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1. BEVEZETES

Napjainkra az elhizas komoly egészségiigyi problémava valt az egész
vilagon. Az elhizas és a zsirszovet diszfunkcidja szamos betegség koroki
tényezGje. Ilyen betegségek példaul az inzulin rezisztencia, a 2-es tipusu
Cukorbetegség, a magas vérnyomas, kiilonbozé sziv- és érrendszeri
betegségek, valamint a rak. A peroxiszoma proliferator aktivalt receptor y
(PPARY) a zsirszovet mester regulatora, sziikséges a zsirszovet fejlédéséhez,
funkcidjahoz és a szervezet adekvat inzulinérzékenységének kialakitasahoz.

A fehérje konformacids homeosztazis (proteosztazis) folyamatos
fenntartasa és stresszek esetén fokozott védelme kiemelt jelentdséggel bir a
sejt tulélésben és milkddésben. Az erre specializalodott javito-védé hésokk
fehérjék (molekularis chaperonok) csaladjanak egyik fontos tagja az
esszencialis, konzervalt szerkezet(i Hsp90 hdsokk fehérje. A Hsp90 instabil
fehérjékhez kotve tartja fent aktiv konformacidjukat. Instabil fehérjék lehetnek
a kiilonb6z6 proteotoxikus stresszek kovetkeztében denaturalodott fehérjék,
illetve olyanok, amelyek funkcionalis konformacidjuk és mikddésiik
fenntartasahoz stresszmentes koriilmények kozott is igénylik a Hsp90
jelenlétét. Utobbiakat klienseknek nevezziik. A Hsp90-nek tobb szaz kliense
van, amelyek a jelatviteli halézat csomopontjaiban, leginkabb a daganatos
transzformécioban szerepet jatszd novekedési és tulélési jelpalyak
kulcspontjaiban talalhatok. Kevéssé tanulmanyozott a Hsp90 differencidcios
folyamatokban val6 részvétele.

Doktori munkam soran arra kerestem valaszt, hogy vajon a Hsp90 és

------

ennek mi a molekularis mechanizmusa.



2. CELKITUZESEK

Doktori munkam céljaul az alabbi kérdések megvalaszolasat tiiztem ki:

Milyen kapcsolat van a Hsp90 miikodése és az adipocita differenciacio
kozott?

. Milyen molekularis mechanizmus all a Hsp90 és az adipogenezis
kapcsolatanak hatterében?

. Milyen hatast gyakorol a Hsp90 kapacitasat csokkentd proteotoxikus
stressz az adipogenezisre?

. Reverzibilis-e ez a hatas, lehet-e ez egy 01j szabalyozé mechanizmus?



3. MODSZEREK

3.1 Sejtkultiura (3T3-L1, HepG2)

Az adipocita differenciacio vizsgalatira a 3T3-L1 sejtvonalat
hasznaltam. A sejteket izobarikus oxigénszint és 5% CO, jelenlétében, 37°C-
on Dulbecco féle modositott Eagle médiumban tenyésztettem. A médiumot a
kovetkez6 anyagokkal dusitottam: 4,5 mg/ml gliikkdz, 2 mM L-glutamin, 1,5
g/l natrium bikarbonat, 100 pg/ml streptomycin, 100 IU/ml penicillin. 3T3-L1
sejtek esetén 10% marha szérumot, HepG2 sejtek esetén 10% magzati marha

szérumot adtam a médiumhoz.
3.2. Adipocita differencidcio és kezelések

A 3T3-L1 preadipocitakat konfluencidig tenyésztettem, majd 2 nappal
a konfluencia elérése utan (0. nap) differenciacios médiummal (DMEM, 10%
magzati marha szérum, 1 pM dexametazon, 0,5 mM 3-izobutil-1-metilxantin
(IBMX) és 1 uM ciglitizon) inditottam el az adipocita differenciaciot. 48
oraval késobb a sejteken levé médiumot 10% magzati marha szérumot és 1
uM ciglitizon tartalmi DMEM médiumra cseréltem. Ujabb 48 ora elteltével a
médiumot 10% marha szérumot tartalmazo adipocita médium valtotta fel,
amit két naponta cseréltem a kisérletek végéig. Az adipocita differenciacio
protokolljat Student ¢és munkatirsai alapjan modositva alkalmaztam. A
kezeléseket a differenciacio 3. napjan, érett zsirsejtek esetén a 12. napon

végeztem el (1. abra).
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1. abra Az adipocita differenciacio és a re-differenciacios kisérlet menete.

