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1. BEVEZETES

A kdrnyezeti hBmérséklet optimilis érték folé emelkedése
minden é1B szervezet szadmAra sfilyos kihivids, amelyre -eset-
leges egyéb védekezB mechanizmusok mellett- minden eddig
vizsgdlt é181lény a hBsokk fehérjék (hsp-k) szintézisével
vadlaszol (Lindquist, 1986). Specidlis helyzetben vannak
ebb81 a szempontbdl a ndvények: a kedvezBtlen hatdsokat nem
képesek aktiv helyvdltoztatd mozgéssal kivédeni, ezért ezek-
kel szembeni adapticibds képességiik fokozott jelentBségll. A
magas h8mérséklet 4ltal okozott karosodas és ezzel szembeni
alkalmazkodisi képességiik nagy gazdasdgi és elméleti jelen-
t8séggel bird probléma.

A hBstressz a novényi sejt szamos életfolyamatdra kedve-
zBtleniil hat, abban azonban 4ltaldnos az egyetértés, hogy
ezek koziil a kloroplasztisz tilakoid membranjdhoz kotott
fotoszintézis az egyik legsériilékenyebdb (Berry és Bjorkman,
1980). A fentiekkel ©Osszhangban ezért célul tlztik ki a
tilakoid membrdn szintjén mlik5d8 védekezési stratégidk
minél alaposabb megismerését. A csoportunkat érdekl8 moleku-
14ris szintll ok-okozati ©sszefiiggések jelenleg alig ismer-
tek, és ezek behatd vizsgidlatihoz még egy egysejtll eukarib-
ta alga is t0l bonyolult rendszer. Igy esett valasztédsunk a
kloroplasztisz endoszimbidéta Bseinek tekintett, fotoszinte-
tiz416 tilakoid membréannal rendelkez8, prokaridéta, genetika-

ilag konnyen manipuldlhatd cianobaktériumokra.



2. CELKITUZES

A Synechocystis PCC 6803 cianobaktérium tilakoid membrén-
jdnak magas hBmérséklet adaptidcids folyamatait kivantuk
vizsgdlni. Ezen beliil f8bb céljaink a kdvetkezBk voltak:

1. A tudominyos irodalomban alig taldlhaté adat a
cianobaktériumok magas hBmérséklettel szembeni alkalmazko-
ddsi képességérB8l. Ezért elsB 1lépésként ezt a képességet
kivAntuk kimutatni, és ezzel bizonyitani, hogy modellvilasz-
tdsunk helyes.

2. A csoport kordbbi eredményei alapjin tudjuk, hogy a
tilakoid membrin szintjén zajldé adaptécid Gsszetett folya-
mat: vAltozAs tdrténik a membrdnt alkotd lipidek Osszetéte-
1ében, de egyediil ezzel az alkalmazkodds nem magyarédzhatb
(Térok és mtsai, elBkésziiletben). Feltételeztiik, hogy ebben
a folyamatban a fehérjéknek, els8sorban a h8sokk fehérjék-
nek (hsp) is nélkiilézhetetlen szerepe van. Céljaink ko&zé
tartozott ezen h8sokk fehérjék alapszintll jellemzése.

3. Igazolni szerettiik volna azt az elképzelésiinket, hogy
egy vagy tobb frissen szintetizilbdott hsp a h8sokk kdzben
k6tBdik a tilakoid membr&nhoz. Vizsgilni kivantuk a feltéte-
lezett kotBdés természetét.

4., Miutdn kimutattuk egy abunddns h8sokk fehérje tila-
koid asszociidcibjit, célként lebegett a szemiink el8tt ennek
a fehérjének az azonositisa, és lehet8leg minél pontosabb
jellemzése.

5. Munkink sordn igyekeztiink feltdrni a pArhuzamos voné-
sokat a cianobaktériumok, més prokériéték, és a novényi

kloroplasztisz hBsokk k&ézbeni viselkedését illetBen.



3. IRODALMI ATTEKINTES

3.1. A ndvények termotoleranciéja

Az é1Blényeknek az optimdlisnidl magasabb h8mérséklettel
szemben kialakult védekezB képessége a termotolerancia. Bar
élesen nem vdlaszthatd szét, valbdjidban kétféle termotoleran-
cia létezik. A fogalmat &ltalédban az é18lények azon képessé-
gére értik, hogy egy nem letdlis h8stressz ut&n bizonyos
idBvel (Altaldban néhlny 6rdtdl egy-két napig) képesek thl-
élni egy egyébként letldlis hBmérséklet kezelést. Ez a szer-
zett termotolerancia (Nagao és mtsai, 1990). Létezik azon-
ban olyan, genetikai kiilonbségeken alapulbé termotolerancia
is, amely nem igényel el8kezelést (Xunst és mtsai, 1989).
Arra is van adat, hogy ugyanazon fajhoz tartozd, genetikai-
lag eltér8 fajtdk elBkezelés nélkiil nem, de azt kdvet8en
kiilonbdznek h8tlir8 képességiikben (Khrisnan és mtsai, 1989).
Jelen dolgozatban termotolerancidn a fogalom 4ltalénosan
elfogadott jelentését, tehdt a szerzett termotoleranciét
értjik.

A névények termotolerancidja (h8tlr8 képessége) nagy gaz-
dasdgi jelent8séggel bird, és egyben tudomldnyos szempontbdl
is 1izgalmas probléma, ezért mlr régbdta 411 az érdekl8dés
kézéppont jdban. A kutatidsok korai szakasza két alapvetB
felismerést hozott:

1. A hBstressz 4ltal leginkidbb a kloroplasztisz tilakoid

membrdnjdhoz koétstt fotoszintézis kdrosodik (Berry és



Bjorkman, 1980).

2. A termotolerancia kialakulédsa szinte mindig -egyiitt
jAr specillis, magas h8mérsékleten induk&lé6dé fehérjék, az
figynevezett h8sokk fehérjék (hsp) szintézisével (Lin és
mtsai, 1984, Moisyadi és Harrington, 1989). Ezekb81l logiku-
san kovetkezett az a feltételezés, hogy a termotolerancia
alapja ezeknek a fehérjéknek a szintézise., Bar vannak ezzel
ellentétes adatok is (L&aszl1l6, 1988), az eredmények zome ezt
tidmasztja ald. A hsp-k szintézisét h8mérséklet emelés nél-
kiil, mAs faktorokkal (példiul kadmium, arzenit, vagy etanol
adagolidsidval) is ki lehet vAltani, és ez &ltalédban szintén
termotolerancia kialakuldsidval j4r (Lindquist, 1986). Ugyan-
csak meggy8z8, hogy -egy hB8tlir8bb bliza fajta tébbféle és
nagyobb mennyiségll hsp szintézisére képes, mint h8re érzéke-
nyebb tirsa (Xhrisnan és mtsai, 1989).

Vizsgdljuk meg e két alapvetB felismerés hédtterében 4116

jelenségeket!
3.2. Adaptécid a tilakoid membrén szintjén.

A tilakoid membrédn egy lipid kett8srétegb8l és abba 4gya-
zbdott, illetve felszinéhez kotBdstt fehérjékb8l 4116,
bonyolult képzB8dmény, amely a fotoszintézis révén minden
é181lény szédmira megteremti az élet egyik fontos alapfeltéte-
1ét. Egy ma Altallnosan elfogadott elmélet szerint a magas
h8mérséklet hatdsdra a tilakoid membrinban a lipidek kett8s-

réteg szervezBdése megbomlik, figynevezett forditott hexa-



gondlis 1lipid fézis alakul ki, ami a membrin félig
AteresztB8 képességének é&s egyéb funkcidbdinak elvesztésével,
végsB soron a sejt pusztuldsival jir (Quinn, 1989). Ennek a
sériilékenységnek az a magyardzata, hogy a tilakoid membrént
alkotd lipidek felét kitevB, tSbbszdr telitetlen zsirsavak-
kal észterezett monogalaktozil-diacilglicerol (MGDG) nagyon
nagy hajlandésidgot mutat hexagondlis flzis képzésére. Norméa-
1lis koriilmények k&zdtt a membrdnt alkotd tdbbi lipid és a
fehérjék az MGDG-t is a kettBsrétegbe kényszeritik (Willi-
ams és Quinn, 1987), a hBmérséklet emelkedése azonban a
hexagondlis fézis kialakulédsénak irdnyiba hat.

Hogyan védekezhet ez ellen a sejt? Az egyik eszkdze
lehet erre a lipidekben taldlhatd zsirsavak telitetlenségé-
nek csokkentése, ami 4ltal a membrin fluiditédsa és a hexago-
ndlis fézis kialakulidsénak veszélye is csokken. Szémos adat
mutat arra, hogy ez valdéban hatékony eszkdz (Thomas ¢és
mtsai, 1986, Vigh é&s mtsai, 1989, Xunst és mtsai, 1989,
Hugly és mtsai, 1989). Ez a folyamat azonban hosszabb id8t
vesz igénybe, és nem ad magyardzatot a rovid idBtartanm
(egy-két ébra) alatt kialakuld termotoleranciéra.

Tehdt a tilakoid membrin adapticibjakor feltételezhet-
jiik, hogy ebben specifikusan a h8sokk kozben szintetizdld-

dott fehérjék is részt vesznek. Tébb adat arra mutat, hogy

ez valdban i1gy van. Escherichia coliban hBkezelés hatéséira

a kiillsB membrinban {j, integrédns fehérjék jelennek nmeg,
ezek feltételezett funkcidja a lipid kett8sréteg stabilizéa-

l4sa (Yatvin, 1987). Kimutattdk a novényi sejt citoplazmé-
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jaban szintetiz414dd kis molekulatémegll hsp-k
kloroplasztiszba t&rténd transzlokicid jat (Vierling és
mtsai, 1989), ilyen hsp-nek a tilakoid membr&nhoz kotBdését
(Glaczinski és Kloppstech, 1988), s8t e hsp hBstressz
kozbeni, fotoszintézist védd hatisiré6l is van adat
(Schuster és mtsai, 1988). Kimutattak a kloroplasztiszban
szintetiz4lt, tilakoid membrinhoz kotdtt hsp-ket is
(Krishnasamy és mtsai, 1988). Mindezzel egyiitt maguk a
fehérjék, illetve azok pontos funkcidi és lokalizlcidi még
alig ismertek, nagy teret engedve a kutatdi képzelet

szdrnyalésénak.

3.3. A h8sokk fehérjék &ltalédnos jellemzése

Sok sz6 esett eddig a h8sokk fehérjékr8l 41taldban. Itt
az ideje kicsit részletesebben megismerkedni veliik,

A magas hBmérsékletre adott hsp szintézis, mint véilasz
minden eddig vizsgllt é181énynél el8fordul, és megfeleld
koriilmények kozott termotolerancia kialakuldsidhoz vezethet
(Lindquist, 1986). Erdekes mbédon ezeknek a fehérjéknek a
szintézise nemcsak h8vel, hanem mis stresszfaktorokkal is
kivdlthatb, példiul etanollal (Zeuthen és mtsai, 1938), kad-
miummal és arzenittel (Edelman és mtsai, 1988). Hogy milyen
mdédon képesek egymdstdl 1lAtszdlag teljesen kiilénb5zB haté-
sok hasonld védlaszt induk&lni, ma még nem ismert.

