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ROVIDITESEK JEGYZEKE

3T3-L1: ragesalo NIH-3T3 fibroblasztokbol szarmaztatott preadipocita sejtvonal
ACBP: acil-KoA-koté fehérje

ACC: acetil-koA karboxikinaz

ACS: acil-KoA szintetaz

ADP: adenozin-5’-difoszfat

Ahal: “activator of heat shock 90kDa protein ATPase homolog 1, ko-chaperon
Akt: protein-kinaz B

AMPK: 5'-AMP-aktivalt protein kinaz

AP-1: aktivalo protein 1

aP2: adipocita protein 2

ATTC: American Type Culture Collection, sejtbank

bZIP: bazikus leucin cipzar

C/EBPa, C/EBPo ¢s C/EBPB: CCAAT/ enhancer-koto a, o €s B fehérjék
CAP: c-Chl-asszocialt fehérje

CBP: CREB-kot6 fehérje

CD36: “cluster of differentiation 36 fehérje

Cdc2: ciklin-dependens kinaz 1

Cdc37: ko-chaperon

CDKZ1, 5: ciklin-dependens kinaz1, 5

CHIP: “C terminus of Hsp70-interacting protein” ubikvitin ligaz

Cigl: ciglitizon

cRaf: celluléris “Rapidly Accelerated Fibrosarcoma” fehérje kinaz
CRE: cAMP reszponziv elem

CREB: cAMP reszponziv elem kot fehérje

Dex: dexametazon

DLK-1: delta-szerti protein 1

DMSO: dimetil-szulfoxid

DTT: D,L-ditiotreitol

elF4E: eukariota transzlacids iniciacios faktor 4E

eNOS: endotelidlis nitrogén-monoxid szintdz
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1. BEVEZETES

Napjainkra az elhizds komoly egészségiigyi problémava valt az egész vilagon.
Az elhizas és a zsirszovet diszfunkcidja szamos betegség koroki tényezdje. Ilyen
betegség példaul az inzulin rezisztencia, a 2-es tipusu cukorbetegség, a magas
vérnyomas, kiilonboz6 sziv- és érrendszeri betegségek, valamint a rak (1-3). A
peroxiszoma proliferator aktivalt receptor y (PPARY) a zsirszovet mester regulatora,
sziikséges a zsirszovet fejlddéséhez, funkcidjdhoz ¢és a szervezet adekvat
inzulinérzékenységének kialakitasahoz.

A fehérje konformacidos homeosztazis (proteosztazis) folyamatos fenntartisa €s
stresszek esetén fokozott védelme kiemelt jelentdséggel bir a sejt talélésben és
mitkddésben. Az erre specializdlodott javitdo-védd hdsokk fehérjék (molekularis
chaperonok) csalddjanak egyik fontos tagja az esszencialis, konzervalt szerkezetii
Hsp90 hodsokk fehérje. A Hsp90 instabil fehérjékhez kotve tartja fent aktiv
konformaciojukat. Instabil fehérjék lehetnek a kiilonb6z0 proteotoxikus stresszek
kovetkeztében denaturalédott fehérjék, illetve olyanok, amelyek funkcionalis
konformaciojuk ¢és miikodésiik fenntartasahoz stresszmentes koriilmények kozott is
igénylik a Hsp90 jelenlétét. Utobbiakat klienseknek neveziik. A Hsp90-nek tobb szaz
kliense van, amelyek a jelatviteli halézat csomopontjaiban, leginkabb a daganatos
talalhatok. Kevéssé tanulmanyozott a Hsp90 differenciacios folyamatokban vald
részvétele.

Doktori munkam sordn arra kerestem véalaszt, hogy vajon a Hsp90 ¢és a

rrrrrr

molekularis mechanizmusa.
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1.1. A hésokkfehérjék

A molekularis chaperonok, mas néven hdsokkfehérjék neviiket onnan kaptak,
hogy hdésokk hatasara indukalodnak. A chaperonok segitenek az ujonnan szintetizalt
fehérjéknek elérni a biologiailag aktiv szerkezetiiket és sejten beliili helytiket (4), részt
vesznek a makromolekularis komplexek Osszeszerelésében és szétszedésében (5),
transzlokacidjaban, a denaturdlt fehérjékhez kotddve segitik ujra elérniiik nativ
szerkezetiiket, ezaltal a fehérje aggregatumok kialakulasat is megakadalyozzak (6). A

javithatatlan szerkezetii fehérjéket az ubikvitin-proteaszoma rendszer felé iranyitjak (7).

1.2. A Hsp90 chaperon

1.2.1. A Hsp90 fehérje szerkezete

A Hsp90 egy 90 kDa molekulatomegii, rendkiviil konzervalt szerkezetii
citoszolikus hdsokkfehérje (8, 9). Két izoformaja, a Hsp90a és a Hsp90B mintegy 86
%-0s szekvencia azonossdgot mutat (10). A Hsp90 fehérje harom doménbdl all. N-
terminalis ATP-k6td doménjét egy kb. 70 aminosavbol allo erdsen toltott, rendezetlen
szerkezetli zsanér-régio kapcsolja a kozépsd szubsztratkoté doménhez, melyet a C-

terminalis dimerizaciés domén kovet (1. abra).
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Y Toltott Geldanamycin (GA)
ATP/GA régio

1. Abra A Hsp90 szerkezete és nukleotidkotoé helye.

(a) A Hsp90 dimer rontgen diffrakcios képe és a Hsp90 domén szerkezete. Az abran a teljes
hosszlisagu, zart allapota éleszté Hsp90 dimer lathaté egy ATP analdoggal és a p23 ko-
chaperonnal. A Hsp90 N-terminalis domént (NTD), toltott régiot, kozépsé domént (KD) és C-
terminalis domént (CTD) tartalmaz. (b) ADP és geldanamycin kétése az NTD-n 1évé nukleotid-

kotd zsebbe. Taipale és munkatarsai dsszefoglalo munkaja alapjan (9).

Az N-termindlis nukleotid ko6t6 domén az ATP kotésért €s hidrolizisért felelds
(1. abra). Szerkezete homolég a GHKL (giraz, hisztidin kindz, MutL) szupercsalad
ATPaz doménjeivel (11). Az ATP kotéhely kétrétegli o/f szendvics motivumot
tartalmaz (11), ¢és helyet ad a Hsp90 természetes specifikus gatloszerének, a
geldanamycinnek (12-14). Az N-terminalis doménban levé konzervalt aminosavak
oldallancai egy kis fedelet alkotnak, mely razarul a nukleotid-kotShelyre annak ATP-
kotott  allapotaban és eldsegiti a Hsp90 dimer két N-termindlis doménjének
dimerizacidjat (15). A hatékony ATP hidrolizishez sziikség van a nukleotid kot6hely és
a kozépsd domén kolcsonhatasara, valamint a homodimert alkoté monomerek N-

terminalisanak kapcsolatara is (16-18).
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Az N-termindlis domén a toltott région keresztiil kapcsolodik a kozépsod
doménhez. A toltott doménban fellépd mutaciok nemcsak a kliens aktivaciot gyengitik,
hanem a ko-chaperonok altali szabalyozast is gatoljak (19-21). A k6zépsé doménnak
fontos szerepe van az instabil fehérje szegmensek, igy a kliensfehérjék felismerésben,
bar ennek mikéntje ma sem ismert (9, 17).

A C-terminalis domén szerkezetét tekintve kevéssé konzervalt. ElsOsorban a
Hsp90 dimerizacidjaért és bizonyos, tetratrikopeptid ismétlédést tartalmazd ko-
chaperonokkal kialakitott kdlcsonhatasért felelés (22, 23). A 662-678. aminosav kozotti
hidroféb szegmens delécidja a dimerek szétesését okozza. Ugyanez a régid —
feltehetden a dimerképzésen keresztiil — a kliensfehérje kotésben is elengedhetetlen
(24). A C-terminalis domén szintén tartalmaz egy, az N-terminalistol eltéré szerkezetii
¢s specificitasi nukleotidkotohelyet, melyhez a 662-678-as szegmens jelenléte
sziikséges (16, 25, 26). Ezen kotOhely élettani jelentésége a mai napig ismeretlen,

azonban szelektiven megcélozhaté novobiocinnal és ciszplatinnal (16, 27, 28).

1.2.2. A Hsp90 sejten beliili elhelyezkedése

A Hsp90 a citoplazma egyik legnagyobb mennyiségben jelenlévo fehérjéje (8).
Stresszmentes korilmények kozott a sejt Osszfehérje tartalmanak mindegy 1-2%-at
alkotja, mely stressz hatasara 5% fo1é emekedhet (29). Ugyan a Hsp90 csalad szamos
kompartment-specifikus Hsp90 paralogbol all, kiilonféle stimulusok illetve stressz
hatasara a Hsp90 6nmaga is a sejtmagba vagy mas sejtorganellumokba transzlokalodhat
(30, 31). A Hsp90 fontos szerepet tolthet be a sejt alapvazanak a fenntartasaban is (32).
A Hsp90a szekréciora képes, jelenlétét példaul az extracellularis matrixban is
kimutattdk, ahol a daganat metasztdzisdban fontos metalloproteindz-2 enzimet dajkalja

(33). Ez a kdlcsonhatas farmakologiasan is megcélozhatod (34).

10
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1.2.3. A Hsp90 transzkripcios szabalyozdsa

Az eukaritta sejtben a Hsp90 két izoformajat kiilonithetjiik el, a konstitutivan
termelddd, minden szovetben el6forduldé Hsp90B-t és a stresszhatdsra indukalodo
Hsp90a-t (35). Stresszmentes koriilmények kozott a legfobb hdsokk transzkripcios
faktor HSF1-et a Hsp90 egy inaktiv komplexben tartja, amely megakadalyozza a HSF1
inadekvat aktivaciojat (36). Stressz hatasara a HSF1 ledisszocial a Hsp90-rél, majd a
sejtmagba keriilve indukalja a Hsp90a és tobb szaz mas fehérje transzkripcidjat (37). A
Hsp90 igy sajat transzkripcidjanak szabalyozasaban is részt vesz. A HSF1-en kiviil mas
faktorok is reguldljak a Hsp90 expressziojat. Ilyen faktorok példaul az immunvalaszban
résztvevé NFkB (38), a C/EBPJ, valamint az interleukin-6 stimulaciot kovetden a
STATS, illetve interferon-y stimulaciot kovetéen a STAT1 (39). Ezek a transzkripcids
faktorok a HSF1-gyel eltéré modon kolcsonhathatnak, példaul a STAT1 a HSF1-gyel
szinergizal, mig a STAT3 és a HSF1 egymas miik6dését antagonizaljak (40, 41).

1.2.4. A Hsp90 ATPaz ciklusa

A Hsp90 klienseit egy ATP kotéséhez és hidroliziséhez kapcsolt ciklikus
folyamat soran ismeri fel és stabilizalja (42). Az ATP ciklust a fehérje flexibilis
szerkezete altal lehet6vé vald nagymértékii és dinamikus konformacidé valtozasok
sorozata hajtja (2. abra). Kezdetben ugy vélték, hogy az ATP kotése elésegiti a nyitott
allapotbol (ADP-kotott) a zart allapotba (ATP-kotott) torténd atmenetet, azonban
szamottevé ATP-az aktivitast nem talaltak (43-45). Késébb, szerkezet- és mutagenezis
vizsgalatok alapjan valoszinisitették, hogy a Hsp90 chaperon ciklusahoz a teljes, dimer
fehérje és az ATP rendkiviil lasst, koordinalt hidrolizise is sziikséges (15, 46, 47). Az
ATP hidroliziséhez a magasfokt konforméacids rugalmassagot a sejtben kiilonb6z6 ko-
chaperonokkal valo kolcsonhatas facilitalja (48-50). Nemrégiben elektron mikroszkdp
segitségével individualis Escherichia coli, Saccharomyces cerevisiae és human Hsp90
molekulékat vizsgaltak (51). Meglepé modon kideriilt, hogy a tobbi chaperonnal és a
legtobb nukleotid-kotd fehérjével ellentétben az ATP bekotése a Hsp90-et nem egy

11
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specifikus konformacioba hozza, hanem az equilibriumot tolja el olyan konformacios
allapotok felé, melyeknél a Hsp90 szerkezete zartabba és aktivabba valik. Ezen kiviil
kiilonbdz6 kornyezeti faktorok, tgy mint a homérséklet, a pH és atmenetifém anionok

szintén befolyasolhatjak a Hsp90 konformacios egyensulyat (52-55).

Nyitott

— —
CATPYATP)

Erosen
kompakt

Lassa

Zart

2. abra A Hsp90 ATP-az ciklusa.
A Hsp90 ATP kotés hatdsara zart konformaciodt vesz fel. Az ATP hidrolizise egy szerkezetileg

------

Taipale és munkatarsai 6sszefoglalo munkaja alapjan (9).

A Hsp90 mutagenezise, gatldoszerek, nemhidrolizdlhat6 ATP-analogok ¢és
kinetikai mérések elvezettek az ATPaz ciklus soran bekdvetkezd konformécios
atrendezddésekrol alkotott jelen modellhez (42, 48, 56). ATP kotés hatasara egy N-
termindlis molekularis fedd razarul a nukleotid kotdhelyre, ezt koveti egy lassii atmenet
a zart konformaci6 iranyaba, melynek sordn a monomerek N-terminalis doménjei
kolcsonhatasba lépnek egymassal (15). Az ATP vy-foszfatja a kozépsé klienskotd
doménnel is kapcsolatot teremt (16). Az ATP hidrolizise egy masodik allapothoz vezet,

12
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melynek szerkezetét még nem sikeriilt egyértelmien beazonositani. A molekula
konformaciovaltozasa az ATPaz ciklus sebesség meghatarozo 1épése (48, 56). Az ADP

disszociaciojaval visszaall a Hsp90 eredeti nyitott konformacioja (2. abra).

1.2.5. A Hsp90 chaperon ciklusa és szabalyozasa

A Hsp90 chaperon miikodését, az ATP kotését és hidrolizisét valtozatos, tobb
mint 20 ko-chaperonnal valé koélcsonhatas és szamos poszt-transzlaciés modositas
szabalyozza (57). A 3. abran a chaperon ciklust és a legfontosabb ko-chaperonokat
tiintettem fel. Osszességében kijelenthetjiik, hogy a rengeteg adat ellenére napjainkban

még az elején jarunk az igen 0sszetett szabalyozas megértésének.

1.2.5.1. Ko-chaperonok altali regulacio

Eukariotakban eddig tobb, mint 20 ko-chaperont azonositottak (42). Sok esetben
a biologiai funkcidjukra még nem deriilt fény. Erdekes médon olyan ko-chaperonok is
vannak, amelyek az egyik fajban elengedhetetlenek, de a masikbol hianyoznak (58).
Eddigi ismereteink szerint négyféle modon képesek a Hsp90 funkciojat modulalni:
0sszehangoljak a Hsp90 és mas chaperon rendszerek (példdul a Hsp70 rendszer)
mikodését, fokozzdk vagy gatoljak a Hsp90 ATPaz aktivitasat, specialis klienseket
visznek a Hsp90-hez, illetve sajat enzimatikus aktivitasukkal a Hsp90-et vagy a
kliensfehérjét modositjak.

A ko-chaperonok legnagyobb csaladja TPR doménokat tartalmaz, melyek a
Hsp90 C-terminalis doménjaban 1évé MEEVD motivumhoz kotédnek (23). A TPR
domént tartalmazd ko-chaperonok egyik legfontosabb szerepe, hogy eldsegitsék a
Hsp40, Hsp70 ¢és Hsp90 oOsszehangolt, kooperativ miikodését a kliensen, annak
megfeleld érése érdekében. Az egyik legismertebb ilyen ko-chaperon a tobb TPR
domént tartalmazd Hsp70-Hsp90 szervezdé fehérje (Hop/p60), amely képes egyszerre
kotni a Hsp70-et, a Hsp90-et és mas ko-chaperonokat. Az egyik legjobban jellemzett
Hsp90 kliens, a progeszteron receptor érési ciklusdn keresztiil mutatom be a Hop

mitkodését valamint a Hsp90 chaperon ciklusat (3. abra). A progeszteron receptort a
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Hsp40 szallitja egy ATP-kotott Hsp70-hez (59). A Hsp40 és a Hsp70 kapcsolodasa a
Hsp70-ben az ATP hidrolizisét indukalja, valamint szorosabba teszi a Hsp70-ADP és a
progeszteron receptor kapcsolatat. A Hsp90-Hop ezutan a Hsp70-ADP-hez kotodik,

lehetové téve a progeszteron receptor atadasat a Hsp90 felé. Utolsoként a p23 ko-

rrrrrr
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3. abra A Hsp90 chaperon ciklusa.
A kliens a Hsp40 és Hsp70 fehérjékhez kotodik, azutan a Hop kozvetitésével atkeriil a Hsp90-

re. Utoljara a p23 ko-chaperon és az ATP kotodik a komplexhez, melyek a kliens érését és

rrrrrr

szétesés¢hez vezet. A CYP40 a kliens aktivitdsat szabdlyozza a ciklus végén, szerepe a
komplexben jelenleg még nem teljesen tisztazott. Taipale és munkatarsai 0sszefoglalé munkéja

alapjan (9).
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A ko-chaperonok a Hsp90 ATPaz aktivitasat egyarant képesek fokozni (Ahal,
Cpr6) vagy gatolni (Hop, Cdc37, p23) (60-62). A gatldo ko-chaperonok nagy
valoszinliséggel a kliens kotésében ¢s az érett Hsp90 komplexek kialakuldsaban
jatszanak szerepet. Ezzel szemben azok, amelyek novelik az ATP4z aktivitast, inkabb a
Hsp90 konformacié valtozasat segitik elé. Az eddig beazonositott tobb, mint hisz ko-
chaperon koziil csupan négy (Ahal, Cdc37, p23, SGT1) esetében tartak fel a Hsp90
ATPaz aktivitasara gyakorolt hatasanak szerkezeti alapjait. Az Ahal az N-terminalis
segiti elé (61). A Cdc37 a Hsp90-kinaz kolcsonhatas specifikus ko-chaperonja (ld.
késobb). A kozépsé doménhez kot és gatolja a Hsp90 ATP-az aktivitasat (62). A p23 a
chaperon ciklus kés6i szakaszaban kapcsolodik a Hsp90 N-terminalis doménjéhez és az
érett kliens fehérjét stabilizdlja. A p23 a kliens fehérjét Ggy ejti csapdaba, hogy
csokkenti a Hsp90 konformacios hajlékonysagat, ami stimulalja az ATP-kotést és ezzel

egy idében gatolja az ATPaz aktivitast (49).