3.3. Oil red O festés, fénymikroszkopia és abszorpcio mérés

A sejteket fedlemezen vagy 6 lyuku lemezen tenyésztettem, majd a 3.
napi kezelések utan a 14. napon mosas és fixalas utan 60%-0s izopropanolban
inkubaltam, ezutan frissen készitett Oil Red O oldatban festettem meg. A
mintakat Nikon Eclipse E400 mikroszkop, vagy Alpha XD2-2T inverz
mikroszkop segitségével vizsgaltam és fényképeztem. A lipidakkumulaciot
kvantitative fotometriaval hatdroztam meg. A mintak optikai denzitasat 500

nm-en mértem Thermo Varioskan Flash fotométer segitségével.

3.4. Sejtek lizise

Kiilonboz6 kezelések utan a sejteket WB lizis pufferrel (50 mM Tris,
300 mM NacCl, 1 mM MgCl,, 0,5 mM EDTA, 0,1 mM EGTA, 20% glicerin,



1% NP40, 0,5 mM DTT, 2x Complete, pH 7,6) lizaltam. Az aggregalt PPARy
vizsgalatdhoz a szolubilis fehérjéket tartalmazo feliiliszot a fent emlitett
moédon kiilonitettem el egy uj Eppendorf csében. Az aggregalt fehérjéket
tartalmazo detergens inszolubilis pelletet a WB lizis pufferrel megegyez6
térfogati urea pufferrel (2% SDS, 6 M urea, 30 mM Tris, pH 7,6) tettem
oldhatdva. A szolubilis és inszolubilis frakciokbol azonos térfogatokat vittem

SDS-poliakrilamid gélre.

3.5. Fehérje koncentracio meghatarozds

A fehérje koncentraciot Bradford modszere szerint, Bio-Rad
reagenssel, vagy BCA protein assay Kittel, marha szérumalbumin standarddal

hataroztam meg.

3.6. A Hsp90-PPARy in vivo komplexének vizsgdlata immunprecipitdcioval

5x10° sejtet 0,25 pg/ml (446 nM) geldanamycinnel vagy DMSO-val 2
oran keresztiil kezeltem a 3. napon. A sejtek lizalashoz IP lizis puffert (50 mM
Tris, pH 7,5, 2 mM EDTA, pH 8, 100 mM NaCl, 1 mM NazVO,, 1% NP40,
2x Complete) hasznaltam. Az immunprecipiticibhoz mindegyik mintabdl

1500 pg fehérjét, valamint monoklonalis anti-PPARY antitestet hasznaltam.



3.7. Poliakrilamid gélelekroforézis (PAGE) és Western blot

A fehérjéket denaturald diszkontinuus 7,5-12%-0s SDS-PAGE
segitségével valasztottam el. A gélre mindegyik mintabol azonos mennyiséget
vittem fol. A géleket mérettdl fiiggden 160-200 mV konstans fesziiltséggel,
szobahdn futtattam. Az elektroforézis befejeztével a fehérjéket félszaraz
blotkésziilékkel transzferaltam nitrocelluloz vagy PVDF membranra 1,25
mA/cm? aramerdsséggel 70 percig 4°C-on. Az aspecifikus kotohelyeket 5%
sovany tejport tartalmazé TBS-T-vel blokkoltam. Az elsédleges antitesteket
1:1000-1:5000, a peroxidaz-konjugalt masodlagos antitesteket 1:1000-1:5000
higitasban hasznaltam, majd a reaktiv fehérjéket kemilumineszcens Kkittel
detektaltam. A fehérje szintek meghatarozasat denzitometriaval végeztem,
melyhez Image J programot hasznaltam. A kapott denzitometrias értékeket a

kontrollként hasznalt megfelel6 B-aktin értékekre normaltam.

