1-et,
lehetdséget teremt kimutatasi és terapias modszerek fejlesztésére. [39] Ezekben az esetekben a

HSF1 csendesitése vagy gatlasa negativan érintheti a rakos sejteket.

Léteznek olyan betegségek, melyek esetében éppen ellenkezbleg az HSR indukcidja
lenne elényds. Egy ilyen betegség a Huntington-kor, mely egy gyogyithatatlan idegrendszeri
betegség (tobbnyire orokletes) és bizonyos degeneralt fehérjék sejtkarositd hatasan alapszik. A
legujabb vizsgalatok kimutattak, hogy az ebben a betegségben szenveddk bizonyos sejtjeiben
a hdsokkvalasz és a HSF1 szintje is alacsonyabb az egészséges szintnél, ami megmagyarazhatja
miért nem tudnak a beteg sejtek jol reagélni kiilonbozo stresszekre, és miért sokkal stilyosabbak

bizonyos betegségek hatasai rajuk. [40]

Tanulméanyok kimutattdk, hogy az HSR hosszabb ideig tartd fennallasanak bizonyos
prion betegségek esetében is szerepe van. A prionok olyan hibasan feltekeredett stabil fehérjék,
amelyek 4t tudjak adni a hibés feltekeredésiiket méas hasonld, de amuagy helyes szerkezetii
fehérjéknek. Jelen tudasunk szerint ezek a prionok a feleldsek a szivacsos agyveldelfajulasért
(kdznyelvben kergemarhakorként ismert tiinetegyiittes). [41] Mivel ez a betegség hibas
térszerkezetli fehérjék jelenlétén alapszik, felmeriil az UPR valaszon keresztil torténd

beavatkozas lehetdsége elsésorban a fert6zott sejtek célzott eliminécidjaval.
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1.2.5. HSF1 INHIBIiCIO

A transzkripcids faktorok kozvetlen gatlasa kifejezetten nehéz feladat, mivel az
irodalomban kevés vagy semennyi informacio all rendelkezésre specifikus természetes
inhibitoraikrol és igy az erre specifikus dedikalt kotéhelyekr6l. Az inhibicio megvalositasara

genetikai és farmakologiai megkozelitésekkel is probalkoznak. [42]

A genetikai megkozelitésben small hairpin RNS (ShRNS) szekvenciat klénoznak
expresszids vektorokba, melyek sikeresen veszik célba a HSF1 mRNS-t és csendesitik azt
kiilonb6z6 sejttipusokban. [42], [43] Az ShRNS-t kodolo és nem-kodold oligonukleotid lancok
szekvenciajat altalaban adeno- vagy lentiviralis vektor-rendszerrel transzfektaljak expresszios
sejtvonalakba. [44] A célsejt megfert6zése utan azok elkezdik expresszalni az ShRNS-t, ami
HSF1 termelését. Ez a modszer sikeresen csokkentette human rakos sejtvonalakban a HSF1
szintjét. [45] Egy masik megkdzelités szerint az adott sejttenyészetben a dominans-negativ
HSF1 mutansokat felszaporitjak, ami tobbnyire génmérndkség terméke, ¢és ezek igy
»felhigitjadk” a HSF1 transzkripcios potencialjat. Tovabbd, a fehérjemérndkség eszkozeivel
lehetdség van olyan kotéhely(ek) kialakitasara, mely(ek)hez egy adott ligandum kotédése segiti
vagy gatolja a HSF1 célgének atirddasat. [46] Ugyanakkor komoly korlatai vannak ezeknek a
modszereknek a felhasznalhatosagukat illetleg. A viralis transzdukcion alapulo eljarasokrol
ismert, hogy nem tdl j6 a hatékonysaguk, és cserébe sok nemkivant mellékhatassal jarhatnak.
Ezen kivill az FDA és a WHO sem tamogatja a viralis vektor alapi géntranszfer vagy

csendesités embereken torténd alkalmazasat. [47]

A farmakologiai megkozelitések egyrészt a direkt kotddést, mdasrészt az indirekt
hatascsokkentést igyekeznek elérni. Ezek koziil szamos jelolt mar tesztelve lett kiilonb6zd
szOveteken vagy akar mar a klinikai tesztfazisban van. Az elsd, természetes eredetli inhibitor a
kvercetin volt, mely szdmos bioldgiai aktivitasa mellett alkalmasnak bizonyult a hdstressz altali
HSP70 expresszi6 gatlasara is. A hatdsmechanizmusa a transzkripcidos faktor hdsokk
szekvencidhoz (HSE) valo kotédésének blokkoldsan alapul. A felhasznalhatdsagat ugyanakkor
nagyban csokkenti, hogy kifejezetten nagy koncentracioban (0,5 mM) kell alkalmazni a HSF-
1 aktivitas csokkentése érdekében. [48] Egy masik, nagyon hasonld, &m hatasosabb jelolt a
Stresgenin B. [49] Az egyik legerdsebb természetes eredetit HSF1 inhibitor a triptolid, ami egy
diterpén triepoxid, azonban a gyogyaszatban vald felhasznalhatdsagat csokkenti toxicitasa és

vizben val6 nehéz oldhatosaga. [50], [51] Ezeken kiviil az utdbbi években még szamos mas,
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igéretes jeloltet talaltak. [52] A masodik nagy kategoria a szintetikus inhibitorokat foglalja
magaban. Az elsé ezek koziil a KNK437 volt, mely hatdsosabb és kevésbé toxikus, mint a
kvercetin és szintén a HSF1 és a HSE interakciojanak gatlasan alapul. [53] A nagy
ateresztoképességli screenelési modszerek fejlodésével lehetové valt kiilonb6zo kémiai és
szintetikus konyvtarak vizsgalata. Igy talaltak ra az NZ28-ra, illetve annak nem toxikus
variansara, az emuninra. Ezek a hdsokk fehérjék termelését gatoljak. [54] Az els6, kdzvetleniil
a HSF1-hez k6t6dé inhibitor a KRIBB11 piridindiamin volt, melyet szintén screeneléssel
talaltak szintetikus konyvtarakban. (6. abra) A KRIBB11 meggatolja, hogy a szabalyozd DNS-
szakaszhoz beko6tddott HSF1 -hez hozzakapcsolodjon a transzkripeié inicidciohoz szintén
nélkiilozhetetlen p-TEFb fehérje. A KRIBB11 azdta mar elérhet6 a kiilonb6z6 gyartoknal. [55]
Az ezt kovetd években sorban talaltak Gjabb lehetséges inhibitorokat, azonban ezek tobbsége
csak indirekt modon tudja gatolni a HSF1 aktivitasat, maig csak a KRIBB11 ¢és az IHSF115

nevii jabban létrehozott molekula tud kozvetleniil ktédni a HSF1-hez. [56]
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6. dbra: KRIBBI1 szerkezete (CAS No.: 342639-96-7)
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1.3. HUMAN SEJTKULTURAK

A sejtkultirak a sejtbioldgiai kutatasokban fontos, viszonylag konnyen kezelhetd
modellrendszerek. A sejteket in vitro novesztjik és fenntartjuk megadott, szigortian
szabalyozott koriilmények kozott. Ezzel a mddszerrel egy sokkal egyszerlibb kornyezetben
vizsgalhatjuk a sejtek adott folyamatait. Lehetségiink van elsédleges (Gn. primer) sejt- és
szovetkultarak 1étrehozasara, illetve rendelkezésiinkre allnak immortalizalt sejtvonalak is. A
primer sejtkultiradk esetében magabol az €16 allatbol/emberbdl eltavolitott szovet lesz az, amit
elkezdiink fenntartani. Ennek elénye, hogy kozvetleniil a kivant sejteket/szovetet vizsgalhatjuk
mind sejttipus, fiziologia €s egyéb szempontokbdl. Ezen kivill a primer kultarakbol szdrmazo
eredmények sokkal jobban extrapolalhatok a valos szoveti kornyezetre. Ugyanakkor ez a fajta
sejtkultira szdmos hatrannyal is rendelkezik. A primer kulturdk élettartama meglehetdsen
limitalt, melyet nagyban befolyasol, hogy az ¢€l6lény milyen idés volt, amibdl a sejtek
szarmaznak. Ezen kiviil a leggondosabb mintavétel mellett is sokkal heterogénebb lesz a kapott
sejtkulturank, ami neheziti a reprodukalhatd eredmények kinyerését. [57] Az immortalizalt
sejtvonalak ezzel szemben homogén, genetikailag azonos populaciot alkotnak, raadasul
kiterjedt szakirodalommal rendelkeznek. Széles korben hasznéljak 6ket modellorganizmusként
biokémiai, sejtbiologiai vagy emldOssejtes kisérletekben. [58] Legnagyobb elényiik az
immortalitasuk, vagyis korlatlan ideig fenntarthatok megfelel6 koriilmények k6zott. Ezen kiviil
alkalmasak adott funkcioval birdo klonok eldallitasara, gyodgyszer- és fehérjemolekulak
termelésére. Természetesen az immortalizalt sejteknek is megvannak a maguk limitacioi. A
korlatlan fenntarthatdsag elérése érdekében sok mutacion kell atesniiik, ami megvaltoztathatja

a sejt biokémiai tulajdonsagait, genetikai informacioit. [59]