A hBsokk fehérjéket tdmegiik, aminosav sorrendjiik és funk-

cidjuk alapjin csoportositani lehet. A dolgozatnak nem



célja minden egyes hsp osztdly ismertetése, ezért csak uta-
lunk néhlny friss, osszefoglald cikkre (Lindquist és
Craig, 1988, Nagao és mtsai, 1990). Mindenképpen emlitést
érdemel azonban az a hirom hsp csoport, amelyhez munkénk
sordn kdziink volt: a hsp70, a hsp60, és a kis molekulatdme-
gi hsp (1lmw hsp) csoport.

A hsp70 csaldd tagjait minden eddig vizsgdlt szervezet-
ben megtaldltik. TEukaridtékban &ltaldban tdbb gén kddolja
Bket, egyes gének konstitutivan, mlsok h8vel indukédlhatdan
fejezBdnek ki (Nagao és mtsai, 1990). Egyebek mellett nélkii-
15zhetetlen szerepiik van az endoplazmatikus retikulum és a
mitokondrium membrédnjain keresztiil zajlé feharje transzport-
ban (Chirico és mtsai, 1988, Hartl és Neupert, 1990). A cso-
port egy tagjit a kloroplasztiszban is kimutattdk (Marshall
és mtsai, 1990). A prokaribétdkban jelenlévB dna¥X fehérjének
a DNS szintézisben és a h8sokk vAlasz szabldlyozidsdban van
Yo

Csak prokaribétédkban, illetve az endoszimbidta elmélet

(6]

fontos szerepe (Skelly és mtsai, 198

értelmében prokaribdta eredetll eukaribdta sejtorganellumokban
(kloroplasztisz és mitokondrium) mutattik ki a hsp60 csaléd-
ba tartozb6 fehérjéket. Munkldnk f8leg ezekre koncentrilé-
dott, ezért részletesebb ismertetésiikkel kiilon fejezet fog-
lalkozik (l4sd "Chaperonin fehérjék").

A kis molekulatdmegll hsp-k (lmw hsp) tdbb szervezetben
el8fordulnak, de jelenlétiik a névényekben a legmarkénsabb.
Itt 4ltaldban 10-20 féle ilyen fehérje is létezik, 15-28 kD

koz6tti molekulatdmeggel (Nagao és mtsai, 1990)., A sejt



szinte minden organellumdban megtaldlhatdédk. Funkcibjuk alig
ismert, bAr tobbszdr is kimutattlk Bket mRNS tartalml aggre-
gdtumokban (Nover és mtsai, 1989). Kiildn alcsoportot alkot-
nak a szdmunkra legérdekesebb kloroplasztiszba traszloké-
16&6 lmw hsp-k. Kloroplasztiszon beliili lokalizécidjukra és
lehetséges funkcidjukra nézve az adatok ellentmondésosak.
ElképzelhetB sztrbémlban lokalizAlt aggregldtumok formdjaban
az mRNS-ek védelme (Chen és mtsai, 1990), vagy tilakoid
k6tdtt Allapotban a fotoszintézis protekcidja (Schuster és
mtsai, 1988).

Szblnunk kell az utédbbi évek hsp kutatisénak talldn legna-
gyobb eredményér8l, az dgynevezett "molekullris chaperone"
elméletrB8l. A molekuléris chaperone-ok olyan fehérjék,
amelyek mis polipeptideket segitenek a korrekt, nativ szer-
kezet elérésében, Bk mang azonban nem komponensei a keiet—
kezB végsB, nativ struktdrénak (Ellis, 1990b). Az egyre
b8viil8 csoportba olyan fehérje csaladdok tartoznak, amelyek
csak funkcibjuk révén hozhatdk egyméssal kapcsolatba (1.
tidbléizat). Kozsttilk digen sok a hsp. Feltételezik, hogy
minden hsp egyben molekuldris chaperone is, b&r nem minden
molekulAris chaperone hsp (Ellis, 1990b).

Hogyan mlikddnek ezek a molekuldris chaperone-ok? A sejt-
ben szAmos olyan folyamat zajlik (példiul fehérje szinté-
zis, fehérje transzport, oligomer struktérdk felépiilése),
amelynek sorin a fehérje szerkezetét meghatdrozb6, és normé-
lis Allapotban rejtetten elhelyezkedB aminosav sorrend rész-

letek Atmenetileg felszinre keriilnek, és fennill a veszély,
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hogy egymdssal nem megfelelB reakcibéba 1lépve biolbdgiailag
inaktiv szerkezetben rogziilnek. Ma még nem ismert mbébdon a
molekuldris chaperone ezeket a szekvencia részleteket isme-
ri fel, és Atmenetileg ahhoz hozzikst8dve, valamilyen mbdon
segiti az aktiv struktlra kialakulidsidt (Rothman, 1989),
HYstressz kozben ez a veszély fokozott, hiszen a h8 az
aktiv fehérje szerkezetet megbontva, egyszerre hozhatja fel-
szinre ezeket a szekvencia részleteket a sejt Osszes fehér-
jéjében. TIlyenkor megn8 a molekuldris chaperone-ok irénti
igény, 1gy bizonylra ezzel magyarédzhatd, hogy szlmos moleku-
l4ris chaperone egyben hsp is. MAr in vitro kisérletek is
bizonyitjidk, hogy ezek a fehérjék valdban 1igy mllkddhetnek a
sejten beliil: a hsp70 csaladba tartozd dnaX protein ATP
fiiggl reakcibdban képes Gjra aktivdlni a hB 4ltal inaktivilt

RNS polimerédz enzimet (Skowyra és mtsai, 1990).

3.4. Chaperonin fehérjék.

A hsp60 csalidd, vagy mAs néven a chaperoninok (cpn),
szintén a molekuldris chaperone-okhoz tartozd fehérjék (1.
tdbldzat). Prokaridétlikban és prokaribdta eredetll eukaridta
organellumokban (mitokondrium és kloroplasztisz) mutattik
ki jelenlétiiket., Xétféle fehérje tartozik a csaliddba: az
egyik 60-65 kD (cpn60), a masik 10-15 kD (cpnl0O) koriili
molekulatémegll, és prokaridtdkban egyazon operon kbédolja
Bket. Sokdig gy gondoltdk, hogy a cpnlO nincs meg az euka-

riéta organellumokban, de a mitokondrildlis cpnlO azonosité-
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sa utédn (Lubben é&s mtsai, 1990) jelenléte a kloroplasztisz-
ban is valdszinllsithetB. Minden eddig vizsgédlt szervezetben
nagy mennyiségben, konstitutivan termelldnek, de hBvel a
szintézisiik tovAbb indukilhatd (Ellis, 1990a). Mindkét cha-
Vperonin oligomer strukt@rdjt: a cpn60 kett8 héttagl, a
cpnl0 pedig egy héttagh gylUrlbBl 411 (Georgopoulos és Ang,
1990).

Funkcibdik igen szerteldgazbak, valdszinllleg ma még nenm
mindegyikiik ismert. Mitokondriumban a protein transzportban
(Hartl és Neupert, 1990) és az oligomer struktlrdk felépiilé-
sében mutattdk ki szerepiiket (Cheng és mtsai, 1989). A legtl-
jabb elképzelések szerint a cpnb60 a mikrotubulusok felépiilé-
séhez is nélkiilozhetetlen (Gupta, 1990), csaklgy, mint
sajAt oligomer szerkezetének a kialakitidsdhoz (Cheng és
mtsai, 1990). A kloroplasztisz megfelell proteinje, a Rubis-
co kotB fehérje komplexet képez a citoplazmabdl a kloro-
plasztiszba transzportidlbédott fehérjék tdbbségével (Lubben
s mtsai, 1989), és alapvet8 szerepe van a Rubisco oligomer
szerkezetének kialakulidsiban (1. &bra, Roy, 1989). Kimutat-
tidk, hogy egy 65 kD molekulattmegll szolubilis fehérje jelen-
1éte sziikséges a tilakoid membré&n fénybegylUjt8 fehérjéjé-
nek, az LHCPnek a membrinba integrdlédidsdhoz (Fulson és
Cline, 1988). Tobb, mint valébészinll, hogy a cpn60-rbé61 wvan

SZO.

A prokaribdta Escherichia coliban mindkét fehérje nélkii-

l6zhetetlennek bizonyult a sejt életképességének fennmaradé-

sdhoz (Fayet és mtsai, 1989), és szintjiik meghatdrozhatja a



Aktiv
(Gdn-HCl Rubisco dimer
Vi
u‘)/ (PH 2)
Rubisco-U

MA
gw\. g

Rubisco -I 25°C » Aggregdiddik

(nem szolubilis)

[cpn 60

[epned],,
R ub;sco -1
ke, \r‘;“” J

S
l\—b P,+ADP

Inqktlv Rubisco
monomer

8 _Akt;v.
ubisco dimer (Spontdn 2)



13

legmagasabb ndvekedési hBmérsékletet (Kusukawa és Yura,
1988)., Kimutattdk részvételiiket a DNS és RNS szintézisben
csakfigy, mint a fehérje szekrécidban és flg részecskék felé-
pitésében (Georgopoulos és Ang, 1990, Kusukawa és mtsai,
1989, VanDyk é&s mtsai, 1989). Végiil, de nem utolsdsorban:
jelenlétiik, részben csoportunk munkdjénak készdnhetBen, a
cianobaktériumokban is bizonyitott (Vigh és mtsai, 1990,
Webb és mtsai, 1990, Jager és Bergman, 1990).

Viszonylag sokat tudunk a chaperoninok mik&dési mechaniz-
musardl, ahelyhez nagyban hozz4jdrultak egy amerikai kutatd-
csoport 4ltal kidolgozott in vitro kisérleti rendszer ered-

ményei (Goloubinoff és mtsai, 1989, Viitanen és mtsai,

1. Abra. Modell a chaperonin-fiigg8, aktiv Rubisco dimer in
vitro rekonstitlicibjira, kitekeredett fehérjékb8l (Gatenby
és mtsai, 1990). Az aktiv Rubisco dimert (fent) 8 M ureéval
vagy 6 M guanidin hidrokloriddal (Gdn-HCl) denaturélni
lehet, kitekeredett, mésodlagos szerkezettel alig rendel-
kezB8 fehérjét kapva (Rubisco-U). A dimert savval denaturél-
va a misodlagos struktira még részben megmarad (Rubisco-A).
FeltehetBen wugyanaz a kdztitermék képzB8dik mindkét formédbdl
a denaturidld szer eltlvolitidsinak hatdslra (Rubisco-I). 25
°C-on, chaperoninok hidnyAban a denaturild szer kihigitésa
a fehérje aggregdlbédidsival jir. Ha a cpnb60 a kihfigitiskor
jelen van, kdzte és a Rubisco-I kozdtt stabil komplex képzB-
dik. Ehhez a komplexhez K¥ jon jelenlétében cpnlO-t &s

MgATP-t adva, aktiv Rubisco dimer keletkezik.
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1990). Ezek szerint az oligomer &llapotll cpn60 megksti a
"felépitend8" fehérjét, ma még pontosan nem ismert mbdon
katalizidlja a felépiilési folyamatot, majd amikor ez befeje-
zBdétt, cpnl0 &s X' jelenlétében, MgATP hasitésa kozben
elengedi a korrekt szerkezetll proteint (1. &bra). Ma mé
nem vilAgos azonban, hogy az oligomer cpn60 a reakcid végén
szétesik-e Lkisebb egységekre (Roy, 1989, Goloubinoff,
1989), wvagy végig oligomer &llapotban marad (Georgopoulos

és Ang, 1990).

