A Hsp27 stresszfehérje szerepe neurodegenerativ betegségekben membran és lipid

nézépontokbol

Korabbi eredmények

Korabbi munkénk sordn laborunkban eldallitottunk egy transzgenikus egértorzset, melyben
nagy mennyiségben expresszalodik egy humdn kismolsulya hdsokkfehérje, a Hsp27. A
hosokkfehérjék, mas néven stresszfehérjék, (Hsp) evolucidsan konzervalt chaperonok melyek a
sejteket ért stressz hatdsara gyorsan indukéaldodnak. A kismolstulyu hésokkfehérjék legfontosabb
feladatai kozé tartozik, hogy megkotik a hibds szerkezetli, instabil fehérjéket, ezaltal
megakadalyozzak, hogy azok egymassal kapcsolédva aggregatumokat képezzenek, valamint
biztositjak annak lehetdségét, hogy térszerkezetiik a késdbbiekben helyrealljon (Nakamoto és Vigh
2007). A kismolsulyt hésokkfehérjék ezen kiviil anti-apoptotikus és antioxidans tulajdonsagokkal
is rendelkeznek, a membranok mukodésében €s védelmében is szerepet jatszanak (Horvath és
mtsai. 2008), valamint a sejtvazhoz kapcsolddva stabilizalhatjak azt. Megfigyelték, hogy a
stresszfehérjék, koztik a Hsp27 neuroprotektiv szerepet toltenek be kiilonbozé idegrendszert
karositd hatasokkal szemben. Ezt megerdsitik sajat korabbi kisérleteink is, melyek soran
kimutattuk, hogy a Hsp27 fehérje tultermelése védd hatdssal rendelkezik az akut etanol kezelés
egyensulyt €s mozgéaskoordindciot karosité tulajdonsdgaval szemben, valamint csokkenti a
kronikus etanol kezelés altal kivaltott idegsejt pusztulas mértékét felnétt allatokban (Toth és mtsai,
2010). A Hsp27 tultermeld torzset az Alzheimer-kor (AD) validalt allatmodelljével
(APPswe/PS1dE9 transzgenikus vonal) Osszekeresztezve megvizsgaltuk, hogy a kismolsulya
hosokkfehérje tultermelése milyen hatassal van a betegség tiineteinek kialakulasara. A magatartas
tesztek eredményei szerint a Hsp27 hatasara javult az AD modell allatok tanulasi képessége,
elektrofiziologias vizsgalatokkal pedig kimutattuk, hogy a Hsp27 taltermelése enyhiti az AD
modell allatokban megfigyelhetd szinaptikus diszfunciokat. Ezen kiviil megtfigyeltiik, hogy a
Hsp27 fehérjét taltermelé AD modell allatok agyaban csokken az amiloid plakkok szama (Toth és
mtsai. 2013).

Ugyancsak laborunkban allitottuk eld a human apolipoprotein-B100 (ApoB100) fehérjét

tultermeld transzgenikus egértdrzset. Az ApoB100 egy nagyméretli glikoprotein, az alacsony



stiriségi  (LDL) ¢és a nagyon alacsony striségi (VLDL) lipoprotein molekuldk f6
fehérjekomponense. A lipoproteinek feladata a lipidek (trigliceridek, koleszterin) vérben torténd
széllitasa, az LDL ¢és VLDL magas szintje 0sszefiiggésben all az érelmeszesedés valamint a sziv-
¢s érrendszeri betegségek kialakulasaval. Az ApoB100 tultermeld egerek szérum lipid profilja az
emberéhez hasonld, koleszterindas tdpon tartva magas szérumkoleszterin-szinttel rendelkeznek,
ami megnovekedett oxidativ stresszhez, ¢s lipidperoxidacid kialakuldsahoz vezet, ezért az
ApoB100 egértorzs az érelmeszesedés elterjedt allatmodellje (Csont és mtsai. 2007). Korabbi
kisérleteinkben kimutattuk, hogy a normal tipon tartott ApoB100 thltermeld &llatokban
megemelkedik a szérum triglicerid szintje, és ez Osszefliggésben all kiillonb6z6 neurodegenerativ
elvaltozasokkal is. A transzgenikus allatokra megvaltozott agyi lipidmetabolizmus, kiterjedt
kortikalis neurondlis apoptozis, €s ennek kovetkeztében az agykamrak nagymértékii tagulata
jellemzd (Bereczki és mtsai. 2008, Lénart és mtsai. 2012). Ezen kiviil kimutattuk az éllatok
rovidtava szinaptikus plaszticitasanak karosodasat (Lénart és mtsai. 2012), ami id0s korra a