1.2.5.2. Poszt-transzlacios szabalyozas

A Hsp90 kiilonb6zé poszt-transzlacios modosulasokon, tobbek kozott
foszforilacion, acetilacion és S-nitrozilacion eshet at (63). Mar igen koran leirtak a
Hsp90 szerin-treonin, valamint tirozin foszforilacidjat (8). Bizonyos foszforilaciok
elosegitik, mig masok gatolhatjdk vagy gatoljdk a Hsp90-kliens kolcsonhatés
kialakulasat. Elesztdben a Hsp90 ko-chaperon protein foszfataz 1 (Pptl) delécidja a
Hsp90 hiperfoszforilacidjahoz vezet, melynek kovetkezménye tobb kliens érésének
gatlasa (64). Ezzel szemben, a Hsp90 300-as tirozinjanak Src kinaz altali foszforilacioja
sziikséges kliensével, az eNOS-sal torténd kapcsoloddsdhoz és a VEGF-receptor altal
torténd eNOS aktivaciohoz (65). A Hsp90 C-terminalis 597-es ciszteinjének
nitrozilacidja ugyanakkor az N- és C-terminalis domének kdlcsonhatdsait modulalva
gatolja az ATPaz aktivitast és az eNOS érését (66, 67).

Az emlds Hsp90 tobb helyen is acetilalodhat. A kdzépsé doménen levd 294-es
lizin p300/CBP altali acetilacioja a kliens érését és a ko-chaperonok kotddését gatolja,

melyet a hiszton deacetilaz 6 deacetilal (68, 69). Meglep6 modon az acetilaciora
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képtelen mutanst kifejezo €lesztd csokkent életképességet és chaperon kapacitast mutat,
ami az acetilacio-deacetilacié dinamikus szerepére hivja fel a figyelmet (68).

Az eddig emlitett poszt-transzlacids modosulasokon tul elvétve masokat, példaul
oxidaciot és ubikvitinilaciot is azonositottak a Hsp90 esetében, azonban ezek tovabbi

megerdsitésre varnak (63).

1.2.6. A Hsp90 biologiai funkcidja és kliensei

A Hsp90 legfobb funkcidja a termodinamikailag instabil szerkezetli fehérjék
felismerése, megkotése és stabilizalasa. Ezek kozé tartoznak a fehérje denaturalod
stresszek (pl. hdsokk, nehézfémek) hatasara kitekeredd fehérjéken tul tobbszaz,
stresszmentes koriilmények ko6zott is instabil, multidomén szerkezetii fehérje, melyeket
Osszefoglaloan klienseknek neveziink. Az 4ltalanosan denaturalt fehérjéket a Hsp90
ATP-fliggetlen modon a stressz végéig kotve tartja, majd vagy a Hsp70 rendszernek,
vagy a proteaszomanak tovabbitja (70). Ezzel szemben a kliensek stabilizacidja az
ATPaz ciklushoz kotott. Nem meglepd, hogy a tobb konformacios allapot kozott
valtogatd multidomén kliensfehérjék a jelatviteli halézat csomopontjaiként
funkcionalnak. A kliens és a Hsp90 kozti kdlesonhatas gyenge €s atmeneti, a genetikai
elemzések pedig zavarbaejté eredménnyel szolgalnak, mivel nemcsak a Hsp90, hanem
kliensei is egyszerre tobb szabalyozasi hal6zatban érintettek, ami megneheziti a Hsp90-

kliens kapcsolat tanulmanyozasat. A klienseket tartalmazé naprakész lista a kovetkezo

honlapon megtalalhato: http://www.picard.ch/downloads.

Korai kisérletekben a Hsp90 klienseknek két nagy csoportjat azonositottdk: a
fehérje kindzokat és a magi szteroid receptorokat. Ezen és tovabbi eredmények alapjan
valt vildgossa az a két biokémiai kisérleti feltétel, melyek alapjan egy adott fehérjérol
kijelenthetjiik, hogy Hsp90 kliens. Az elsé a Hsp90 szdban forgd fehérjével kialakitott
komplexének sejtlizdtumbol torténd kimutatdsa. A masodik pedig az, hogy a Hsp90
funkcidjanak gatlasaval parhuzamosan csokkenjen az adott fehérje aktivitasa. Tovabbi,
nem sziikségszerii feltétel, hogy a Hsp90 gatlasa egy id6 utdn a kliens proteaszomalis

degradacidjahoz vezet, azonban degradacio helyett néha aggregacio is eléfordulhat.
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A Hsp90-et eredetileg az els6 molekuldrisan karakterizalt onkogén, a fehérje
tirozin Kinaz v-Src affinitas tisztitasa soran fedezték fel (71). Mas viralisan kodolt Src-
szer(l tirozin kindzok (Fes, Fps, Yes) tisztitasa soran szintén talaltak Hsp90-et (72).
Valamivel késébb a Hsp90-et szamos magi hormon receptorral talaltak fizikai
komplexben (73-75). A szteroid receptorokkal ellentétben a Hsp90 nem sziikséges a
tiroid receptor miikodéséhez (76). Ennél is meglepdbb, hogy egy tanulmany szerint a
Hsp90 gatlasa a peroxiszéma proliferator aktivalt receptor (PPAR) a ¢és f3
valaszelemének riporter aktivitdsat serkentette, mig a PPARy aktivitdsra nem hatott
(77), azt sugallva, hogy a Hsp90-kliens kapcsolatot nem lehet prediktalni az aminosav
szekvencia homologia alapjan.

A Hsp90 a novekedési, tulélési folyamatokat €s a sejtciklust szabalyozo
jelpalyak Ser-Thr kinazainak jelentds részét stabilizalja (pl. c-Raf, Akt, CDK1) (78-80).
Bar a szteroid hormon receptorok ¢€s a fehérje kindzok a legjobban ismert kliensek kozé
tartoznak, rajtuk kiviil szamos mas klienst is felfedeztek, példaul polimerazok,
(telomeraz reverz transzkriptaz, TERT) (81), kiilonboz6 transzkripcids faktorok és
kromatin fehérjék (p53, HSF1, HIF-1a, STAT3) (36, 82-84).

Gerincesekben a Hsp90 a velesziiletett és a szerzett immunitasban és a
gyulladasos valaszban jatszik szerepet, az antigén prezentacidban vald részvétele
valamint az NFkB aktivalodasat segité IKK stabilizacidja révén (85-87).

A Hsp90 kulcsszerepét a fehérjetranszportban €s -szekrécidoban is kimutattak
(88). Kliensei kozott megtalaljuk tobbek kozott a Rab GTPaz ciklus egyes
komponenseit (RhoGDIa) és kiilonb6zé Rab fehérjéket (RAB3A, RABIB) (89).
Farmakoldgiai gatlasa nemcsak az endoplazmas retikulum és a Golgi kozti, valamint a
Golgi-n beliili transzportot karositja, hanem elégtelen fehérje szekrécidhoz is vezet
¢lesztd és emlds sejtekben egyarant, mely mutatja a Hsp90 konzervalt és kdzponti
szerepét a fehérjék transzportjaban.

Ujabb eredmények igazoljak a Hsp90 alapvetd szerepét az mRNS-ek érésében és
a génexpresszio poszt-transzkripcids szabalyozasaban. A kliens Argonauta fehérjék
révén nemcsak a P-test kialakuldsat és az RNS duplexek RISC komplexre torténd
feltoltését, hanem a mikroRNS-ek és SIRNS-ek kialakulasat is biztositja (90-92). Ezen

tul a transzlaci6 iniciacioban szerepet jatszo elF4E kapcsolodasaban (93), valamint
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Drosophilaban a transzpozon aktivacidban érintett Piwi-asszocialt RNS-ek (piRNS-ek)
képzbdésében is szerepet vallal (94).

A daganatsejtekben fokozott mértékben termelddd kiillonbozo aktivalt vagy
labilis onkoproteinek a Hsp90 tamogatéasara szorulnak. Ilyen onkoproteinek példaul a
kiilonboz6 kindzok és transzkripcids faktorok mutans, amplifikalt, overexpresszalt vagy
transzlokalt valtozatai. A daganatok életmodjaval jard nagy mértékii sejtszintli stressz
(intenziv proliferaci6, hipoxia, szlkds tapanyagellatas, oxidativ stressz) miatt
létfontossagt a Hsp90 pufferoldo hatasa. A daganatsejtekben a Hsp90 egyébként is
fokozott mértékben termelddik és egy un. aktivalt multichaperon komplexben talalhato,
melyrdl napjainkban ugy véljik, hogy a malignus transzformacidban €s progresszidban
esszencialis (95-97). Ugyan széles korben ismert a Hsp90 kritikus szerepe a
sejtnovekedésben és onkogenezisben, a differenciacioban betoltott szerepe egy, a TGF[3

receptor stabilizacidjat leir6 munkan kiviil jorészt tisztazatlan (98).

1.2.7. Hogyan ismeri fel a Hsp90 a klienseit?

Az eddig azonositott nagy szamu kliens €s szamos probalkozas ellenére sem
sikeriilt a felismerést meghatdrozd kozos szekvenciat vagy szerkezeti motivumot
kimutatni (9). A rendkiviil valtozatos klientura miatt valoszin(i, hogy nem is létezik
ilyen k6z6s motivum. Sokkal valdszintibbnek tiinik, hogy a kliensek stabilitasa és a ko-
chaperonok fontos elemei a kliensfelismerésnek. Ugyan ezt kozvetett eredmények
alapjan Ulrich Hartl mar 1997-ben, majd William Pratt és David Toft 2003-ban
valoszintsitette (31, 99), kozvetlen alatamasztasa olyan kihivast jelentett, melyet a
klasszikus biokémia eszkdzeivel nem lehetett megoldani. Susan Lindquist csoportja
2012-ben szisztematikusan megvizsgalta a legtobb fehérje kinazt és transzkripcids
faktort arra vonatkozdan, hogy vajon kolcsonhatasban allnak-e a Hsp90-nel és annak
ko-chaperonjaval, a Cdc37-tel (100). Interakcio esetén osztalyoztak a kliensek Hsp90-
hez val6 affinitasat is. Meglepddve tapasztaltak, hogy a kinazok joval nagyobb hanyada
(60%) kotédik a Hsp90-hez, mint a transzkripcids faktoroké (7%). A Cdc37 ko-

chaperon pedig kizarolag csak a kinazokkal 1ép kapcsolatba, azaz a Hsp90 kinaz-
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specifikus felismerd segédjeként funkciondl. A Hsp90-kindz kolcsonhatast vizsgalva
arra lettek figyelmesek, hogy a kliensek Hsp90-hez vald affinitasa kozott akar
szazszoros kiilonbség is lehet. Tanulmanyuk legfontosabb eredményeként kimutattak,
hogy a Hsp90 termodinamikailag instabil kindzokhoz kotédik. A fehérje
konformécidjanak stabilizacioja akar aktiv, akdr inaktiv formaban csokkenti az
asszociaciot a Hsp90-hez. Ugy tiinik, hogy a Hsp90 kliensfelismerése egy Osszetett
folyamat, melynek soran a Cdc37 felismeri a kinidzokat, a csaladon beliil pedig

termodinamikai tényez6k hatarozzak meg a Hsp90-hez val6 affinitast (100).

crer

Azok a fehérjék, amelyek tobb chaperon ciklus utan sem érik el stabil
szerkezetiiket, nagyobb valoszinliséggel ubikvitindlodnak az ubikvitin ligazok
segitségével, ezt kdvetden a proteaszomaban bomlanak le. Mintegy féltucat ubikvitin
ligazt azonositottak, melyek koziil legjobban a TPR-domént tartalmazé CHIP (carboxy
terminus of Hsc70 interacting protein) jellemzett, és mind a kindzok, mind a magi
receptorok degradacidjat meghatarozza (101). Ebben az esetben a Hsp90 dont6, am
passziv szerepet jatszik a proteolizisben. Judith Frydman munkatarsai igazoltdk, hogy a
Hsp90 nem sziikséges a von Hippel-Lindau (VHL) fehérje stabilizaciojahoz, viszont
elengedhetetlen proteaszomalis degradéaciojahoz, ami egy sokkal aktivabb, a fehérje
minéségi kontroll felé mutatott elkotelezédést sejtet (102). Tovabba, a Hsp90 a
Lindquist tanulmany szerint az E3 ubikvitin ligdzok 31%-aval (117/372 ligdz) képez
komplexet (100). Ezek a felfedezések a Hsp90 joval Kkiterjedtebb, aktivabb,

rendszerszintii scaffold/szabalyozd szerepét tamogatjak.
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1.2.9. A Hsp90 gatloszerei

Whitesell €s munkatarsai 1994-ben azonositottak a Hsp90 fehérjét az akkoriban
tirozin kindz gatloszerként hasznalt makrociklikus anzamicin antibiotikum, a
geldanamycin célpontjaként (103). Kideriilt, hogy a geldanamycin a Hsp90—Vv-Src
komplexet megbontja, a v-Src destabilizalodik, lebomlik, ezaltal visszafordithatova
valik a tyukszarkoma virus altal indukalt malignus transzformaci6. Azota kimutattak,
hogy a geldanamycin a Hsp90 hatékony, specifikus gatloszere. Hatdsat azaltal fejti ki,
hogy a Hsp90 N-terminalisin megtalalhatdé ATP-kot6helyre kot be, igy a Hsp90
chaperon ciklusat befagyasztja, a Hsp90 elengedi kliensét, ami denaturdlodik és
inaktivalodik. Hosszl tavon a kliens proteaszomalis degradacioja kovetkezik be.

A geldanamycint6l eltéré szerkezetii radicicol is hasonld elven miikodik (104,
105). A kumarin szarmazék novobiocin a Hsp90 C-terminalisaban levé nukleotid-
Hsp90 kis molekulaji természetes gatloszerei fontos eszkdozok a Hsp90 kliensek
azonositasaban és a Hsp90 funkcidinak vizsgalataban, szarmaztatott vegyiileteik pedig

rendkiviil hatékony daganatellenes szerek (97).
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1.3. Az elhizas és a metabolikus szindroma

Napjainkban a civilizalt, taplalékdis ¢és mozgasszegény ¢életmddnak
koszonhetden egyre gyarapodik az elhizott egyének szama. Az elhizds komoly
kozegészségiigyi problémava valt a vilag fejlett orszagaiban, koztiikk hazankban is. A
metabolikus szindroma részeként a viszceralis elhizas altalaban 2-es tipusu
cukorbetegséggel, diszlipidémidval ¢€és magasvérnyomassal jar egyiitt, melynek
hatterében a zsirszovet komplex miikodészavara all. Az elhizas fokozott kockazatot
jelent a vezetd halalokot képezd sziv- és érrendszeri megbetegedések eldfordulasara
(106).

Az adipocitak fejlodésének ¢és élettandnak vizsgélata intenziv kutatdsok targyat
képezik az elmult években. Az adipocita differenciacid kiemelt jelentdségli kiillonbozo

korképek kialakulasaban.

1.4. A zsirszovet

Az elmult két évtized felfedezései bebizonyitottak, hogy a zsirszovet adekvat
miikodése szamos szervezeti fiziologids folyamatban és az egészség fenntartdsaban
elengedhetetlen. A zsirszovet érett zsirsejtekbdl és az azt koriilvevé fibroblasztokbol,
preadipocitakbol, endotélsejtekbdl, ideg- és immunsejtekbdl all (107, 108).