3.5. Cianobaktériumok

Xitlz5tt célunk a tilakoid membrdn szintjén torténd
magas hB8mérsékleti adapticid osszefiiggéseinek megismerése.
Ezt azonban még egysejtl eukaridta alga rendszeren is igen
nehéz vizsgdlni, az ok-okozati Osszefiiggéseket megtalalni,
nem beszélve a korlAdtozott genetikai manipuldcids lehet8sé-
gekrB8l. Ezért esett vAlasztédsunk a prokaridta, fotoszinteti-
z416 tilakoid membrédnnal rendelkezB cianobaktériumokra, anme-
lyek az endoszimbibéta elmélet értelmében 8Bsei és ma &18
rokonai a ndvényi kloroplasztisznak (Giovannoni és mtsai,
1983).

A cianobakteridlis sejt viszonylag egyszerl felépitésl,
membrinjainak kodriilbeliil 90 7-4t a tilakoid membréan teszi
ki, amelyben a kloroplasztisz tilakoidjival megegyez8 elekt-
rontranszport lanc funkciondl (2. &bra). Azonban két jelen-

t8s kiilonbséget is megfigyelhetiink: egyrészt a tilakoid



2. Abra. Cianobakteridlis sejt vAzlatos rajza (Stanier,
1988 alapjan). CM: sejt membrdn; TH: tilakoid membrén; PBIl
és PB2: fikobiliszdbéma szembBl és oldalnézetben; GG: keményi-
t8 granulum; CY: cyanophycin granulum; P: polifoszfdt granu-
lum; C: a nukleoplazma 41tal koriilvett karboxiszdma; R:
riboszbéma; G: glz vezikulum. A: a sejt membrdn kinagyitott
részlete, a kiils8 membrédnnal, a peptidoglikdn sejtfallal,
s a belsB vagy citoplazmis membrédnnal. B: a tilakoid memb-
rdn kinagyitott részlete, a két tilakoid kdzti lumennel és

a tilakoid felszinén elhelyezkedB fikobiliszdbémikkal.
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membrdn nem kiildniil el grdnum és sztrbéma tilakoidra (Stani-
er, 1988), mlsrészt a fény begyljtése nem egy membrénba
integralddott fehérje komplexum, hanem a membrdn felszinén
elhelyezked8, fikobiliszéménak nevezett, bonyolult fehérje
struktira funkcibdja (Glazer, 1988). Tovabbi érdekes elté-
rés, hogy a szén-dioxid fix4cid kulcsenzime, a Rubisco a
kloroplasztisz sztrbémidjdval ellentétben itt a karboxiszdma
nevll testecskékben taldlhaté (Shively, 1988, Price és
Badger, 1988).

Endoszimbidta rokonsiguknak, egyszerl genonjuknak és
konnyl transzformdlhatdésiguknak kdszdnhetBen a cianobaktéri-
umok az utbdbbi években a fotoszintézis kutatids kedvelt
objektumaivd vAltak (Porter, 1988). Az &ltalunk véalasztott

Synechocystis PCC 6803 térzs az eddig felsorolt el8nyskdn

kiviil képes fotoheterotrd6f életmbddra is, lehetBséget adva
ezzel érdekes, egyébként nem életképes mutdnsok elBAallitéd-
sdra (Pakrasi és mtsai, 1989, Yu és Vermaas, 1990).

A cianobaktériumok alacsony h8mérséklet adaptlcibdjéban
szerepet jAtszb6 tényezBk viszonylag j6é1 ismertek (Vigh és
mtsai, 1985, Murata, 1989, Wada és mtsai, 1990). Ezzel
ellentétben a termotolerancia hitterében 4116 folyamatok
kdzel sem tisztlzottak. BAr a magas h8mérséklet hatéséra
induk416d6 hsp szintézist tobb tudomdnyos publikdcidbban 1is
leirtdk (Borbély és mtsai, 1985, Mannan és mtsai, 1986,
Bhagwat és Apte, 1989), ezekben nem is tettek kisérletet az

egyes hsp-k sejten beliili funkcibdjlnak és 1lokalizédcibdjlnak

tisztAdzisdra. Csak a legutbédbbi idBben jelentek meg az els8
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ilyen adatok, részben csoportunk munkéjédnak kdszdnhet8en
(Vigh és mtsai, 1990, Webb és mtsai, 1990, Jager és

Bergman, 1990).
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4, ANYAGOX ES MODSZEREK

4.1, Tenyésztési koriilmények.

A Synechocystis PCC 6803 (Rippka és mtsai, 1979) sejte-

ket BG-11 folyékony tiptalajon (Allen, 1968), 100 aE G
s~ erBsségll fehér fény megvildgitéds mellett neveltiik. A

tenyészeteket 17 COz—t tartalmazd leveg8vel buborékoltat-
tuk. A tenyésztés hBmérséklete az adaptacids kisérleteknél
22, illetve 36 °C volt (3-6. &bra). A chaperonin fehérje
tisztitadshoz 36 °C-on nBtt sejtkultrit a tisztit4s megkez-
dése elB8tt egy éjszakln 4t 42 °C-on kezeltiink (13-14., &b-
ra). A tobbi kisérlethez 30 °C-on nBtt tenyészeteket hasz-
ndltunk.

A sejtek ndvekedését a 800 nm-en mért abszorpcid vlltozé-
sdval kovettiik, Shimadzu spektrofotométerrel. Exponencidlis
novekedési szakaszukban (OD800=0,5—1,0) haszndltuk fel Bket

az adott kisérlet céljaira.
4.2, Adaptlcibds kisérletek.

Az adaptacids kisérletekhez alacsony (22 °C) és magas

(36 °C) hBmérsékleten nevelt sejteket haszndltunk.

4,2.1, TGlélési kisérlet.

A kétféle sejtszuszpenzidbbdl 1-1 ml térfogatti mintékat
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szétosztottunk steril Eppendorf csdvekbe, és 1 érdn keresz-
tiil inkub&ltuk Bket 37-47 °C k&zdtt. Ezutldn a tenyészetek-
b81 BG-11 téptalajjal higitdsi sorozatot készitettiink, és
higitdsonként 100-100 ml-t szélesztettiink 17 agarral kiegé-
szitett, szildrd BG-11 tartalm Petri csészéken. A Petri
csészéket fényen, 30 °C-on addig inkub&ltuk, amig a lathatd
kolbénidk megjelentek (kdriilbeliil 10 nap). Ekkor megszémol-
tuk UBket, majd a kapott tdlélési adatokat a hBmérséklet

fiiggvényében &brazoltuk.

4.2.2. Fotoszintetikus aktivitis mérés.

A kétféle tenyészetb8l szldrmazd, 1-1 ml térfogatl sejt-
szuszpenzibkat a jelzett h8mérsékleteken 1 6rédig hBsokk ke-
zelésnek tettiik ki, majd a mérést megelBzBen 1 6ran keresz-
til, 25 °C-on inkubAltuk 8ket. Oxigén termelB képességiket
ezen a hBmérsékleten, Clark tipust O2 elektrbéddal, adalékok
(elektron donor vagy akceptor) hozzdaddsa nélkiil hatdroztuk
meg. Ilyen koriilmények kdzdtt az oxigén termelés sebessége
a teljes fotoszintetikus elektron transzport sebességével
ardnyos. A kapott adatokat a kezelési hBmérséklet fiiggvényé-
ben A4brédzoltuk, 100 %-nak tekintve a nem h8sokk kdriilmények

kszott (36 °C) mért értéket.

4,2.3. Totdl fehérje szintézis mérés.,

A 22 °C-on és 36 °C-on adaptdlt sejtszuszpenzidbdl is
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1-1 ml-es alikvotokat Eppendorf csdvekbe osztottunk szét,
és 1 6ré&n keresztiil inkubaltuk Bket 2 uCi [U—IAC] protein
hidroliz4tum (Chemapol, Pridga, Csehszlovidkia) jelenlétében
35-47 °C kézott. A sejteket 3 perc, 15 ezer g centrifugdlés-
sal kiﬁlepitettﬁk; az iiledéket felszuszpenddltuk 50 pml SDS
tartalmti gél elektroforézis mintapufferben (Laemmli, 1970),
és 5 percig forraltuk. A forralt mintdbbél 2 pirhuzamosban
5-5 Pl-t Whatman 31 ET Chroma szlir8papir korongokra cseppen-
tettiink, majd 10% TCA-ban 5 percig forraltuk 8ket, ezzel
kicsapva a fehérjéket. A TCA eltivolitédsa utidn a korongokat
5 percig etanolban mostuk, aztidn megszaritottuk. Ezutan 5
ml toluol szcintilllcids koktélt (5 g PPO és 0,3 g POPOP 1
liter toluolhoz) tartalmazd fioldba tettiik Bket, és radioak-
tivitidsukat Beckman LS 5000 TD folyadék szcintilllcidbds széam-

1416val hataroztuk meg.
4.,3. Hsp szintézis vizsgadlata teljes sejt szinten.

30 °C-on nevelt tenyészetb8l 1-1 ml-nyi adagokat Eppen-
dorf csdvekbe osztottunk szét, és 2 muCi [U—lAC] protein hid-
rolizAtum jelenlétében inkubdltuk Bket a kdvetkezB mbddokon:

a/ HBmérséklet fiiggés vizsgdlatakor 30-47,5 °C kézétt 1
6raig.

b/ A hsp szintézis kinetik&jinak vizsgdlatakor a sejte-
ket 42,5 °C-on 3 érédig inkubdltuk, az izotdpot fél-fél bré-
ra, a hBsokk kezelés kiilénb6z8 szakaszaiban adva a tenyé-

szethez, majd a jeldlést kévet8en a sejteket azonnal
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iilepitettiik, és SDS-PAGE mintapufferben visszaszuszpendil-
tuk.

c/ Mas stresszfaktorok hsp szintézist indukidlé hatésat
vizsgdlva 4ltaldban 3 braig, 30 °C-on inkubilva, az adott
kezeléssel egy idBben adtuk a jelzett szénforrdst a sejt-
szuszpenzibhoz (tovabbi részletek a 10. dbramagyarizatban).