3.8. Sejtek viabilitdsanak vizsgadlata

Az é10 sejtek aranyat tripankék festést kovetden a szintelen (€16) és kék

(nekrotikus) sejtek Biirker-kamraban torténd szamolasaval hataroztam meg.



3.9. Az mRNS expresszio vizsgdlata qRT-PCR modszerrel

Az mRNS-t GeneJET RNA Purification Kit segitségével izolaltam.
CDNS-t a RevertAidTM cDNA Synthesis Kit hasznalataval a gyarto utasitasai
alapjan szintetizaltam. A kvantitativ PCR reakcié soran hasznalt primer
parokat (egér PPARY2, adiponektin, lipoproteinlipaz (LPL), GLUT4, aP2 és
28S rRNS) Ezure és Amano kozleménye alapjan szintetizaltattam. A PCR-t az
ABI 7300 System PCR késziilékében Maxima SYBR Green/ROX qPCR
Master Mix-szel hajtottam végre. Az mRNS-ek relativ mennyiségét
komparativ CT modszerrel hataroztam meg, €s a 28S rRNS mRNS szintjére

normaltam.

3.10. Statisztikai elemzés

Az adatokat Student’s parositatlan kétmintas t probaval hasonlitottam
Ossze. A grafikonokon szamtani kozépérték + szdras (S.D.), a tablazatokban a
szamtani atlag + az atlag szorasa (S.E.M.) szerepel. A szignifikancia hatarat
p<0,05 értékben allapitottam meg és a grafikonokon: *-gal jeloltem. Tovabbi

jelolések: ** p<0,01, *** p<0,001.



4. EREDMENYEK

......

tulélését

A Hsp90 adipogenezisben betoltott szerepét 3T3-L1 preadipocitakon
vizsgaltam. Hogy kizarjam a Hsp90 sejtek proliferaciojara gyakorolt hatasat, a
specifikus  Hsp90-gatloszerekkel — torténd  kezeléseket a  terminalis
differenciacio6 iddszakaban, a 3. napon végeztem. Az adipogenezis mértékét az
érett zsirsejtekben felhalmozodo trigliceridek 14. napon torténd Oil Red O
festésével kovettem. A Hsp90 ATP kotését gatlo, eltérd szerkezetd
inhibitorok, az N-terminalis doménhez koté geldanamycin (GA), és a C-
terminalis doménhez koté novobiocin egyarant koncentraciofiiggéen és
teljesen gatolta az adipocita differenciaciot (p<0,001).

A differenciacio gatlas egyik lehetséges oka a sejtek pusztulasa.
Ennek vizsgalatara a 14. napon szimultin meghataroztam a GA-kezelt sejtek
viabilitasat. Alacsony koncentraciokban a GA szelektiven gatolta az
adipogenezist (56 nM: 80%-os differenciacié gatlas, p<0,001; szignifikans
sejthalal nélkiil). Magasabb GA koncentraciok és hosszabb kezelések egyre
novekvo sejthalalt okoztak, és mind a preadipocitak, mind az érett zsirsejtek
tulélését gatoltak. Mindez dsszhangban all a Hsp90 sejt talélésben altalanosan
betoltott esszencidlis szerepével. Az 50%-os gatlds mintegy tizszeres
kiilonbsége (IC504i=16,38 nM vs. 1C50,,,=163,6 nM, p<0,001) arra utal,
hogy a Hsp90 adipogenezist elésegité hatdsa nem elsGsorban a tulélést

tdmogatd miikddésén alapul.