Két fajta zsirszovetet kiilonboztetiink meg, ugymint fehér és barna zsirszovet.
Mig a barna zsirszovet a hideg-indukalt hétermelésrdl ismert, a fehér zsirszovet jelentds
szerepet jatszik az energia homeosztazisban és a szisztémas inzulin érzékenységben
(109). Korabban mind a barna, mind a fehér zsirsejtet a zsirszovetben levo
mezenchimalis 0Ossejtbdl eredeztették, mégpedig azért, mert mindkét zsirszovet a
PPARy transzkripcios faktort igényli fejlédéséhez. Napjainkra kidertilt, hogy a fehér- és
a barna zsirsejt prekurzorsejtjei még a korai embriondlis fejlédés sordn valtak szét. A
barna zsirsejt szdrmazasat tekintve inkdbb a véazizommal all kodzeli rokonsagban.
Mindkét sejt olyan prekurzor sejtbdl szarmazik, mely a miogén faktor-5 (MYFS5) nevii

korai izom markert és a paired-box 7 (PAX7) fehérjét expresszalja, azonban a barna
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zsirsejt a mitokondrialis 1égzés regulalt szétkapcsolasat eldidézé termogenin/UCP1 és
UCP3 fehérjéket is expresszalja (109). Figyelemre mélto, hogy a hosszantartd hideg
(110, 111), a PPARy kronikus aktivacidja roziglitazonnal (112) vagy [B3-adrenerg
stimulus hatasara (113) a fehér zsirsejt képes a barna zsirsejthez hasonldé miikddést, un.
bézs sejtté (adaptiv barna zsirsejt) alakulni (112, 114) és UCP1-et valamint UPC3-at

kifejezni.

1.5. A fehér zsirszovet és a metabolikus szindroma

A fehér zsirszovet elhelyezkedését tekintve bdralatti zsirszovetre, viszceralis
zsirszovetre, valamint az arcon levd zsirszovetre oszthatd. Kimutattdk, hogy a hizdskor
felszaporodd viszceralis zsirszovet mennyisége a koros gyulladassal és az inzulin
rezisztenciaval korrelal (115), mig a blralatti zsirszOvet transzplantacidja
megndvekedett gliikdz toleranciahoz vezet (116).

A mechanikai védelem és a hdszigetelés mellett a fehér zsirszovet 6, passziv
funkcidja az energiaraktirozds. Zhang ¢s munkatarsai 1994-ben jellemezték a
jollakottsagért felelés leptin hormont, ebbdl a tanulmanybol deriilt ki eldszor, hogy a
zsirszovet egy hormonalis szerv (117, 118). A soron kovetkezd zsirsejt-specifikus
hormon az adiponektin volt (119, 120). Az adiponektin igen hatékonyan csokkenti a
vércukorszintet. A leptinhoz hasonléan az AMP-aktivalt fehérje kinazt (AMPK)
aktivalja, mely foszforilacié révén gatolja az acetil-koenzim A karboxilazt (ACC),
ezaltal az izomban a gliikdz felhasznalast és a zsirsav oxidaciot fokozza, a méajban pedig
gatolja a glikoz szintézist (121, 122). A csokkent plazma adiponektin szint
(hipoadiponektinémia) magasabb testtomeg index-szel (BMI), inzulin rezisztenciaval,
megnovekedett gyulladasos markerszinttel parosul (123), valamint rizikot jelent a sziv-
és érrendszeri betegségek kialakuldsdban. Megallapitottak, hogy az alacsony
adiponektin szint kapcsolatban all a metabolikus szindroma kialakulasaval. Kimutattak,
hogy elhizds soran csokkend adiponektin szint a sulyfelesleg leaddsa utdn Ujra
emelkedik, ezzel parhuzamosan n6 az inzulin érzékenység is (124, 125). Az adiponektin
ezenkiviil kardioprotektivnek bizonyult egér és human vizsgalatokban, valamint képes

az agyban szabalyozni a jollakottsag érzést (126). Az emberben foleg a zsirszovetben
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levd monocitdk ¢és makrofagok altal szecernalt rezisztin nevli hormonrdl
bebizonyosodott, hogy egérben és emberben egyarant képes inzulin rezisztenciat és a

zsirszoveti gyulladast el6idézni (127).

1.6. Az adipogenezis

Az adipogenezis egy tobb 1€pésbdl allo folyamat, mely transzkripcios faktorok
és sejtciklus fehérjék 6sszehangolt miikodése révén zsirsejt képzodéséhez vezet (3, 128)
(4. abra). A komplex differenciacios folyamat szamos pozitiv és negativ szabalyozo

koordinalt miikodését igényli.

KLF4 C/EBP PPARy
AP-1 KLF6 [3/o KLFS C/EBPa
KLF15 STATSA SREBP-1
4 V "' v v v . :--\ ;
Kionalis expanzié  Termindlis differencidcio és inzulin érzékenység ‘ / ;{ \‘
n — 7\ '5‘\ ;%'4 y :'
‘ . ,
\g y,
KLF2 PREF-1
KLF7 ol Wnt-5a

Negativ effektorok

4. abra Az adipogenezis pozitiv és negativ effektorai.
AP-1, aktivalo protein 1; C/EBPa, 6 és B, CCAAT/ enhancer-koto a, o és  fehérjék; KLF 2, 4,
5, 6, 7, 15, Kruppel-szerii faktor 2, 4, 5, 6, 7, 15; PREF-1, preadipocita faktor 1; SREBP-1

“sterol regulatory element-binding protein 17; , STATSA, “signal transducer and activator of
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transcription” fehérje; Wnt 5a, 10b, “Wingless-related integration-5a, 10b” fehérje. Sarjeant és
Stephens és Ahmadian és munkatarsai dsszefoglald kozleményei alapjan (129, 130).

Az adipogenezis korai szakaszdban a hormonalis stimuldcié hatasara indukal6do
C/EBPp és C/EBPS a PPARy promoteréhez kotve indukalja a PPARy-t (131, 132). A
C/EBPB ¢és C/EBPS6 megjelenése a sejtben egybeesik preadipocitdk klonalis
expanzidjanak késoi fazisaval. Klonalis expanzionak neveziik azt a folyamatot, amikor
a sejtek Ujra belépnek a sejtciklusba és mitdzissal tobbszor osztodnak (133). Ezeket az
eseményeket kiilonboz6  sejtciklus  fehérjék  koordinaljdk, példaul E2F ¢és
retinoblasztoma fehérje (Rb), melyek sziikségesek az emlds zsirsejt terminalis
differenciaciojahoz (134-136). A ligandkotéssel aktivalodd PPARy szamos, az
adipogenezisben alapvetd célgén (pl. adiponektin, aP2, LPL, GLUT4, PEPCK)
PPARy promoterében levd C/EBP kotohelyhez kot, ezzel valik teljess¢ a PPARy-
C/EBPa pozitiv visszacsatolasi kor.

Az adipogenezis termindlis szakaszanak kozéppontjdban a peroxiszoma
proliferator aktivalt receptor y (PPARY) és a CCAAT/enhancer kotd fehérje o (C/EBPa)
Osszehangolt mitkodése all. A PPARy az adipogenezis mesterregulatora, jelenléte in
Vivo és in vitro sziikséges és elégséges az adipocita differenciaciohoz (137-139). A
PPARYy ektopikus expresszioja egér embrionalis fibroblasztokban (MEFs) elinditotta az
adipocita differenciaciot a C/EBPa teljes hianyaban is, mig a C/EBPa 6nmagaban,
PPARy nélkiill nem volt képes adipogenezist indukalni (138). Ezt az eredményt
megerdsitve Zuo és munkatarsai kimutattak, hogy a C/EBPa csak a PPARy-n keresztiil
képes aktivalodni. A C/EBPP csak akkor tudja indukalni a C/EBPa-t, ha az aktiv
PPARy a C/EBPa promoterén il represszor HDACI-t kiloki (140). Fontos azonban
megemliteni, hogy a C/EBPa hidnyos érett zsirsejteknek abnormélisan alacsony az
inzulin érzékenysége (141). Ez arra utal, hogy a C/EBPa nem csupan a PPARy

expresszié fenntartdsaval jarul hozz4 az adipogenezishez.
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1.7. Az adipogenezis modellje

Az évek soran kiilonb6z6 modell rendszert allitottak fol az adipogenezis és a
zsirsejt funkciok vizsgalatara (142). Ezek a modellek két csoportra oszthatok. Az elsé
csoportba azok a pluripotens fibroblasztok tartoznak, amelyek képesek izom-, porc-,
vagy zsirsejtté differencialodni. Ilyen példaul a 10T1/2, BALB/c-3T3 vagy a CHEF/18
fibroblaszt sejtvonalak. A masik csoportba a olyan fibroblaszt-szer(i sejtek tartoznak,
amelyek mar elkotelezddtek az adipocita differencidcid iranyaba. Ebbe a csoportba
tartoznak a 3T3-L1, a 3T3-F422A, a TA1 vagy a 30A5 preadipocitak.

A 3T3-L1 preadipocita, valamint a 3T3-F422A sejt a két legjobban
tanulmanyozott €s karakterizalt sejt vonal, melyet szé¢leskorben hasznalnak a kutatok.
Mindkét sejtvonal 17-19 napos Swiss 3T3 egér embriobol szarmazik (143, 144). Ez a
két sejtvonal azért valt kozkedvelt modellé, mivel a differencidcid soran homogén érett
zsirsejt populaciot eredményez, melyek morfologiajukat és biokémiajukat tekintve az in
situ zsirsejtekhez hasonlitanak (145, 146).
nyomon kovethetjik. Maguk a preadipocitak fibroblaszt jellegiieck, a hormonalis
stimulaciét kovetd klonalis expanzid soran a sejtek kisebbek ¢€s kissé orsoszeriiek
lesznek, majd a differenciacidé negyedik napjatol kezdve mar megfigyelhetok az
adipocitak citoplazmdjaban felhalmozodé lipid cseppecskék, melyek novekedésével a

sejtek egyre inkabb kikerekednek.

1.8. Az adipogenezis effektorai

1.8.1. A peroxiszoma proliferator aktivalt receptorok csaladja

A PPAR transzkripcids faktorok a magi receptorok szupercsaladjanak RXR-
heterodimer 1-es csoportjaba (NR1) tartoznak. Neviiket onnan kaptak, hogy a csalad
1990-ben elsdként azonositott tagja (PPARa) kiilonbozd természetes és szintetikus

anyagok mediatoraként peroxiszoma proliferaciot indukal (147).
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Emlésokben harom PPAR fehérjét kiilonboztetiink meg: PPARa (NRIC1),
PPARP/6 (NRIC2) és PPARy (NR1C3). Szerkezetiiket tekintve a kovetkezd elemekbdl
allnak, N-terminalis transzaktivacios domén (AF1), konzervalt DNS-ko6t6 domén
(DBD), valamint C-terminalis ligandk6té domén (LBD), mely a dimerizacidért felel és
ligandfiiggd transzaktivacios aktivitassal is bir (AF2) (5. abra) (141). A PPAR-ok
ligandjai koz¢ tartoznak az étkezéssel bevitt tobbszordsen telitetlen zsirsavak, a
kiilonbozd lipid metabolitok (prosztaglandin J2 €s kiilonb6z6 eikozanoidok), valamint
oxidalt foszfolipidek (131). Aktivalodas kovetkeztében a PPAR-ok a retinoid X
receptorral (RXR) heterodimert alkotnak, majd a PPAR-reszponziv valasz elemhez
(PPRE) valo6 bekdtés utan az adipogenezisben, a lipid anyagcserében, a gyulladasban és
a metabolikus homeosztazisban résztvevd gének expressziojat szabalyozzak (141). A
szerkezeti és miikodésbeli hasonlosagok dacara in vivo a PPAR fehérjék egyedi
funkciokkal birnak (147). A PPARa a majban, a szivben és a barna zsirszovetben
fejez0dik ki a legnagyobb mennyiségben, ahol a zsirsav oxidacios utvonalak {6
aktivatoraként miikodik, mig a PPAR[/6 hasonlo hatést fejt ki a vdzizomban, a majban

és a szivben (147).
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5. abra A PPARy domén szerkezete valamint a PPARa és PPARy2 aminosav

szekvencia homologia vizsgalata.

(a) A PPARy N-terminalis transzaktivacios doménb6l (AF1), DNS-k6t6 doménbél (DBD) és

ligand-ko6té doménbdl (LBD) all. Ahmadian és munkatarsai 6sszefoglalo kozleménye alapjan
(130). (b) Az egér PPARa és a PPARY2 ligandk6té doménje (lila keretben) 90%-0s szekvencia

homoldgiat mutat. Szekvencia illesztés a ClustalW programmal. A PPARa a ligandkoto
doménjével kotédik a Hsp90-hez (77).
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1.8.2. A PPARy

A PPARy-t a fehér- és a barna zsirszovet expresszalja a legnagyobb mértékben.
Ezekben a szovetekben az adipogenezis mesterregulatoraként mikodik, ezentul az
egész szervezet lipid metabolizmusanak modulalasdban és az inzulinérzékenység
kialakitdsaban is jelentds szerepet vallal (6. abra). Az alternativ transzkripcios
kezd6helyek, illetve az alternativ splicing eredményeképpen a PPARY két izoformaban
expresszalodik, PPARyl és PPARy2 (148). A PPARyl a legtobb szovetben
megtalalhatdo, mig a PPARYy2 zsirsejt specifikus és N-terminalisdnak legelején a
PPARy1-hez képest 30 plusz aminosavat tartalmaz (149).

A PPARy expresszidjat és aktivitasat kiilonboz6 poszt-transzlacios modositasok
befolyasolhatjak (150). Az egyik fontos regulator az ubikvitin-proteaszoma rendszer. A
PPARy fehérje ubikvitin-fiiggd ¢és ubikvitin-fliggetlen modon is keriilhet a
proteaszomaba. El6bbihez sziikséges a ligandk6té domén ubikvitinalodasa (151, 152),
utobbihoz pedig a fehérje SUMOilacidja sziikséges. A SUMOilaci6 a PPARy2-n a 107-
es lizinen, a PPARYy1-n a 77-es lizinen torténik, a ligandfiiggé SUMOilacio pedig a 365-
0s lizin oldallancon kovetkezhet be (153, 154). Egy masik lehetséges modositas a MAP
kinazok altal végrehajtott foszforilaci6 a 112-es szerinen, amely a PPARy-t
transzkripcidsan inaktivva teszi (155). Bar széleskorben elfogadott az, hogy a PPARy
foszforilacioja gatolja annak aktivitasat, az S112A pontmutacio, mely PPARy
foszforilaciot gatolja, nem befolydsolta a PPARy adipogenezisre gyakorolt hatasat
(156). A fehérje foszfataz PP5 (TPR-tartalmi Hsp90 kochaperon) a 112-es szerint
defoszforilalja. Hinds és munkatarsai kimutattak, hogy a PP5 deficiens egér embriondlis
fibroblasztokban a PPARy hiperfoszforilalodik, mely a lipogenezis gatlasahoz vezet. A
PPARy transzkripcids aktivitasat valamint a lipogenezist a S112A muténs expresszioja
allitotta helyre (157). A PPARy-S112A egerek megdrzik az inzulinérzékenységiiket
tapanyag-indukalt elhizds esetén (156). Ennek hatterében a kisebb zsirsejtek, az
emelkedett szérum adiponektinszint és az alacsonyabb szabad zsirsavszint all. Choi és
munkatarsai kimutattak, hogy a 273-as szerin CDKS altali foszforilacioja csokkenti a
PPARy transzaktivacios képességét fontos adipocita géneken, beleértve az adiponektin

génjét is (158).
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6. abra A PPARYy aktivacioja és élettani hatasai.

Hormonalis stimulacié hatasara indukalédik a PPARy transzkripcidja. A PPARy aktivalja a
C/EBPa-t, mellyel pozitiv visszacsatolasi kort alkot. Az aktivalt PPARy az RXR-rel
heterodimert képez, majd a PPARy-fiiggd célgének PPARY reszponziv elemeihez (PPRE) kotve
fejti ki transzkripciot szabalyozo hatasat. ACBP, acil-KoA-koté fehérje; ACS, acil-KoA
szintetaz; aP2, adipocita protein 2; CAP, c-Cbl-asszocialt fehérje; C/EBP a, CCAAT/ enhancer-
koto fehérje a; CD36, “cluster of differentiation 36” fehérje; FGF1, 21, fibroblaszt novekedési
faktor 1, 21; GLUT4, 4-es tipust glikkoz transzporter; GyK, glicerin-kinaz; IRS-1, IRS-2,
inzulin receptor szubsztrat 1, 2; LPL, lipoprotein lipdz; PEPCK, foszfoenolpiruvat-
karboxikinaz; PI3K, foszfatidilinozitol-3-kinaz; STAT1, STAT5a, STATS5b, “signal transducer
and activator of transcription” 1, 5a, 5b fehérjék; TZD, tiazolidindion. Tontonoz és Spiegelman,

valamint Ahmadian és munkatarsai 6sszefoglalo kozleménye alapjan (130, 131).

A homozigota PPARYy hianyos egerek még az embriogenezis alatt (10. nap)
elpusztulnak a kialakuld placenta elégtelenség ¢és kovetkezményes sziviejlodési
rendellenesség kovetkeztében (159). Amennyiben a PPARy hianyos egereket vad tipusa
placentaval parositottak, a kardidlis defektus megszlinik, azonban kés6bb az allatok a
kialakulo lipodisztrofidba (a fehér- és barna zsirszovet teljes hidnya), maj szteatdzisba
¢és tObbszorés hemorrhagiaba pusztultak bele (159, 160). A PPARy-hianyos egerekbol
szarmazo6 embrionalis fibroblasztok in vitro koriilmények kozott nem képesek zsirsejtté
differencialodni (137, 138).