kognitiv funkcidok romldsahoz vezet (Loffler és mtsai. 2013).

A projekt célkitiizései

A korabbi kisérleti eredményeinkre alapozva a jelen projektben a kovetkezd vizsgalatokat

végeztik el:

e Részletesen tanulmanyoztuk a hiperlipidémia hatasara kialakulé idegrendszeri
elvaltozasokat, kiilonds tekintettel a neurovaszkularis egység allapotara. Megvizsgaltuk az
agyi ereket alkoto endotélsejtek membranjaban végbemend allapotvaltozasokat, valamint

kielemeztiik, hogy a Hsp27 taltermelés milyen hatdssal van a mikroerek génexpressziojara.

e Mivel az idegrendszeri betegségeket rendszerint gyulladdsos folyamatok kisérik,

megvizsgaltuk a Hsp27 hatasat egy akut gyulladasos folyamat lezajlasa soran.

e Kimutattuk a Hsp27 ¢és Hsp70 termelddését eldsegitd koindukaloszer, az LA1011

neuroprotektiv hatasat az Alzheimer kor transzgenikus allatmodelljében.



e Kiilfoldi kollaborécids partneriinkkel, Lea Sistonennel egyiittmiikodésben egy masik Hsp
koindukalészer, a BGP-15, HSF1 transzkripcios faktor mikodésére kifejtett hatdsat

vizsgaltuk.

Eredmények

Az utdbbi évek kutatisi eredményei azt bizonyitottak, hogy a hiperlipidémia nemcsak a
kardiovaszkularis betegségek rizikofaktora, de hatdssal van a cerebrovaszkularis rendszerre is,
ezaltal hajlamosithat neurodegenerativ betegségek kialakuldsara, azonban a folyamat pontos
patomechanizmusa még nem tisztazott. Kisérleteinkben célul tliztiik ki annak vizsgalatat, hogy a
megemelkedett szérum triglicerid szint milyen molekularis és morfoldgiai elvaltozasokat okozhat
a neurovaszkularis egységet alkoto sejtekben az ApoB100 tultermeld transzgenikus egerekben. A
neurovaszkularis egység legfontosabb funkcidja a vér-agy gat (blood-brain barrier, BBB)
l1étrehozéasa, ami elengedhetetlen a kozponti idegrendszer homeosztdzisanak fenntartasdhoz. A vér-
agy gatat az agyi kapillarisok endotélsejtjei, a pericitak és az erek falat beborito asztrocita végtalpak
alkotjdk. A vér és az agy elszeparalasit, a BBB fizikai barrier funkciojat a szomszédos
endotélsejtek kozti szoros kapcsolatok (tight junction, TJ) biztositjdk. Ugyanakkor az agyi
endotélsejtek kiilonbozd membrantranszportereket és receptorokat is expresszalnak, ezaltal a
kozponti idegrendszer szamara sziikséges tdpanyagok aktiv transzportjaért és a toxikus anyagok
effluxéért is feleldsek.