4.2. A Hsp90 gdtlasa csékkenti a PPARYy fehérje szintjét 3T3-L1 sejtekben

A kovetkezOkben a GA altal okozott adipogenezis gatlas hatterében
lev6 molekularis mechanizmusokat vizsgaltam. Potencidlis Hsp90-kliens
kapcsolatot keresve az adipogenezis terminalis differenciacios szakaszaban
részt vevo fontosabb szabalyoz6 fehérjék szintjét a 3T3-L1 preadipocitak 3.
napon tdrténd 20 oras GA kezelése utan Western blottal hataroztam meg. GA
hatasara a Hsp90-kliensként mar ismert Akt kindz mennyisége részlegesen
csokkent (p<0,01), mig a C/EBPa p42 izoforma szintje nem valtozott. Az
adipogenezis mester regulatoraként ismert PPARy mindkét izoformajanak
szintje GA és novobiocin hatdsira egyarant koncentraciofiiggd €s teljes
csokkenést mutatott (IC50 értékek PPARy1 és PPARy2 esetén: 51,0 illetve
40,8 nM, p<0,001). Az eredmények alapjan a Hsp90 adipogenezist eldsegitd
hatasat a PPARy (és az Akt) kozvetitheti. HepG2 human hepatoma sejtek GA
kezelése szintén csokkentette a PPARy fehérje szintjét, ami azt sugallja, hogy
a Hsp90 sziikséges a kiilonbozé emlés szovetek PPARy fehérje szintjének

fenntartasahoz.

4.3. A Hsp90-PPARy kélcsonhatdis gatlasa a PPARy destabilizdcidjdt és

proteaszomalis lebontdsat idézi elo

A Hsp90 a kliensfehérjéket megkdti és ATP-fliggéen stabilizélja.
Ennek vizsgalatira az endogén PPARy-t kontroll és GA-kezelt 3T3-L1
sejtekb6él immunprecipitaltam. A precipitatumban Hsp90-et detektaltam, mely
GA kezelés hatasara eltiint. Mindez egy ATP-fliggd kolcsonhatést sugallt.
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A Hsp90 kliensfehérjék a Hsp90 gatlas hatasara destabilizalodnak és
proteaszomalisan lebomlanak. Ennek vizsgalatara a 3T3-L1 sejteket GA-nel
és/vagy proteaszoma gatloszerrel (MG132) kezeltem, majd a lizatumbol
detergens szolubilis (stabil) és inszolubilis (aggregatum) fehérje frakciokat
izolaltam. A GA kezelés a PPARy és az Akt teljes eltlinését eredményezte a
detergens szolubilis frakciobol. GA és proteaszoma gatloszer egyiittes
hatasara a PPARy valamint az Akt egyarant a detergens inszolubilis pelletben
tint fel. Tehat a Hsp90 ATP-fiiggd funkcidjanak gatlasa a PPARy

destabilizacidjahoz és proteaszomalis lebomlasahoz vezet.

4.4. A Hsp90 miikédése sziikséges a PPARy transzkripcios funkcidjahoz

A PPARy transzkripcios aktivitasanak vizsgalatara a PPARy-fiiggd
célgének expresszidjat mértem kontroll és a GA-kezelt preadipocitakon reverz
transzkripciot kovetd kvantitativ PCR-rel, kozvetleniil a kezelést kovetden a
4., és a differenciacios folyamat végén a 14. napon. A vizsgalt mRNS-ek
koziill a PPARy2-n tal a GLUT4 és aP2 az érett zsirsejt fenotipusanak és
funkciojanak  1étrehozasahoz, az adiponektin pedig a szisztémas
(inzulinérzékenyitd, gyulladasgatld) hatasok kialakitasahoz sziikséges. A GA
kezelés az altalam vizsgalt 6sszes PPARy-fliggd mRNS transzkripcidjanak
koncentraciofiiggé és teljes gatlasahoz vezetett (p<0,001). A PPARY2 mRNS
expresszidjanak gatlasa az adipogenezis fontos pozitiv visszacsatoldsi
szabalyozdkorének mukodését fliggesztette fel. A kiillonbozé PPARy-fiiggd
célgének kozel azonos GA koncentracio fliggéssel és IC50 értékkel