A kezelést kdvetBen a sejteket 3 perc, 15 ezer g centri-
fugdlissal iilepitettiik, majd felszuszpendaltuk azokat SDS-
PAGE mintapufferben, és a 4.6. pontban leirtak szerint, a
kezelés idBtartama alatt szintetizdldbédott fehérjéket SDS-
PAGE-t kovetBen, fluorogridfiids mbédszerrel detektdltuk. A
hsp szintézis kinetik&jat Abrédzold fluorogramokat (8. Abra)
denzitometrids mbdszerrel értékeltiik (ldsd a 4.6.3. pon-

tot).

4.4, HBsokk fehérjék intracellullris lokalizicidjinak vizs-

gdlata.
4,4,1. Sejtfrakcionidlasi kisérletek.

30 ©°C-on nevelt sejteket 30, illetve 42 °c—on inkubal-

tunk 3 braig, 2 mCi/ml [U-1%

C] protein hidrolizAtum jelenlé-
tében, majd 5 perc, 1 ezer g centrifugidlédssal kiiilepitettiik
Bket. Minimdlis térfogatl feltidrd pufferben (10 mM Tris-MES
pH:7,0 1-1 mM PMSF, benzamidin és €-amino kapronsav) vissza-

szuszpendidltuk Bket, ezutin 1/3 térfogatban 0,1 mm Atmér8jl

liveggydngyst adtunk hozzdjuk (Braun AG, Melsungen, Németor-
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sz4g), majd 3x3 perces vortexeléssel (két vortexelés kozdtt
3 percig jégen hlltve) elvégeztiik a sejtek feltdrdsit (Pakra-
si és mtsai, 1989). Az iiveggydngysk eltavolitdsa wutédn a
sejttormeléket és a feltiratlan sejteket 1 ezer g 5 perc
centrifugdlissal iilepitettiik.

A feliilGsz6t bvatosan leszivtuk, majd 27 ezer g 15 perc
centrifugdliassal tilakoid membr&n gazdag iiledékre, valanmint
citoszol és citoplazmids membran gazdag feliillszbéra valasz-
tottuk szét. Egyes esetekben a 27 ezer g-s feliiltsz6t 150
ezer g, 1 6r4s centrifugédlissal tovabb frakciondltuk cito-
plazmis membrén gazdag iiledékre és nagy tisztasédgl citoszol-
ra. Az {iledékeket kis térfogati feltard pufferben vissza-

szuszpendidltuk, majd minden kapott frakcibét SDS-PAGE-t kdve-

t8 fluorografidval analizéltunk.

4,4,.2, A 64 kD hsp tilakoid kotBdésének vizsgilata.

A 4.4,1. pont szerint elBallitott tilakoid membran gaz-
dag frakcidt (27 ezer g iiledék) tovabbi kezeléseknek vetet-
tik ald a 64 kD hsp kotB8dési sajidtsigainak megdllapitéséra.
HAromféle kezelést alkalmaztunk: 1. 2 M NaCl moséast, 2. 0,1
M NaOH mosast, 3. Triton X-114 fAzis szepardlist. A kezelé-
sek eredményeként kapott minden frakcidt SDS-PAGE-t kovetd
fluorogridfia mbédszerével tovabb vizsgiltunk.

1. 2 M NaCl moséds: A feltird pufferben 1lev8 mintédhoz
NaCl-t adtunk 2 M végkoncentricidig, majd enyhe ultrahang

kezelést kovetBen 30 percig jégen inkubdltuk. 15 ezer g 10
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perc centrifugdlidssal a membrént iilepitettiik, majd kis
térfogati feltidrd pufferben Gjra visszaszuszpenddltuk. A
feliiltisz6bd6l a fehérjéket 107 TCA-val, jégen kicsaptuk,
majd SDS-PAGE pufferben visszaoldottuk Bket.

2. 0,1 M NaOH mosAs: A membrdn szuszpenzibhoz NaOH-t ad-
tunk 0,1 M végkoncentrdcidéban, majd jégen 30 percig inkubil-
tuk. A membrin kiiilepitése utédn (15 ezer g 15 perc) a feliil-
tszbhoz a NaCll-dal egyenlB8 koncentrdcidbéban HCl-t adtunk, és
a fehérjéket 10 %Z TCA-ban, jégen kicsaptuk.

3. Triton X-114 fAzis szepardlis (Bricker és Sherman,
1984 alapjin): A membrint 1 7% Triton X-114, 150 mM NaCl, 10
mM Tricine-NaOH pH: 7,5 oldatban 4 9% .60 30 percig szolubi-
lizdltuk, majd a nem szolubilizdlédott iiledéket 4 °C, 15
ezer g, 5 perc centrifugdlissal eltavolitottuk. A feliill-
szb6t 37 °C-on 5 percig inkubaltuk, ezutdn a zavarossd valt
oldatot szobahBn, 5 perc, 15 ezer g-vel centrifugaltuk. A
két fazist (alsd detergens és felsB vizes) szétvdlasztot-
tuk, majd az alsbé fAdzishoz a fenti puffert (Triton X-114
kivételével), a felsB fdzishoz pedig 1 Z végkoncentricidig
Triton X-1l4-et adva a hBmérséklet-fiigg8 fazis szeparilést
mindkét fédzissal megismételtiik. Mivel a Triton X-114 a TCA-
val csapadékot ad, ezért a mdsodszori elvidlasztds utén ka-
pott, tisztitott fAzisokbdl a fehérjét acetonnal csaptuk ki
(80 % végkoncentracid, -20 °C, 1 éra, a detergens fhzist e-

18z8leg kihigitva), majd SDS-PAGE pufferben visszaoldottuk.
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4.5. Chaperonin fehérje tisztités.

4.5.1. Tisztitds cukor gradiens centrifugiléissal.

5 1 36 °C-on nBtt sejt szuszpenzidjit a tisztitids megkez-
dése elBtt egy éjszakéan keresztiil 42 °C-on inkub&ltunk a
chaperonin mennyiségének tovAbbi ndvelése céljidbbél. Minden
ezt kovetB 1épést 4 °C-on végeztiink. A sejteket 1 ezer g 5
perces centrifugdlidssal dsszegylljtdttiik, felszuszpendaltuk
kis térfogatt "A" pufferben (750 mM K-foszfat, pH=7,0, és
1-1 mM PMSF, benzamidin és £-amino kapronsav), majd a 4.4,
pontban leirt mbédszerrel, iiveggydnggyel feltdrtuk Bket. Az
iiveggyongydk eltdvolitédsa utédn 15 ezer g, 15 perces centri-
fugdlidssal kiililepitettiik a sejttdrmeléket és a membrénok
nagy tobbségét. A feliilszdt bvatosan leszivtuk, és "A" puf-
fer tartalm@i, 10-30 Z%Z-os szaharbz gridiens tetejére rétegez-
tiik. A gridienst egy éjszakan keresztiil, 100 000 g-vel cent-
rifugdltuk. MAsnap 2 ml térfogatl frakcidkat szedtiink belB-
le, és azok kis részletét TCA kicsapidst kovetBen SDS-PAGE-

val analizAdltuk. A frakcidk szaharéz koncentrécidjat refrak-

tométerrel hatdroztuk meg.

4.5.2. Chaperonin fehérje tovabbi tisztitdsa Sephacryl

S-200 oszlopon.

A  chaperonint tartalmazbé frakcidbdkat osszegylljtottiik, és

"B" pufferrel (100 mM K-foszfit, pH=7,0, és 1-1 mM PMSF,
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benzamidin, és £-amino kapronsav) ekvilibralt Sephadex G-25
oszlopon Atfolyatva az "A" puffert "B" pufferre cseréltiik.

A fehérjéket szildrd (NH SO4 hozz4dadisival (607 telitett-

4)2
ségig) kicsaptuk, és 15 ezer g, 10 perces centrifugédléassal
kiiilepitettiik. A pelletet 2 ml "B" pufferben visszaszuszpen-
didltuk, és 6vatosan ugyanebben a pufferben ekvilibrdlt Seph-
acryl S-200 oszlop (1 cmx 90 cm) tetejére rétegeztiik. 0,2
ml/perc 4tfolydsi sebesség mellett 4,5 ml térfogatd frakcid-
kat gyljtottiink, ezeket SDS-PAGE-val analizadltuk. A Sephac-
ryl S-200 oszlopon a molekulatémegeket Pharmacia gyartményd
marker fehérjékkel végzett kalibrédcidbdval hatdroztuk meg, a
gydrtbd &ltal leirtak szerint.

A tisztitott fehérjét YM-10 membrént tartalmazdé Amicon

koncentrdld celléival tizszeresére toményitettiik, majd egyen-

18 térfogatl glicerin hozzhaddsa utén -20 °C-on taroltuk.

4,6. Fehérje elektroforézis és ehhez kapcsolé6dd mbédszerek.

4.,6.1. SDS-poliakrilamid gélelektroforézis (SDS-PAGE)

A gélre a mintdkat vagy azonos fehérje koncentracidban,
vagy radioaktiv mintik esetén azonos aktivitésban vittiik
fel. A fehérje koncentrdciét Bradford (1976) mbdszerével
mértiik, BSA-t hasznidlva standardként. A radioaktivitds meg-
hatdrozisira a 4.2.3. pontban leirt mbédszert hasznéltuk.

A mintdkat SDS mintapufferrel kevertiik dssze, majd 3 per-

cig forraltuk. Ezutdn Laemmli (1970) mébédszerrel késziilt
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8-15%-0s gradiens gélekre vittiik fel Bket. Az elektroforé-
zis utdn Coomassie Brilliant Blue festést alkalmaztunk a
fehér jék megjelenitésére. Molekulatdmeg markerként Pharma-

cia standardot haszndltunk.

4.6.2. Fluorogréfia.

Radioaktiv mintAk esetén a Coomassie festés utén a gélt
tomény ecetsavban oldott PPO-val impregn&ltuk Skinner és
Griswold (1983) mbdszere alapjan, majd Pharmacia XA 153-&s
gélszAritdéval Whatman MM3 szlir8papirra részlritottuk. A
gélre sotétszoblban rontgenfilmet helyeztiink (Medifort RP
Medical X-ray film, Forte, Hungary). A filmet pAr napig

s6tétben, -70 °C-on expondltuk, majd elBhivtuk.

4L.6.3. Denzitometria.

A fluorogramok, illetve a Coomassie festett gélek kvanti-
tativ analizisére a Bio-Rad Model 1650 Scanning Densitome-

tert haszndltuk, amelyet HP 3394 A tipuslt integrétorral

kotottiink Ossze.