Nemrégiben Wang ¢s munkatarsai olyan zsirszovet-specifikus PPARy génkititott
egeret hoztak létre (PPARy FKO), amelynek szinte nincs lathatdo fehér- és barna
zsirszovete (161). A PPARy FKO egér hatalmas hasnyalmirigy szigetekkel, massziv
zsirmajjal, drasztikus mértékben megemelkedett vércukorszinttel ¢és szérum
inzulinszinttel rendelkezik, melyhez extrém mértékli inzulinrezisztencia tarsul. A
PPARy FKO egér bundajanak kialakuldsa késleltetett, a boralatti zsirszovete hianyzik,
kart szenved az emldmirigyek fejlédése, hianyoznak az emld zsirparnak, a csontokban a
csontveldi zsir hidnya a trabekularis csontdllomany felszaporodasaval tarsul, melyek
mind a zsirszoveti PPARy kritikus szerepére utalnak ezen szdvetek esetében. Ezen
eredmények szerint a zsirszovetben levd PPARy sziikséges a zsirszovet kialakuldsédhoz,
a teljes szervezet metabolikus homeosztdzisdhoz és a zsirtartalmi szdvetek normal

fejlodéséhez (161).
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A zsirszovet-specifikus PPARY2 szelektiv delécidja ob/ob egereken a zsirtomeg
csOkkenéséhez,  B-sejt  elégtelenséghez,  stlyos  inzulinrezisztencidhoz  ¢és
diszlipidémiahoz vezet. Ugyanebben a rendszerben a PPARY2 ektopikus (m4j és izom)
termeltetése a lipotoxicitast enyhiti (162).

A PPARy adipogenezisben és az inzulinérzékenység kialakitdsaban tapasztalt
kozponti helyzetének megfeleléen azok az emberek, akik domindns negativ mutaciot
hordoznak az egyik PPARYy allélben sulyos inzulinrezisztenciaban és lipodisztrofidban,
valamint magas vérnyomasban szenvednek (163). A Prol12Ala polimorfizmus a hordozo
egyéneknek védelmet nyujt a sulygyarapodassal és a diabetes mellitus-szal szemben
(164). Ezzel 6sszhangban a PPARYy2 és annak Prol2Ala variansa sziikséges az egerek
normal élettartamahoz (165, 166).

A PPARy a gliikkoz homeosztazisban résztvevd géneket is szabalyozza (132).
Célgénjei kozott megtalaljuk a 4-es tipusa gliikoz transzportert (GLUT4) és a c-Chbl-
asszocialt fehérjét is (CAP). A PPARy a zsirszovet altal szecernalt, a metabolikus
szindromaban jelentOs szerepet jatszo faktorok (adipokinek) expressziojat is ellendrzése
alatt tartja. Ilyen faktorok példaul a mar emlitett hormonok, adiponektin, leptin,
rezisztin, valamint a TNF-o. Ezen faktorok az inzulinérzékenységet is befolyasoljak
kiilonboz6 Gtvonalakon keresztiil.

1995-ben deriilt ki, hogy az antidiabetikus tiazolidindionok (TZD-k) a PPARYy
nagy affinitast ligandjai (167). A TZD altali PPARy aktivalas a zsirszOvetben a
lipidfelvételt €s a raktarozast segiti eld, az adipokinek expressziés mintadzatanak
atalakitasa révén az inzulin érzékenységet noveli. A TZD-k fokozzdk a zsir és az
izomszovet glikdéz felvételét, csokkentik a maj glikdéz ujraszintézisét. Komoly
mellékhatasaik a folyadékvisszatartas, hizas és csontritkulas, mely 4j tipust, kevesebb
mellékhatassal rendelkez6 szerek kifejlesztésére inspiralja a kutatokat (130).

Nemrégiben fedezték fel a fehér zsirszovet perivaszkuldris tereiben azokat a
dinamikus adipocita progenitor sejteket, melyek PPARy expresszidja szerepet jatszhat a
zsirszOvet/zsirsejt megujulasaban (128). Ezen tilmenden a PPARy sziikséges az érett
zsirsejtek tuléléséhez is. Egérben kimutattdk, hogy az érett zsirsejtekben levd PPARY
szelektiv ablacioja par napra sziikiti le ezen sejtek élettartamat in vivo (168).

A PPARY tobbnyire tumorképzddést gatld hatasu, mivel a proliferaciot gatolja és
a differenciaciot segité elé (169). A PPARy tobb fajta daganatban expresszalodik,
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példaul vastagbéldaganat, emldédaganat, vagy prosztatardk esetében. Ezeknél a
daganatoknal a PPARy ligandok antiproliferativ hatasuak (170). Kivételt képeznek azok
a vastagbéldaganatok, ahol az APC génen mutaciok kovetkeztek be, ezeknél a TZD-k a
PPARy aktivacidja révén a tumor novekedését serkentik (171, 172).

1.8.3. C/EBP transzkripcios faktorok

A C/EBP transzkripcios faktorok a bazikus leucin-cipzar (bZIP) transzkripcios
faktorok kozé tartoznak. Hat C/EBP izoformat ismeriink, ezek koziil harom, a C/EBPa,
B és & in vivo és in vitro az adipocita differenciaciot segiti eld.

A C/EBP-k 6sszehangolt indukcidja nagyon fontos az adipogenezis alatt. A
differenciacios koktélben szerepld 3-izobutil-1-metilxantin (IBMX) és a dexametazon a
C/EBPpB-t és C/EBPd-t indukalja az adipogenezis kezdetén. Az IBMX az intracelluléris
cAMP szint emelésével a PKA-t (protein kindz A) aktivalja, melyet a CREB (cAMP-
reszponziv-elem koté fehérje) aktivalasa, majd CRE-hez (CAMP-reszponziv elem)
kotése kovet. Ennek eredménye a C/EBPP expresszido indukcidja. A dexametazon
nemcsak a gliikkokortikoid receptorokat (GR) aktivalja, hanem a mineralokortikoid
receptorokhoz (MR) is kot, hatasara mind a C/EBPB, mind a C/EBP6 par ora alatt
indukalodik (173). A C/EBPp inaktiv allapotban a HDAC1-gyel egy transzkripcios ko-
represszor komplexben taldlhatdo. Wiper-Bergeron €s munkatarsai kimutattak, hogy a
gliikokortikoid két mechanizmuson keresztiil aktivalja a C/EBPB-t: egyrészt a HDACI
proteaszomalis deplécidjat idézi eld, masrészt indukalja a C/EBPB GCN5 (GCN5
hiszton acetiltranszferaz) és PCAF (P300/CBP-asszocialt faktor) altali acetilaciojat
(174, 175). A C/EBP$ aktivalodasat szintén a gliikkokortikoidok stimulaljak, azonban a
pontos mechanizmus még nem tisztazott.

Barmely C/EBP transzkripcios faktor hianya csokkent adipogenezist
eredményez (176). A C/EBPP vagy C/EBPd génkiiitott egerek a normalhoz képest
enyhén kisebb fehér zsirparndkkal rendelkeznek. Mindkét fehérje kilitése esetén
azonban mar jelent6sebb mértékben csokkent a fehér zsirszovet mennyisége (177). A
C/EBPB és & egyiittesen aktivaljak a C/EBPa-t (178). A C/EBPo az adipocita

differenciacié kulcsfontossdgii eleme, a zsirszOvet és a maj nagy mennyiségben
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expresszalja. Két izoformdja (p30 és p42) koziil a p42 a hatdsosabb transzaktivator
(179). Wang és munkatarsai C/EBPa -/~ egereken végzett munkajuk soran kimutattak,
hogy ezeknek az egereknek a maj- és zsirsejtjei nem képesek lipid felhalmozasra,
valamint a majuk egyaltalan nem képes glikogén tarolasra, igy hipoglikémia okozza a
sziiletés utani nyolc 6ran beliili halalukat (180). Kimutattak tovabba, hogy a glikogén
szintizuk mRNS szintje koriilbeliil a normal szint 50-70%-a, valamint egyes, a
glukoneogenezisben résztvevé enzimek transzkripcios indukcidja is késleltetett volt.
Eredményeik szerint a C/EBPa  kritikus szerepet wvallal az jsziilottek
energiahomeosztdzisanak kialakitasdban és fenntartdsaban. Lindhart és munkatarsai
olyan transzgén egeret hoztak Ilétre, melynek C/EBPa génje az albumin
enhancer/promoter kontrollja alatt all, igy a maj C/EBPa expresszid6 megtartott.
Megfigyelték a fehér zsirszovet hidnyat annak ellenére, hogy ezeknek az egereknek
magas volt a szérum lipid tartalma (181). Osszegzésiil elmondhatjuk tehat, hogy a
C/EBPa sziikséges a fehér zsirszovet kialakitasdhoz, azonban hatasat a PPARy kozvetiti

(138).

2.8.4. Kruppel-szerii transzkripcios faktorok

A Kruppel-szerti faktorok (KLF) csaladja jelenleg 17 tagot szamlal, a
fejlodésben, a differenciacioban és a sejtproliferacioban vesznek részt (182). A KLF5
expresszidja az adipogenezis korai szakaszaban indukalédik, és sziikséges az adipocita
differenciaciohoz in vitro és in vivo (183). A KLF5 siRNS csokkenti az adipocita
differenciacié és a lipid akkumulacid6 mértékét, a KLF5*" heterozigota egerek kisebb
zsirparnaval rendelkeznek (Oishi 2005). A KLF15 az adipogenezishez nélkiilozhetetlen,
nagy mértékben expresszalodik a 3T3-L1 sejtek differencidcidja soran. Ektopikus
expresszioja NIH-3T3 sejtekben a PPARy aktivalasa révén adipogenezist idéz el6 (184).
A fehér zsirszovet nagy mennyiségben tartalmazza a KLF4-t, az érett 3T3-L1 sejtekben
azonban sokkal kisebb mértékben van jelen. Az adipogenezis korai szakaszaban

expresszalodik, siRNS-sel valo csendesitése a lipid felhalmozodast csokkenti (185). A
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(delta-szerli protein-1) génexpresszidjanak represszidja révén segiti elé a zsirsejt

differenciaciot (186).

1.8.5. Tovabbi effektorok

Az adipocita differenciaciot befolyasolo pozitiv és negativ regulatorok foként a
PPARYy expressziojat vagy/€s aktivitdsat modulaljak. A teljesség igénye nélkiil a pozitiv
regulatorok kozé tartozik az AP-1 és a STAT-ok (STAT3, 5a, 5b). A Wnt
glikoproteinek (Wnt10b, 5a), a GATA faktorok (GATA2, GATAR3) valamint a Pref-1 az
adipogenezist gatoljak (129). Az eddigi eredmények szerint az adipogenezis
szabalyozasa rendkiviil komplex, és leginkdbb a mesterregulator PPARy aktivitdsanak

modulacidjara épiil.

1.9. Metabolikus szindroma és fehérje homeosztazis

A metabolikus szindroma esetén fenndlldo anyagcserezavarok a fehérje
homeosztazisra is erdteljes hatassal vannak. Az elhizott Zucker patkanyokban a magas
glukozszint  altal indukalt oxidativ stressz a fehérjék denaturaciéjdhoz ¢és
aggregacidjahoz vezet, amellyel csak az autofagia tud megbirk6zni (187). Diabéteszes
majmok hasnyalmirigyében emelkedett Hsp90, HSF1 és Hsp70 szinteket mértek, amely
feltehetden egy kompenzatorikus valasz a fehérje homeosztazist érd stresszhatdsra
(188). A diabétesz soran karosodott inzulin jelatvitel a glikogén szintaz kinaz-3 (GSK-
3), az extracellularis szignal regulalt kinaz-1 (ERK-1) és a c-jun N terminalis kinaz
(JNK) aktivacioja révén csokkenti a HSF1-fliggd hésokk valaszt (189, 190). A fenti
példak alapjan a metabolikus szindromat, mint altalanos proteotoxikus stresszort
értelmezhetjiilk. Mindemellett a Hsp90-kliens kapcsolatra kifejtett hatasarol kevés adat
van. Két kozlemény is beszamol arrdl, hogy a hiperglikémia gatolja az endotelialis
nitrogén-monoxid szintdz (eNOS) Hsp90 altali stabilizacidjat kozvetleniil, illetve

paradox mdédon a Hsp90-kappaB kindz inhibitor (IKK) kolcsonhatas fokozasa révén
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(191, 192). Az igy el6allo eNOS aktivitascsokkenés NO-deficiens allapothoz, illetve
endotél diszfunkcidhoz vezet. Ezzel szemben az antidiabetikum metformin facilitalja a
Hsp90-eNOS asszociaciot és serkenti az NO-termelést (193).

A hosokkvélasz indukcidja visszahat a metabolikus 4llapotra. Magas
zsirtartalmu étrenden tartott patkanyok tizenkét hetes, heti egyszeri 41°C-os hokezelése
javitja a glikoz toleranciat és csokkenti a vazizmokban a metabolikus stresszt, tobbek
kozott a stressz-aktivalta JNK és IKK aktivitast, amelyre az ket gatldo Hsp72 és Hsp25
indukcioja adhat magyarazatot (194). A Magyarorszagon Kkifejlesztett chaperon ko-
induktor BRX-220 elhizott, diabetikus Zucker patkanyokban és streptozotocinnal kezelt
patkanyokban egyarant javitja az inzulin érzékenységet (195). Magas zsirtartalma
étrenden tartott ragcsalokban a Hsp70 globalis vagy vazizmokban torténd
tultermeltetése, hosokk altali vagy farmakologias indukcidja a chaperon ko-induktor
BGP-15-vel egyarant kivédi az elhizas altal eldidézett inzulin rezisztenciat (196). Ennek
feltehetd mechanizmusa a Hsp72 4ltal 1étrehozott fokozott mitokondridlis biogenezis €s
oxidativ metabolizmus (197). Mindezt human klinikai vizsgalatok is alatamasztjak.
Inzulin rezisztens, nem diabéteszes betegeknél egy honapnyi BGP-15 kezelés
szignifikdnsan javitotta az inzulin érzékenységet, igy a szintén magyar vegyiilet igéretes
antidiabetikum lehet (198). A Hsp70 indukcidja az inzulin rezisztencia altal indukalt
endotelialis diszfunkcio ellen is véd (199). Osszefoglalva, szamos adat tdmasztja ala,
hogy a metabolikus stressz rontja a fehérje homeosztazist és hogy a hdsokkfehérjék
indukcidja — els6sorban a vazizomban — javitja az inzulin érzékenységet. Azonban a
metabolikus szindromaban szintén sarkallatos szerepet jatszo zsirszovetrdl és a Hsp90

specifikus szerepér6l nem rendelkeziink ismeretekkel.
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2. CELKITUZESEK

Doktori munkam céljaul az alabbi kérdések megvalaszolasat tliztem ki:

1. Milyen kapcsolat van a Hsp90 mikddése és az adipocita differenciacio
kozott?

2. Milyen molekularis mechanizmus 4ll a Hsp90 ¢és az adipogenezis
kapcsolatanak hatterében?

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

4. Reverzibilis-e ez a hatés, lehet-e ez egy 11j szabalyoz6 mechanizmus?
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3. MODSZEREK

3.1. Anyagok, konstruktok

A sejtek fenntartasahoz sziikséges reagensek a Gibco-Invitrogen-t61 szarmaztak.
A kisérletek soran a kovetkezd fehérjék elleni antitesteket haszniltam fel, PPARy
(Abcam és Cell Signaling Technology), Akt, C/EBPa és adiponektin (Cell Signaling
Technology), B-aktin (Sigma), Hsp90a. és B (Institute of Immunology Ltd.). A Complete
proteaz gatlo tablettdk a Roche-t6l, az eldhivashoz hasznalt kemilumineszcens kit pedig
a Perkin-Elmert6l szarmaztak. Amennyiben kiilon utalds nem torténik, a kisérletek

soran felhasznalt anyagokat vagy a Sigma, vagy a Fluka cégtdl szereztiik be.

3.2. Sejtkultira (3T3-L1, HepG?2)

Az adipocita differenciaci6 vizsgalatara egy kiterjedten hasznalt in vitro modellt,
a 3T3-L1 sejtvonalat hasznaltam (142). A 3T3-L1 egér fibroblaszt és HepG2 human
hepatoma sejtek az ATCC sejtbankb6l szarmaztak. A sejteket izobarikus oxigénszint €s
5% CO; jelenlétében, 37°C-on Dulbecco féle modositott Eagle médiumban (DMEM)
(Life Technologies-Invitrogen) tenyésztettem. A médiumot a kovetkez6 anyagokkal
dusitottam: 4,5 mg/ml gliikoz, 2 mM L-glutamin, 1,5 g/l natrium bikarbonat, 100 pg/ml
streptomycin, 100 1U/ml penicillin. 3T3-L1 sejtek esetén 10% marha szérumot, HepG2

sejtek esetén 10% magzati marha szérumot adtam a médiumhoz.