Els6 1épésben megvizsgaltuk, hogy a kronikus hipertrigliceridémia milyen hatassal van a
BBB permeabilitdsara 6 honapos ApoB100 taltermeld allatokban. Az endotél sejteken keresztiil
torténd transzcellularis permeabilitast Evans-kék, a sejtek kozotti paracellularis permeabilitast Na-
fluoreszcein intravénas injektalasdval tanulmanyoztuk. Eredményink szerint a kisagy ¢és az
agykéreg terliletén sem a transzcelluldris sem a paracellularis permeabilitds nem valtozott
hiperlipidémia hatasara (1. A, B é4bra, Hoyk és mtsai.). Ezzel szemben a hippokampusz
atjarhatosaga megemelkedett, a paracellularis permeabilitds szignifikdnsan magasabb értéket

mutatott az ApoB100 tultermeld egerekben a vad tipushoz viszonyitva (1. B dbra, Hoyk és mtsai).
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A permeabilitasi vizsgalatok eredményeinek megerdsitéséhez az allatok agyabdl mikroér
frakciot izolaltunk, melyen a sejt kozotti kapcsolatok kialakitasdban és a transzportfolyamatokban
fontos szerepet betoltd gének expresszidjanak valtozasait figyeltiik (2. abra, Hoyk és mtsai.). A
RT-PCR vizsgélatok eredményei szerint egyes tight junction fehérjéket kodold gének expresszidja
jelentésen lecsokkent a transzgenikus allatokban, az occludin és zonula occludens 50%-0s mig a
klaudin-5 20%-o0s visszaesést mutatott, mely valtozasok 0Osszefiiggésben allhatnak a
megemelkedett paracellularis permeabilitassal. Osszhangban a génexpresszios valtozasokkal, az
ApoB egerek agyabol késziilt elektronmikroszkdopos felvételeken megfigyelhetd, hogy ellentétben
a vad tipussal, az endotél sejtek kozotti szoros kapcsolatok nagy hanyada nem folytonos, hanem

felszakadozott képet mutat (3. dbra, Hoyk és mtsai.).
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A mikroér frakcioban szintén jelentds csokkenést mutatott a homeobox-gén, Meox2
expresszioja (2.abra, Hoyk és mtsai.), melynek szintje a vad tipushoz képest 16%-ra esett vissza a
transzgenikus egerekben. A Meox2 fontos szabalyozdszerepet tolt be a vaszkularis
differencidcioban, ¢s kimutattdk, hogy jelentésen lecsdokken a szintje Alzheimer-koros
paciensekben. Az ApoB egerek agydban szintén jelentésen mérséklodott az Mfsd2a
transzportprotein mennyisége, mely elengedhetetlen a vér-agy gat normalis miikkodéséhez, és
fontos szerepet jatszik egy omega3 zsirsav, a DHA felvételében. Megfigyeltiik azt is, hogy a
transzgenikus allatokbol izolalt kortikalis mikroér mintdkban mintegy haromszorosara emelkedett
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a LOXI1 (ox-LDL receptor 1) gének expresszioja. Az
oxidalt-LDL receptor (LOX1) szintjének ndvekedése
erdteljes oxidativ folyamatokra, emelkedett ox-LDL
szintre utal, illetve az agyi erekben elindult endotél

karosodassal allhat kapcsolatban.

3. abra. Kortikalis mikorerek ultrastruktiralis elvaltozasai
ApoB100 taltermeld transzgenikus egerekben. Piros nyil: az
endotél sejtek kozotti szoros kapesolatok felszakadozasa. Kék

nyilhegy: 6démas asztrocita végtalp.




A génexpresszids vizsgalatok eredményei alapjan tehat elmondhatjuk, hogy az endotél
sejtekben hipertrigliceridémia hatisara bekdvetkezd valtozasok egyértelmiien hozzéjarulhatnak a
vér-agy gat permeabilitdsanak novekedéséhez. Mivel azonban a gat funkcid kialakitasahoz €s
fenntartdsahoz sziikséges az endotél €s a glia sejtek kozotti interakeid is, a vér-agy gat masik fontos
klaudin-5 és GFAP kettés immunfestést végeztiink, mivel igy egyszerre tettilk lathatova a
kapillarisok lefutasat és a veliik kapcsolatban allo asztroglia sejteket. Mig a vad tipust allatokban
a GFAP festddés az asztrocitdk sejttesteiben és a kapillarisokhoz asszocialtan egyarant
megfigyelhetd volt, addig a transzgenikus allatokban a GFAP elsdsorban sejtes festddési
mintizatot mutatott (4. abra). Ezen kiviil az elektronmikroszkdpos felvételeken is jol lathato az
asztrocita végtalpak 0démas elvaltozasa a transzgenikus allatokban (3. abra), ami szintén