4.6.4. Immunoblotting.

Az elektroforézis wutdn a festetlen gélrBl a fehérjéket
BioRad Transblot késziilék segitségével, (jabb elektroforé-

zissel (15 mV, 3 6ra, Towbin és mtsai, 1979) nitrocelluldz
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membridnra (Schleicher and Schuell) blottoltuk 4t. A tovAbbi
lépésekben a Harlow és Lane (1988) 4ltal leirt médszert ko-
vettiik.,. A membrdn szabad fehérjekotB kapacitdsit 1% BSAval
telitettiik. E1s8 ellenanyagként a) E. coli groEL fehérje
ellen késziilt antiszérumot (Dr. A. A. Gatenby ajandéka), b)
E. coli dnaK protein ellen késziilt antiszérumot (Dr. H.
Weissbach ajindéka), c) borsd kloroplasztisz 1lmw hsp C-ter-
mindlisa ellen késziilt ellenanyagot (Dr. E. Vierling ajindé-
ka) haszndltunk. A médsodik ellenanyag alkalikus foszfatlz-

zal jeldlt kecske anti-nydl IgG volt (Promega).

4,6.5., Fehérje szekvenélés.

A fehérje szekvendldsban Moos és mtsai (1988) mbédszerét
kovettiik., A 4.5.2. pont szerint tisztitott chaperonin fehér-
jét 8-157 SDS-PAGE-val tovéabb tisztitottuk, majd a gélr8l a
fehérjét elektroforetikus Gton Immobilon P membrdnra (Milli-
pore) blottoltuk A4t. A membridnt Coomassie Brilliant Blue-
val megfestettiik, majd leveg8n megszdritottuk. A chaperonin
fehérjének megfelelld, szennyez8 fehérjéket nem tartalmazd
csikot kivAgtuk és Applied Biosystems 470A tipusl, géz

fAdzisi szekvenidtoron szekvendltattuk.
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5. EREDMENYEK ES MEGVITATASUKX.

5.1. Magas hBmérséklet adaptacids kisérletek.

Céljainkkal ©sszhangban, els8 feladatunk annak tisztdza-

sa volt, hogy a Svnechocystis PCC 6803 cianobaktériumban va-

jon lezajlanak-e azok a magas h8mérséklet adaptécids folya-
matok, amivel rendszervalasztasunk helyességét igazolhat-
juk. EbbBl a célbbdl alacsony (22 °c)y és magas hBmérsékleten
(36 °C) neveltiink sejteket, és e sejtek tulajdonsagait vizs-
gdltuk abban a legalacsonyabb hBmérséklet tartoményban,
ahol pusztuldsuk mAr lezajlik. Eldkisérleteink szerint ez
egy 6rAs kezelés soran 40-47 °C kézdtt térténik meg, ezért
a késBbbiekben erre a régidéra koncentridltunk. Megfeleld

14

kontrollnak pedig a sejtek 35-40 °C kozdtt mutatott tilélé-

’

si viselkedését tekintettiik, ahol az elBkisérletek tanl(séiga
szerint irreverzibilis karosodis még nem tdérténik.

A sejtek t(lélését a koldnia képzB képességiikkel kdvet-
tiik. TbbBl a célbbdl a sejteket a hBkezelést kdvetBen higi-
tottuk, majd Petri csészén, szildrd tldptalajon szélesztet-
tiik (3. A&bra), és Altaldban két hét elteltével a keletke-
zett koldénidkat megszamoltuk. A 4. abra harom, egymastbl
fiijggetlen kisérlet adatainak &atlagadt mutatja be, 100 Z%-nak
véve a 37 °C-on kapott értékeket. J61 lathatd, hogy a sej-
tek elBélete nagymértékben befolydsolta hB8tlr8 képességii-

ket. A 22 °C-on nevelt sejtek t41é618 képessége a hBmérsék-

let emelésével folyamatosan csdkkent és 44 °C-on mir csak a
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3. Abra. Synechocystis PCC 6803 sejtek tt1é18 képességének
vizsgdlata. 36 °C-on nevelt sejteket 1-1 éraig a jelzett
hBmérsékleten inkubAltunk, majd kiilénbdz8 higitidsokban (az
dbra 10—6 higitdst mutat be) 1 7% agarral kiegészitett BG-11
tidptalajon, Petri csészén szélesztettiik Bket. A fényen, 30

OC-on két hét alatt kinBtt kolénidkat megszamoltuk.

kiindulasi érték 10 %-a kdriil volt. Ezzel szemben a magas
h8mérsékleten nBtt sejtek esetében 45 °C-ig jelentBs véalto-
zAst nem tapasztaltunk, ezt viszont hirtelen, éles csdkke-
nés kovette. Osszességében megidllapithatjuk, hogy a magas
h8mérsékleten n8tt sejtek hBtlir8 képessége 3-4 °C-kal maga-
sabb volt, mint alacsony h8mérsékleten n8tt tArsaiké.

A sejtek t(lélésével pidrhuzamosan vizsgaltuk fotoszinte-
tiz41l6 képességiiket. EbbB1l a célbdl a kétféle sejtpopulici-
6t 1 O6r4s hBkezelésnek vetettiik ald, majd ezt kdvetBen 1
6ra mGlva, 25 °C-on Clark tipusi oxigén elektrbddal megmér-

tiik az oxigén termelésiiket. Fork és mtsai (1987) munkéasséga

alapjan ismert, hogy a tilakoid membrdn kArosodasat két
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4, &bra. Synechocystis PCC 6803 sejtek hBkezelést kovetd

t(1818 képességének vizsgdlata. 22, illetve 36 °C-on nevelt
sejtek szuszpenzibdjdnak 1-1 ml-ét 37-47 °C koszstt fokon-
ként,

1 6rdig inkubidltunk, majd relativ t1é18 képességiiket

a 4.2.1. pont szerint,

Petri csészén szélesztve hatiroztuk

meg, 100 %Z-nak tekintve a 37 °C-on kapott értékeket. A bemu-

tatott adatok hArom, egymistdl fiiggetlen kisérlet eredménye-

inek Atlagit jelentik.
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értékkel jellemezhetjiik: a T1 és a T2 h8mérséklettel. Az

oxigénfejlBdést mérve, a h8mérséklet emelésével T,-nél
figyelhet jiik meg az addig sértetlen fotoszintetikus elekt-
rontranszport 1lanc mlikédésében az els8 zavarokat, ami a T,

értéken a funkcid teljes megszlinéséhez vezet. Gombos és

mtsai (1991) az &ltalunk is vizsgalt Synechocystis PCC 6803

cianobaktériumon kimutattidk, hogy a T1 érték a hBkezelés
id8tartamidtdl fiiggetleniil 4&llanddé, a hB8kezelés idBtartama
csak a T1 és T, kdzti gdrbe meredekségét, és magdnak a T,-
nek az értékét befolyisolja, tehdt tényleges, a tilakoid
adaptidltsigival ©Osszefiiggd informacidt a T1 hordoz. A mi
esetiinkben a 22, illetve a 36 °C-on nevelt sejtek 42, illet-
ve 46 °C-os T, értéke a t(1é18 képességgel jo6l1 korreldl (5.
dbra).

Ugyszintén vizsgaltuk a sejtek fehérje szintetiziléd
képességét a 37-47 °C kdzotti hBmérséklet tartoményban. 1-1
ml térfogatl sejtszuszpenzidkhoz [U—14C] protein hidrolizéa-
tumot adtunk, majd az 1 6rds kezelés alatt a frissen szinte-
tiz4l6dott fehérjékbe beépiilt radioaktivitdst mértiik (a mbéd-
szer leirédsa részletesen: 4.2.3. pont). A 6. 4brdn bemuta-
tott adatok hdrom, egymdstdl fiiggetlen kisérlet eredményeit
Abridzoljak, 100 %-nak tekintve a 37 °C-on mért értékeket.

Mint lathatbd, a sejtek tlélése, fotoszintetizild és pro-
tein szintetiz41l6 képessége nagyon hasonld mbédon viltozott,
mindhdrom esetben kimutathatbé volt egy adaptiv vAltozids. A

hadrom vizsgdlt paraméter mind az alacsony, mind a magas h8-

mérsékleten nevelt sejtek esetében nagyon hasonld hBmérsék-
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5. Abra. HBkezelt Synechocystis PCC 6803 sejtek fotoszinte-
tiz416 képességének vizsgilata. A 22, illetve 36 °C-on ne-
velt sejtek szuszpenzibjidbdél 5-5 ml-t az &brdn jelslt h8mér-
sékleteken, 1 érdig inkubAltunk, majd 25 °C-on, Clark tipu-
s oxigén elektrb6ddal megmértiik oxigén fejlesztB képességii-
ket. Az &bra hérom, egymdstbdl fiiggetlen kisérlet adatainak

AtlagAdt mutatja be, 100 %-nak tekintve a 38 °C-on mért érté-

keket.
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6. 4bra. HBkezelt Synechocystis PCC 6803 sejtek fehérje

szintetiz416 képességének vizsgdlata. A 22, illetve 36
°C-on tenyésztett sejtek 1-1 ml térfogaté alikvotjat 1

i

s

14
or

cQ

, az Aabrédn jelzett h8mérsékleteken inkubdltuk, 1

mnCi/ml [U—lAC] protein hidrolizAtum jelenlétében. A frissen

szintetiz416dott fehérjékbe beépiilt radioaktivitis mértékét

a 4.2.3. pont alapjin hatdroztuk meg. Az Abra hlrom, egymés-
tb61 fiiggetlen Lkisérlet eredményeinek &tlagat

mutatja be,

100 %-nak véve a 37 °C-on mért radioaktivitast.
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let fiiggést mutatott. A kapott adatok alapjén tehadt elmond-
hatjuk, hogy a sejtek fotoszintetizald és fehérje termeld
képessége is jé korreldcidt mutatott a sejtek hBsokkot kdve-
t8 thlélésével. A t(11é18 képességet egyértelmllen meghatiro-
zb6 ok-okozati Osszefiiggések felderitéséhez azonban a fent

bemutatott eredmények Snmagukban nem elégségesek.

5.2. H8sokk fehérje szintézis vizsgdlata teljes sejt

szinten.