sy
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IC50 értékéhez (IC50 értékek: PPARy2 39 nM; GLUT4 41,9 nM; aP2 85,5
nM; adiponektin 43,8 nM). Az adiponektin expresszié csokkenését érett
zsirsejtekben fehérje szinten is megerdsitettem. A Hsp90 tehat sziikséges a
PPARy fehérje stabilitasahoz és transzkripcios aktivitasahoz, mely kialakitja
¢és fenntartja az érett zsirsejtek fenotipusat. A PPARYy tehat a Hsp90 1j kliense.

4.5. A proteotoxikus stressz felfiiggeszti a PPARYy stabilizdcidjat és ledllitja
az adipogenezist

A Hsp90 instabil fehérjékhez koétodik, legyenek ezek denaturald
behatasokra 1étrejové vagy “intrinzik” termodinamikai instabilitasu (kliens)
fehérjék. Ezért arra voltam kivancsi, hogy vajon a fehérjéket denatural6d
(proteotoxikus) stresszek hogyan befolyasoljak a PPARy stabilitasat és az
43°C-0s mérsékelt h6sokk, mely nem okozott szamottevé sejthalalt, mar 30
perc alatt eldidézte a PPARy fehérje szinte teljes eltiinését, azonban nem
hatott a C/EBPa p42 fehérje szintjére. A hdsokkolt sejtekbdl izolaltam a
detergens szolubilis és inszolubilis fehérje frakciot és azt figyeltem meg, hogy
hésokk hatasara a PPARy (és az Akt) fehérje teljes mennyisége az inszolubilis
(aggregatum) frakcioba keriilt a proteaszoma farmakologias gatlasa hianyaban
is. A Hsp90 ezen koriilmények kozott is szinte teljes egészében megérizte
szolubilitasat, ami azt sugallja, hogy a hésokk megbontja a Hsp90-PPARy
kolcsonhatast, igy a PPARy destabilizalodik és aggregalodik. A hdsokk
kezelés gatolta a PPARy-fiiggé transzkripciot, valamint kvantitativan

12



leallitotta a preadipocitak differenciacidés programjat mar olyan (30-120
perces) tartomanyban is, ahol jelentds befolyassal nem volt a sejtek talélésére.

Egy fliggetlen proteotoxikus stressz modellt keresve azt a tényt
hasznaltam ki, hogy fizioldgias koriilmények alatt az (jjonnan szintetizalodott
fehérjéknek mintegy 30 %-a a hibas transzlacié eredményeképpen rosszul
tekeredik fel, igy a proteaszomaba keriilve lebomlik. A proteaszoma részleges
gatlasa a Hsp90 gatlashoz és a hdésokkhoz hasonldan szintén szelektiven
destabilizalta a PPARy-t, meggatolta transzkripcids aktivitasat és leallitotta az
adipogenezist. Tehat a proteotoxikus stresszek a Hsp90 specifikus gatlasahoz

hasonlé molekularis és fenotipikus valaszt hoznak létre.

4.6. A stresszbdl valo felépiilés helyredllitia a PPARy stabilitist és az

adipocita differencidcios programot

Ugy véltem, hogy ha a PPARy fehérje stabilitisa a stressz
megsziintével helyreall, folytatodhat az adipocita differenciacio. Ennek
megvalaszolasara kovetkezd kisérletet allitottam be: a 3. napon kiilonb6z6
dozist hésokknak vagy GA kezelésnek vetettem ald a sejteket, majd az 5.
napon a protokollnak megfeleléen ujbdl elinditottam a differenciacios
folyamatot (n. re-differenciacio, 1. abra). Azt tapasztaltam, hogy a sejtek a
hésokk és GA-kezelés dozisanak novekedésével egyre kevésbé voltak képesek
folytatni differenciaciot.