Szamos kiilonbdz6 eredetli immortalizalt sejtvonalrdl tudunk napjainkban. Az egyik els6
ilyen a 3T3 egér embiondlis fibroblaszt volt, mely egy fenntartott egér embrid szdvetben
létrejott spontan mutacié eredménye. Egy robosztus, konnyen kezelhetd sejt. [60] Az egyik
legismertebb immortalizalt, human eredetii sejtvonal a HeLa egy Henrietta Lacks nevii paciens
méhnyakrakjabol lett izoldlva. Ez a sejt azért kiilonleges, mert szemben a legtobb immortalizalt
torzzsel, ez szuszpenzios kultiraban is fenntarthato, ugyanakkor koriiltekintést igényel, mert
képes megfertézni mas sejtvonalakat. [61] Stabil génexpressziot tesz lehetévé és kivalod
kiilonb6zd protein expresszids rendszerek létrehozasara a CHO (Chinese Hamster Ovary)
sejtvonal, mely horcsog méhsejtekbdl lett immortalizdlva. Gyakran hasznaljak
sejtkommunikacios és rekombinans fehérjéket vizsgalo kisérletekben. [62] A HEK-293/HEK-

293T egy spontan elvetélt human embriéo embrionalis vese sejtjeibdl lett kitenyésztve. Széles
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korben hasznaljak expresszios rendszerként, mivel konnyl transzfektalni. Sejtkommunikaciod
¢és rekombinans fehérjetermelés vizsgalatara hasznaljak a legtobbszor. [63] A HT-1080
sejtvonalat egy rakos férfi fibroszarkomajanak szovettani vizsgalata soran izolaltak és

napjainkban gyakran hasznaljak orvosbioldgiai kutatasokhoz. [64]

7. dbra: Balra HeLa sejtek (DNS Hoechst-tel megfestve) [WikiMedia], jobbra HEK293T sejtek. [sajat kép]

Tobb kiilonb6z6 mddszer is lehetséges immortalizalt sejtvonalak eldallitasara. [65] Ezek
kozil a legelsd, hogy egy spontdn muticié eredményeként természetesen létrejott sejtet
izolalnak. Erre a legjobb példat a HeLa sejtek adjak. Lehetdségiink van arra is, hogy egy viralis
gént juttatunk a sejtekbe, ami részlegesen félreszabalyozza a sejtciklust. Ez a modszer vezetett
a HEK-293 sejtek 1étrejottéhez, ahol az adenovirus type-5 E1 gént juttattak a sejtbe. [66] Az
immortalizalas elvégezhetd bizonyos fehérjék mesterséges kifejezésével is: olyan telomeraz
enzimeket kell expresszaltatnunk a sejtekben, amik megakadalyozzak a kromoszomak telomer
hibridéma mddszerrel is, vagyis egy antitest termeld B sejtet fizionalnak egy myeldma sejttel
(rakos B sejt). Ezt a modszert hasznaljak az immortalizalt antitesttermeld B sejtek

eléallitasahoz. [68]
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2.CELKITUZESEK

A HSF1 napjaink egyik igen intenziven kutatott transzkripcids mester-regulatora, mely
részt vesz a sejtplazmabol induld hésokk vélaszban, azonban szdmos szakirodalmi eredmény
tamasztja ala, hogy ennél sokkal kiterjedtebb a szerepe. Jelen kutatasi témaban arra keressiik a
valaszt, hogy a HSF1 — jol ismert funkcidin til — vajon szerepet jatszik-e az endoplazmas
retikulumbol kiinduld6 UPR (unfolded protein response, hibas térszerkezetii fehérje valasz)
szabalyozasaban. Munkank kozvetlen elézménye, hogy bizonyos UPR-komponensek
aktivacioja HSF1-fliggést mutat Ceanorhabditis elegans fonalféreg modellben (Dr. Barna
Janos, ELTE Genetika Tanszék, nem publikalt eredmények). Annak kideritésére, hogy ez az 1j,
a szakirodalomban eddig nem jegyzett molekuldris kapcsolat univerzalisnak tekinthetd-e, célul

tlztiik ki a kérdés vizsgalatat human eredetii sejttenyészetekben.
Ennek részeként:

- Human sejtvonalakat (HEK-293T, HT-1080) stresszhatdsnak tesziink ki: hdstressz és
kémiai (tunikamicin) stressz

- asejtbioldgiai folyamatok dinamikdjanak jobb megértése érdekében tobb eltérd idej
kezelést is kiviteleziink

- a sejteket feltarva total-RNS-t izoldlunk, qPCR-modszerrel meghatarozzuk a
legfontosabb UPR-marker gének transzkriptum szintjeit, melybdl a génkifejez6dés
mértekére kovetkeztethetiink

- akisérleteket HSF1 gatloszer (KRIBB11) alkalmazasa mellett is elvégezziik

- vizsgaljuk a sejtek tulélését mikroszkopos és flow-citométeres technikakkal

Eredményeink hozzajarulhatnak a HSF1 regulator-funkcidéjanak jobb megértéséhez, 1
molekuléris kapcsolatok felderitéséhez, mely az alapkutatas €s az orvostudomany szdmara is

eldrelépést jelenthet.
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3.ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1. SEJTTENYESZTESI MUVELETEK

Kisérleteinkhez human sejtvonalakat hasznaltunk: HT-1080 és HEK-293T, melyeket mi
tartottunk fent és kezeltiink a kiséreteink soran. Az emlitett sejtvonalak és a fenntartdsukhoz

sziikséges anyagok ¢és eszk0zok, berendezések rendelkezésiinkre alltak a laboratoriumban.
3.1.1. SEJTEK FENNTARTASA, PASSZALASA

Az altalunk hasznalt sejtvonalak mind humén eredetiiek, igy a veliik valé munka kiilonos
odafigyelést €s steril koriilményeket igényel. A sejtek fenntartasahoz magas gliikkoz tartalmt
Dulbecco féle modositott Eagle médiumot (DMEM - high glucose) [69] hasznaltunk 10% FBS
(Fetal Bovine Serum) hozzaadasaval. A sejteket 37 °C-ra temperalt inkubatorban tartottuk 5%
CO,-ot tartalmazd atmoszféraban. Mindkét vonal esetében a fenntartast T25-0s flaskan
végeztiik, passzalaskor 500 ezer sejtet oszlattunk el 5 mL tapoldatban. A passzalasokat minden
héten hétfén és csiitortok délutan vagy péntek reggel végeztiik. Igy jellemzéen 4-7 millio sejt
keletkezett egy T25-6s flaskan. A kisérletekhez ennél tobb sejtre volt sziikség, igy ekkor
péntekenként egy T75-0s flaskara iiltettiink le 1,5 milli6 sejtet 15 mL médiumban, majd az igy
képzddott 8-14 millid sejtbdl passzaltunk a kovetkezd hétfon 500 ezer sejtet fenntartasra €s
tovabbi 500 ezreket az egyes kisérletekhez elokészitett 60mm-es Petri csészékre. Passzalaskor
2x 1 mL PBS oldattal torténé mosas utan — adherens sejtekrol 1évén sz6 —, a T25-6s flaska
esetén 500 pL, T75-0s flaska esetén 1 mL 0,25 %-os tripszin oldattal értiik el, hogy a sejtek
feljojjenek a flaska aljarol. 5 perc termosztatban torténd inkubdlast kovetden 2x térfogatu

DMEM+10%FBS médium hozzaadasaval inaktivaltuk az enzimet és szuszpendaltuk a sejteket.
3.1.2. SEJTEK MIKROSZKOPIZALASA

A sejteket passzalas el6tt és utdn, illetve a kezelések eldtt és utan mikroszkdpon
ellendriztiik, illetve egyes festési eljarasok soran is mikroszkdpon vizsgaltuk a sejtek festédését.
A laborban rendelkezésiinkre allt egy Nikon® Eclipse Ts2R-FL késziilék, hozza tartozo
Nikon® Elements gyari szoftverrel, EPI-fluoreszcencias egységgel és DS-Qi2 kameramodullal.
A bendvés ellendrzését 10x vagy 20x nagyitason végeztiik (2,5x okular, 4x vagy 8x objektiv).

(8. abra)
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8. abra: HEK293T sejtek 20x nagyitdsu képe [sajat kép]

3.1.3. SEJTSZAMLALAS

A flaskakban talalhato sejtek szamlalasat egy Beckman Coulter® CytoFLEX Flow
Cytometer és hozza tartozo CytExpert Acquision szoftver segitségével végeztiik. A késziilék
két iranybol vizsgalja a sejteket azok fényszorasa alapjan: elolrol (elére szoras, FSC — forward
scatter) és oldalrol (oldalszoras, SSC — side scatter). E16bbi a sejtek méretével aranyos, utobbi
pedig azok granularitdsatol fiigg. Az egészséges, ¢l0 sejtek meghatarozott FSC-SSC
értéktartomanyba esnek. A sejttormelékek és a halott sejtek visszavert fény intenzitasa pedig
alacsonyabb és/vagy az egyik tengely felé hajlik. A visszavert fényintenzitdsok csucsmagassaga
(H), vagy csucs alatti teriiletei (A) alapjan is végezhetjiik a szoftveres kiértékelést, mi a csticsok
alatti teriileteket tekintettiik relevansabbnak (SSC-A és FSC-A tengelyek). Az elemzést
kiilonb6z6 hullamhosszokon is elvégezhetjiik, ezaltal lehetdségiink van festési eljarasok
hasznalatara és elemzésére. A szdmlalashoz 200 pL sejtszuszpenziot helyeztiink a késziilékbe,
ami 50 pL-t aramoltatott at a detektoron (a felesleg alkalmazasara a holttér miatt van sziikség).
A mérés végeztével a késziilék megadta az 6sszes athaladt sejt/sejttormelék szamat event/ulL
egységben, illetve a beallitott pont-diagram kapuk alapjan kiilon az €16 sejtek szamat szintén
event/uL mértékegységben. Ez alapjan visszaszdmolhatd, hogy az eredeti szuszpenzioban
mennyi ¢l sejt taldlhaté. Altalaban a HT-1080 esetében 3200-3500 event/uL, a HEK-293T
esetében 4000-5000 event/uL értékeket mértiink. (8. Fiiggelék)

19



3.1.4. SEJTEK KEZELESE

A kisérletekhez kiilonb6zd ho- és kémiai stresszeknek tettiik ki a sejteket, illetve
inhibitort is alkalmaztunk. A kisérleteket 60 mm-es petri-csészében vagy 6-zsebes
tenyésztéedényben (6-well platen) végeztiik, melyekre 3 mL médiumban 500 ezer sejtet
iltettiink le a kisérletet megeldz6 napon. Ezt egy nap 37 °C-on 5% CO,-t tartalmazé

atmoszféraban inkubalas kovette.

