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BEVEZETES

A stresszvalasz |étfontossagu bioldgiai folyamat, amely megvédi az organizmusokat a
kilonféle kornyezeti és patofizioldgidas koridlmények kozott. A sejtek minden stresszt (tipustdl
flggetlenil) nyomon kdvetnek, amelyek makromolekularis karosoddst okoznak. Kovetkezésképpen a
celluldris stresszvalasz tobb szempontbdl sem stresszorspecifikus. Az egyik leginkabb tanulmanyozott
stressztipus a h6, amely magas hémérsékleteken komoly karokat okoz (pl. a plazmamembran
integritdsanak csokkenése vagy sulyos fehérje denaturacié). A hésokkvalasz azonban kivalthaté
enyhe patofizioldgias korilmények kozott is, pl. 1az esetén, amelynél proteotoxicitdas nem valdszin(.
A |3z a bakterialis és virusos fert6zésekre adott evollcidésan konzervalt valasz, amely feltételezhetéen
el6nyt jelent a tulélés szempontjabdl. Az utdbbi idékben szamottevd bizonyiték tamasztotta ald az
un. ,membran szenzor hipotézis”-t, amely azt feltételezi, hogy a plazmamembranban tértént
valtozasok modosithatjak a hGsokkfehérjék (a HSP-k vagy stresszfehérjék) szintjét. A stressz szdmos
membranhoz kotott szenzoron keresztil indithat el kilonb6z6 jelatviteli dtvonalakat. Ezek a
membran kémiai és fizikai allapotdban bekovetkezett valtozdsokkal hozhatdk Gsszefliggésbe. A
stresszindukdlt masodlagos hirvivé molekuldk képzédésében a koleszterin, a foszfolipidek és

szfingolipidek jatszhatnak elsédleges szerepet.

A stresszvalasz vizsgalata rendkivil fontos ahhoz, hogy megértsiik hogyan reagalnak és
adaptalddnak a sejtek, ha a kornyezetikben kilonféle valtozasok kovetkeznek be. Ehhez
szisztematikus megkozelitésre van szikség, amellyel megvizsgalhatjuk a hdindukalta cellularis
események sorozatat az expozicidés id6 és hGmérséklet fliggvényében. Ezzel a megkdzelitéssel
megérthetjik a HSP szintézis, a HSP redisztriblcid, a plazmamembran szerkezet és a cellularis

lipidom atrendezddés, valamint a lehetséges jelatviteli utak szerepét.

Jelen értekezésben az enyhe hdsokk membranszervezédésre, valamint a HSP szintézisre és
lokalizacidra gyakorolt akut hatasait ultraszenzitiv fluoreszcencia mikroszkdpia és lipidomika
kombinacidjaval jellemezzik kiilonds tekintettel a membranok hGérzékelésben és alkalmazkoddasban

betoltott szerepére.

Alapvetd kérdés, hogy a stressz hatdsa ugyanolyan kévetkezményekkel jar-e a sejtkultura
(vagy szbvet) minden sejtjében, és azok azonos moddon reagdlnak-e az adott stresszorra. A
génexpresszioval és a cellularis valaszokkal kapcsolatos ismereteinket tobb millié sejtet tartalmazé
populdcidk vizsgalataval nyerjik. E megkozelités betekintést nydjt az populacié atlagos valaszaba, de

nem ad informaciét a sejtkultiraban 1év6é egyedi sejtekrdl, ill. az azok 4&ltal alkotott kisebb



szubpopulaciokrdl. E heterogenitds hatdsa tobb szempontdl is jelent6s. Egyrészt a sejtek individualis
variabilitasanak ismerete elengedhetetlen a celluldris halézatok miikodésének megértéséhez,
masrészt a sejtekbdl egyittesen nyert adatokat kdnnyen félreértelmezhetjiik, ha figyelmen kiviil
hagyjuk a heterogenitast. A jellemzd paraméterek (pl. expresszids profil, molekularis klaszterez6dés
vagy mobilitds) egylittesen nyert atlagos értékei nem feltétlenll egyeznek meg az egyedi sejtek
értékeivel. Végill az egyedi sejtszintl korreldcidanalizis lehetévé teszi, hogy szisztematikus
megkozelitéssel molekuldris eseményeket azonositsunk. Ebben a vonatkozasban a sejtek
heterogenitasat arra hasznaljuk fel, hogy mechanisztikus betekintést nyerjink a cellularis

folyamatokba.

Jelen tézisben bemutattuk, hogy egy genetikailag homogén emlds sejtpopulacié egyedeinek
stresszvalasza nagy mértékben kilonbozik. Az stresszvalaszokban megmutatkozdé heterogenitds
egyik f6 oka a sejtek eltérd sejtciklusa lehet. Az olyan mddszerek, mint pl. a széruméheztetés vagy a
kémiai kezelések, amelyek célja a sejtciklus megdllitdsa, egyuttal hatast gyakorolnak a sejtek
lipidosszetételére is. EbbSl addddan az ilyen mddszerekkel nyert adatok félrevezeték lehetnek. A
vizsgalataink soran alkalmazott mikroszképia és fluoreszcencia-aktivalt sejtvalogatdas (FACS)
kombinacidjaval kémiai kezelések nélkil elemezhetjik a sejtciklust és az egyedi stresszvalasz

kapcsolatat.