A PPARYy stabilitasa és az adipocita differenciacio kozti kapcsolat
vizsgélatara egy-egy koriilményt valasztottam (112 nM GA és 2 6ra hésokk),
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melyeket a PPARy stabilitds és a differenciacio teljes gatlasa mellett
minimalis sejtpusztulas jellemez. Minderre azért volt sziikség, hogy ki tudjam
zarni a rezidudlis PPARy mikddés, valamint a nagy mértéki sejthalal
differenciaciora kifejtett pozitiv illetve negativ hatasat. A differenciacio teljes
gatlasat el6idézo kezelések utan a hésokkolt sejtek jelentds része, mig a GA-
kezelt sejtek elenyészd része differencialodott. A PPARy fehérjeszintekkel
kapcsolatosan a re-differenciacié kimenetelével egybehangzo megfigyeléseket
tettem: mig hésokk utan a PPARy fehérje szintje teljes mértékben, GA-
kezelést kovetden részlegesen allt helyre. Mindez dsszhangban van a GA
intracellularis akkumulacidja folytan fellép6 elnytijtott Hsp90 gatlassal. Sem a
GA, sem pedig a hésokk kezelés nem volt jelentds hatassal a teljes Hsp90
szintre. Ezek az eredmények arra engednek kovetkeztetni, hogy a stresszb6l
valo felépiilés a Hsp90 kapacitasanak helyreallitasa révén lehetdséget nyujt a

PPARYy stabilizacidjara és az adipogenetikus program Gjraindulasara (2. abra).
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stressz, gatlis

HspY0
adekviat

felépiilés

g

adipocita gatolt adipocita
differencidcié differenciacio

2. abra A PPARYy és az adipogenezis stressz-reszponziv szabalyozasanak

modellje.
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5. KOVETKEZTETESEK

1. Kimutattam, hogy a Hsp90 (ATP-fliggé funkcidja) az adipogenezis
kritikus szabalyozé tényezéje. Ez a Hsp90-et, mint az elhizas és a
metabolikus szindroma 10j farmakologias célpontjat jelolheti ki. Ennek
felméréséhez tovabbi, él6 allatmodellen végrehajtott in vivo
kisérletekre van sziikség.

2. Az adipogenezis mester regulator PPARy-t a Hsp90 Kkliens
fehérjéjeként azonositottam. Ezzel ramutattam a Hsp90 adipogenezist
szabalyoz6 miikodésének (egyik) molekularis mechanizmusara.
Tovabbi kisérletek sziikségesek annak kideritésére, hogy azok a
(pato)fiziologias folyamatok (pl. gyulladas, neurodegeneracio, rak
vagy Oregedés), ahol jol ismert a PPARy kozponti szerepe,
befolyasolhatok-e a Hsp90 modulalasaval.

3. Igazoltam, hogy a Hsp90 kapacitasat csokkentd proteotoxikus stressz a
PPARy (és az Akt) destabilizacidjat és aggregaciojat, valamint az
adipogenezis leallasat okozza.

4. A stressz elmultaval a PPARy stabilitasa és az adipogenetikus
valaszkészség helyreall. Ezaltal feltartam egy 1j, kdzvetleniil a fehérje
konformacié szintjén, azonnal ¢s dinamikusan haté szabalyozo
mechanizmust, mely a Hsp90-PPARy kapcsolat révén Gsszekapcsolja
sejt stresszallapotat, a hormonalis stimulusra adott valaszkészségét és a
fenotipust. Ez a szabalyozas elGsegitheti a fittebb, valaszképesebb
sejtek funkcionalis szelekcidjat az egyed szamara. Arra a kérdésre,
hogy a fenti szabalyozé mechanizmus kiterjeszthet6-e mas szovetekre

¢s mas Hsp90 kliensekre, tijabb kisérletek adhatnak valaszt.
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