A hostressz-kisérletekben egy kontroll (K) mintat és mellette 2-3 kisérleti mintat
helyeztiink kiilonb6zé homérsékletre termosztalt inkubatorokba. A kontroll minta a kisérlet
teljes id6tartama alatt 37 °C-ra termosztalt inkubatorba keriilt 5% CO, atmoszféraban, mig a
héstressznek kitett mintdk hasonl6 atmoszféraban 42 °C-ra termosztalt inkubatorba kertiltek a

kisérletnek megfeleld 1, 2 vagy 3 oréra (1h, 2h, 3h).

A kémiai stresszt tunikamicin (TunM) (Sigma-Aldrich®, T7765-5MG , CAS No.: 11089-
65-9) hozzaadasaval értiik el. A tunikamicin egy molekularis biologiai kisérletekben széles
korben hasznalt kezeldszer az UPR indukalasara, mivel gatolja az N-glikozilaciot és megallitja
a sejtciklust a G1 fazisban. Mivel igy a fehérjék nem tudjak befejezni az érési folyamatukat, az
ER lumenjében maradnak, felhalmozodasuk kivéltja az UPRER-t. [11] Itt a korabbiakhoz
hasonldan egy kontroll (K) minta mellett tobb kiilonboz6 ideig kezelt mintat vizsgaltunk. A
TunM kezeléshez 500 pg/mL torzsoldatbol 30 pL keriilt mindegyik Petri csészére
(végkoncentracidé 5 pg/mL). Mivel a TunM DMSO-ban volt feloldva, igy a K mintakhoz is
hozzaadtunk 30 uL DMSO-t.

A HSF1 gatlasat KRIBB11 inhibitor (Sigma-Aldrich®, 385570-10MG, CAS No.:
342639-96-7)) hozzaadasaval értiik el. Ehhez 10 mM-os torzsoldatot készitettiink, melybdl 3
uL-t tettlink minden érintett Petri csészére (végkoncentracié 10 uM). Mivel az inhibitor is
DMSO-ban volt feloldva, igy a kontroll Petri csészékbe 3 pL. DMSO oldatot tettiink. Ezt
kovetden a Petri csészéket visszahelyeztiik a 37 °C-os inkubatorba (5% C0,) 1 orara, hogy az
inhibitor kifejtse a hatasat. A hdstressz vagy a tunikamicin kezeléseket — az adott kisérleti

elrendezés szerint — ezt kdvetden kezdtiik csak meg.
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3.2. RNSI1ZOLALAS

Ahhoz, hogy mérhet6vé tegyiik a szamunkra relevans RNS-eket, a sejteket elobb fel kell
tarnunk, majd a sejtlizatumbol izolalnunk kell az 6sszes RNS-t. A kisérletekben kezelt sejteket
(Petri csészéket) megvizsgaltuk mikroszkop alatt, hogy a sejtek élnek-e, nem jottek-e fel.
Ezutan az RNS izolalast NucleoSpin® [70] gyari protokoll alapjan végeztiik gyari oldatok és
kolonnak segitségével.

NucleoSpin® RNA Plus

1 Homogenize sample and 350 uL LBP
lyse sample
Remove gDNA and H 11,000 x g,
2 | filtrate lysate S 30s
100 uL BS
3 | Ajust RNA binding conditions
Mix
= Load sample
4 | Bind RNA = e 11,000x g,
B 15s
= 1% wash 200 pl WB1
5 2 wash 600 pL WB2
34 wash 250 L. WB2
5 | Wash and dry silica membrane 1% and 2 @ 11,000% g,
i5s
3 > 11,000 g,
2 min
30 pL RNase-free H,O0
11,000 % g,
1 min
6 | Elute RNA 5
30 pL RNase-free H,0
11,000 x g,
1 min

9. dbra: Macherey-Nagel® NucleoSpin RNS izoldlds
gyartoi protokolja. A feltiintetett oldatok a gyari kit-ben talalhato
oldatok.

crcr

spektrofotométeren mértiik, mely csupan 1pL mintaoldatbdl is képes abszorbancidkat mérni.

Az RNS koncentracio jellemzden 100 és 2000 ng/uL kozott valtozott.
3.3. RNS TISZTASAG ELLENORZESE, AGAROZ GELELEKTROFOREZIS

Az izolalt RNS-ek tisztasagat, intaktsagat agaroz gélelektroforézissel vizsgaltuk. Ehhez
az RNS oldatokat 100 ng/ml etidium-bromid tartalmt, 1%-os agar6z-TBE gélben
elektroforetizaltuk, majd a géleket UV-fényben vizsgaltuk. Az RNS-mintdk mellett méretbeli
viszonyitashoz Invitrogen™ 1 Kbp DNA ladder-t is felvittiink a gélekre.
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1. tablazat: Az agaroz gélre felvitelhez osszeallitott oldatok dsszetétele. Minden zsebbe 10 uL oldatot vittem fel.

Komponens Térfogat (uL)
RNS oldat 3
10x loading dye 1
dH,0 11
z 15

A gélelektroforézist 1 oran keresztiil végeztiik 60 V allando fesziiltség mellett. Az RNS
preparatum akkor tekintheté megfelelonek, ha UV alatt a gélen 2 f6 csikot latunk a mintaknal:
a riboszéoma két abundans RNS-féleségét (28S és 18S rRNS). Amennyiben a minta RNazzal
szennyezett, ez a két csik nem kiiloniill el. A szdmunkra fontos mRNS-ek az elmosddott

savokban talalhatok.

10. dbra: HT/S kisérlet agaroz gélelektroforézis eredménye. [sajat kép]

3.4. CDNS SZINTEZIS

Kisérleteinkben az izolalt RNS preparatumok bizonyos RNS-einek mennyiségi
viszonyaira vagyunk kivancsiak, melyekre specifikus PCR primerek allnak a rendelkezésiinkre.
Ezek viszont csak cDNS templat szalhoz tudnak kapcsolodni, igy eldbb cDNS-t kell
szintetizalnunk az RNS-ekrdl reverz transzkripcioval. Ehhez Thermo Scientific™ RevertAid
First Strand cDNA Synthesis Kitet hasznaltunk. A kisérleteink sordn mindig kézel azonos 6ssz-
RNS mennyiségbdl végeztik a cDNS-szintézist, igy a mintakban a templat cDNS-ek

mennyisége is kozel azonos lett, ami hozz4jarul korrekt QPCR-eredmények kinyeréséhez.
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2. tablazat: cDNS szintézis elegy osszetétele

Komponens Térfogat (uL)

2 pg (valtozé

RNS oldat térfogatban)
dNTP MIX (10mM) 4
RT Reverse Transciptase 1
oligo(dT) primer (100 uM) 2
5x puffer 8

kiegésziteni

dH,0 végtérfogatra
2 40

A cDNS szintézist 1 6ran keresztiil 42 °C-on végeztiik, majd 10 percre 70 °C-ra emeltiik
a homérsékletet, hogy inaktivaljuk a reverz transzkriptazt. Az igy elkésziilt mintakat -80 °C-on

taroltuk felhasznalasig.
3.5. KVANTITATIiV MERESEK, REAL-TIME PCR

A kisérleteinkben felhasznalt sejtekben termelddott, altalunk vizsgalt RNS-ek relativ
mennyiségére kozvetett modon tudunk kovetkeztetni kvantitativ real-time PCR (gPCR)
segitségével. A mar emlitett modon atirt cDNS-ek, kiilonb6z6 génspecifikus primer parok,
DNS-polimeraz, dNTP-k, valamint interkalalodé fluoreszcens festék (SYBRE GREEN)
jelenlétében lejatszodd DNS-polimerizacié soran minden ciklusban detektalni tudjuk az 0ssz-
DNS mennyiségét (az egyes reakcidelegyekben mérheté fluoreszcencia intenzitas alapjan).
Minden minta minden egyes target-cDNS-ét kiilon-kiilén reakciokban mértiik (singleplex
PCR). Igy — bér az alkalmazott fluoreszcens interkalald festék nem szekvencia-specifikus —,
csak az adott génspecifikus primerpar altal kijeldlt templatrol képzéddé DNS-termékek
mennyiségi novekedését tudjuk nyomon kovetni. A mérés soran a fluoreszcencia ndvekedése
elér egy kiiszobértéket (treshold), melyhez feljegyezziikk az aktualis ciklusszamot (C;). Az
Osszehasonlitandé mintak C; értékeinek kiilonbségébdl kovetkeztethetiink a mintaban jelen
1év6é cDNS aranyokra: az egyes koriilmények esetében a AC; értékeket az adott primer és a
belsé kontrollként alkalmazott GAPDH primer esetében mért ciklusszam kiilonbségeként
kaptuk. Ezt kovetden a kontroll koriilmény és a kisérlet egyes koriilményeinél szamitott AC;
értékek kiilonbsége adta a AAC, értékeket (delta-delta C, modszer ). Ebbol a 274AC -t kiszamitva
megkapjuk, hogy a kontroll koriilményhez viszonyitva hanyszorosara valtozott az adott

koriilménynél az adott primerrel vizsgalt RNS (cDNS) mennyisége. [71]
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11. dbra: Az alkalmazott PCR protokoll. Az amplikonok felsokszorositasa utan felvessziik az olvadasi gorbéjiiket.