CELKITUZES

E tanulmany f6 célja annak megértése, hogy a sejtek hogyan érzékelik a hét, és a membranok
hogyan jarulnak hozzd a hdéérzékeléshez és a hére adott celluldris valaszhoz. Az értekezés a

kovetkez6 kérdésekkel foglalkozik:

e Mi a korai celluldris események sorrendje a hGstressz észlelése soran?

e Hogyan befolyasoljdk az eltér6 mértékld hdbkezelések (dozisok) a stresszvalaszt kilonos
tekintettel a membranfliggé valtozasokra, fehérje indukcidra és a stressz-jeldtviteli utak
aktivalasara?

e Van-e 6sszefliggés a hGrezisztencia és a modosult membran (szerkezet és 6sszetétel) kozott?

e Hogyan befolydsolja a sejtciklus a stresszvalaszt?

e Milyen korai cellularis események jatszanak szerepet a héérzékelésben? Lehetséges-e az egyedi
stresszvdlasz vizsgalatahoz ezeket az eseményeket paraméterként haszndlni?

e Sejtpopulacidban a héstresszvalasz heterogenitdsa kapcsolatban all-e a sejtek membranjainak

tulajdonsagaival?



MODSZEREK

Sejttenyésztés

Western blot

Koldniaképzs képesség vizsgalata

Immunfluoreszcencia mikroszkdpia

Nagy informacio tartalmi mikroszkopia és képelemzés

Fluoreszcencia mikroszképia (TIRFM)

Képalkotdson alapu fluoreszcencia-korrelacios spektroszképia (ImFCS)

TOCCSL kisérletek (Thinning Out Clusters while Conserving Stoichiometry of Labeling)

Membran izolalasi technikak

Elektrospray ionizacids tomegspektrometriai (ESI-MS) lipidomikai analizis

Intracellularis kalcium mérés

Fluoreszcencia-aktivalt sejtvalogatas (FACS)

EREDMENYEK OSSZEFOGLALASA

Az értekezés legfontosabb eredményei a kovetkez6k:

A hGstressz korai eseményei kozé tartozik a plazmamembrdn és a cellularis lipidom
atrendezédése, a HGsokk faktor 1 (HSF1) hiperfoszforilacidja, a MAPK jelatviteli utak aktivacioja,
és a HSP-k redisztribucidja, amelyeket a hésokkfehérjék szintjének emelkedése és a szerzett
termotolerancia kialakulasa kovet.

A CHO sejtek h6kezelésre adott valaszanak mechanizmusa h6mérséklet- és id6tartamfiiggd.

A kiilonb6z6 héstressztartomanyok — enyhe (40°C), mérsékelt (42,5°C) és sulyos (44°C) — eltéré
cellularis lipidom, plazmamembrdn szervezédés, HSP valasz és jeldtviteli utak alapjan
osztalyozhatok.

Az enyhe stressz indukalja az ERK1/2 szignalt, mig a JNK és p38 MAPK jelatviteli utak magasabb
hémérsékleten aktivalédnak.

Héstressz esetén a sejtek azonnal atrendezik plazmamembranjukat. A CHO sejtek
plazmamembrdnjaban mérsékelt hdékezelés hatdsara jelent6sen megné a fluoreszcens

membranprébak difflzidja, ami enyhe hémérsékleteken nem tapasztalhaté. Mig az enyhe



héstressz hatdsat a sejt hatékonyan ellensilyozza aktiv mikrodomén atrendez6déssel
(megndvekedett mikrodomén kotottség), addig a mérsékelt héstressz esetén né a difflzid és
csokken a GPI-mGFP membran-mikrodomén kotottsége.

A sejtek hére azonnali lipidprofil atrendez6déssel valaszolnak. A lipidosztalyok kozil a
foszfatidilszerin, foszfatidilglicerol, kardiolipin, lizofoszfatidilkolin és ceramid szint mddosulasa
altaldnosan jellemzd. A foszfatidsav szint valtozdsa csak mérsékelt és sulyos stressz esetén
figyelhet6 meg.

A HSP25 és HSP70 fehérjék akut hé hatasdra doézistdl fliggben a sejtmagba és a perinukledris
térbe lokalizalédnak.

A HSP25 és HSP70 fehérje szinteket kilénb6z6 stressz kiszobértékek és igy valdszin(leg
kiilénb6z6 mechanizmusok szabalyozzdk, ami nem fligg a HSF1 Ser326 foszforilaciéjatol.
Eredményeink ramutatnak egy eddig nem ismert sejtszintl eustressz tartomany molekularis
részleteire, amelyben az eml&s sejtek egy ldzszeri enyhe hdémérséklethez membrdn
homeosztazisuk fenntartdsdaval, lipid és HSP atrendezédéssel adaptalddnak, ami termotolerancia
kialakuldasahoz vezet; hangsulyozandd, hogy mindez a HSP-k indukcidja nélkil kovetkezik be.
Magasabb h&mérsékleteken tovabbi védelmi mechanizmusok aktivaléodnak (pl. a HSP-k
Enyhe hémérsékleten a h6kezelés mddositja a lipidosszetételt és a plazmamembran szerkezetét,
amely a szerzett termotolerancia jelent6s meger6sodését eredményezi rdmutatva a két esemény
lehetséges Osszefliggésére.

A celluldris h&sokkvalasz egyedi eltérései figyelheték meg a HSP-k sejtmagba torténd
transzlokacidja (korai valasz) és a HSP-k indukcidja (késGi valasz) soran.

A sejtrél sejtre valtozo hGindukalt HSP25 atrendezédés sejtciklustdl fiiggetlen, ugyanakkor a G1, S
és G2 fazisokat egyedi lipidprofil jellemzi.

Az egyedi sejtek hgindukalt Ca*-jelének elemzése ramutat, hogy a hGstressz jelatvitelének
populacién belili heterogenitdsa membranokhoz kéthetd, de e jelenség megértéséhez tovabbi

vizsgalatokra van sziikség.
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