3.3. Adipocita differenciacio és kezelések

A preadipocitak tenyésztése, differenciacidja, valamint a differencialodott
adipocitdk fenntartdsa soran mindvégig 4,5 mg/ml glikoéz tartalmi DMEM-et
hasznaltam. A 3T3-L1 fibroblasztokat konfluencidig tenyésztettem, majd 2 nappal a
konfluencia elérése utan (0. nap) differenciacidés médiummal (DMEM, 10% magzati

marha szérum, 1 uM dexametazon, 0,5 mM 3-izobutil-1-metilxantin (IBMX) és 1 uM
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ciglitizon) inditottam el az adipocita differenciaciot. 48 oraval késdbb a sejteken levo
médiumot 10% magzati marha szérumot és 1 uM ciglitizon tartalmia DMEM médiumra
cseréltem (7. abra). 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 munkatarsai alapjan
modositva alkalmaztam (200). A kezeléseket a differenciacio 3. napjan, érett zsirsejtek
esetén a 12. napon végeztem el kiilonb6z6 koncentracioji geldanamycin, PI3K inhibitor
LY294002 (Cell Signaling Technology), vagy proteaszoma gatloszer MG132
(Calbiochem) médiumhoz valé hozzaadasaval. A kezelési id6 lejartakor a sejteken
médiumot cseréltem. A kezelések idOtartama, valamint a pontos koncentracidk a

megfeleld dbraszovegekben talalhatok.

Kezelések
Proliferacio  Sejtciklus Klondlis ¢ Erett
Konfluencia leallas expanzio Termindalis differencidacio  zsirsejt
_____ I 1 I 1 —_——— - >
I 1 I I l 1 1
Nap -2 0 2 4 14
IBMX
Dex. Cigl.
Cigl.

>~ t———
Hormonalis stimulacio

7. abra Az adipocita differenciacié menete.
Az éabran az adipogenezis fazisait, a hormonalis indukci6 és a kiilonb6z6 kezelések (IBMX,
dexametazon, ciglitizon) idOtartamat tiintettem fel. Részletes leiras a Moddszerek fejezetben

megtalalhato.
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3.4. Oil red O festés, fénymikroszkopia és abszorpcié mérés

Az Oil Red O torzsoldatot 0,5% Oil Red O izopropanolban torténd feloldasaval
készitettem. A sejteket feddlemezen tenyésztettem, majd kétszeri PBS mosas utan
legalabb egy oran keresztiil 10% formalinban fixaltam. Tovabbi két desztillalt vizes
mosas utan a sejteket 10 percig 60%-o0s izopropanolban inkubaltam, majd 10 percig
festettem frissen készitett Oil Red O oldatban, mely a torzsoldatot és desztillalt vizet
tartalmazta 3:2 aranyban. A festést kovetden a sejteket Gtszor mostam desztillalt vizzel.
A feddlemezeket Vectashield (Vector Laboratories) segitségével targylemezekre vittem,
majd egy Nikon Eclipse E400 mikroszkop segitségével vizsgaltam és fényképeztem a
mintakat. A lemezen tenyésztett sejteket Alpha XD2-2T inverz mikroszkoppal
vizsgaltam, majd Alpha DMC-510 USB kameraval fényképeztem. A lipidakkumulaciot
kvantitative fotometriaval hataroztam meg. Fotometria céljabol a megfestett sejteket
szaradni hagytam, majd tomény izopropanolban, enyhe billegtetéssel 10 perc alatt
oldottam ki a sejtbe keriilt Oil Red O-t. A mintdk optikai denzitdsat 500 nm-en mértem,
elézéleg izopropanollal nulldzott Thermo Varioskan Flash fotométer (Thermo

Scientific) segitségével.

3.5. Sejtek lizise

croc

kezelés utan a sejteket jéghideg PBS-es (1,54 mM KH,PO,, 154 mM NaCl, 2,7 mM
Na;HPO4 x 7H,0) mosas kovetéen WB lizis pufferrel (50 mM Tris, 300 mM NaCl, 1
mM MgCly, 0,5 mM EDTA, 0,1 mM EGTA, 20% glicerin, 1% NP40, 0,5 mM DTT, 2x
Complete, pH 7,6) lizaltam 4°C-on, 20 percig. Erételjes vortexelés utan a mintakat
13,000 rpm-en, 10 percig 4°C-on centrifugaltam. A fehérje koncentraciot a feliiluszobol
Bradford modszerrel hataroztam meg, majd azonos fehérjemennyiségeket (kisérlettdl
fliggben 20-50 pg-ot) vittem SDS-poliakrilamid gélre. Az aggregalt PPARy
vizsgalatdhoz a szolubilis fehérjéket tartalmazo feliiliszot a fent emlitett modon
kiilonitettem el egy 0j Eppendorf csOben. Az aggregalt fehérjéket tartalmazd detergens
inszolubilis pelletet a WB lizis pufferrel megegyezd térfogatt urea pufferrel (2% SDS, 6
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M urea, 30 mM Tris, pH 7,6) tettem oldhatova (201). A szolubilis és inszolubilis

frakciokbdl azonos térfogatokat vittem SDS-poliakrilamid gélre.

3.6. Fehérje koncentracié meghatarozas

A fehérjekoncentraciét Bradford modszere szerint (202), Bio-Rad reagenssel,

vagy BCA protein assay kittel, marha szérumalbumin standarddel hataroztam meg.

3.7. A Hsp90-PPARYy in vivo komplexének vizsgalata immunprecipitacioval

5x10° sejtet 0,25 pg/ml (446 nM) geldanamycinnel vagy DMSO-val 2 6réan
keresztiil kezeltem. Haromszori mosast kovetden a sejteket jéghideg PBS-ben kapartam
fol, a lizalashoz IP lizis puffert (50 mM Tris, pH 7,5, 2 mM EDTA, pH 8, 100 mM
NaCl, 1 mM Na3zVO,, 1% NP40, 2x Complete) hasznaltam. Erételjes vortexelés utan a
mintakat 13,000 rpm-en, 10 percig 4°C-on centrifugaltam. A fehérje koncentraciot a
feliiluszobol Bradford modszerrel hataroztam meg. Az immunprecipitaciohoz
mindegyik mintabol 1500 pg fehérjét hasznaltam, valamint a gyartd utasitdsanak
megfeleld mennyiségli monoklonalis anti-PPARy antitestet, majd 4°C-on 2 O6rat
inkubaltam, ezt kovetden ekvilibralt protein G-kapcsolt Sepharose gyantat (GE
Healthcare) adtam hozza. 2 6ra milva a pelletet 6tszor mostam IP lizis pufferrel (12,000
rpm, 45 s, 4°C-on), majd 1x-es toménységii Laemmli pufferben vettem fel. 95°C-on, 5
perc forralast és rovid centrifugalast kdvet6en a feliiluszot dvatosan egy Gj Eppendorf

csObe vittem at, majd SDS-gélre vittem.

3.8. Poliakrilamid gélelekroforézis (PAGE)

A fehérjéket denaturdlo diszkontinuus 7,5-12%-0s SDS-PAGE segitségével,
Laemmli médszerét kovetve valasztottam el (203). A gélre mindegyik mintabol azonos
mennyiséget vittem fol. A géleket mérettél fliggben 160-200 mV konstans

fesziiltséggel, szobahdn futtattam.
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3.9. Western blot

Az elektroforetikus elvalasztds utdn immunoblottal detektaltam a kimutatandd
fehérjéket. Az elektroforézis befejeztével a fehérjéket félszaraz blotkésziilékkel
transzferaltam nitrocelluloz (TransBlot, Bio-Rad) vagy PVDF (ImmunBlot, Bio-Rad)
membranra 1.25 mA/cm’, dramerdsséggel 70 percig 4°C-on. A blotok kezelésének
minden egyes 1épése TBS-T (20 mM TrisHCI, 137 mM NacCl, 0,1% Tween 20, pH 7,6)
alappufferrel tortént. Az aspecifikus kotéhelyeket 5% sovany tejport tartalmazd TBS-T-
vel legalabb 60 percig blokkoltam. Az elsédleges antitesteket 1:1000-1:5000 higitasban,
5% BSA TBS-T-ben 4°C-on, éjszakan keresztiil inkubaltam. A blotokat ezutan 3x5-10
percig mostam, majd 1:1000-1:5000 aranyban higitott peroxidaz-konjugalt masodlagos
antitesttel (DAKO) szobahdn 45-60 percig sotétben inkubaltam. Alapos, 5x10 perces
mosas utan a reaktiv fehérjéket kemilumineszcens kittel (Amersham Pharmacia
Biotech) detektaltam, a gyartd utasitasai alapjan. A fehérje szintek meghatarozéasat
denzitometriaval végeztem, amelyhez Image J (NIH, Bethesda, MD, USA) programot
hasznaltam. A kapott denzitometrias értékeket a kontrollként hasznalt megfelelé p-aktin

értékekre normaltam.

3.10. Sejtek viabilitasanak vizsgalata

Az ¢l6 sejtek aranyat tripankék festést kovetden a szintelen (€l6) és kék

(nekrotikus) sejtek Biirker-kamraban torténd szdmolasaval hatdroztam meg.

3.11. Az mRNS expresszié vizsgalata qRT-PCR modszerrel

Az mMRNS-t GeneJET RNA Purification Kit segitségével izolaltam. cDNS-t a
RevertAidTM cDNA Synthesis Kit (Fermentas) hasznalataval a gyartd utasitdsai
alapjan szintetizaltam. A kvantitativ PCR reakcié soran hasznalt primer parokat (egér
PPARYy2, adiponektin, lipoprotein lipaz (LPL), GLUT4, aP2 és 28S rRNS) az alabbi
publikacié alapjan szintetizaltattam (204). A PCR-t az ABI 7300 System PCR
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késziilékében Maxima SYBR Green/ROX qPCR Master Mix-szel (Fermentas)
hajtottam végre a gyartd ajanlasa alapjan. Az mRNS-ek relativ mennyiségét komparativ

CT modszerrel hataroztam meg, €s a 28S rRNS mRNS szintjére normaltam.

3.12. Statisztikai elemzés

Az adatokat Student’s parositatlan kétmintas t probaval hasonlitottam Ossze. A
grafikonokon szdmtani kdzépérték + szords (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.
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4. EREDMENYEK

A Hsp90 adipogenezisben betoltott szerepét egy bevalt és széleskoriien hasznalt
modellen, a 3T3-L1 preadipocitakon vizsgaltam. A 3T3-L1sejtek hormonalis stimulacio
hatasara kortilbeliil két hét leforgasa alatt érett zsirsejtekké differencialédnak (7. abra).
A sejtek ez id6 alatt citoplazmajukba triglicerid tartalmu zsircseppecskéket halmoznak
fol, amelyek lipofil Oil Red O festékkel megfesthetok.

A Hsp90 szerepét specifikus gatloszere, a geldanamycin (GA) alkalmazasaval
vizsgaltam. A GA kezelést a mitotikus klonalis expanzidé végén, azaz akkor végeztem,
amikor tovabbi sejtosztodas mar nem tortént, igy Kkifejezetten a terminalis
differenciaciora kifejtett hatasat tanulmanyozhattam. Egyetlen atmeneti, 20 O6ra
idotartamu  GA  kezelés koncentraciofliggden és igen hatékonyan gatolta az

adipogenezist (8. abra).

GA (nM)
ol o

8. abra A geldanamycin gatolja az adipocita differenciaciot.
A 3. napon 20 oras GA koncentraciosorral kezelt 3T3-L1 sejtek 14. napon készitett
mikroszkopos képe. Vorosen a felhalmozodott zsircseppecskék lathatdak Oil Red O festés utan.
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Megjegyzendé a nem festédd, nem differencialodo, €16 preadipocitdk jelenléte a GA kezelt

mintakban. Reprezentativ képsor hat fliggetlen kisérletbol.

Hasonloan koncentraciéfiiggd gatlast kaptam egy C-terminalison hatd, eltérd
szerkezetli Hsp90 gatloszer, a kumarinszdrmazék novobiocin alkalmazasaval (9. abra).
Tehat a kiilonboz6 szerkezetii és a Hsp90 mas kotdhelyeire kotd, de az ATP- és

chaperon ciklusat gatolni képes inhibitorok egyarant meggatoljak a 3T3-L1 sejtek
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9. abra A novobiocin gatolja az adipocita differenciaciot.

ey

készitett reprezentiv mikroszkopos képe (harom fliggetlen kisérletb6l). Vordsen az
akkumulalodott zsircseppecskék lathatéak Oil Red O festés utan. Megjegyzenddk a
novobiocinnal kezelt mintaban lathaté nem fest6d6, nem differencialodo, é16 preadipocitak. (b)
Fotometriaval leolvasott Oil Red O abszorpcids értékek atlaga grafikusan abrazolva, harom

figgetlen kisérlet alapjan. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001.

A Hsp90 inhibitor adipocita differenciaciora kifejtett gatld hatasanak egyik
lehetséges mechanizmusa a sejthalal indukcidja. Ugyan kisérleteim soran szamos €10,
nem differencial6do sejtet is megfigyeltem a kiilonbdzé Hsp90 gatloszer hatisara, ez
alapjan sejthalalt egyértelmiien nem tudtam kizarni (8. és 9. abra). Hogy vildgosan szét
tudjam valasztani a Hsp90 gatlas differenciaciora és tulélésre kifejtett hatdsait,
szamszerlileg is meghatdroztam parhuzamosan kezelt mintdk differencidciojanak és
viabilitdsanak IC50 értékét a 14. napon. A Hsp90 sejttalélésére gyakorolt hatasaval
0sszhangban megfigyeltem, hogy a geldanamycin kiilondsen magas koncentracioknal
toxikus volt a sejtekre nézve. A Hsp90 gatloszer koncentraciofliggéen gatolta az
adipocita differenciciot, 56 nM-nal a differenciacid gatlas mértéke tobb, mint 80%
volt, ekbézben a sejtek talélésére nem gyakorolt szignifikans hatast (10. abra).
Megfigyeltem, hogy a geldanamycin sejttilélésre meghatarozott IC50 értéke tizszer
magasabb volt, mint a differenciacioé (163,6 nM vs. 16,38 nM). A differenciacié IC50
értéke az €16 sejtek szamara torténd normalizalas utdn sem valtozott jelentés mértékben
(20,45 nM) (1. tablazat). Ezek az eredmények mutatjak, hogy a Hsp90 adipocita

differenciaciot eldsegitd hatdsa nem elsdsorban a talélést tdmogatdé mitkddésén alapul.
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Tulélés
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10. abra Az abran a GA-nel 3. napon kezelt sejtek 14. napon szimultan meghatarozott Oil Red
O abszorpcids értékét és az €l sejtek aranyat abrazoltam a kezeletlen kontrollokhoz
viszonyitva. A Kkisérletet parhuzamosan kezelt sejteken végeztem. Az él6 sejtek szamat
tripankék kizarasos médszerrel allapitottam meg. Az Oil Red O abszorpcios értéket az €16 sejtek
szamara normalizaltam, megkapva a differenciacid/élo sejtek hanyadost. A kisérlethez tartozo

IC50 értékek az 1. tablazatban megtalalhatok. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001.
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1. tablazat A geldanamycin kezelés IC50 értékeinek statisztikai dsszehasonlitasa

Abra Paraméter AtlagIC50  Atlag SEM p vs. p vs.
(nM) LoglC50 LoglC50 differenciaci6 = PPARYy2 fehérje

10 Differenciacio 16,38 1,214 0,080 3 - 0,0908 (ns)
10  Tulélés 163,60 2,214 1,111 30,0005 (***) 0,0026 (**)
10  Differenciacid/éld sejtek 20,45 1,311 0,100 3 10,0777 (ns) 0,3249 (ns)
12 PPARy1 fehérje 50,99 1,708 0,053 3 10,0413 (*) 0,5457 (ns)
12 PPARy?2 fehérje 40,78 1,610 0,062 30,0908 (ns) -
12 Akt fehérje 53,74 1,730 0,094 3 10,0339 (*) 0,3356 (ns)
17 PPARy2 mRNS 39,06 1,592 0,103 30,1498 (ns) 0,8533 (ns)
17  GLUT4 mRNS 41,93 1,622 0,113 30,0999 (ns) 0,9936 (ns)
17 aP2 mRNS 85,49 1,932 0,082 3 0,0096 (**) 0,1032 (ns)
17  adiponektin mRNS 43,82 1,642 0,087 30,0688 (ns) 0,8044 (ns)

S.E.M. = az atlaghoz tartozé szoras

n = fiiggetlen kisérletek szama

p = parositatlan, kétmintas t-probaval meghatarozott szignifikancia érték

4.2. A Hsp90 gatlasa csokkenti a PPARY fehérje szintjét 3T3-L1 sejtekben

Kovetkezd 1épésben azokra a molekuldris mechanizmusokra voltam kivancsi,

amelyek a geldanamycin altal okozott adipogenezis gatlasért felelosek lehetnek. Az

egyik lehetséges tamadaspont a PPARy, amely az adipocita differenciaci6 mester

regulatora és a termindlis differencidcid folyaman fejti ki hatasat. Western blottal

valoban megfigyeltem a PPARY indukciojat, amely eldészor a 2. napon jelent meg, és a

PPARy1 izoforma felszaporodasaval jart, majd fokozatosan eltolodott a zsirszovet

specifikus PPARYy2 izoforma iranyaba (11. abra).
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11. abra PPARY, Hsp90a és Hsp90p fehérjék expresszioja 3T3-L1 sejtekben.