hozzajarulhat a vér-agy gat barrierfunkcidéjanak megvaltozasahoz (Hoyk és mtsai.).

4. 4bra. Klaudin-5 (piros) és GFAP (z61d) kettds immunfestés vad
tipust és apoB-100 transzgenikus egerek hippokampuszaban, DAPI
(kék) sejtmag festéssel. Lépték: 20 pm.
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Az ApoB-100 endotélsejtekben betdltott szerepének pontosabb tisztdzasara transzgenikus
¢s vad tipusu egerekbdl izolalt primer sejttenyészeten is végeztiink vizsgalatokat. Megallapitottuk,
hogy a transzgenikus agyi endotél sejteken kimutathato az ApoB-100 emelkedett szintje. Az
oxidalt LDL (ox-LDL) doézisfiiggd toxikus hatdst mutatott a sejtvonalon, mig a nativ LDL nem

idézett eld sejtpusztulast. Az ApoB-100 transzgenikus egerekbdl szarmazo6 agyi endotél sejtek
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részleges protekciot mutattak az ox-LDL karositd hatasaval szemben. A membranok fluiditasat
fluoreszcens anizotrépia modszerrel hataroztuk meg TMA-DPH proba segitségével. ox-LDL
allatokbol szarmazd sejtek nem mutattak membran fizikai allapot valtozast, vagyis a kezelés
hatdsara a vad tipust sejtek membranja keményebb lett az ApoB-100 transzgenikus egerekbdl
szarmaz6 agyi endotélsejtek membranjanal (5. abra, Lénart és mtsai. 2015). Osszességében
megallapithatjuk, hogy az ApoB100 taltermeld egértorzsben a kronikusan magas szérum triglicerid
szint a vér-agy gatat alkoto sejtek morfologiai és biokémiai elvaltozasaihoz, ezaltal a vér-agy gat
permeabilitasdnak ndvekedéséhez vezetnek, melyek hozzajarulhatnak a torzsre jellemzo

neurodegenerativ tlinetek kialakuldsahoz.

5. abra LDL és ox-LDL

0.3507 3 wt hatdsa a membran fluiditasra
T = vad tipusi és ApoB100
S 0.3254 i - — _ transzgenikus allatokbol
% 7/ 7/ V/ szarmazod endotél sejtekben.
§ 0.300- % % / (a) p < 0.001 vad tipushoz
g % % % viszonyitva; (b) p < 0.001
§ 0.275- % % % LDL kezelt vad tipushoz
/ / % viszonyitva; *p < 0.05;
_—— ' %// ' /A ' é **p <0.01; ***p <0.001 vad
C LDL 10 00X 10

tipus a traszgenikushoz

képest.

Irodalmi adatok szerint egyes stresszfehérjék mérsékelhetik a vér-agy gat
permeabilitasanak novekedését kiilonbozo stressz koriilmények kozott, ezért megvizsgaltuk, hogy
a Hsp27 taltermelése milyen hatassal van az endotél sejtekben termelddo fehérjék expressziojara,
melyek a vér-agy gat barrier funkcidjanak fenntartasaért €s a transzportfolyamatok szabalyozasaért
feleldsek. Ehhez elsé 1épésben ellendriztiik, hogy a vér-agy gatat alkotd sejtekben is termelddik-e
a human Hsp27 (transzgenikus) fehérje. Ezért Hsp27 transzgenikus egerek agyabol mikroér
frakciot preparaltunk, és a génkifejezddést RT-PCR segitségével vizsgaltuk. A transzgenikus

allatokbodl szarmazo6 mikroér mintakban magas szintli human Hsp27 expressziot tudtunk kimutatni,



melyet human Hsp27 specifikus ellenanyaggal végzett immunfestéssel is megerdsitettiink (6. 4bra,

Dukay és mtsai.).