3. tablazat: qPCR reakcidelegy osszetétele a 96 well-platen egy wellben

Komponens Térfogat (uL)

cDNS 1

forward primer (10 uM) 1

reverse primer (10 pM) 1

Applied Biosystems™ SYBR™ 10
green master MIX (2x)

dH,0 7

b1 20

A PCR reakci6 lezajlasa utdn a keletkezett amplikonok tisztasdganak ellendrzése
érdekében megmértiik az olvadasi homérsékletiiket (Ty,). Az eredmények csakis abban az
esetben elfogadhatoak, ha minden egyes reakcidban kizarolag az adott génspecifikus primerpar
altal kijelolt egy-féle termék keletkezett. Ez esetben az olvadasgérbe egycsucsu, az olvadasi

hémérséklet pedig az adott felsokszorozott DNS-fragmentre jellemzo.

T
@
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O F A P WP A & - z mm— » o o=t N

[13.1] o
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Temperature (*C)

12. abra: HEK/S kisérlet PCR amplikonok olvadasi gorbéi és a dT/dt-k egy diagramon dbrazolva.

A mérések elvégzéséhez egy Thermo Fisher® PikoReal96 real-time PCR késziiléket,
hozza val6 96 well-platet, illetve a késziilék gyari szoftverét hasznéltunk. Az eredményekben a

ciklusszamoknal harom bioldgiai parhuzamos kisérlet atlagat vettiik.
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3.5.1. PCR PRIMEREK

A kisérletek kulcsfontossagi eleme, hogy a hasznalt PCR primerek az adott génre
specifikusak legyenek. A szakirodalomban talalt informacidk alapjan és a laborban korabbi
kisértetekben hasznalt sajat tervezési primereket a Sigma-Aldrich® gyartdé készitette el

szamunkra.

— GAPDH: éltalanosan hasznalt referencia, bels6 standardként hasznaljuk
fw: 5>-TGCCCAGTTGAACCAGGCG
rev: 5>-CGCGGAGGGAGAGAACAGTGA
— HSP70:
fw: 5°-CCTCTACATTCATAAACTGCAACT
rev: 5>-CTGGCTGATGTCCTTCTTGTGT
— XBP1 spliced: ugy tervezve, hogy a kivagott intron melletti szekvencidkra
illeszkedjen, igy csak a hasitott mRNS-t amplifikaljuk. [74]
fw: 5’-GCTGAGTCCGCAGCAGGT
rev: 5’-CTGGGTCCAAGTTGTCCAGAAT
— CHORP: [75]
fw: 5>-AGAACCAGGAAACGGAAACAGA
rev: 5’-TCTCCTTCATGCGCTGCTTT
— BIiP: [75]
fw: 5>-TGTTCAACCAATTATCAGCAAACTC
rev: 5>-TTCTGCTGTATCCTCTTCACCAGT
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3.6. KIiSERLETI ELRENDEZESEK
3.6.1. BEVEZETES ES ELOKISERLETEK

A Kkisérleti munka soran két human sejtvonalban, HEK293T-ben és HT1080-ban
vizsgaltuk tobb kivalasztott marker mRNS szintjét, mely reményeink szerint visszajelzést ad

crer

kapcsolatrol.

Kisérleteink megkezdése elott elokisérletekkel bizonyosodtunk meg az altalunk hasznalni
kivant sejtvonalak életképességérol, passzalhatosagarol, valamint a hasznalni kivant moédszerek
mikodoképességérdl. Ennek részeként ellendriztiik, hogy a sejtek kelld ideig talélik-e a kijelolt
ho- és kémiai sokk koriilményeit, illetve a kontrollként alkalmazott kisérleti koriilmények
(példaul a kémiai sokk esetén a kezelGszer oldoszere) valoban nem befolyasoljak-e a sejtek

tulélését. Ezeket a kisérleti elrendezéseket nem részletezziik jelen munkankban.

Kisérleteinket HEK-n és HT-n kddnevek alatt futtattuk, ahol az n a kisérlet sorszama, és

a tovabbiakban is ezen nomenklatira alapjan hivatkozunk az egyes kisérletekre.
A kisérleteink altalanosan az aldbbi protokoll szerint zajlottak:

1. Hoéstressz vizsgalata (HEK-5/6/7 és HT-3/4/5 kisérletek)
1.1. Kisérleti elrendezés eldkészitése (1. nap)
1.2. Hostressz alkalmazasa és RNS izolalas (2. nap)
1.3. cDNS szintézis és PCR (3. nap)
1.4. Eredmények kiértékelése (4. nap)
2. Kémiai stressz (tunikamicin — TunM) vizsgalata (HT-6/7/8/10 kisérletek)
2.1. Kisérleti elrendezés elokészitése (1. nap)
2.2. Kémiai kezelés alkalmazasa és RNS izolalas (2-3. nap)
2.3. cDNS szintézis és PCR (3-4. nap)
2.4. Eredmények kiértékelése (4-5. nap)

Ezen kiviil tovabbi kisérletek elvégzésének sziikségszertiségére is felfigyeltiink, melyeket

késébbi munkanak a részeként kivanunk elvégezni.
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3.6.2. HOSTRESSZ HATASANAK VIZSGALATA

El6szor az irodalmi forrdsok alapjan a hdsokk hatasara beindulé UPR vélaszt vizsgaltuk.

Ennek részeként kiilonbozo idotartamokra (1, 2, 3 és 4 6ra) emelt hdmérsékletnek (42 °C) tettiik

ki a sejteket, majd feltarva 6ket megmértiik a marker mRNS-ek relativ szintjeit. Ezen kiviil

vizsgaltuk, hogy hogyan véltoznak ezek a relativ expresszids szintek, amennyiben HSF1

inhibitort (KRIBB11) adunk a rendszerhez.

A méréseink elott elvégzett elokisérletek alapjan a HEK293 és HT1080 sejtek esetén is

alkalmazhatunk 0-3 ora id6tartamu 42 °C-os hoékezelést (HEK-0/1/2/3/4 és HT-0/1/2

elokisérletek). Ezek elrendezését kiilon nem részletezziik.

3.6.3. HEK-5 ES HT-3 KISERLET

Alkalmazott kisérleti elrendezés: 3 db 6-well plate, 500 ezer sejt / 3 mL médium / well

4. tablazat: A HEK-5/HT-3-ban alkalmazott kisérleti elrendezés vazlata. K=kontroll (37 °C, 3h), 2h=2 ords hésokk (42
°C, 2h), 2+1h= 2 oras hésokk majd 1 ora regenerdcio (42 °C, 2h, 37 °C, 1h)

K 2h 2+1h
HEK?293 egyéb HEK?293 | HEK?293 egyéb HEK293 | HEK293 egyéb HEK?293
elOkisérlet | +inhibitor elOkisérlet | +inhibitor elOkisérlet | +inhibitor
HT1080 egyéb HT1080 | HT1080 egyéb HT1080 | HT1080 egyéb HT1080
elOkisérlet | +inhibitor elOkisérlet | +inhibitor elOkisérlet | +inhibitor

Felhasznalt sejtek:

— HEK-293T
— HT-1080

Inhibitor: 10 uM KRIBB11 + 1 6ra inkubacio

Hdsokk alkalmazasa: kisérleti elrendezésnek megfeleléen 37 és 42 °C inkubalas

RNS koncentraciok mérése: 3.2 fejezetben leirt protokoll szerint

cDNS szintézis: 3.4 fejezben leirt protokoll szerint

PCR o6sszeallitasa: 3.5 fejezetben leirt protokoll szerint
L vizsgalt mRNS-ek: GAPDH, Hsp70, Hsf1, Xbp1t/u/s, BiP, CHOP
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3.6.4

. HEK-6 ES HT-4 KiSERLET

Alkalmazott kisérleti elrendezés: 3 db 6-well plate, 500 ezer sejt / 3 mL médium / well

5. tablazat: A HEK-6/HT-4-ben alkalmazott kisérleti elrendezés vazlata. K=kontroll (37 °C, 3h), 2h=2 éras hdsokk (42

°C, 2h), 3h= 3 éras hésokk (42 °C, 3h)

K 2h 3h
HEK?293 egyéb HEK?293 | HEK293 egyéb HEK?293 | HEK293 egyéb HEK?293
elOkisérlet | +inhibitor elOkisérlet | +inhibitor elOkisérlet | +inhibitor
HT1080 egyéb HT1080 | HT1080 egyéb HT1080 | HT1080 egyéb HT1080
elOkisérlet | +inhibitor elokisérlet | +inhibitor elOkisérlet | +inhibitor
Felhasznalt sejtek:
— HEK-293T
— HT-1080