(a) PPARy, Hsp90a és Hsp90p fehérjeszintek valtozasa az adipocita differenciacio alatt a 0.
napos kontrollhoz viszonyitva. Reprezentativ Western blotok két fiiggetlen kisérletbdl. (b) A
Western blotok denzitometrias kiértékelése P-aktinra normalizalva. Az abrazolt értékek a
fiiggetlen kisérletek denzitometrias értékeinek atlaga + a széras A. *p<0,05, **p<0,01,
***p<0,001. (c) Hsp90a és (d) Hsp90B Western blot képe 20 oras, 446 nM (0,25 pg/ml) GA-
nel és/vagy 20 uM MGI132-vel kezelt 3T3-L1 sejtek lizatumabol. Reprezentativ blotok két
fiiggetlen kisérletbol.
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Felmeriilt bennem a kérdés, vajon a PPARY a Hsp90 kliense-e. A kliensfehérjék
hossza idejii Hsp90 gatlas hatasara proteaszomalisan lebomlanak, ezért a sejtekben a
mennyiségiik csokken. Hogy megvizsgaljam ezt a lehetéséget, a 3T3-L1 sejteket a
harmadik napon 20 o6raig GA koncentracidsorral kezeltem, majd a sejtlizatumokbol
készitett Western blotot anti-PPARYy antitesttel hivtam eld. Azt tapasztaltam, hogy a GA
kezelés koncentraciofiiggéen ¢€s teljesen lecsokkentette a PPARy mindkét
izoformajanak szintjét (12. abra), a PPARy1 esetén 51 nM, a PPARy2 esetén pedig
40,8 nM volt az IC50 értek (1. tablazat). Mindekozben a konstitutivan termel6dd
Hsp90pB fehérje szintje enyhe mértékben emelkedett, az indukélhaté o izoforma pedig
kizarolag kiilonbozd erds proteotoxikus stresszek alkalmazasaval volt detektalhato a
kisérlet folyaman (11., 12. abra). Ezen eredmények nem zarjak ki a PPARy-Hsp90a
kolcsonhatést, de arra engednek kovetkeztetni, hogy ezen koriilmények kézott 3T3-L1
sejtekben mindkét PPARY izoforma mennyiségét a Hsp90B funkcidja/kapacitasa

hatarozza meg.
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12. abra A Hsp90 gatlisa csokkenti a PPARY fehérje szintjét.

(&) GA kezelés hatasa a PPARYy, Akt, Hsp90c., Hsp90B és C/EBPa p42 fehérje szintekre. 3T3-
L1 sejtek 3. napon torténd 20 oras GA kezelését kovetden késziilt reprezentativ Western blot
kép, harom fliggetlen kisérletb6l. (b) A Western blotok denzitometrias kiértékelése. Az abrazolt

értékek a fiiggetlen kisérletek denzitometrias értékeinek atlaga + a szdras. *p<0,05, **p<0,01,
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***p<0,001. Az IC50 értékeket az 1. tablazatban tiintettem fel. (¢) Novobiocin kezelés hatasa
a PPARYy, Hsp90a és Hsp90B fehérje szintekre. 3T3-L1 sejtek 3. napon torténd 20 6ras NB

kezelését kdvetden késziilt reprezentativ Western blot kép, két fliggetlen kisérletbol.

Ugyanebben a kisérletben a geldanamycin részben csokkentette a Hsp90-
kliensként mar ismert Akt kindz mennyiségét (12. abra) (80). Az Akt a PI3K alatt
muikddve kulcsszerepet tolt be az inzulin/IGF-1 jelatvitelben, amely hatéasos
adipogenezis aktivator (205, 206). Ennek megfelelden a PI3K specifikus gatloszer
LY294002 20 oras alkalmazasa részlegesen gatolta az adipocita differenciaciot (13.

abra). Ez alapjan ugy ttnik, hogy a PI3K/Akt utvonal gatlasa GA-nel szintén

------
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13. abra A foszfatidil-inozitol-3-kinaz gatlasa gatolja a 3T3-L1 sejtek
adipogenezisét.

(@) A 3. napon 20 oras kiilonb6z6 koncentraciojia PI3K gatloszerrel (LY294002) kezelt 3T3-L1
sejtek 14. napon készitett reprezentativ mikroszkopos képe, két fiiggetlen kisérletbdl. (b) A
sejtek lipid tartalménak fotometrids meghatarozdsa Oil Red O abszorpcié alapjan. Az
oszlopdiagramon abrazolt értékek két fiiggetlen kisérlet atlaga + a szoras. *p<0,05, **p<0,01,
***p<0,001.
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Mivel a PPARy és a C/EBPa az adipogenezis soran szorosan egylittmikddik,
kivancsi voltam arra, hogyan hat a GA a C/EBPa fehérjeszintre. Az anti-C/EBPa
antitesttel elohivott Western blotokon a p30 izoformat nem, csak a p42 izoformat
sikeriilt detektalnom (12. abra). A GA nem volt hatassal a C/EBPa p42 izoforma
szintjére, igy kizarhatjuk, hogy adipocita differencidciot gatlo hatdsa ezen fehérjén
keresztiil érvényesiilne. Szerettem volna megvizsgalni, hogy vajon a Hsp90-PPARy
kolcsonhatas zsirszovet specifikus-e, illetve van-e kiilonbség a GA érzékenység
tekintetében a 3T3-L1 ¢és egy transzformalt sejt kozott. HepG2 huméan hepatoma
sejtekben GA kezelés szintén csokkentette a PPARy fehérje szintjét (14. abra), azonban
a maj PPARy kevésbé volt érzékeny GA-ra. Ezen tilmenden a novobiocin a GA-hoz
hasonldan csokkentette a PPARy szintjét 3T3-L1 sejtekben (12. abra). Az eredmények
alapjan a Hsp90 mikodése sziikséges a PPARy fehérje szintjének fenntartasdhoz

kiilonboz6 emlds szovetekbdl szarmazo sejtekben.

20 h 48 h
GA(uM) - 022 045 09 18 3.6 GA(uM) - 022 045 09 1.8 3.6

y —
PPARy WS Sl a &= = PPARY -

SR | Sy - - Aktin M

14. abra A Hsp90 gatlasa csokkenti a PPARY szintjét human hepatéma sejtekben.
A 20 (a) vagy 48 (b) oras geldanamycin koncentraciosorral kezelt HepG2 sejtek reprezentativ
Western blot képe, két fiiggetlen kisérletbol.
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4.3. A Hsp90-PPARy kolcsonhatas gatlisa a PPARy destabilizaciojat és

proteaszomalis lebontasat idézi el6

A Hsp90 a kliensfehérjéket ATP-fliggd dinamikus, azaz atmeneti, gyenge
komplexben stabilizalja. Ennek megfeleléen arra voltam kivancsi, vajon az endogén
PPARYy kdlcsonhatasban all-e a Hsp90-nel. Ennek megvalaszolasara a harmadik napon a
PPARy-t kontroll é¢s GA-kezelt sejtekbdl immunprecipitaltam és ebben Western blottal
megvizsgaltam a Hsp90 jelenlétét. Kis mennyiségli, a PPARy-val komplexben levd
Hsp90-et detektaltam, mely egy gyenge vagy atmeneti kolcsonhatasra enged
kovetkeztetni. A Hsp90-PPARy komplex 2 6ra GA kezelés hatdsara felbomlott (15.
abra).

A PPARYy proteaszomalis turnoverrel rendelkezik (152, 207). A PPARy fehérje
turnovere, valamint a Hsp90-nel alkotott komplexe felveti annak lehetdségét, hogy
Hsp90 gatlas hatasara a PPARy el6szor instabilla valik, majd a proteaszomaban
lebomlik. Ennek vizsgalatara a 3T3-L1 sejteket a harmadik napon 24 o6ras 446 nM GA-
nel és/vagy 20 uM MG132-vel kezeltem, majd a Modszerekben leirt eljaras szerint
kiilonitettem el a detergens szolubilis és inszolubilis frakciokat. Kisérleteim soran
valoban megfigyeltem, hogy a 3T3-L1 sejtek lizatumabol a GA a PPARy2 teljes,
valamint a PPARy1 és az Akt szinte teljes elttinését eredményezi a detergens szolubilis
frakciobol (15. abra). GA és proteaszoma gatloszer egyiittes hatdsara a PPARy
valamint az Akt egyarant az aggregalodott fehérjéket tartalmazd detergens inszolubilis
frakcioban tiint fel (15. abra). A fenti eredmények igazoljak, hogy a Hsp90 a PPARYy-
val komplexet képez, melynek eredménye a PPARy nativ szerkezetének kialakuldsa. A
Hsp90 funkcio gatlasa esetén a produktiv kolesonhatds elmarad, és a PPARy
szerkezetében bekovetkezO destabilizacio a PPARy proteaszomalis lebomlasat (illetve

aggregacidjat) eredményezi. Tehat a PPARY a Hsp90 kliense.
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15. abra A Hsp90-PPARy kolcsonhatas gatlaisa a PPARy destabilizaciojahoz és

proteaszomalis lebontasahoz vezet.

(a) A PPARy GA-érzékeny komplexet képez a Hsp90-nel. A harmadik napon két oras 446 nM
(0,25 pg/ml) GA-nel vagy DMSO-val (kontroll) kezelt sejtek lizitumabol szarmaz6é PPARy-val
ko-immunprecipitalt Hsp90 Western blot képe, harom fliggetlen kisérletbdl. pG, protein G

crer

vezet. A harmadik napon 24 6ras 446 nM GA-nel és/vagy 20 uM MG132-vel kezelt sejtek
lizatumanak detergens-szolubilis, illetve detergens-inszolubilis frakcidinak Western blot képe,

harom fiiggetlen kisérletbdl.

A kovetkezokben a megszintetizalodott PPARy turnoverének kinetikajat
szerettem volna megvizsgalni. Ehhez a 3T3-L1 sejteket a harmadik napon kiilonb6z6
ideig kezeltem GA-nel és a PPARy fehérje mennyiségét Western blottal kdvettem. GA
kezelés hatdsdra a PPARy mintegy 2 6rés, igen rovid felezési idével bomlott le (16.
abra). Hogy kikiiszobdljem az Gjonnan transz1alodd6 PPARy fehérje megjelenését, ami
emelheti a latszolagos féléletiddt, az eukaridta transzlacid inhibitort, a cikloheximidet
alkalmaztam. A PPARy mar a legkorabbi, 4 6ras iddpontban teljesen eltlint a sejtekbdl,
Osszhangban a ligand (ciglitizon) altal aktivalt PPARy gyors proteaszomalis
degradaciojaval (207). A cikloheximid és GA kombinalt alkalmazasara a PPARy
cikloheximid kezeléshez hasonld, igen gyors eltiinését figyeltem meg (16. abra).

e

sugallja, hogy a de novo szintetizalod6o PPARy a Hsp90 atmeneti segitségével igen
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gyorsan kialakitja ligandk6té konformacidjat és a ligand-indukalta transzaktivaciot
kovetden rovidesen lebomlik. Ezzel szemben a Hsp90 gatlasa esetén nem tud kialakulni
a PPARy ligandk6té konformacidja, és ugyanilyen gyors kinetikdval, azonban

transzaktivacio nélkiil bomlik le (az errél alkotott modellt 1d. késdbb, a 28. abran).

Id6 (6ra) 4 8 24
Cikloheximid - - + + = - + + - - + +
GA - + - + - + - + - + - +
PPARy2 | ™ - .
PPARy] ("™ e -

Aktin W]

16. abra A de novo szintetizalt PPARy turnoverének vizsgalata.
3T3-L1 sejtek 3. napon torténé 4, 8 vagy 24 oras 446 nM GA és/vagy 25 pg/ml cikloheximid

kezelését kdvetden késziilt reprezentativ Western blot kép, harom fiiggetlen kisérletbol.

4.4. A Hsp90 miikodése sziikséges a PPARY transzkripcios funkciéjahoz

A fent megfogalmazott hipotézis megvalaszolasdra, azaz a PPARy
transzaktivacidjanak vizsgalatara PPARy-fliggd célgének expresszidjat mértem kontroll
¢s GA-kezelt preadipocitakon reverz transzkripciot kovetd kvantitativ. PCR-rel,
kozvetleniil a kezelést kovetden a 4., és a differenciacids folyamat végén a 14. napon. A
kisérletek soran azt tapasztaltam, hogy a GA kezelés az 0sszes altalam vizsgalt PPARYy-
fliggd mRNS transzkripcidjanak koncentraciofiiggd és teljes gatlasahoz vezetett (17.
abra). A vizsgalt mRNS-ek koziil a GLUT4 és az aP2 a zsirszovet fenotipusanak és
funkciojanak létrehozasdhoz, az adiponektin pedig a szisztémas (inzulinérzékenyitd,
gyulladasgatlo) hatasok kialakitasahoz sziikségesek. Az adiponektin expresszio

csokkenését érett zsirsejtekben fehérje szinten is megerdsitettem (18. abra).
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Megfigyeltem, hogy a GA kezelés a PPARy2 mRNS expressziojat is gatolta (17.
abra), ezaltal az adipogenezis fontos pozitiv visszacsatolasi szabalyozokorének
mukodését fliggesztette fel. Tehat a Hsp90 sziikséges a PPARy transzkripcionalis
valaszahoz, mely kialakitja és fenntartja az érett zsirsejtek jellegzetes mukodéseit.
Erdemes felfigyelni arra, hogy a kiilonbozd PPARy-fliggé célgének kozel azonos GA
koncentrécio fiiggéssel és 1C50 értékkel rendelkeztek, és ezek igen hasonldak voltak a
PPARy fehérje degradacid IC50 értékéhez (1. tablazat). Ez igazolja a hipotézist,
miszerint a PPARy fehérje Hsp90 altali stabilizdldsa elengedhetetlen ligandfiiggd

transzkripcios aktivitasdhoz.
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17. abra A geldanamycin gatolja a PPARy-fiigg6 mRNS-ek expressziojat.
Geldanamycin kezelés hatasa a PPARY2, az adiponektin, az aP2 és a GLUT4 mRNS szintre. A
3. napon torténd 24 6ras GA koncentraciosorral kezelt sejtek PPARYy2, adiponektin, aP2 és
GLUT4 mRNS expresszidja a 4. és a 14. napon. Az IC50 értékeket az 1. tablazatban tiintettem
fel. Az abrazolt értékek harom fliggetlen kisérlet atlaga + a szoras. *p<0,05, **p<0,01,
***p<0,001.
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18. abra A geldanamycin parhuzamosan csokkenti a PPARy és az adiponektin

fehérjék szintjét érett zsirsejtekben.

srer

késziilt Western blot kép, két fiiggetlen kisérletbol.

4.5. A Hsp90 funkcio biztositja az érett adipocitak tulélését

A Hsp90-rél jol ismert a sejtek talélésében jatszott, tobbbek kozott
antiapoptotikus szerepe (208). Egy kondicionalis zsirszovetspecifikus PPARy KO
egérmodell segitségével kimutattak, hogy a PPARY az érett zsirsejtek tulélését biztositja
in vivo (168). Ebb6l kiindulva megvizsgaltam, milyen hatassal van a Hsp90 gatlasa
differencialt 3T3-L1 sejtek életképességére. Szignifikdns citotoxikus hatdst hosszabb,
48 oras GA kezelés utan észleltem: a 19. abra a paneljén is lathato a letapadt zsirsejtek
szamanak jelent6s csokkenése és az Oil Red O-negativ sejtek szinte teljes hianya.

Emellett nagyszamu feliszd, elhalt sejtet figyeltem meg. Egy parhuzamosan készitett
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mintat a feluszott sejtek begyiijtése utan tripankékkel megfestve az €16 sejtek massziv,
koncentraciofliggd csokkenését kvantitative is megerdsitettem (19/b. abra). A 12,
napon torténd, az elozéeknél koriilbeliil 2,5-szer hosszabb ideji GA kezelés a 3. napon
tortént 20 oras kezelés tulélésre gyakorolt hatasahoz hasonld IC50 értéket
eredményezett (170,2 vs. 163,6 nM, 1. tablazat). Adataim azt bizonyitjak, hogy az érett
zsirsejtek — a differencidlodd preadipocitdkhoz hasonléan, bar azoknal kisebb

mértékben — igénylik a Hsp90 funkcidjat az életképességiik megtartasdhoz.

a GAmM)

)
X100 Pp
Q=
S E 80 -
=2 60 -
] s ook
.GV?E 1 ook
< R 0 -
.3:' ; *kk
3 0 A T T 1
0 1 10 100 1000

GA koncentracio (nM)

rrrrr

(a) 3T3-L1 sejtek 12. napon torténd 48 oras GA koncentraciosorral kezelt, 14. napon Oil Red

O-val megfestett reprezentativ mikroszkopos képe, harom fliggetlen kisérletbdl. Megjegyzendo
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az Oil Red O negativ sejtek hianya. (b) Az (a) kisérletb6l megallapitott sejttalélés. Az abrazolt
értékek harom fliggetlen kisérlet atlaga + a szoras. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001.