E18z8 vizsgidlatainkban sikeriilt kimutatnunk a sejtek el8-
életétBl fiiggB kiilonbséget a fehérje szintetizdld képesség-
ben. A tudomlnyos irodalombbél j61 ismert, hogy az optimélis
érték feletti hBmérsékleten a sejtek -els8sorban h8sokk
fehérjéket szintetizadlnak (Lindquist, 1986). Ezért kovetke-
z8 1épésként mi is megvizsgadltuk, hogy a hBmérséklet eme-
lése -és egyéb stresszfaktorok- milyen fehérjék szintézisét
indukdljak. EbbBl a célbdl a 30 °C-on (ez tekinthetB a sej-
tek optimdlis novekedési hBmérsékletének) nevelt sejteket
[U—lAC] protein hidrolizAdtum jelenlétében, kiilonbdzB hBmér-
sékleteken inkubdltuk, majd a kezelés kdzben szintetizild-
dott fehérjéket SDS-PAGE-t kovetB fluorografidval analizil-
tuk (7. Abra). Mint ladthat6, a hBmérséklet emelése a képzi-
dott fehérjék mintidzatdnak jelentB8s vAltozasit idézte eld.
Mig az optimdlis névekedési hBmérsékleten szintetizilddd
fehérjék tobbségének szintje a h8mérséklet emelésével

visszaesett, néhadny fehérje esetében nagyfok( ndvekedést
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7. 4bra. A fehérjeszintézis hBmérséklet fiiggésének vizsgdla-
ta. A 30 °C-on tenyésztett sejtszuszpenzibd 1-1 ml térfogatt
alikvotjat 30-47,5 °C k5z5tt, az Abréan jelzett hBmérséklete-

ken 1 érdig inkubdltuk 1 pCi/ml [U—14

C] protein hidrolizéa-
tum jelenlétében. Az egyes mintikat azonos fehérje koncent-
rdcibéban vittiik fel a gélre, majd a 8-15 7% SDS-PAGE-t kdve-

t8en a frissen szintetizdldédott proteineket fluorogréfidval

detektdltuk. Bal oldalt a molekulatdmeg standard l&thatd.
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detektidlhattunk. Ez utédbbiakat tekintettiik a késBbbiekben
hBsokk fehérjéknek (hsp-k). A sejtek t(lélése szempontjibdl
dsnt8 40-45 °C k6zstti tartomAnyban mAr elsBsorban e prote-
inek termel8dtek, mig a letdlisnak taldlt, 47 °C feletti
h8mérsékleten maAr ezek szintézisét sem figyelhettiik meg.
Ezért feltételezhetjiik, hogy a sejtek hBtlr8 képessége szem-
pont jAbd1l ezek a fehérjék dontB szerepet jatszanak. Kdziiliik
a legabundinsabbak molekula tdmege 70, 64, 15 és 14 kD-nak
adédott. A tovAbbiakban figyelmiinket elsBsorban ezekre a
fehér jékre irdnyitottuk.

KovetkezB 1épésként a hsp-k szintézisének kinetikéajat
vizsgdltuk (8-9. A4bra). Mivel elB8zB eredményeink alapjan
(7. 4bra) a 1legnagyobb méretll hsp szintézis 42,5%-on
figyelhet8 meg, ezért a 30 °C-on nevelt sejteket ezen a
h8mérsékleten inkubdltuk 3 d6rdig. A kezelés kiilonbsz8 szaka-
szaiban 30-30 percre [U—IAC] protein hidrolizatumot adtunk
a sejtszuszpenzibhoz, majd az ez id8 alatt szintetizalddott
fehérjéket detektdltuk (8/B 4bra). Mint lathatd, az Osszes
hsp szintézise jelentBsen megugrott a kezelés els8 30 percé-
ben, azonban a h8sokk késBbbi szakaszAban mir nagy kiildnbsé-
gek voltak kimutathatdk az egyes proteinek kozott.

Hogy ezeket a kiilénbségeket kvantitdlni lehessen, a 8/B
dbrdn bemutatott fluorogramot denzitometraltuk, majd a
kapott <csiics alatti teriileteket integridltuk. Az 1igy kapott
adatok koziil a 4 legabundidnsabb hsp-re vonatkozbé értékeket
abradzoltuk a 9. 4brén, egy egységnek véve az egyes hsp-k

normdl hBmérsékleten (30 °C-on) mért képzBdésének szintjét.
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8. é&bra. A h8sokk fehérje szintézis kinetik&jdnak vizsgé-
lata. 30 °C-on nevelt sejtek szuszpenzibjabdl 1-1 ml-t inku-

baltunk 1 uCi/ml [U—14

C] protein hidrolizdtum jelenlétében,
a kovetkezB mdédokon: A: 30 percig, 30 °C-on (kontroll); B:
42,5 ©°C-on, a hBkezelés 1./ elsB 30 percében, 2./ 30.-60.
perce kdzdtt, 3./ 60.-90. perce kézstt, 4./ 90.-120. perce
kozott, 5./ 150.-180. perce k&ézott; C: 30 perces, 42,5
°C-0s elBkezelédst kovet8 30 °C-os inkubacid 1./ elsB 30
percében, 2./ 30.-60. perce kozdtt, 3./ 60.-90. perce

kozott, 4./ 120.-150. perce kozétt. Baloldalt a molekulatd-

meg standard lAthaté.
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9. A&bra. A 4 legabundidnsabb hBsokk fehérje szintézisének

idBfiiggése. A hsp szintézis kinetik&jit &brdzold, 8/B &brén
bemutatott fluorogramot integradtorral Osszekotdtt denzitomé-
terrel kiértékeltik, majd a 4 legnagyobb mennyiségben terme-
18d8 hsp adatait a hBkezeléds kdzben eltelt idB fiiggvényében
dbrdzoltuk. Egységnyinek vettiik e fehérjék kontroll sejtek-

ben detektdlt képzBdésének szintjét (8/A A4bra).
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Jé1l megfigyelhetaén kétféle kinetikAt kiilonbdztethetiink
meg: a 70 és 15 kD hsp-k termel8désében hirtelen, nagyfokt
felfutds utln mlr az elsB 6radban csdkkenés lépett fel, ami
azonban még mindig a kontrollnidl magasabb szintet jelen-
tett. Tobb minor, itt nem &brdzolt hsp esetén hasonld kine-
tikdt figyelhettiink meg. Ezzel szemben a 64 és 14 kD hsp-k
képzBdése hosszabb idBn 4t ndvekvB tendencidt mutatott, és
szintézisiik a kontrollhoz képest jdéval magasabb szinten
stabilizalédott.

Cianobaktériumok esetében Borbély és mtsai (1985) mar

vizsgdltidk a hsp-k szintézisének kinetik&jit Synechococcus-

ban, és kimutattdk az 4ltalunk is demonstralt kétféle ti-
pust. SzembedtlB a hasonldésdg az 8 &ltaluk taldlt 65, 64 és
14 kD, valamint az Altalunk itt bemutatott 64 és 14 kD
hsp-k szintézisének idBfiiggésében. Valdszinlileg e fehérjék-

nek megfelell, konstitutivan is szintetizdl16d6 h8sokk prote-

in pArt mutattak ki Anacystis nidulansban is, 59 és 16 kD

——————

molekula témeggel (Mannan és mtsai, 19865. Escherichia cg}i-
ban mAr régbdta ismert két, kdzds operon altal kbédolt hsp, a
groE fehérjék, amelyek molekula tdmegiikben (groEL: 65 kD,
groES: 15 kD), abundanciijukban és kinetikdjukban is a mi
64 és 14 kD hsp-nkre emlékeztetnek (Neidhardt és mtsai,
1984). Ezért megalapozottnak tlnt az a feltevésiink, hogy az
dltalunk vizsgilt proteinek e h8sokk fehérjékkel rokonok,
és a chaperoninok kézé tartoznak (Lehel és mtsai, 1991a).

Kés8bbi munkidnk soran, két midsik csoporttal gyakorlatilag

egy idBben, sikeriilt is bizonyitanunk a chaperoninok jelen-
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1é6tét cianobaktériumokban (ladsd az 5.4. pontot).

KivAncsiak voltunk arra, hogy a h8kezelés elmlltaval
hogyan vAltozik a hsp-k szintézise. Ennek érdekében a sejte-
ket fél1 6réig 42,5 °c-on elBkezeltiik, majd 30 °C-on Gssze-

c4n keresztiil inkubdltuk Bket, a kezelés kiildnbsz8

O~

sen két
szakaszaiban 30-30 percig [U—lAC] protein hidrolizatum
jelenlétében. Az SDS-PAGE-t kovetB fluorogrifia eredménye a
8/C &AbrAn lAthatd. Az Osszes hsp szintézise csdkkenB tenden-
cidt mutatott a hBkezelést kovetB visszatérés elsB masfél
6ridjadban, két Ora elteltével pedig mAr csak kisebb kvantita-
tiv kiilonbségek voltak detektdlhatdk a kontroll (nem h8ke-
zelt) és a hB elBkezelést kapott sejteket Osszehasonlitva.
Ujra beindult a fikobiliproteinek (16-20 kD kdzstti, abun-
didns proteinek) képzBdése is.

Az optimAlis hBmérsékletre torténb visszatérés kdzben a
hsp szintézis csdkkenése jbdl ismert jelenség, azonban ez
nem jelenti a hsp-k eltlinését a sejtb8l: turnover-ik ala-
csony, 1igy a sejtben tovabbra is sokadig jelen vannak, és
egy 4ltaldnosan elterjedt elképzelés szerint esetleg ez
hatdrozhatja meg a sejtek szerzett termotolerancidjat, ma
még pontosan alig ismert mbédon (Lindquist, 1986, Nagao és
mtsai, 1990). A mi terveink kOzdtt is szerepel az egyes
hsp-k (kiilédndésen a tilakoiddal kapcsolatba hozhatdk) szint-
je és a termotolerancia kodzdtti osszefiiggés vizsgilata.

A hsp-k képzBdését nemcsak hBvel, hanem egyéb stresszfak-
torokkal is ki lehet v&ltani (Lindquist, 1986). Cianobakté-

riumok esetében ezek 4tfogd jellemzésére még nem tortént
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kisérlet, ezért kovetkezB kisérleteink erre irdnyultak. A
30 °C-on nevelt sejtek 1-1 ml-ét a 10. 4&bra alédir&séaban

leirt mdédon kezeltiik [U—14

C] protein hidrolizldtum jelenlété-
ben, majd a kezelés kdzben szinte;izélédott fehér jéket SDS-
PAGE-t kovetBen fluorogridfidval mutattuk ki (10. A4bra).
Mint 1lAthaté, a sejtek sokféle kezelésre nagyon hasonlb
médon reagldltak: h8sokk (8. minta), hideg sokkot kdvetd
visszatérés (1. minta), etanol, kadmium és arzenit kezelés
(10., 12., és 17. minta) nagyon hasonld fehérje szintézis
vdlaszt induk&lt. De itt is taldlhatdk kiilonbségek: etanol
és kadmium kezelés volt a leghatékonyabb a 70 kD hsp szint-
jének emelésében, mig a 64, 15, és 14 kD hsp képzBdése leg-
jobban hBvel volt kivAlthatd. Jelent8s ndvekedést lehetett
kimutatni egy 23 kD protein szintjében, akar hideg sokkot
kovet8 visszatérés idején (1. 4bra), akar etanol, Lkadmium
vagy arzenit hozzdadislra (10., 12., és 17, minta). Ez a
fehérje hBvel is indukilhatd, de csak Atmenetileg, a hBkeze-
1és els8 fél 6rdjidban (ladsd 8. Abrit). Egy 62 kD protein
szintje megemelkedett arzenit hozzdaddst kdvetBen csaklgy,
mint s6 és etanol eltdvolitis hatisira (4., 6., 11., és 17.
minta).