Hsp27 Tg Hsp27 Tg

Hsp27 Tg Vad tipus

6. abra A transzgenikus Hsp27 kifejezédésének
vizsgalata immunfluoreszcens festéssel fagyasztott
metszeteken.  Anti-huméanHsp27  (piros), DAPI
magfestés (kék), Lépték: 50 pm

A kovetkezOkben a tight junction proteinek (Tjpl, Ocln, Cldn) és az endotél sejteken

keresztiil torténd sejttranszportban résztvevd gének (Pg-p, Glut-1, Cavl, Rage, Meox-2)

expresszios szintjét vizsgaltuk vad és Hsp27 transzgenikus egerekben. Azt talaltuk, hogy a claudin

€s a Meox-2 gén expresszidja kozel kétszeresére emelkedett a magas Hsp27 szinttel rendelkezd

him transzgenikus egerekben, mig ndstényekben, - ahol a Hsp27 fehérje szintje mérsékelten

emelkedett- nem valtozott jelentdsen (7. abra).
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7. abra TJ proteinek és transzport
fehérjék génexpressziodjanak
valtozdsa  Hsp27  tultermeld
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Az idegrendszeri betegségek egyik kozos jellemzdje a gyulladdsos folyamatok

indukalodésa. A neuroinflammaécid dsszetett folyamat, magéban foglalja a citokinek, kemokinek,

crcr

crer

agyban az immunfunkciok ellatasért féleg a mikroglia €s asztrocita sejtek felelések. A mikroglia,
az agy parenchimajanak makrofagja, egészséges koriilmények kozott nyugvo allapotban van,
azonban sériilés hatisara gyorsan aktivalodik, és funkcidja megvaltozik (fagocitozis, citokin és
ROS termelés). Az asztrocitdk normal koriilmények kozott is fontos feladatokat latnak el a vér-agy
gat részeként, sériilés hatdsdra azonban megvaltozik a génexpressziojuk, proliferdlodnak,
hipertrofikussa valnak ¢€s kialakul az ugynevezett reaktiv asztrogliozis. A reaktiv asztroglidzis
pozitiv hatasai koz¢ tartozik, hogy ndvekedési faktorok €s neurotrofinok termelése altal el0segiti a
neuronok ¢és glidk talélését, azonban a glidlis hegképzés révén gatolhatja a sejtek novekedését,
migracidjat és ezaltal sériilést kovetden a regeneraciot. Kordbbi tanulmanyok szerint a Hsp27 részt
vesz a gyulladasos folyamatok szabdlyozasaban, de pontos funkcidja még tisztazatlan, mert mind
pro-, mind anti-inflammatorikus molekuldk felszabaditdsaban szerepet jatszhat. Kovetkezd
kisérletsorozatunkban ezért a Hsp27 gyulladdsos folyamatokban ¢€s neuroglia aktivacidban
betoltott szerepét vizsgaltuk Hsp27 taltermeld transzgenikus egerekben etanol kezelés altal
kivaltott akut idegrendszeri karosodads soran. Mivel a fejlodé agy a szinaptogenetikus periddus
soran kifejezetten €rzé¢keny az etanol citotoxikus hataséara, ezért vad tipust és Hsp27 tultermeld
transzgenikus egereket Sg/kg etanollal kezeltiik a megfeleld idéablakban, mig a kontroll allatok
azonos mennyiségl fizioldgids sdoldat injekciodt kaptak.