Inhibitor: 10 uM KRIBB11 + 1 6ra inkubacio
Hdsokk alkalmazasa: kisérleti elrendezésnek megfeleléen 37 és 42 °C inkubalas
RNS koncentraciok mérése: 3.2 fejezetben leirt protokoll szerint
cDNS szintézis: 3.4 fejezben leirt protokoll szerint
PCR o6sszeallitasa: 3.5 fejezetben leirt protokoll szerint
L vizsgalt mRNS-ek: GAPDH, Hsp70, Hsf1, Xbpl1t/u/s, BiP, CHOP

3.6.5. HEK-7 ES HT-5 KISERLET

Alkalmazott kisérleti elrendezés: 3x4 db 60mm Petri, 500 ezer sejt / 3 mL médium / Petri

6. tabldazat: A HEK-7/HT-5-ben alkalmazott kisérleti elrendezés vazlata. K=kontroll (37 °C, 4h), 2h=2 érds hdsokk (42

°C, 2h), 2+2h= 2 6rds hdsokk, 2 oras regenerdcio (42 °C, 2h, 37 °C, 2h)

K 2h 2+2h
HEK?293 | HEK293 | HEK293 | HEK293 | HEK293 | HEK293
+inhibitor +inhibitor +inhibitor
HT1080 | HT1080 | HT1080 | HT1080 | HT1080 | HT1080
+inhibitor +inhibitor +inhibitor
Felhasznalt sejtek:
— HEK-293T
— HT-1080

Inhibitor: 10 uM KRIBB11 + 1 6ra inkubacio

Hosokk alkalmazasa: kisérleti elrendezésnek megfelelden 37 és 42 °C inkubalas
RNS koncentraciok mérése: 3.2 fejezetben leirt protokoll szerint (. tablazat)
cDNS szintézis: 3.4 fejezben leirt protokoll szerint

PCR 06sszedllitasa: 3.5 fejezetben leirt protokoll szerint

L vizsgalt mRNS-ek: GAPDH, Hsp70, Xbp1s, BiP, CHOP
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3.7. KEMIAI STRESSZ HATASANAK VIZSGALATA

A HSF1 szerepének alaposabb felderitése érdekében mas stressz hatdsait is meg kivantuk
vizsgalni az UPR valaszra. Ebben a fazisban tunikamicint (TunM) adtunk a tapk6zeghez, mint
kémiai sokkot okozd anyagot, majd kiilonbozd iddtartamokig inkubaltuk a sejteket. Ezt
kovetden a kordbbiakhoz hasonldan feltartuk dket és megmértiik a marker mRNS-ek relativ
szintjeit. Ezen kiviil itt is vizsgaltuk, hogy hogyan valtoznak ezek a relativ expresszios szintek,

amennyiben HSF1 inhibitort (KRIBB11) is adunk a rendszerhez.

A méréseink elott elvégzett eldkisérletek alapjan a HEK293 és HT1080 sejtek is kibirjak

crcr

HT-5/6 elokisérletek). Ezek elrendezését kiilon nem részletezziik.
3.7.1. HEK-8 ES HT-6 KIiSERLET

Alkalmazott kisérleti elrendezés: 2x2 db 60mm Petri, 500 ezer sejt / 3 mL médium / Petri

7. tabldazat: A HEK-8/HT-6-ban alkalmaczott kisérleti elrendezés vazlata. K=kontroll (37 °C, 24h), 24h=24 6ras TunM
kezelés (37 °C, 24h)

K 24h
HEK?293 | HT1080 | HEK293 | HT1080

Felhasznalt sejtek:

— HEK-293T
— HT-1080
Inhibitor: 10 uM KRIBB11 + 1 éra inkubacid

Kémiai kezelés: 5 pg/mL TunM + inkubacio

RNS koncentraciok mérése: 3.2 fejezetben leirt protokoll szerint
cDNS szintézis: 3.4 fejezben leirt protokoll szerint

PCR 06sszeallitasa: 3.5 fejezetben leirt protokoll szerint

L vizsgalt mRNS-ek: GAPDH, Hsp70, Xbp1s, BiP, CHOP
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3.7.2. HT-8 KiSERLET

Alkalmazott kisérleti elrendezés: 4x4 db 60mm Petri, 500 ezer sejt / 3 mL médium / Petri

8. tablazat: A HT-8-ban alkalmazott kisérleti elrendezés vazlata. K=kontroll (37 °C, 24h), 1h=1 ordas TunM kezelés
(37 °C, 1h), 2h=2 6ras TunM kezelés (37 °C, 2h), 3h=3 érds TunM kezelés (37 °C, 3h)

K 1h 2h 3h
HT1080 | HT1080 | HT1080 | HT1080 | HT1080 | HT1080 | HT1080 | HT1080
+inhibitor +inhibitor +inhibitor +inhibitor
Felhasznalt sejtek:
— HT-1080

Inhibitor: 10 uM KRIBBI11 + 1 éra inkubacio
Kémiai kezelés: 5 pg/mL TunM + inkubacio
RNS koncentraciok mérése: 3.2 fejezetben leirt protokoll szerint
cDNS szintézis: 3.4 fejezben leirt protokoll szerint
PCR o6sszeallitasa: 3.5 fejezetben leirt protokoll szerint
L vizsgalt mRNS-ek: GAPDH, Hsp70, Xbp1s, BiP, CHOP

3.7.3. HT-9 KISERLET

Alkalmazott kisérleti elrendezés: 2x4 db 60mm Petri, 500 ezer sejt / 3 mL médium / Petri

9. tablazat: A HT-9-ben alkalmazott kisérleti elrendezés vazlata. K=kontroll (37 °C, 24h), 2h=2 éras TunM kezelés
(37 °C, 2h), 3h=3 oras TunM kezelés (37 °C, 3h), 24h=24 éras TunM kezelés (37 °C, 24h)

K 2h 3h 24h
HT1080 | HT1080 | HT1080 | HT1080 | HT1080 | HT1080 | HT1080 | HT1080
+inhibitor +inhibitor +inhibitor +inhibitor
Felhasznalt sejtek:
— HT-1080

Inhibitor: 10 uM KRIBBI11 + 1 6ra inkubécio
Kémiai kezelés: 5 pg/mL TunM + inkubacio
RNS koncentraciok mérése: 3.2 fejezetben leirt protokoll szerint
cDNS szintézis: 3.4 fejezben leirt protokoll szerint
PCR o6sszeallitasa: 3.5 fejezetben leirt protokoll szerint
L vizsgalt mRNS-ek: GAPDH, Hsp70, Xbp1s, BiP, CHOP
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3.7.4. HEK-10 ES HT-10 KiSERLET

Alkalmazott kisérleti elrendezés: 4x4 db 60mm Petri, 500 ezer sejt / 3 mL médium / Petri

10. tablazat: A HEK-10/HT-10-ben alkalmazott kisérleti elrendezés vazlata. K=kontroll (37 °C, 24h), 3h=3 oéras TunM
kezelés (37 °C, 3h), 6h=6 ordas TunM kezelés (37 °C, 6h), 24h=24 éras TunM kezelés (37 °C, 24h)

K 3h 6h 24h
HEK293 | HEK?293 | HEK?293 | HEK293 | HEK293 | HEK293 | HEK293 | HEK?293
+inhibitor +inhibitor +inhibitor +inhibitor
HT1080 | HT1080 | HT1080 | HT1080 | HT1080 | HT1080 | HT1080 | HT1080
+inhibitor +inhibitor +inhibitor +inhibitor

Felhasznalt sejtek:
HEK-293T

HT-1080

Inhibitor: 10 uM KRIBBI11 + 1 6ra inkubacid

Kémiai kezelés: 5 pg/mL TunM + inkubacio

RNS koncentraciok mérése: 3.2 fejezetben leirt protokoll szerint

cDNS szintézis: 3.4 fejezben leirt protokoll szerint

PCR 0sszeallitasa: 3.5 fejezetben leirt protokoll szerint
L vizsgalt mRNS-ek: GAPDH, Xbp1s, BiP
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4. EREDMENYEK ES MEGVITATASUK

4.1. A HSF1 ES AzZ UPRER KAPCSOLATANAK VIZSGALATA

HOSTRESSZBEN

A szakirodalmi forrasok alapjan a hdsokk komoly hatdssal van a sejtek proteosztazisara,
kozte az altalunk vizsgalt human HEK-293T és HT-1080 sejtvonalakra is. A kisérleteink sordn
eldszor igazolni kivantuk, hogy a kisérleti elrendezéslinkben valdoban beindul az irodalombol
jol ismert HSF1-fligg6 hésokk valasz (HSR — heat stress response). Ennek egyik legismertebb
markere a HSF1 traszkripcios faktor egyik célgénjéne, a HSP70, mely egy citoplazmas
lokalizacioja dajkafehérjét kodol, s melynek expresszidja HSR-soran megemelkedik. [20]-[23]

A HSP70 mRNS mennyiségét kiilonboz6 koriilmények kozott vizsgéltuk, és azt
tapasztaltuk, hogy a hdsokk hatasara idéaranyosan novekedik a szintje. (13. abra és 14.abra) A
rovid (1 6rés) hdstressz hatdsara még nem volt jelentds expresszio-valtozas (nem kozolt
eredmények), viszont a hosszabban fennalld hdstressz (2 és 3 ora) esetén 10-50-szeres HSP70
MRNS-szinteket mértiink a kezeletlen sejtekhez képest mindkét sejtvonalban. Tovabba, a
KRIBBI11 elnevezésti HSF1-inhibitor jelenlétében — a varakozasoknak megfeleléen —a HSP70
indukcio sokkal gyengébb volt. Ezzel megbizonyosodtunk arrol, hogy a kisérleti
elrendezésiinkben a KRIBB11 hatékonyan blokkolja a HSF1 transzkripci¢-aktivator funkciojat
(legalabbis a HSP70 esetében). Igy ez a gatld hatas feltételezhetden mas, a tovabbiakban
vizsgalni kivant ER-stresszvalasz utvonalban részt vevd potencidlis HSF1 célgénen is
érvényesiilhet. Ily modon ezen HSF1 inhibitor alkalmazasaval az ER-stressz HSF1 fliggése

vizsgalhatova valik szdmunkra.