4.6. A proteotoxikus stressz felfiiggeszti a PPARYy stabilizaciojat és leallitja az

adipogenezist

Korabbi és ijabb tudomanyos adatok egyarant igazoljak, hogy a Hsp90 instabil
fehérjékhez kotodik, legyenek ezek denaturald behatdsokra létrejovd fehérje specieszek
vagy “intrinzik” termodinamikai instabilitasa (kliens) fehérjék (99, 100), s6t, a kettd
kozotti atmenet feltehetéen folytonos (100). Ismeretes, hogy a Hsp90 kapacitasat
meghalad6 proteotoxikus (fehérje denaturdld) stresszek hatasara uj, addig a Hsp90 altal
pufferolt, akar adaptiv evolicidés fenotipusok jelennek meg (209-212). Azonban a
proteotoxikus stresszek Hsp90-kliens kapcsolatra kifejtett hatasat ezidaig kézvetleniil
nem vizsgaltdk. Ezért arra voltam kivancsi, hogy vajon a fehérjéket denaturdlo
(proteotoxikus) stresszek hogyan befolydsoljadk a PPARy stabilitasat és az
adipogenezist. Els6ként a proteotoxikus stresszek archetipusaként ismert hdsokkot
alkalmaztam, amely fokozza a denaturdlt fehérjék keletkezését. Meglepddve
tapasztaltam, hogy 3T3-L1 sejtek differenciaciéjanak 3. napjan alkalmazott 43°C-0s
mérsékelt hokezelés, mely nem okozott szdmottevd sejthalalt, mar 30 perc alatt
cléidézte a PPARY fehérje szinte teljes eltiinését (20. abra). Ezzel ellentétben a C/EBPa

p42 fehérje szintje valtozatlan maradt.

a b

HS (perc) 30 120 HS (perc) - 30 120

PPARY2 [ s
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20. Abra Atmeneti hosokk hatasa a PPARY és a C/EBPa p42 fehérje szintjére.

C/EBPa | L —
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PPARy (a) és C/EBPa p42 (b) fehérje Western blot képe. 3T3-L1 sejtek 3. napon torténd
atmeneti hosokk kezelését kovetden késziilt reprezentative Western blot kép, két fliggetlen

kisérletb6l. HS, hésokk.

A PPARy gyors eltinése kapcsan felmeriilt a proteaszoma szerepe. Ennek
megvalaszolasara a sejtekbdl hdsokk és proteaszoma inhibitor kezelés utan izolaltam a
szolubilis ¢s aggregalt fehérje frakciot. A Western bloton meglepddve lattam, hogy
hésokk hatasara a PPARy (és az Akt) fehérje teljes mennyisége proteaszoma gatldoszer
hianyadban 1s aggregalodik (21. abra). A jelenségre magyardzatot adhat a szabad
ubikvitin készlet gyors kimeriilése ¢és fehérje aggregatumok ubikvitin-proteaszoéma
rendszerre kifejtett gatlo hatasa, melyek révén a hdsokk a proteaszomalis degradaciod
funkcionalis zavarahoz vezethet (213, 214). A Hsp90 ezen koriilmények kozott is szinte
teljes egészében megdrizte szolubilitasat, ami azt sugallja, hogy a hdsokk megbontja a
Hsp90-PPARY kolcsonhatast, igy a PPARy destabilizalodik és aggregalodik. Bar a
PPARYy destabilizaciojat kozvetleniil is indukdlhatta a hdmérséklet emelkedése, ezt a
jelenséget egy masik, ismert Hsp90 kliensen is megfigyeltem. Az Akt fehérje
mennyiségének koriilbeliil a fele ezek kozott a koriilmények kozott szintén
oldhatatlanna valt. A PPARy és az Akt eltéré oldékonysdga, valamint az ebbdl
kovetkez0 nagyobb aggregacios hajlandosag Osszhangban &ll a Hsp90 gatlassal
szemben mutatott érzékenységiikkel, mely arra enged kovetkeztetni, hogy a PPARYy

stabilitasahoz nagyobb mértékben igényli a Hsp90-et, mint az Akt.

Szolubilis Inszolubilis
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21. abra Az atmeneti hésokk a PPARY és az Akt fehérjék aggregacidojahoz vezet.
3T3-L1 sejtek 2 oras 43°C-os hokezelését és/vagy 4 oras 20 uM MG132 kezelését kovetoen
késziilt detergens-szolubilis, illetve detergens-inszolubilis lizitumok reprezentativ Western blot

képe, harom fiiggetlen kisérletbol.

Vajon az atmeneti hdsokk hatasara fellépé PPARYy denaturacié milyen hatassal
van a PPARYy funkcidjara? Az elvégzett qRT-PCR reakciot kiértékelve azt tapasztaltam,
hogy a 3. napon alkalmazott egyetlen hdsokk szignifikdnsan €s tartdsan (a 14. napon is)
gatolta a PPARy-fliggd transzkripciot, beleértve a PPARy2 mRNS expressziojat is (22.
abra). Ezzel 6sszhangban egyetlen, 3. napon alkalmazott hdsokk kezelés kvantitativan
leallitotta a preadipocitak differenciacios programjat mar olyan (30-120 perces)

tartomanyban is, ahol jelentds befolyassal nem volt a sejtek tulélésére (23. abra).
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22. abra A hésokk gatolja a PPARy-fiiggo célgének expressziojat.
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A 3. napon torténd két oras 43°C-os hdsokkot (HS) kovetd PPARYy2, adiponektin, GLUT4 és
aP2 mRNS expresszio a 4. és a 14. napon. Az abrazolt értékek két fiiggetlen kisérlet atlaga + a
szoras. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001.

HS (perc)
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£
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(a) 3T3-L1 sejtek 3. napon torténd 43°C-os hésokk kezelését kovetéen a 14. napon készitett
reprezentativ. mikroszkopos képe, harom fliggetlen kisérletbél. (b) A diagrammon
parhuzamosan mért Oil Red O abszorpcios, illetve sejttulélési értékek lathatok. Az abrazolt

értékek harom fiiggetlen kisérlet atlaga + a szoras. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001.

Vajon a hésokk hatasara megfigyelt PPARY inaktivacio specifikus a hdsokkra,
vagy altaldban jellemzd a proteotoxikus stresszekre? Egy fiiggetlen proteotoxikus
stressz modellt keresve azt a tényt hasznaltam ki, hogy fizioldgias koriilmények kozott
az Ujonnan szintetizalodott fehérjéknek mintegy 30 %-a a hibas transzlacio
eredményeképpen rosszul tekeredik fel, igy a proteaszomaba keriilve lebomlik (215). A

proteaszoma részleges gatlasdval megnoveltem a denaturalt fehérjék mennyiségét, igy a

62



DOI:10.14753/SE.2014.1971

hésokktol eltéré mechanizmusu proteotoxikus allapotot tudtam eldidézni. A 20 6rés
MG132 kezelés — hasonloan a hdsokk és GA kezelésnél tapasztaltakhoz — szelektiven
destabilizalta a Hsp90 kliens PPARy-t, meggatolta transzkripciés aktivitasat és
leallitotta az adipogenezist (24. abra).
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24. abra A proteaszoma gatlasa gatolja a PPARy stabilitasat, transzKkripcios
funkcidjat és az adipogenezist.

Proteaszoma inhibitor hatasa a PPARy (a) és a C/EBPa p42 (b) fehérje szintjére. 3T3-L1 sejtek
3. napon torténd 20 oras 5 uM MG132 kezelését kovetden késziilt reprezentativ Western blot,
harom fiiggetlen kisérletbdl. (c) 10 uM MG132 hatasa a PPARYy2, adiponektin, GLUT4 és aP2
mRNS expressziora a 4. és a 14. napon. Az abrazolt értékek két fiiggetlen kisérlet atlaga + a

szoras. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001. (d) A proteaszéma gatlas akadalyozza az adipocita

ey

kovetden a 14. napon készitett reprezentativ mikroszkopos képe, harom fliggetlen kisérletbol.

4.7. A stresszbol valé felépiilés helyreallitja a PPARYy stabilitast és az adipocita

differenciacios programot

Az el6z0 megfigyelések azt mutatjak, hogy a kiilonb6z6 proteotoxikus stresszek
PPARy feltekeredésre, funkciora, valamint az adipogenezisre kifejtett gatlo hatdsa
megegyezik a specifikus Hsp90 inhibitorokéval. Tovabbi kisérleteim sordn arra voltam
kivancsi, hogy vajon ez a jelenség megfordithato-e a stressz megsziintével. Ugy véltem,
hogy ha a PPARy fehérje stabilitasa helyreall és a kornyezeti, hormonalis hatasok is
megfelelok, akkor folytatodhat az adipocita differencidci6. Hogy ezt a kérdést meg
tudjam valaszolni, a kovetkezo kisérletet allitottam be: a 3. napon kiilonb6z6 dozist
hésokknak vagy GA kezelésnek vetettem ald a sejteket, majd az 5. napon a protokollnak
megfelelden jbdl elinditottam a differenciacids folyamatot (Un. re-differencidciod) (25.

abra).
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25. abra A re-differenciacios kisérlet folyamatabraja

A 26. abran lathatd, hogy minél nagyobb GA koncentraciot, illetve hosszabb
hésokkot kaptak a sejtek, annal kevésbé voltak képesek folytatni differencidcios
folyamatukat (26./a, b abra). A GA koncentraciokbol és a h6sokk idétartamokbol egy-
egy kondiciot (112 nM és 2 6ra hésokk) valasztottam ki azért, hogy a PPARY stabilitasa
¢s az adipocita differenciaci6 kozti kapcsolatot meg tudjam vizsgalni. Mindkét
kondicioét a PPARY stabilitas és a differenciacié maximalis gatlasa mellett az €16 sejtek
maximalis megdrzése jellemzi (26./c, d abra). Minderre azért volt sziikség, hogy ki
tudjam zarni a rezidudlis PPARy mikodés, valamint a nagy mértékii sejthalal
differenciaciora Kkifejtett pozitiv illetve negativ hatasat. Erdekes médon az ujra
differencialtatott sejtek koziil a hdsokkoltak jelentds része sikeresen differencialodott,

mig a GA-nel kezeltek nem (26/a. abra).
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26. abra A stresszbol valé felépiilés lehetévé teszi az adipocita differenciacio

folytatasat.

3T3-L1 sejtek 3. napon torténé 24 o6ras GA koncentracidsor (@), vagy kiilonbozé id6tartami
43°C-o0s hésokk (HS) (b) kezelését, majd tjra differencidltatasat kovetéen a 14. napon késziilt
reprezentativ. mikroszkopos képsor, harom fiiggetlen kisérletbdl. Parhuzamosan végzett
kisérletekbdl szarmazo €16 sejtek 14. napon mért Oil Red O abszorpcids értékei (C) GA, (d)
hésokk. Az abrazolt értékek két fiiggetlen kisérlet atlaga + a szords. *p<0,05, **p<0,01,
***pn<0,001.

A PPARy fehérjeszintekkel kapcsolatosan a re-differencidcid kimenetelével
egybehangz6 megfigyeléseket tettem: mig GA kezelés utan a PPARY fehérje szintje kis
mértékben, hésokkot kovetden teljes mértékben helyreallt. A GA kezelés, majd ujboli
hormonalis indukcid esetén is csak csekély mértékben megjelend PPARy egybevag a
Hsp90 elnyujtott gatlasat idézi elé (97). Mind a hésokk, mind a GA indukalja a hésokk
valaszt. Eltéré Hsp90 indukcid azonban nem all a jelenség hatterében, hiszen sem a GA,
sem pedig a hdsokk kezelés nem volt jelentés hatassal a teljes Hsp90 szintre (27. abra).

Ezek az eredmények arra engednek kovetkeztetni, hogy a stresszbdl valo felépiilés a
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Hsp90 kapacitasanak helyreallitdsa révén lehetdséget nyujt a PPARY stabilizacidjara és

az adipogenetikus program Ujraindulasara.

a Kontroll

Re-differencialt

b Re-differencialt
- HS GA - HS GA

27. abra A stresszbdl valo felépiilés lehetové teszi az adipocita differenciacio
folytatasat.

(@) 3T3-L1 sejtek 3. napon torténd 24 oras 112nM GA, vagy 2 oras 43°C-os hésokk (HS)
kezelését, majd ujra differencialtatisat kovetéen a 14. napon  késziilt reprezentativ
mikroszkopos képe, harom fiiggetlen kisérletbol. (b) GA és hdsokk kezelés hatasa a PPARy és
Hsp90 fehérjeszintre. Parhuzamosan végzett kisérletekbdl késziilt reprezentativ Western blot,
harom fiiggetlen kisérletbdl. A re-differencialt sejtek lizalasa a masodik differenciacios szakasz

végén zajlott.
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5. MEGBESZELES

Doktori munkam soran feltartam, hogy a Hsp90 egyarant sziikséges az egér 3T3-
L1 adipocitak differenciacidjahoz és tuléléséhez. Ezen jelenség lehetséges molekularis
mechanizmusaként azonositottam a zsirszovet mester reguldtoraként ismert PPARy
fehérjét, mint Hsp90 klienst. A Hsp90 farmakologias gatlasa és a kiilonbozo
proteotoxikus  stresszek egyarant megbontjdk a Hsp90-PPARy komplexet,
destabilizaljak a PPARY-t és gatoljak az adipogenezist. A stresszhatds enyhiilése utan, a
PPARy stabilitdsanak visszanyerése révén a megfeleld stimulusok segitségével

folytatodhat a differenciacids program.

5.1. A Hsp90-PPARy kélcsonhatassal kapcsolatos szerkezeti megfontolasok

A PPARYy ligand-indukalta transzaktivaciot kovetden gyorsan ubikvitinililalédik
¢és a proteaszomaban lebomlik (16. abra) (152). Eredményeim szerint a Hsp90 ATP-
fliggé funkcidja sziikséges a stabil, ligandkotd, transzaktivacio-kompetens
konformaci6jua PP ARy kialakitasahoz. Az ATP-ciklus Hsp90-inhibitorral térténé gatlasa
megbontja a Hsp90-PPARy komplexet, el6idézi a PPARy denaturacidjat és
(15., 17., 18. abrak). A Hsp90-PPARy kdlcsonhatas modelljét a 28. abran mutatom be.
A PPARYy abszolit Hsp90-fiiggdsége emlékeztet az NR3 tipust szteroid receptorokra és
kiilonboz6 kinazokra (31) és a PPARy-t egyediilallova teszi a PPAR izoformak kozott
(77). Eredményeim a Hsp90-kinaz interakciok szisztematikus elemzése tiikrében (100),
azt sugalljak, hogy a magas szintli intrinzik konformécios instabilitds teszi a PPARy-t
erdsen a Hsp90-re utalt klienssé. A PPAR izoformak Hsp90-nel kialakitott eltérd
kdlcsonhatésa és kdzel 80%-os szekvencia hasonldsaga olyan eszkozt adhat a keziinkbe
(5. abra), melynek mélyrehatd vizsgalataval feloldhatd ez az ellentmondas és
lehetdséget ad, hogy megértsiik, vajon milyen szerkezeti tulajdonsagok hatarozzak meg

a Hsp90 kliens felismerését a magi receptorok csaladjaban.
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A Hsp90 az eukaridta fehérje interaktom legjobban 6sszekapcsolt fehérjéi kozé
tartozik (88). Ezaltal a Hsp90-kliens kolcsonhatas lehetdséget biztosit nagyszamu
kiilonbozé Hsp90-asszocidlt partnerfehérjének az adott kliensfehérje szabalyozasara.
Ennek elegéns bizonyitékat adta Hinds és munkatarsai nemrégiben tett felfedezése,
miszerint a PPARy 112-es szerinjének a TPR-t tartalmazé Hsp90 ko-chaperon fehérje

foszfataz 5 altali defoszforilacidja sziikséges az adipogenezishez (157).
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28. abra A Hsp90-PPARYy kolecsonhatas modellje.

Hsp90 jelenlétében kialakul a PPARY ligandk6té konformacidja. A ligand (ciglitizon) altal
aktivalt PPARy a DNS PPARy-fliiggd promotereihez kotve, a PPARy-dependens mRNS-ek
transzkripciojat szabalyozva fejti ki élettani hatasait, majd ubikvitinilaci6 utian a
proteaszomaban bomlik le. A Hsp90 (GA-nel torténd) gatlasa esetén a PPARy nem éri el
ligandkoétésre képes, stabil szerkezetét, igy élettani hatds kifejtése nélkiil bomlik le. A Hsp90

szerepe a PPARy ubikvitinilaciojaban egyeldre ismeretlen.
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5.2. A Hsp90 szerepe a zsirsejtek élettani folyamataiban

A funkcionalis PPARy sziikséges és elégséges az adipogenezishez (137-139).
Kisérleteimben kimutattam, hogy GA kezelés hasonld 1C50 értékkel (i) destabilizalta a
PPARy-t, (ii) hosszantartd gatlast gyakorolt a PPARY célgének transzkripcidjara és (iii)
az adipogenezisre a termindlis differenciacio szakaszaban (8., 10., 12., 15., 17. abrak,
1. tablazat). Mindez a PPARy funkciovesztés fenokopiajat adja és a PPARy-t, mint a
Hsp90 gatlas (egyik) kulcsfontossagi kozvetit6jét azonositja az adipogenezisben. A
PPARy-n kiviil mas, Hsp90 klienst magabafoglald jelatviteli utvonal (példaul az
inzulin-fiiggé PI3K utvonal, a mineralokortikoid receptor, valamint a Wnt jelatviteli
utvonalban résztvevo kalcineurin és [B-katenin) is hozzajarulhat a Hsp90 adipocita
differenciaciora és tulélésre gyakorolt hatasahoz (173, 206, 216). Fontos példaként
emlitem meg az Akt fehérjeszint csokkenését GA kezelés hatdsara (12. abra). A
zsirszoveti PPARY2 transzgén aktivalja az Akt-t egérben, az inzulin jelpalya pedig
hozzajarul a PPARy aktivitasdhoz (131, 205). Ilymédon a GA gatolhatja az inzulin
jelpalya és a PPARy kozti aktivald keresztkommunikaciot. A szamos (potencialis)
kliens alapjan feltételezem, hogy a Hsp90 miikddése az individualis kliensek
stabilizaciojan tul plasztikus kapcsolati halok valamint keresztkommunikécios ivek és
hurkok kialakitésat teszi lehetové. Mindez kiesik vagy szétesik a Hsp90 gatlas hatasara,
ami hal6ézatos magyardzatot kinal a stlyos fenotipikus valtozasra. Ennek felderitése
tovabbi izgalmas kisérleteket igényel.