A gyulladasos faktorok (TNFa, IL-1B), illetve a mikroglia (Iba-1) €s asztrocita (GFAP)
aktivacios marker gének expressziojat RT-PCR analizissel hataroztuk meg. Megfigyeltiik, hogy 24
oraval a kezelés utan a vad tipust allatokban a vizsgalt markergének szintje megduplazddott. A
TNFa, IL-1B és a GFAP szintjét a Hsp27 taltermelés 6nmagaban nem befolydsolta jelentdsen,
etanol kezeléssel kombinalva azonban tobbszordsére emelte. Az Iba-1 expresszidjanak
noveléséhez mar a Hsp27 taltermelés 6nmagaban is elegendd volt, amit az etanol kezelés nem

fokozott tovabb (8. dbra, Dukay és mtsai.).



8. abra. Gyulladasos fakrorok ¢€s glia
aktivacios markergének expresszids

szintjének valtozasa etanol kezelés

hatasara vad tipusa ¢és Hsp27
tultermeld  transzgenikus egerek
agyszovetében.
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Az asztroglia sejtek morfologiai valtozasait GFAP immunfestés segitségével vizsgaltuk egy

héttel az etanol kezelés utan. A kontroll csoportokhoz viszonyitva etanol kezelés hatasara

megemelkedett a GFAP pozitiv asztrocitak szama (9. édbra). Az etanol kezelt Hsp27 taltermeld

egerekben a vad tipushoz képest er0sebb GFAP festddést lathatunk, amely elsdsorban az erek

mentén kifejezett.
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9. ébra Asztrogliozis
mértékének  vizsgalata
GFAP immunfestés

segitségével egy héttel az

etanol kezelést kdvetden.



Az alkohol kezelés altal eldidézett apoptdzist TUNEL-probaval tettiik lathatova. 24 éraval
a kezelés utan a legtobb TUNEL-pozitiv sejt a kortikalis, a hipotalamikus és a striatalis régiéban
volt lathato, mig a hippokampusz €s a kisagy teriiletén nem tapasztaltunk jelentds sejtelhalast a
kezelést kovetden. Osszehasonlitva a vad és transzgenikus allatokat azt tapasztaljuk, hogy a Hsp27
tultermelése enyhén mérsékelte az apoptozist, de a kiillonbség nem volt szignifikans (10. 4bra,

Dukay és mtsai).
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10. abra Az apoptotizal¢ sejtek jeldolése TUNEL-proba segitségével etanol kezelést kovetden. Lépték 2000 um *: wt
kontroll — wt EtOH; *P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001 *: tg kontroll — tg EtOH "P<0,05; ""P<0,01; ""P<0,001

Eredményeink alapjan arra kovetkeztethetiink, hogy a Hsp27-nek szerepe lehet a
gyulladdsos folyamatok szabalyozasaban azaltal, hogy fokozza kiilonbozé citokinek expresszidjat,

valamint befolyasolja a glia aktivaciot akut agysériilést kovetden.

A kornyezeti paraméterek hirtelen megvaltozasara a plazmamembran gyors valtozasokkal
reagal, melyek hozzdjarulnak a sejt stresszvalaszanak szabalyozasahoz. Kisérleteink soran példaul
megfigyeltiikk, hogy hokezelés hatasdra megvaltozik a membranlipidek zsirsavosszetétele, ami
fontos szerepet jatszik a stressz adaptacidé folyamatdban (Péter és mtsai. 2016). A membran
mikrodoménekben bekdvetkezd valtozadsok mintegy stressz-szenzorként modositjak a stressz

gének, koztiik a hdsokkfehérjek expresszidjat is. Masrészrdl egyes hdsokkfehérjék maguk is
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képesek a membranhoz asszocidltan megvaltoztatni annak rigiditasat €s stabilitasat, ezaltal
biztositva a membran védelmét stresszkoriilmények kozott (Glatz és mtsai. 2015). A
sejtmembranok felépitése és funkcidja gyakran valtozast szenved kiilonb6z6 human betegségek
soran is. E felismerésbdl kiindulva sziiletett meg az elképzelés, miszerint a plazmamembran
struktardjat, és az azt felépitdé kiilonbozdé lipidek és fehérjék miikodését befolyasolva
megvaltoztathatunk bizonyos betegségekhez kithetd szignalizacids utvonalakat. Ez az igynevezett
membran lipid terdpia, mely a membran lipiddsszetételének farmakologiai moduléacioja altal
hatakony kezelési mddot jelenthet olyan megbetegedésekben, mint a daganatos elvaltozasok,
diabétesz vagy az iddskori neurodegeneracio (Escriba és mtsai. 2015).