4.1.1. HOKEZELESEK HATASA HT-1080 SEJTEKBEN (A HT-3/4/5 KISERLETEK

EREDMENYEI)

Harom marker gén aktivaciojat vizsgaltuk (XBP1s, BiP, CHOP). Az ER stressz esetén az
XBP1 mRNS-ben jelen 1év6 intron kihasitasat az IRE1 fehérje katalizalja. [2] Az igy 1étrejovo
XBP1s mRNS-r6l képz6do transzkripcios faktor a sejtmagba jutva aktivalja az ER rezidens
chaperonokat kodold gének expresszidjat. [76] Megfigyeltiik, hogy hésokkot kdvetden az
XBP1s szintje a HT-1080 esetében jelentdsen megnott, ami azt jelzi, hogy a HT-1080 sejtekben
héstressz hatasara aktivalodik az UPRER IRE1 fiiggd utvonala. Amikor azonban a KRIBB
segitségével gatoltuk a HSF1 aktivitasat, az XBP1ls expresszio jelentésen csokkent,

gyakorlatilag nem tortént hasitads. Ez egy eddig a szakirodalomban nem publikalt jelenség,
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ugyanis ez arra utal, hogy az XBP1 mRNS hasitasa is HSF1 fiiggd, vagyis kapcsolat all fent az
ER stressz valasz (UPRER) és a citoszolikus hdsokk vilasz mester regulatora, a HSF1

transzkripcids faktor kozott.

Az ER rezidens dajkafehérjét kodold BiP gén transzkripciojat ER stressz esetén az XBP1
aktivalja. [17], [18] Kimutattuk, hogy a HT-1080 esetében a BiP mRNS szintje kis mértékben
megemelkedett. Elképzelhetd, hogy az aktiv XBP1 transzkripcios faktor képzddése hosszabb
id6t vesz igénybe, ezért érdemes lenne megvizsgalni a BiP mRNS szintjét a hésokkot kovetd
késobbi idopontokban is. A HSF1 inhibitor jelenléte ugyanakkor a BiP mRNS szint kismértéki
novekedését is megsziintette. Ez 0sszhangban van korabbi megfigyelésiinkkel, miszerint az
XBP1s képzédés HSF1 fliggd. Az irodalom szerint a BiP szintjét ER stressz esetén az ATF6
fliggd utvonal is szabalyozza. Az a megfigyelésiink, hogy HSF1 gatlasa esetén szupresszalodik
a BiP transzkripcidja arra utal, hogy hdstressz esetén a BiP szabalyozasaban az IRE1 ttvonal
jatszik fontos szerepet. Elképzelhetd ugyanakkor az is, hogy a HSF1 az ATF6 fliggd utvonal
szabalyozasaban is szerepet jatszik. A késObbiekben érdemes lenne megvizsgalni, hogy a HSF1

befolyasolja -e az UPR ATF6 utvonal altali indukcidjat hésokkot kdvetden.

HT-1080 hdostressz kezelések

65

60 [ Octr Octr + HSF-1-inhibitor

E2h42°C E 2h 42°C + HSF-1-inhibitor

Ln
(]

BE3h42°C B 3h 42°C + H5F-1-inhibitor

Relativ génexpresszio
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HSP-70 XBP-1_s BIP CHOP

13. dbra: HT-1080 - héstressz hatdasa a relativ génexpressziora. Kontroll, 2h és 3h héstresszt kovetéen a relativ
génexpresszios szintek valtozasa kezeletlen és HSF1 inhibitorral kezelt sejtekben HSP70, XBP1s, BiP és CHOP marker
MRNS-ek esetében.
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A harmadik marker, a CHOP vizsgalata soran megallapitottuk, hogy a szintje alig
valtozik a vizsgalt iddintervallumban, és inhibitor jelenlétében is hasonlé nagysagrendben
mozog. Ez alapjan a HT-1080-ban a PERK szenzorok vagy nem érintettek a hdstresszben —
mivel azok fokozndk a CHOP transzkripciojat —, vagy szintén tobb iddre lenne sziikség a

transzkripcids szint megemelkedéséhez.

4.1.2. HOKEZELESEK HATASA HEK-293T SEJTEKBEN (A HEK-5/6/7 KiSERLETEK

EREDMENYEI)

A HEK-293T esetében mérsékeltebb novekedést tudtunk kimutatni az XBP1s mRNS
szintjében (a HT-1080 sejtvonalhoz képest). Felmertil ez alapjan annak a lehetdsége, hogy bar
hasznalja ez a sejttipus is az IREI tutvonalat, de benne ez kevésbé relevans a hdstressz
lekiizdésében. HSF1 inhibitor hozzaadasakor az XBP1s szint ugyanakkor itt is gyakorlatilag a
héstressz id6tartama alatt valtozatlan maradt, ami megerdsiti a gyaninkat, hogy hdstressz soran

az XBP1-hasitas HSF1 fiigg6 lehet a HEK-293T sejtvonalban is.

HEK-293T hdstressz kezelések
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14. dbra: HEK-293T — hdstressz hatdasa a relativ génexpressziora. Kontroll, 2h és 3h hdstresszt kévetden a relativ
génexpresszios szintek valtozasa kezeletlen és HSF1 inhibitorral kezelt sejtekben HSP70, XBPls, BiP és CHOP marker
MRNS-ek esetében.
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A HEK-293T esetében a BiP szintje kis mértékben novekedett a 3 6ras hdstressz hatasara.
Az inhibitort is tartalmazé kisérleti Osszeallitasokban ugyanakkor BiP expresszio-novekedés
nem volt tapasztalhatd, tehat a HSF1 fliggés itt is valoszinisithet. A HT-1080 sejtvonalhoz
hasonloan itt is azt feltételezziik, hogy tobb idére lenne sziikség a BIiP valaszreakcid

kimutatasdhoz, melynek igazolasara tovabbi kisérleteket terveziink.

A CHOP esetében szintén megfigyelhetd kis mértékii novekedés héstressz hatasara, ami
a PERK utvonal mukodésére utal, vagyis a HEK-293T sejtek legalabb kettd féle ER szenzor

utvonalat hasznalnak a hostressz lekiizdésére. A HSF1 fiiggés ez esetben is valoszintisitheto.

4.2. A HSF1 ES AzZ UPRER KAPCSOLATANAK VIZSGALATA

TUNIKAMICIN-INDUKALT STRESSZBEN

Az ER stressz klasszikusan akkor indukalodik, ha a specifikusan az endoplazmatikus
retikulum lumenében halmozddnak fel rosszul hajtogatodott fehérjék. [13] Az el6z6 fejezetben
bemutatott eredményeink arra utalnak, hogy a hdsokk altal indukalt fehérjetoxikus stressz
esetén a HSF1 aktivitas sziikséges az ER stresszvalaszaban szerepet jatszo gének aktivalasahoz.
Kivancsiak voltunk, hogy specifikusan az ER-ben kivaltott stressz esetén kimutathaté-e a HSF1
szerepe a stresszvalaszban. Ezért egy jol jellemzett, specifikusan ER stresszt kivaltdo kémiai
anyaggal kezeltiik a sejteket és megvizsgaltuk, hogy befolyasolja-e a HSF1 inaktivaldsa az
XBP1 mRNS hasitasat, illetve a BiP transzkripciojat.

4.2.1. TUNIKAMICIN KEZELES HATASA HT-1080 SEJTEKBEN (A HT-6/7/8/10

KISERLETEK EREDMENYEI)

A HT-1080 sejtekben 2 o6rds tunikamicin kezelést kovetden kozel haromszorosara
emelkedett a XBP1s szintje a kezeletlen kontrollhoz képest, mig a HSF1 aktivitas gatlasa esetén
az XBP1s expresszioja nem emelkedett meg (14. dbra). Ehhez hasonloan a harom és a 24 6ras
tunikamicin kezelés hatdsara nagyobb mértékiit XBP1s szintemelkedést figyeltiink meg, €s ez a
HSF1 inhibitor hozzdadasaval szupresszalhatonak bizonyult. Ez alapjan feltételezhetd, hogy a
HSF1 aktivitasa fontos szerepet jatszik az UPR aktivacioban akkor is, ha specifikusan az ER-
ben valtunk ki fehérjetoxikus stresszt. Erdekes moédon a dolgozatban nem bemutatott elézetes
eredményeink azt mutattdk, hogy tunikamicinnel kivaltott ER stressz hatdsara a HSP70
expresszid nem valtozott meg, vagyis a tunikamicin — legalabbis a HSP70 célgén

vonatkozéasdban — nem novelte meg a HSF1 aktivitast.
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Az ER rezidens dajkafehérjét kodolo BiP gén esetében a két illetve 3 oras tunikamicin
kezelés még nem valtott ki mRNS szint emelkedést. Ugyanakkor csak 24 o6ras tunikamicin
kezelést kovetden kimutathatd a BiP kifejezO0désének nagymértékli emelkedése, azonban ezt
nem befolyasolta a HSF1 aktivitas gatlasa. Mindezek arra utalnak, hogy a HSF1 szerepet jatszik
az ER stressz indukalt IRE1 Gtvonal aktivalasaban, de nem elengedhetetleniil sziikséges a BiP
transzkripcidjanak indukcidjahoz. A BiP aktivacidja ER stressz esetén az IRE1/XBPI
Gtvonaltol fiiggetleniil, az ATF6 figgd utvonalon keresztiil is megvaldsulhat. [6] Erdemes lenne
megvizsgalni a BiP expresszidjat a 6, 12 és 18 oras tunikamicin kezelést kovetden is,

elképzelhetd ugyanis, hogy a HSF1 aktivitas gatldsdnak a hatdsa ebben az id6tavban tetten

érhetd lenne.