Az itt bemutatott adatok a tudominyos 1irodalom eddigi
eredményeivel j61 ©Osszeegyeztethet8ek. Ismert az etanol
(Zeuthen és mtsai, 1988, Neidhardt és mtsai, 1984), az arze-

nit és a kadmium stressz protein induk&lé hatédsa (Edelman

és mtsai, 1988). Escherichia coliban pedig kimutattadk, hogy

hidegkezelést kévetBen a visszatérés az optimdlis h8mérsék-
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10. Abra. Kiilonbsz8 stresszfaktorok fehérjeszintézisre gya-
korolt hatisédnak vizsgilata. 30 °C-on nevelt sejtszuszpen-
zié6 1-1 ml térfogatl alikvotjait 1 mCi/ml [U—14C] protein
hidrolizAtum jelenlétében inkubdltuk, a kdvetkezB mddokon:
1./ 5 éra, & °C elBkezelést ksvetBen, 1 braig 30 °c-on, 2./
15 °C-on 3 6raig, 3./ 1 % NaCl jelenlétében 3 braig, 4./ 1
% NaCl, 3 béra elBkezelést kdvetBen, a s6 eltdvolitdsa wutén

3 6raig, 5./ 2 % NaCl jelenlétében 3 bréig, 6./ 2 % NaCl, 3

6ra elBkezelést kovetBen, a sb6 eltdvolitidsa utdn 3 6réi

0Q

Tof- 30 “Ceon 1 6rdig (kontroll), 8./ 42,5 ®Cc-on 1 6réai

0Q

’

9./ 5 % etanol jelenlétében 1 bériig, 10./ 5 7 etanol jelen-
létében 3 briig, 11./ 5 7% etanol, 1 éra elBkezelést kdvetB-
en, az etanol eltivolitdsa utdn 3 oérdig, 12./ 50 puM/ml

cdC1, jelenlétében 3 béraig, 13./ 250 muM/ml CdCl, jelenlété-

2
ben 3 6raig, 14./ 500 uM/ml cdci, jelenlétében 3 Oraig,
15./ 25 muM/ml Na-arzenit jelenlétében 3 6riig, 16./ 100

/uM/ml Na-arzenit jelenlétében 3 oréig, 17./ 250 uM/ml Na-
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arzenit jelenlétében 3 oréig. A gélre azonos
radioaktivitdsi mintdkat vittiink fel. Jobb oldalt a

molekulatdmeg standard lAthatd.

letre szintén stressz protein képzB8dést valt ki (Neidhardt
és mtsai, 1984),.

Kissé meglep8 a sejtek reakcibdja sbé hozzdadédsébra, illet-
ve a sb és az etanol eltivolitédsira. 1 és 2 7 NaCl hozzédada-
sdra a totil fehérje szintézis Lkismértékll csdkkenésétBl
eltekintve a sejtek semmilyen markdns, a fehérjék termelddé-
sében megmutatkozd vAlaszt nem adtak (3. és 5. minta).
Ezzel szemben a sb6 és az etanol eltidvolitidsa is hasonld
stresszproteinek szintézisét valtotta ki (4. és 6. minta),
mikdzben a fikobiliproteinek képz8dése szinte teljesen
ledllt (ez minden stresszvilaszra jellemz8 volt, 1legaldbbd
Atmenetileg).

A sb 4ltal kivAltott vAlaszt illetBen az eredmények
ellentmondisosak: mig Apte és Bhagwat (1989) sb6 hozziadéast
kvetBen egy dimenzibés SDS-PAGE-t kovetB fluorogrifidval 1is
jelentBs fehérje szintézisbeli kiilonbséget mutatott ki a
kontrollhoz képest Anabaena cianobaktériumban, Harrington
és Alm (1988) dohiny sejtkultlirdn semmi markéns kiilonbséget
nem taldlt, S8t, a mi eredményeinkkel teljes dsszhangban, a
s6 megvonasa idézett elB stresszprotein szintézist. A jelen-
ség magyarédzatival azonban 8k is addésak maradtak, csaklgy,
mint mi,

Szinte a mi kisérleteinkkel pArhuzamosan, az 4ltalunk
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vizsgalt Synechocystis PCC 6803 tdrzs sbadapticidjit vizs-
gAdltik Hagemann és mtsai (1990). Ok 4 7 NaCl-t adtak a sejt-
szuszpenzidhoz, ami a fehérje szintézist rdvid id8re telje-
sen ledllitotta. A sejtek fehérje szintetizild képességiik
50 %-4t egy gliikozilglicerin nevl ozmotikum szintjének ndve-
kedésével pArhuzamosan, koriilbeliil 2 o4bra alatt nyerték
vissza. Az Altalunk alkalmazott 1, illetve 2 7 NaCl kisebb
mérvll (koriilbeliil 25 %Z-os) szintézis gAtlast okozott, anmi
6sszeegyeztethetd8 a fenti adatokkal. Ezen tGlmenBen, Hage-
mann és mtsai (1990) sem taldltak 1 dimenzids SDS-PAGE-t
kovet8 fluorogrdfidval kimutathatd kiilonbséget a kontroll
és a sbkezelt tenyészetek &ltal termelt fehérjék kozott.

A kiilonféle stresszfaktorok 4ltal kivdltott fehérje szin-
tézis véAlaszt a 2. tiblézat 6sszegzi. Az indukllt stressz-
proteinek alapjdn a vizsgilt kezelések két csoportra bontha-
ték: hidegsokkbdl torténB visszatérés, hBsokk, etanol, kad-
mium é&s arzenit hozziadisa a tenyészethez hasonld fehérjék
megjelenését valtotta ki, mig a sé és az etanol eltavoli-
tidsa a médiumbbél a stresszfehérjék egy mésik, kis csoportja-

nak szintézisét indukalta.

5.3. HBsokk fehér jék intracelluliris lokalizacibjénak

vizsgilata.

Eredeti célkitllzésiinknek megfelelBen kisérletet tettiink
tilakoid membrAnhoz k&ététt hsp kimutatisdra. Ebb81 a célbdl

100-100 ml, 30 °C-on nevelt sejt szuszpenzidjit 3 6ran ke-
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SP Stresszfaktor

(kD) | 4B HSV Kadmium|Arzenit|Etanol ESV SSV
70 + + + + +
64 + + + + +
62 + + %
55 + +
53 ¥
26 + + +
25 + = + +
23 + + + + +
15 + + B + &
14 + ¥ + - +

2. tAblizat. KiilsnbozB stresszfaktorok stressz protein szin-

tézist

10. Abra adatainak felhaszndladsival. +: a fehérje szintézi-

indukald

se induk&lhatd az adott stresszfaktorral.

ini, HSV:
stresszt

térés.

hidegstresszt

kovet8 visszatérés,

kévetB

S8V

visszatérés,

sbstresszt kovetB8 vissza-

stressz prote-

ESV:

hatédsinak &sszefoglaldsa. Késziilt f8leg

etanol
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resztiil [U—lAC] protein hidrolizAtummal jeldltiik 30, illet-
ve 42,5 °C-on. Ezt kivet8en a sejteket iiveggyongyds mbddszer-
rel felt&rtuk, majd centrifugilissal frakciondltuk. E184111i-
tottunk tilakoid membrin gazdag frakcidt (27 ezer g iile-
dék), citoplazmids membrinban disitott frakcidt (150 ezer g
filedék), és nagy tisztasigl citoszolt (150 ezer g feliil-
isz6), majd minden egyes frakcibébdl a kontroll és a hBke-
zelt mintdt is analizAltuk SDS-PAGE-t kovet8 fluorogrifi-
Aval (11. é4bra).

BAr eredetileg a kloroplasztisszal analbdg viselkedést,
és kis molekulatdmegll hsp membrin kot8dését vartuk, meglepe-
tésiinkre egy mésik, mdr eddig is tanulményozott hsp, a 54
kD hsp jelenlétét tudtuk tdbbszdr is, jdl reprodukdlhatdan
kimutatni a tilakoid gazdag frakcidbéban (11, Abra, 4. min-
ta). Ugyanakkor a fehérje még ennél is nagyobb mennyiségben
volt megtaldlhaté a citoszolban (11, 4&bra, 10. minta),
tovidbb erBsitve feltevésiinket, hogy chaperonin fehérjével
411unk szemben.

Szerettiik volna tisztdzni a 64 kD hsp tilakoid asszoci4-
cibjédnak természetét, ezért a 42,5 °C-on jelslt sejtekb8l
szArmazb, tilakoid membrén gazdag frakcidt tovabbi kezelé-
seknek vetettiik ald (12. 4bra). A 2 M NaCl mosas, ami az
ionosan kotott felszini fehérjéket tadvolitja el, a mi ese-
tiinkben nem volt hatékony (12/A 4bra). Ezzel szemben a fel-
szini fehérjéket vdlogatds nélkiil eltdvolitani képes 0,1 M
NaOH kezelés alépjén a 64 kD hsp felszini fehérjének adb-

dott (12/B 4bra). Ugyanilyen feltevésre jutottunk a Triton
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11. A4bra. A h8sokk fehérjék sejten beliili 1lokalizicibdjinak
vizsgdlata. 100-100 ml 30 °C-on nevelt sejt szuszpenzidjat
3 46ridn keresztiil, 30, illetve 42,5 °C-on inkubAltunk 1

uCi/ml  [u-1%

C] protein hidrolizAtum jelenlétében. A sejte-
ket feltidrtuk, majd tartalmukat centrifugdlissal, tobb 1é-
pésben frakcibkra bontottuk. Minden frakcibébdél azonos radio-
aktivit4sh mint4t vittiink fel gélre és a frissen szintetizi-
16dott fehérjéket fluorogridfidval detektidltuk., A pératlan
szAm@ mintédk 30, a phAros szAmfak 42,5 °C-on inkub4dlt sejtek-
b81 szirmaznak. 1.-2. minta: feltiratlan sejt, 3.-4. minta:
13 ezer g, 15 perces centrifugilisbbdl szérmazbd pellet (tila-
koid gazdag frakcibé), 5.-6. minta: 13 ezer g, 15 perces
centrifugilis feliillszbéja (citoszbél gazdag frakcid), 7.-8.
minta: 13 ezer g feliiltszbé6t 150 ezer g, 1 6rdig tovabb cent-
rifugélva elBallitott pellet (citoplazmés membran

gazdagfrakcid), 9.-10. minta: 150 ezer g, 1 o6ra

centrifugilas feliilGszb6ja (nagy tisztaslgl citoszdl).
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12, A&bra. A 64 kD hsp és a tilakoid membradn kdlcsdnhatéséb-
nak vizsgdlata. HBkezelt sejtekbBl tilakoid membrént izolédl-
tunk a 4.4.1. pontban leirtak szerint. A membré&nt kiilonbdz8
kezeléseknek vetettiik ald (részletesen 1l4dsd a 4.4.2. pont-
ban) és az ezek soridn elBAllitott Osszes frakcid fehérje
osszetételét SDS-PAGE-t kovetd fluorogridfia mbdszerével
vizsgdltuk. A gélen a mintdk a kévetkezdk: A: 2 M NaCl
mosis; 1: kezeletlen tilakoid membrén, 2: 2 M NaCl &4ltal a
membranrél eltivolitott proteinek, 3: a membrédn fehérjéi a
2 M NaCl mosids utédn. B: 0,1 M NaOH mosds; 1: kezeletlen
membrin, 2: a membrédnon maradt fehérjék a 0,1 M NaOH keze-
1ést kovetBen, 3: a kezelés 4ltal a membrinrdél eltdvolitott
proteinek. C: Triton X-114 fazisszepardléas; 1: kezeletlen
membrdn, 2: a vizes fazis fehérjéi, 3: a detergens féazis

proteinjei. A nyil a 64 kD hsp pozicibdjdt mutatja.
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X-114 fAzisszepardlds eredményéb8l is: a 64 kD hsp-t a felii-
leti fehérjéket tartalmazd vizes féazisbdl tudtuk kimutatni
(12/C A4bra). Ez a mbédszer igen megbizhatd, a membranfehér-
jéket két csoportra bontja: az integréns fehérjéket a deter-
gens  f£ézisbdl, a ieliileti fehérjéket pedig a vizes fézisbbl
lehet visszanyerni,.