Mivel a hoésokkfehérjék fontos szerepet jatszanak a  sejtek  egészséges
fehérjehomeosztazisanak (proteosztdzis) fenntartdsdban, igéretes terapias célpontok lehetnek a
kiilonb6zd, 1dés korban kialakuld neurodegenerativ betegségek kezelésében. A szervezet
proteosztazis fenntartd képessége ugyanis az €letkor elérehaladtaval romlik, elésegitve a demencia
kialakulasat, azonban irodalmi adatok szerint chaperon fehérjék tultermelése enyhitheti a tiineteket.
Feltételezziik, hogy a hdsokkfehérjék expresszidjanak farmakologiai modulécidja, akar a
sejtfelszini membranok specifikus perturbacioja (hiperfluidizacidja, mikrodomén atrendezddése)
révén protektiv hatasti neurodegenerativ betegségekben. A célunk olyan kismolekuldk azonositasa
volt, melyek Hsp koindukal6 hatdsuknal fogva novelni képesek a sejtek fehérje homeosztazisat. A
koindukaloszerek elonye, hogy erdsitik a sejtek valaszat stressz koriilmények kozott, anélkiil, hogy
megvaltozatndk a normal allapotu sejtek stresszfehérje szintézisét. E tulajdonsaguk rendkiviil
hasznos terapias célu felhasznalasuk esetén, hiszen szelektiven hatnak a sériilt, beteg szovetekre.
Az LAI10I1 egy ujonnan kifejlesztett dihidropiridin szarmazék, mely a kiindulési
molekulacsaladdal ellentétben nem mutat kalcium antagonista hatast. Kisérleteinkben kimutattuk,
hogy az LAI1011 vegyiilet 5 pM-os koncentracioban oOnmagdban nem, de stresszhatdssal
(hdkezeléssel) kombinalva hatékonyan megemeli a Hsp27 és a Hsp70 termelddésének szintjét

neuroblasztdma sejtvonalban (11. abra, Kasza és mtsai. 2016).
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11. abra LA1011 vegyiilet (5 uM) hatdsanak vizsgalata a fontosabb hdsokk fehérjék mennyiségére western blot
segitségével. Az adatok atlagok+SD. HS=hdsokk (1 éra, 42°C-on). * p<0,05 (kezeletlen, nem hésokkolt kontrollhoz
viszonyitva). # p<0,05 (kezeletlen, hdsokkolt mintdhoz viszonyitva).

Kovetkezd 1épésben az Alzheimer kor allatmodelljében vizsgaltuk az LAI1011
neuroprotektiv hatasat. 3 honapos vad tipust és APPswe/PS1dE9 (AD modell) 4llatok 6 honapon
keresztiil naponta 3 mg/kg dozisi LA1011 kezelésben részesiiltek intraperitonedlis injekcio
formajaban, mikdzben a kontroll allatok azonos térfogata fiziologias sdoldat injekcidt kaptak. A
segitségeével vizsgaltuk. A kisérlet eredménye szerint az LA1011 kezelés hatékonyan kivédte a
tanulasi képességek romlasat az AD modell 4llatokban, tovabba a vad tipusu allatokban is javitotta
a memoriat (12. D abra, Kasza és mtsai. 2016). Az allatok agyabol késziilt hippokampusz
metszeteken kimutattuk, hogy a hogy a kronikus LA1011 kezelés hatasara az AD modell 4llatokban
nétt a dendrittiiskék €és neuronok szama, mikozben csokkent a PHF-tau mennyisége (12. A,B,C
abra, Kasza ¢és mtsai. 2016). A Hsp koindukalo szerrel végzett kezelés protektalta a neuronokat
illetve csOkkentette az amiloid plakk képzddést a transzgenikus AD egerekben. Megfigyeléseink
tehat igazoltak a Hsp koindukald szer neuroprotektiv hatasat. Az LA1011 AD modellben kifejtett