HT-1080 tunikamicin kezelések

Octr O ctr + HSF-1-inhibitor

E 2h TunM E1 2h Tun + Hsf-1-inhibitor
E3h TunM E 3h TunM + H5F-1-inhibitor
& 24h Tuni B 24h TunM + HSF-1-inhibitor|

20 r

Relativ génexpresszid

1,0 10

1]

10 10 1,0

[=]

XBP-1_s BIP
15. abra: HT-1080 — kémiai stressz hatasa a relativ génexpressziora. Kontroll, 2h, 3h és 24h tunikamicines kezelést

kovetden a relativ génexpresszios szintek valtozasa kezeletlen és HSF1 inhibitorral kezelt sejtekben XBPls és BiP marker
MRNS-ek esetében.
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4.2.2. TUNIKAMICIN KEZELES HATASA HEK-293T SseJTEKkBeN (A HEK-6/10

KISERLETEK EREDMENYEI)

A HEK-293T sejtekben 2 oras tunikamicin kezelést kovetden tizenkétszeresére, mig 3,
illetve 24 6ras kezelés hatasara tobb mint szazszorosara emelkedett a XBP1s szintje a kezeletlen
kontrollhoz képest. A HSF1 aktivitds gatlasa ezt jelentdsen gatolta mindhdrom idépontban
végzett vizsgalat esetén (15. abra). Ez arra utal, hogy hasonléan a HT-1080 sejtekben
tapasztaltakhoz, a HEK293T sejtekben a HSF1 aktivitasa sziikséges az UPRER aktivaciohoz. A
HT-1080 sejtekben tapasztaltaktol eltéréen a BiP expresszioja 2 és 24 Oras kezelést kovetden
egyarant HSF1 fliggé emelkedést mutatott. 3 oras kezelés esetén azonban BiP mRNS szint
novekedése nem volt kimutathatd. Elképzelhetd, hogy ez valamilyen technikai hiba
kovetkeztében 4ll eld, igy ezt a kisérletet sziikséges lenne megismételni. Ennek ellenére az
eredmények alapjan ugy tiinik, hogy a HEK293T sejtek érzékenyebben reagalnak a tunikamicin
altal kivaltott ER stresszre, mint a HT-1080 sejtek, valamint a HEK293T sejtekben a hatékony
UPR aktivaciohoz sziikséges a HSF1.

HEK-293T tunikamicin kezelések
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Octr O ctr + Hsf-1-inhibitor
200 3h TunM 3h TunM + Hsf-1-inhibitor
@ 6h TunM i 6h TunM + Hsf-1-inhibitor
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16. dbra: HEK-293T — kémiai stressz hatdsa a relativ génexpressziora. Kontroll, 2h, 3h és 24h tunikamicines kezelést

kévetden a relativ génexpresszios szintek valtozasa kezeletlen és HSF1 inhibitorral kezelt sejtekben XBPls és BiP marker
MRNS-ek esetében.
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4.3. HSF-1 INHIBICIO HATASA A SEJTEK TULELESERE

A HSF1 fontos szerepet jatszik a sejtek folyamataiban, és mint azt a szakirodalmi
forrasokbdl és sajat Kisérleteinkb6l megallapitottuk, nem csupan hdstressz esetén van funkcidja.
[26] [27] Ez alapjan fontosnak tartottuk megvizsgalni, hogy milyen hatassal van a HSF1 gatlasa
a sejtek életképességére. Ennek megallapitasara az elvégzett 24 6rés tunikamicines kezelések
voltak a legalkalmasabbak. A sejtek ¢letképességét festési eljarassal igyekeztiink felmérni: a
flow citométeren torténd mérés elétt 10 pg/ml propidium-jodid (PI) festéket adtunk 200 pL
sejtszuszpenziohoz. Ez a festék csak a mar nem €16 sejtek DNS-ét festi meg, mivel az €16 sejtek
aktiv transzporttal eltavolitjdk 6nmagukbol. Tapasztalataink szerint ugyanakkor a PI festés
hatékonysaga kozel sem 100%-0s, mivel nagyon sok — az FSC / SSC alapjan — mar nem
¢letképes sejtet nem tudott megfesteni, illetve azokat a sejttormelékeket sem tudja megfesteni,

amik nem tartalmaznak DNS-t.

A tunikamicines kémiai stressz Onmagaban nagymértékben hozzajarult a sejtek
pusztulasihoz a mérések alapjan. A (11. tablazat)-bol lathatd, hogy a kontroll tenyészethez
képest a HT-1080 ¢és a HEK-293T esetében is kevesebb mint a sejtek fele maradt életben 24 6ra
kezelést kovetden. Ennek elsddleges oka a tunikamicin altal okozott stressz jellegében
keresendd, ugyanis az N-glikozilacio gatlasa miatt gyakorlatilag a teljes fehérjeszintézist
felboritja, ami hosszii tdvon az apoptdzis fel¢ tereli a sejteket. A HT-1080 esetében a
tunikamicin hatdsara kismértékli morfologiai valtozast lattunk csak mikroszkopon, a sejtek
kevésbé teriilnek el, vékonyabbak, ugyanakkor a detektalt sejttormelék mennyisége jelentdsen
megugrott, mikozben a halott sejtek szama nem volt jelentds. (18. abra) A HEK-293T sejtek
esetében mar jelentds morfoldgiai valtozasra figyeltiink fel, mivel a sejtek aggregalodtak és
feljottek a Petri csésze aljardl, valamint a citométeren is jelentds mennyiségii tormelékre utald

jelet lattunk. (22. abra)

A kizarolag HSF-1 inhibitorral kezelt mintak esetében az €16 sejtszam csupan 33%-a volt
a kezeletlen kontroll mintdhoz képest 24 ora inkubacid utan. Ez egyértelmii jele, hogy a HSF1
gatlasa hosszu tavon karos a sejteknek, beindithatja az apoptozis felé vezetd utvonalakat
¢s/vagy gatolja a sejtek osztédasat. A HT-1080 sejtek morfoldgiaja kiilonds, elvékonyodott
(,,szalas™) alakot vesz fel inhibitoros kezelést kovetden. A korabbi kisérletekbdl tudjuk, hogy
ez mar 1 o6ras inkubacié utan is kialakul. (19. abra) Ugyanez igaz a HEK-293T sejtekre is,
melyek azonban ezzel parhuzamosan aggregalodnak is a TunM kezeléshez hasonléo modon. (23.

abra) Az inhibitor hatdsara megné a halott sejtek és a sejttormelék aranya is, azonban
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Osszevetve a tunikamicines kezeléssel lathato, hogy a HSF-1 inhibitor aranyaiban tobb halott

(de még nem szétesett) sejtet €s kevesebb sejttormeléket eredményez.

Amikor a kémiai kezelést ¢s a HSF-1 inhibiciot egyszerre alkalmaztuk, akkor a sejtek a
kettOs stressz hatasara értelemszertien sokkal nagyobb aranyban pusztultak a 24 6ras inkubacio
alatt: alig negyediik maradt életben a HEK-293T esetében és 15%-uk a HT-1080 esetében. Jol
lathato, hogy a HSF-1 inhibitor hatasara a sejtek érzékenyebbek lettek a kémiai sokk hatasaval
szemben, kevésbé milkddtek benniik az onvédelmi mechanizmusok (IRE1, ATF6, PERK
utvonalak). A mikroszkopos képeken megfigyeltiik a két fenotipus egyiittes jelentkezését: a
HT-1080 sejteknél elsdsorban az inhibitor hatdsara megvaltozé morfoldgia, mig a HEK-293T
esetében az inhibitor és a tunikamicin hatasanak egyiittese lathato. (20. abra és 24. abra)

11. tablazat: Tunikamicines kezelés és HSF-1 inhibitor hatdisa a két sejtvonal életképességére kiilon és egyszerre
alkalmazva.