Mivel a PPARYy jelenléte sziikséges in vivo az adipocitak taléléséhez (168), a
Hsp90 gétlas hatasara letrejovo zsirsejt pusztulds egyik lehetséges kozvetitdje a PPARy.
Az a tény, hogy magasabb koncentracioju GA képes gatolni az érett, valamint a
differencialo adipocitak tulélését, mint ezen sejtek differencialodasat, 6sszhangban all
azzal, hogy az adipogén funkcidkhoz nagyobb PPARYy kapacitds sziikséges, mint az
adipocitak taléléséhez (168). A Hsp90 ezenkiviil befolyasolhatja a PPARy mitkodését
azaltal, hogy kiilonboz6 transzkripcids kofaktorokkal és ko-chaperonokkal kialakitott
kapcsolatait mddositja. Mas, a tulélés iranyaba hato Hsp90 kliensek, melyek GA
érzékenysége kisebb (példaul Akt) tovabb arnyalhatjak a Hsp90 hatasat.
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5.3. A Hsp90-PPARy komplex stabilitisa Osszekapcsolja a proteosztazist az
adipogenezissel

Megfigyeléseim szerint a denaturalt fehérjék hdsokk-indukalt képzddése illetve
a rosszul tekeredd fehérjék proteaszomalis turnoverének csokkentése folytan kialakuld
proteotoxikus stressz egyarant akadalyozza a PPARY fehérje Hsp90 altali stabilizaciojat,
funkciojat és az adipogenezist (20., 21., 22., 23., 24., 28. abrak). Két szembeotld
hasonlosagot figyelhetiink meg a proteotoxikus stressz és a farmakologias Hsp90 gatlas
kozott: egyrészt mindkét esetnél kizardlag a Hsp90 kliensek csokkenése volt
megfigyelhetd, a C/EBPa fehérje szintje (mellyel kliens-kapcsolatot nem talaltam) nem
valtozott; masrészt a két kliens koziil a PPARy kovetkezetesen nagyobb érzékenységet
mutatott GA-re és hdsokk kezelésre egyarant. Mindez megerdsiti, hogy a proteotoxikus
stresszek kliensekre kifejtett destabilizalo hatadsat a Hsp90 kapacitdsanak kimeritése
kozvetiti. Hipotézisem szerint az Akt és a PPARy szerkezeti instabilitasuk/Hsp90-re
utaltsaguk, valamint a felszaporodd denaturédlt fehérje mennyiség fiiggvényében
szorulnak ki a Hsp90-nel alkotott komplexbdl, igy a proteosztazis a Hsp90-en keresztiil
modulalja az adipogén funkciokat. Tovabbi eredményeim azt mutatjak, hogy a stressz
elmultaval a sejtek képesek helyreallitani a PPARY ¢és az adipogenezis Hsp90-fliggd
tamogatottsagat (26., 27., 29. abra).
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stressz, gatlas

 Hsp90 Hsp90
 adekvat tulterhelt

felépiilés

PPARY

PPARYy
stabilizalt

instabil

adipocita gatolt adipocita
differenciacio differenciacio

29. abra A PPARY és az adipogenezis stressz-reszponziv szabalyozasanak modellje.

A denaturalt fehérje szubsztratok felszaporodasaval jaré Hsp90 tulterhelés, illetve a Hsp90

------

proteaszomalis lebontasahoz, ennek kovetkezményeként az adipocita differenciacio gatlasahoz
vezet. A stressz elmultaval, illetve az adaptiv mechanizmusok miikodésének eredményeként
helyrealldé Hsp90 kapacitds lehetdséget teremt a PPARy stabilizdlasara és az adipocita
differenciacié folytatdsdra. Az éabran egy dinamikus interaktiv folyamat két szélsdséges

helyzetét tiintettem fel.

Susan Lindquist csoportjanak uttéré vizsgalatai mas kutatok eredményeivel
egylitt azt mutatjdk, hogy azok a stresszek, amelyek a Hsp90 pufferkapacitasat
talterhelik, lehetdséget adnak adaptiv evolucids valtozasok kialakuldsara a kovetkezd
generaciokban (94, 217, 218). Mindemellett, vajon mi lehet a Hsp90-kliens
kdlcsonhatas haszna ugyanazon generacion beliil? Eredményeim szerint a Hsp90 Akt-
vel és PPARy-val valo kdlcsonhatasa a stressz mértékétdl fliggden képes alakitani a sejt
fenotipusat és funkciojat. Tehat a Hsp90 egy olyan steady-state proteosztatikus szenzor

¢és effektor, melyet felhasznalva a preadipocitak képesek a valtozo koriilményekre
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azonnali valaszként finomra hangolni a PPARy aktivitasat, jelatvitelét és biologiai
funkcioit (29. abra).

A Hsp90 Kp-je ATP-re 0,4 mM, ADP-re pedig 10 uM (12), melynek
megfeleléen a Hsp90 kozvetleniil képes az ATP/ADP arany érzékelésére is. In vivo
koriilmények kozott megfigyelték, hogy az ATP deplécido néhany esetben megbontja a
Hsp90 klienssel alkotott komplexét (219, 220). Ezek alapjan lehetségesnek tartom, hogy
a Hsp90-PPARy érzékeli az energia ellatds ingadozasait is. Egy ilyen dinamikus,
sejtautonom szabalyozas kiilondsen fontos lehet stressz idején, amikor a zsirraktarak
azonnali mobiliziciéja az é16lény hatékony adaptacidjat segiti eld. Osszegezve, a
Hsp90-PPARY kapcsolat egy 1j stressz-reszponziv, az adipocita stresszallapotat
kozvetleniil az aktivalhatéd (kliens) fehérje konformacidval 6sszekapcsold szabalyozasi
mechanizmus, mely a fittebb, robusztusabb vélaszt ado sejtek funkcidjanak szelekcidjat
segiti az organizmus javara.

Ezt er6siti meg, hogy a Hsp90-PPARy kapcsolathoz hasonlé mechanizmust
figyelhetiink meg a hésokk faktor 1 (HSF1) aktivalasa esetén, amikor is mind a Hsp90
farmakologids gatlasa, mind proteotoxikus stresszek hatasara a HSF1 ledisszociadl a
Hsp90-r6l, mely a PPARy-t6l eltéréen a HSF1 aktivacidjat eredményezi (36, 221). Két
figgetlen tanulmanyban szdmolnak be arrdl, hogy a Hsp90 fehérjeszintjének
csokkenése a Cdc2 illetve a Cdc25A destabilizdlasahoz vezet, melyek szép
magyarazatot kinadlnak a hdsokk alatt bekovetkezd sejtciklus leallds mechanizmusara
(79, 222). Mindezek alapjan feltételezem, hogy nagyszamu kiilonféle kliensével
kialakitott dinamikus interakcioi a Hsp90-et komplex biologiai valaszok sokoldala
stressz-reszponziv modulatorava tehetik. Ennek felderitése jovendd kutatdsok izgalmas

témaja lehet.

5.4. Terapias vonatkozasok

Az egészséges zsirsejtek optimalis mennyisége a robusztus PPARY funkciokkal
karoltve kulcsfontossagu a szervezet egészsége és az é€lettartam szempontjabol (2, 3,
165, 205). Mindezek fényében eredményeimnek széleskorii terapias vonatkozasai
lehetnek. Az utobbi évekbdl szdrmazo, a human adipocitdk intenziv turnoverérdl szolo

eredmények az adipogenezist mint az elhizés elleni terapia korszerli célpontjat helyezik
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elotérbe (223, 224). Az a megfigyelésem, hogy a GA sokkal hatékonyabban gatolta a
PPARy-t a zsirsejtekben, mint hepatoma sejtekben (14. abra), a tumorsejt kliensek
fokozott Hsp90 fliggdségére és terapias megcélozhatosagara emlékeztet (97). Tovabba,
az adipocita differenciacido mintegy 10-szeres GA-érzékenysége a tiléléshez képest (8.,
10., 19. abrak és 1. tablazat) azt a hipotézist timogatja, miszerint a zsirszoveti Hsp90
gatlasa az adipocita sejtmegujulas és a sulygyarapodas megeldzése révén gatat szabhat
az elhizasnak. Figyelembe véve azonban a Hsp90 kulcsszerepét a legkiilonfélébb
szovetek alapvetd élettani folyamataiban, tovabbi in vivo vizsgalatok sziikségesek annak
eldontésére, hogy a Hsp90 akéar 4altalanos, akar zsirszovet-specifikus gatlasa
megvalosithatd-e terapias stratégiaként.

A Hsp90-PPARY kdlesonhatas sériilékenysége besziikitheti a PPARy funkciot,
valamint a tiazolidindionokra adott valaszt kronikus betegségben, példaul metabolikus
szindroma esetén. Széles korben kimutatott, hogy a chaperon indukci6, beleértve az
enyhe Hsp90 gatlast, jotékony hatast fejt ki kiillonboz6 6regedéshez tarsult betegségek
modelljeiben (9, 225). Ennek értelmében eredményeim azt sugaljak, hogy a Hsp90
chaperon komplex kapacitasdnak ¢és/vagy mikodésének serkentése javithatja az
adipocita proteosztazist, valamint eldsegitheti az optimalis PPARy (és egyéb kliens) ¢és
zsirszoveti funkciot. Ezt a lehetdséget azok az eredmények is tdmogathatjak, melyek
szerint a szisztémas hipertermia, a geranil-geranilaceton és BGP-15 altal kivaltott
chaperon indukcio6 sulyvesztést idéz eld és javitja az inzulin rezisztenciat ragcsaléban €s
emberben egyarant (194, 196, 198, 226, 227). Azon kérdések megvalaszolasa, hogy a
zsirszoveti Hsp90 és PPARy hogyan jarul hozza ezekhez a folyamatokhoz, valamint a
zsirszoveti Hsp90/chaperon indukciéo milyen hatast gyakorol a szervezet egészségére,
izgalmas tovabblépési lehetdséget biztositanak.

Human hepatoma sejteken kapott eredményeim azt mutatjak, hogy a PPARy
szerkezetének és funkcidjanak Hsp90 4ltali fenntartasa nemcsak a zsirszovetben, hanem
mas szovetekben is megvaldsulhat, példaul majban, vazizomban, makrofagokban vagy
az agyban, ahol lehetdséget ad a metabolizmus, a gyulladds, az atherosclerosis,
neurodegeneracio és az 6regedés modulalasara (131, 165, 228, 229). A TGF mellett a
PPARy egy olyan uj Hsp90 kliens, amely a termindlis differencidciot serkenti, a
sejtproliferaciot pedig gatolja (98). Tekintettel a PPARyY tumorokban betoltott kettds,

inkabb tumor-szuppressziv szerepére (169), a kemoterapia soran érdemes lenne
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individualisan Osszevetni az alkalmazni kivant Hsp90 inhibitor tumorregressziora
Kifejtett hatasat a PPARy hattérrel, hogy elkeriilheté legyen a nemkivanatos
tumorndvekedés.

Osszefoglalva, eredményeim bizonyitékot adnak a PPARy Hsp90 Altali
szabalyozéasara, amely tovabbi utakat nyithat a chaperon alapu terdpidk részére

kiilonboz6 oregedéshez tarsult betegségek kezelésében.
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6. KOVETKEZTETESEK

Kimutattam, hogy a Hsp90 (ATP-fiiggé funkcidja) az adipogenezis kritikus
szabalyozd tényezdje. Ez a Hsp90-et, mint az elhizds és a metabolikus
szindroma 1j farmakologids célpontjat jelolheti ki. Ennek felméréséhez
tovabbi, €16 allatmodellen végrehajtott in vivo kisérletekre van sziikség.

. Az adipogenezis mester regulator PPARy-t a Hsp90 kliens fehérjéjekent
azonositottam. Ezzel rdmutattam a Hsp90 adipogenezist szabalyozo
mitkodésének (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
kodzponti szerepe, befolyasolhatok-e a Hsp90 modulalasaval.

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

. A stressz elmultaval a PPARYy stabilitasa és az adipogenetikus valaszkészség
helyredll. Ezaltal feltartam egy 1j, kdzvetleniil a fehérje konformacié szintjén,
azonnal és dinamikusan hat6 szabalyoz6 mechanizmust, mely a Hsp90-PPARYy
kapcsolat révén Osszekapcsolja sejt stresszallapotat, a hormonalis stimulusra
adott valaszkészségét ¢és a fenotipust. Ez a szabalyozas eldsegitheti a fittebb,
valaszképesebb sejtek funkciondlis szelekciojat az egyed szamdra. Arra a
kérdésre, hogy a fenti szabdlyozd6 mechanizmus kiterjeszthet6-e mas

szovetekre és mas Hsp90 kliensekre, tjabb kisérletek adhatnak vélaszt.
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7. OSSZEFOGLALAS

A zsirszovet diszfunkcidja szamos betegség meghataroz6 oki tényezdje. A
peroxiszéma proliferator aktivalt receptor y (PPARy) az adipocita differenciacio és
funkci6 mesterregulatora, az inzulin érzékenyitd gyogyszerek célpontja. A Hsp90
hdsokkfehérje instabil, Gn. kliensfehérjékhez kot és tartja fenn aktiv konformaciojukat,
ezaltal kiilonb6z6 biologiai folyamatok szabdlyozasaban vesz részt.

Ph.D. tanulméanyaim soran kimutattam, hogy a Hsp90 sziikséges a PPARy
stabilitasahoz ¢és az adipocita differencidciohoz. Eredményeim szerint a Hsp90
gatloszerei, a geldanamycin €s a novobiocin koncentraciofiiggden gatoljak a 3T3-L1
preadipocitak differencialodasat. A geldanamycin magasabb koncentracioi a fejlodo és
az érett zsirsejtek tulését egyarant csokkentik. Kimutattam, hogy a Hsp90 és a PPARy
komplexet képez, melyet a Hsp90 gétlasa megbont és a PPARYy instabilld valasat és
proteaszomalis lebomlasat eredményezi. A Hsp90 ugyancsak sziikséges a PPARy-fiiggd
célgének expresszidjahoz. Tehat a Hsp90 kliense, a PPARYy stabilitasdnak fenntartdsan
keresztiil szabalyozza a zsirsejtek differenciacidjat. Hosokk és proteaszoma gatlas altal
eldidézett proteotoxikus stressz hatdsara szintén megfigyeltem a PPARy
destabilizaciojat és az adipogenezis ledllasat. A stresszbdl felépiilve azonban a PPARY
stabilitasa €s az adipogenezis is helyreall.

Osszefoglalva, doktori munkam soran kimutattam, hogy a Hsp90 a zsirszovet
képzddésének stressz-reszponziv regulatora, igy 0j terapias célpont lehet az elhizés és a

metabolikus szindroma kezelésében.
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8. SUMMARY

Adipose tissue dysregulation plays a major role in various human diseases. The
peroxisome proliferator-activated receptor-y (PPARY) is a key regulator of adipocyte
differentiation and function, as well as a target of insulin-sensitizing drugs. The Hsp90
chaperone stabilizes a diverse set of signaling ‘client’ proteins, thereby regulates
various biological processes.

In my PhD study, I discovered a novel role for Hsp90 in controlling PPARy
stability and cellular differentiation. Specifically, |1 showed that the Hsp90 inhibitors
geldanamycin and novobiocin efficiently impeded the differentiation of murine 3T3-L1
preadipocytes. Geldanamycin at higher concentrations also inhibited the survival of
developing and mature adipocytes. Further, | found that Hsp90 inhibition disrupted an
Hsp90-PPARY complex, led to the destabilization and proteasomal degradation of
PPARY, and inhibited the expression of PPARYy target genes, identifying PPARY as an
Hsp90 client. A similar destabilization of PPARy and a halt of adipogenesis also
occurred in response to protein denaturing stresses caused by a single transient heat
shock or proteasome inhibition. Recovery from stress restored PPARY stability and
adipocyte differentiation.

Thus, my findings reveal Hsp90 as a critical stress-responsive regulator of
adipocyte biology and offer a potential therapeutic target in obesity and the metabolic

syndrome.
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