jotékony hatasat valdszintileg a Hsp27 és a Hsp70 szintjének emelésével magyarazhatjuk.
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12. abra Krezilibolya, tau és Golgi-Cox festés eredménye 6 honapig tarté LA1011 (3 mg/kg) kezelést kdvetden vad
tipusu (Wt) és AD transzgenikus (Tg) allatok hippokampusz metszetein. (D) Az LA1011 térbeli tajékoz6dod
képességre és memoriara gyakorolt hatasanak vizsgalata MWM teszttel. Az egyes csoportok tanuldsi eredményeinek
Osszehasonlitasat log rank teszttel (n=8 allat/csoport) végeztiik el a kovetkezd parositasokban: wt+fiz.s6 /
wt+LA1011 (p=0.047), wttfiz.s6 / tg+fiz.s6 (p = 0.036) és tg+fiz.s6 / tg+LA1011 (p = 0.001).

Szintén stresszfehérje koindukalo hatassal rendelkezik a hydroxylamin szarmazeék, BGP-
15, melyrdél korabban kimutattuk, hogy javitja az inzulin érzékenységet kiilonféle diabétesz
modellekben. A szer, beépiilve a koleszterin gazdag membran régidkba, képes stabilizalni a lipid
raftokat stresszkoriilmények kozott. Kiilfoldi kollaboracios partneriinkkel, Lea Sintonennel €s
munkatarsaival egyiittmiikodésben tovabb vizsgaltuk a BGP-15 stresszfehérje koindukalo

képességének molekularis hatterét. Eredményeinkbdl megallapitottuk, hogy a BGP-15 kezelés a
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stresszvalasz korai szakaszaban fokozza a hdsokkfehérjék termelddését azaltal, hogy megnoveli a
stresszfehérjék expressziojat szabalyozo transzkripcios faktor, a HSF1 DNS-kotd képességeét
(13. &bra, Budzynski és mtsai. 2017). A vizsgalatok soran arra is fény deriilt, hogy ez a hatés
legalabb részben a BGP-15 hiszton-deacetilaz enzim aktivitasat gatlo képességének koszonheto.
Az enzim gatlasa kovetkeztében kialakul6d hiperacetilacié a kromatin szerkezet atrendezédéséhez
vezet, ami megkdnnyiti a transzkripcids faktorok DNS-hez torténd bekotddését. Osszességében
tehat a BGP-15 kezelés csokkenti a sejtekben a hdsokkvalasz aktivalodasdhoz sziikséges

kiiszobértéket, €s javitja a sejtek tulélését letalis stresszkoriilmények kozott.

A HSP70 HSP40
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A sejtek stresszvalaszanak ¢€s a termel6dd hdsokkfehérjék szintjének helyreallitasa tehat
kulcsfontossagu lehet kiilonbozé megbetegedésekben, mint példaul a diabétesz vagy az idéskori
neurodegenerativ elvaltozasok. A HSF1 altal szabalyozott stresszfehérjék a sejtek egészséges
proteosztazisat tdmogatva hozzajarulnak a fehérje lerakodasokkal jaro idegrendszeri betegségek
tiineteinek csokkentéséhez. A stresszhatasra aktivalodo HSF1 ezen kiviil kozvetleniil a
szinapszisok mitkddésének szabalyozdsaban is részt vesz a szinaptikus fehérjék expresszidjanak

fokozasa altal (Hooper és mtsai. 2016).
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