E16 sejtszam/pl 16 seitszam a EIG sejtszam %
Leliltetett indulo sejtszam (48h-val (flow- tél'es (a kezeletlen
a mérés elétt): 5*10° citométerben ten ésjzetben tenyészetre
mért adat) v vetitve)
Kontroll 1117 3,9*10° 100
24h HSF-1 inhibitor 368 1,3*10° 33
HEK-293
24h TunM 449 1,6%10° 40
24h TunM nrs
+ HSF-1 inhibitor 27 28710 2
Kontroll 783 2,7*10° 100
24h HSF-1 inhibitor 260 9,1*10° 33
HT-1080
24h TunM 275 9,6*10° 35
24h TunM
11 2*10° 1
+ HSF-1 inhibitor 9 4,2710 >
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5.0SSZEFOGLALAS

A projekt soran igazoltuk, hogy valoban beindul az irodalomban mar jegyzett HSF1-
fliggd hoésokk valasz az altalunk vizsgalt human sejtvonalakban (HEK-293T és HT-1080 ).
Ennek egyik legismertebb markerének, a HSP70-nek, mely a HSP70 dajkafehérjét kodolja,
hésokk hatasara idéaranyosan novekedik a szintje, tovabba, a HSF1-inhibitor jelenlétében a
HSP70 indukcio sokkal gyengébb volt. Megfigyeltiik, hogy hésokkot kovetéen az XBP1s
szintje a HT-1080 esetében jelentésen megnétt, aktivalodik az UPRER IRE1 fiiggd titvonala.
Amikor KRIBB11 segitségével gatoltuk a HSF1 aktivitasat, az XBP1s expresszio jelentésen
csokkent, ami egy eddig a szakirodalomban nem publikalt jelenség: az XBP1 mRNS hasitasa is
HSF1 fiiggd, vagyis kapcsolat 4ll fent az ER stressz valasz (UPRER) és a citoszolikus hésokk
valasz mester regulatora, a HSF1 transzkripciés faktor kozott. Ezen feltételezésiinket —
héstressz soran az XBP1-hasitas HSF1 fliggd lehet — sikeriilt megfigyelniink a HEK-293T
sejtvonalban is. Ezt a BiP szintjének mérése is alatamasztotta, illetve ez egyben megmutatta,
hogy az egyes sejtvonalak mas-mas mértékben tamaszkodnak az egyes ER szenzorokhoz
kothetd utvonalakra. A PERK szenzorok utvonalanak vizsgalata soran a CHOP szintekben nem
tapasztaltunk jelent6s valtozast a HT-1080 esetében, mig a HEK-293T esetében tapasztalt
kismértékli ndvekedés legalabb kettd féle ER szenzor utvonal aktivitasra utalt, de itt tovabbi

mérések elvégzését itéljiik szlikségesnek.

Ezt kovetéen megvizsgaltuk, hogy specifikusan az ER-ben kivaltott stressz esetén
kimutathat6-e a HSF1 szerepe a stresszvéalaszban, amihez tunikamicin kezelést alkalmaztunk
mindkét vizsgalt sejtvonalon. Eredményeink azt mutattdk, hogy tunikamicinnel kivaltott ER
stressz nem novelte meg a HSF1 aktivitaist a HSP70 célgén vonatkozasaban a HT-1080
sejtekben, ugyanakkor nagyobb mértékii XBP1s szintemelkedést figyeltiink meg, és ez a HSF1
inhibitor hozzaadasaval szupresszalhatonak bizonyult. A BiP gén esetében a 24 oOras
tunikamicin kezelést kovetden kimutathaté volt a BIiP kifejez6désének nagymértéki
emelkedése, azonban ezt nem befolyédsolta a HSF1 aktivitads gatlasa. Mindezek arra utalnak,
hogy a HSFI1 szerepet jatszik az ER stressz indukalt IRE1 utvonal aktivdlasdban, de nem
elengedhetetleniil sziikséges a BiP transzkripcidjanak indukcidjahoz. A HEK-293T sejtekben
tunikamicin kezelést kovetden emelkedett az XBP1s szintje a kezeletlen kontrollhoz képest és
ezt a HSF1 gatlasa jelentésen csokkentette. Ez alapjan hasonléan a HT-1080 sejtekben
tapasztaltakhoz, a HEK293T sejtekben is a HSF1 aktivitasa sziikséges az UPRER aktivaciohoz.
Ebben a sejtvonalban a BiP expresszidja HSF1 fiiggd emelkedést mutatott, valamint az

40



eredmények alapjan tigy tiinik, hogy a HEK293T sejtek érzékenyebben reagalnak a tunikamicin
altal kivaltott ER stresszre, mint a HT-1080 sejtek.

A sejtek €letképeségének vizsgalata soran megallapitottuk, hogy HSF1 inhibitor hatasara
a sejtek érzékenyebbek lettek a kémiai sokk hatasdval szemben, kevésbé miikodtek benniik az
onvédelmi mechanizmusok (IRE1, ATF6, PERK utvonalak). Ez a morfologiajukra is hatassal
volt. Kiilonbséget véltiink felfedezni a tunikamicines kezelés ¢és a HSF1 gatlas soran
bekovetkezd sejtpusztulas folyamataban, elébbi esetben tobb tormelék képzodott, mig

utobbinal a sejtek kevésbé estek szét halalukat kovetden.

A fentebb leirt kovetkeztetések csak abban az esetben alljak meg a helyiiket, ha a
KRIBBI11 valoban HSF1-specifikus gatldszer, és nem valamilyen egyéb off-target hatasa miatt
gatolt az XBP1 mRNS splicingja. A jovében mindenképpen sziikséges megerdsiteni az

eredményeinket mas rendszerben is (pl. HSF1-RNAI1 csendesitett sejtvonalakban).
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8.FUGGELEK

12. tablazat: HEK-5/HT-3 RNS koncentraciok ng/uL koncentraciokban

K 2h 2+1h
HEK293 860 600 810
HT1080 188 186 200
HEK?293 + inhibitor 910 795 690
HT1080 + inhibitor 155 160 165
13. tablazat: HEK-6/HT-4 RNS koncentraciok ng/uL koncentraciokban
K 2h 3h
HEK293 380 430 360
HT1080 120 150 180
HEK?293 + inhibitor 340 410 270
HT1080 + inhibitor 180 90 100
14. tablazat: HEK-T/HT-5 RNS koncentracik ng/uL koncentrdciékban
K 2h 2+2h
HEK293 290 460 420
HT1080 450 430 440
HEK?293 + inhibitor 220 440 280
HT1080 + inhibitor 200 390 140
15. tablazat: HEK-8/HT-6 RNS koncentraciok ng/ul koncentraciokban
K 24h
HEK293 1130 2300
HT1080 1490 1480
16. tablazat: HT-8 RNS koncentraciok ng/uL koncentraciokban
K 2h 3h
HT1080 111 227 110
HT1080 + inhibitor 170 122 204
17. tablazat: HT-9 RNS koncentraciok ng/ul koncentraciokban
K 2h 3h 24h
HT1080 600 480 450 350
HT1080 + inhibitor 390 210 280 -
18. tablazat: HEK-10/HT-10 RNS koncentrdaciok ng/uL koncentraciokban
K 3h 6h 24h
HEK293 1350 460 645 590
HT1080 450 900 570 260
HEK?293 + inhibitor 540 570 500 500
HT1080 + inhibitor 440 445 480 180
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Tube Name: HT-24hK_1005

Population

% Total

Events/uL(V)

@ Al Events

@ Dead cells (PI+)
) Cells

() Debries

@ Live cells

100,00%
2,45%
88,95%
9,21%
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893,42
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17. abra: HT-1080 24 ordas kontroll

Tube Name: HT-24hTM_1007 [x]
Population % Total Events/uL(V)
@ All Events 100,00% 400,25
(@ Dead cells (PI+) 3,82% 15,29
52 Cells 70,26% 281,23
() Debries 27,84% 111,42
@ Live cells 68,73% 275,08
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18. abra: HT-1080 24 oras TunM kezelés
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Tube Name: HT-24hKRIB_1006

Population % Total Events/uL(V)
@ Al Events 100,00% 427,68
@ Dead cells (P1+) 6,64% 2842
® cells 66,13% 282,81
() Debries 23,06% 98,63
@ Live cells 61,01% 260,01
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19. dbra: HT-1080 24 oras HSF-1 inhibitor kezelés

Tube Name: HT-24hTM_KRIB_1008 a
Population % Total Events/uL(V)
@ All Events 100,00% 286,16
@ Dead cells (PI+) 10,82% 30,9
3 cells 52,15% 149,24
(R Debries 41,26% 118,08
@ Live cells 41,72% 119,40
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20. abra: HT-1080 - 24 ords TunM és HSF-1 inhibitor kezelés
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Tube Name: HEK-24hK 1004

Population

% Total

Events/pL(V)

@ All Events

@ Dead cells (PI+)
50 Cells

(% Debries

@ Live cells

100,00%
3,65%
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21. abra: HEK-293T - 24 oras kontroll

5 Pt

Tube Name: HEK-24hTM_1006 x]
Population % Total Events/uL(V)
. All Events 100,00% 930,06
. Dead cells (Pl+) 5,93% 55,14
® Cells 49,57% 460,99
® Debries 45,43% 422,55
@ Live cells 48,31% 449 34
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22. abra: HEK-293T - 24 ords TunM kezelés
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Tube MName: HEK-24hKRIB_1005

Population % Total Events/uL(V)
@ Al Events 100,00% 545,14
@ Dead cells (PI1+) 513% 27,95
& cells 71,48% 389,67
() Debries 20,75% 113,14
@ Live cells 67,55% 368,26
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23. abra: HEK-293T - 24 oras HSF-1 inhibitor kezelés

S5C-A

Tube Name: HEK-24hTM_KRIB_1007 a
Population 9% Total Events/uL(V)
@ Al Events 100,00% 434,01
(D) Dead cells (PI+) 8,25% 35,82
5 Cells 68,10% 295,56
) Debries 23,19% 100,65
@ Live cells 64,32% 279,13
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24. abra: HEK-293T - 24 ordas TunM és HSF-1 inhibitoros kezelés
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