Mindezek alapjin arra a kdvetkeztetésre jutottunk, hogy
a 64 kD hsp feliileti fehérjeként kotBdik a tilakoid membrén-
hoz, mégpedig - mivel a 2 M NaCl nem volt képes a membrén
felszinér8l eltivolitani - valébdszinllleg hidrofdéb erBk ré-
vén. Mivel a membrinba ekdzben nem integrdldédik, ezért nem
valbdszinll, hogy a lipidekkel 1ép ilyen kdlcsdnhatisba. A
fentiek alapjin megillapithattuk teh&t, hogy a 64 kD hsp
valahogyan a membrin fehérjéivel keriilhet hidroféb kapcso-
latba. Nyilvanvald, hogy h8sokk kdzben a fehérjék viszony-
lag kis erBk 4ltal fenntartott nativ szerkezete kdnnyen meg-
bomolhat és ekkor felszinre keriilhetnek addig rejtett, hid-
rofbb szekvencia részletek. Ez aldl minden bizonnyal a memb-
rdnfehérjék sem jelénten;k kivételt, és a 64 RD hsp esetleg
ezt az Allapotot ismerheti fel, és kotBdhet ezekhez a poli-
peptidekhez. Ha feltételezziik, hogy a fehérjénk egy chapero-
nin, akkor ez a fajta két8dés nagyon is beleillik a protein-
r81 eddig kialakitott képbe (Rothman, 1989). Ezek szerint a
chaperonin méds fehérjék normilis koriilmények kdzdtt rej-
tett, reaktiv felszineit -feltehetBen nagyrészt hidrofdb
felszineit- ismeri fel, és azokat képes megkdtni. A hipoté-
zis 1igazolisdhoz mlr csak azt kellett bebizonyitanunk, hogy

a 64 kD .hsp valdban chaperonin fehérje.
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5.4, 64 kD h8sokk fehérje tisztitdsa és azonositésa.

A 64 kD hsp molekulatdmege, abundancidja, szintézisének
h8vel valdé indukélhatbésidga és alapvetBen citoszolikus loka-
lizAcibja alapjin arra a feltevésre jutottunk, hogy minden
valbészinllség szerint a chaperonin fehérjék cianobakteridlis
képviselBjével Allunk szemben. Hipotézisiink igazolisa céljéi-
b61 kisérletet tettiink a fehérje tisztitislra és a tiszti-
tott fehérje azonositdsdra. A hsp szintézis kinetikajat
vizsgdlva mAr korAbban megdllapitottuk (9. 4bra), hogy a 64
kD hsp szintje hossz@ ideig tartd hBkezeléssel nagymérték-
ben megemelkedik, ezért a tisztitds megkezdése elBtt egy
éjszakdn A&t tartd, 42 °C-0s elBkezelést alkalmaztunk. Ez a
kontrollhoz viszonyitva a fehérje mennyiségét valdban jelen-
t8sen megndvelte (nem bemutatott adat).

A chaperonin fehérjék két, egyenként hét monomerb8l 4114

gylirit alkotva fordulnak elB Escherichia coliban (Georgopou-

los és Ang, 1990) és a kloroplasztiszban is (Roy, 1989),
azonban kisérleteink idején jelenlétiiket <cianobaktériumok-
ban még nem bizonyitottdk. Ezt az oligomer formdt szaharoz
grddiens centrifugdlidssal minden eddig vizsgdlt esetben
viszonylag nagy tisztasadgban lehetett kinyerni a koériilbeliil
20% szahardzt tartalmazd frakcibkbdél. Erdekes mdédon azonban
hasonld kisérleteink tébb, kis ionerBsségll puffer kiprbé6bila-
sdval (10 mM Tris-HC1l, pH:7,5, vagy 100mM K-foszfédt, pH:
7,0) sem vezettek sikerre, a 64 kD hsp-t a gradiens tete-

jén, kis szahardz koncentricibdji frakcidbdkban tudtuk kimu-
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tatni (nem bemutatott adat). Ismert volt elBttiink a cia-
nobaktériumokra jellemzB, szintén oligomer felépitésll fiko-
bilisz6mdk nagy érzékenysége az iz0ldl6 médium ioner8ssé-
gére (Katoh, 1988). Ezért kovetkez8 kisérletiinkben az
intakt fikobiliszbéma izoldlésban rutinszerllen hasznélt,
dltalunk "A"-val jelolt, 750 mM K-foszfatot tartalmazdb puf-
fert prébadltuk ki, ami a vart eredményt adta (13. 4bra). A
sejteket ({iiveggydngyds mddszerrel, "A" pufferben feltértuk,
majd centrifugédlédssal (15 ezer g, 15 perc, feliilliszd) elBAal-
litottunk egy citoszol gazdag frakcibdt. Ezt a szintén A puf-
fert tartalmazd, 10-30 7 szahardéz graddiens tetejére réte-
geztiik, és egy é&jszakédn a4t 100 ezer g-vel <centrifugiltuk.
MAsnap a gridiensr8l frakcidkat szedtiink és azokat SDS-PAGE-
val analizdltuk. Refraktometrils mérések alapjan a 64 kD
hsp-t tartalmazd frakcidk szahardéz koncentracidéja 18-207
kozétt volt, ami j61 megfelel a vArt értéknek.

A 64 kD hsp tartalmd frakcidbkban nagy mennyiségben megta-
1l41lhatbék egyéb oligomer fehérjék, f8leg fikobiliszdbmlk. A
fikobiliszbédmik zomét a 16-20 kD k&zdtti molekulatdmegl, Ggy-
nevezett fikobiliproteinek alkotjidk (Glazer, 1988). Haté-
kony elvAdlasztisuk a 64 kD hsp-t81 sem ioncserélB (Servacel
DEAE 52 oszlop) sem forditott fAzis kromatogrifiéval
(Phenyl Sepharose) nem volt eredményes (nem bemutatott
adat). Ennek oka valdszinllleg a 64 kD hsp és a fikobilipro-
teinek hasonld izoelektromos pontjiban (pI=5,5-6,0), és ha-
sonlbé hidroféb sajhtsbdgaikban keresendl.

MAr korédbbi eredményeink is a 64 kD hsp oligomer szerke-
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13. 4&bra. A 64 kD hsp tisztitidsa szacharbdéz graddiens centri-
fugdlassal. A 36 ©°C-on nevelt, majd egy é&jszakin A&t 42
°C-on hBkezelt sejteket 750 mM K-foszfat tartalmd "A" puf-
ferben taArtuk fel. A sejttdrmeléket és a membrinok nagy
részét 15 ezer g, 15 perces centrifugidlissal eltavolitot-
tuk, a feliilGsz6t pedig "A" puffer tartalml, 10-30 %-os sza-
haréz gréddiensre rétegeztiik. A griddienst egy éjszakan
keresztiil, 100 ezer g-vel centrifugdltuk, majd frakcidkat
szedtiink belBle. A frakcidk fehérje Osszetételét SDS-PAGE-

val analiziltuk.
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zetének ioner8sségtBl fiiggB, nagyfokl labilitAsit mutatték,
ezért fehérjénket megprdébdltuk ezt a jelenséget kihasznllva
tovdbb tisztitani. Ez a megkdzelitési mbébd eredményes volt:
a szahardéz grédiens csfcsfrakcidit o6sszegylljtottiik, és az
igy kapott mintdt kis térfogatl, 100 mM K-foszfitot tartal-
mazbd "B" pufferben egy Sephacryl S-200 gélszlir8 oszlopra
vittiik fel. A gélszlirés eredményeként kapott frakcidk anali-
zise azt mutatta, hogy a szennyezB, oligomer strukt(réjt
fehér jék nem estek szét monomerjeikre (b&r a fikobiliszdémik
itt mir nem tekinthet8k teljesen intaktnak, oligomer szerke-
zetiik még jelent8s mértékben megmaradt), és igy az oszlop
kizdrdsi térfogatdban maradtak. A 64 kD hsp ezzel szemben
monomerekre disszocidldédott, és belépett az oszlop elvilasz-
tdsi tartomanyaba (14. 4bra). A 6.-8. frakcidkban a 64 kD
hsp tisztasiga legaldbb 90%-osnak becsiilhet8.

Itt érdemes részletesen Attekinteni a kés8bb valdban cha-
peronin fehérjének bizonyuld 64 kD hsp disszocidcibds visel-
kedését. Mas cianobakteridlis oligomer struktérédkkal &ssze-
hasonlitva 1is a 64 kD hsp oligomerje igen nagy érzékenysé-
get mutatott a puffer ioner8sségével szemben. Mivel vegy
nyilvinvaldan nem fizioldgids, magas sdkoncentracid volt
sziikséges az oligomer szerkezet in vitro fenntartéséhoz,
ezért felmeriil a kérdés, hogy vajon a sejten beliil a fehér-
je monomer, vagy oligomer &llapotban fordul-e el8. Meg kell
jegyezni azonban, hogy az in vivo bizonyitottan oligomer
fikobiliszémdt teljesen intakt Allapotban szintén csak 750

mM foszfAt pufferben lehet izol4dlni (Katoh, 1988). E jelen-
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14, &bra. A 64 kD hsp tisztitdsinak 2. 1lépése Sephacryl
S-200 gélszlirB oszlopon. A szacharbéz grédiens 64 kD hsp tar-
talmd frakcibdit osszegylijtottiik, majd a fehérjék (NH4)2804~
os kicsapidsit kovetBen visszaoldottuk Bket kis térfogatt,
100 mM K-foszfédt tartalm "B" pufferben. Ezt "B" pufferben
ekvilibrdlt Sephacryl S-200 oszlop tetejére rétegeztiik. 0,2
ml/perc &4tfolydsi sebesség mellett frakcidkat szedtiink,

ezek protein dsszetételét SDS-PAGE-val vizsgéltuk.
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ség hatterében egy, a sejtben nagy koncentrdcibban jelen-
lev8 ozmotikum 4llhat, aminek ellentételezés nélkiili eltivo-
litidsa disszocidcibhoz vezethet (Reed és Stewart, 1985).
Ezért elképzelésiink szerint a chaperonin in vivo szintén
oligomerként fordul el8. A fikobiliszéméndl is nagyobb labi-
litdsa ink&bb sejten beliil is elképzelhetd nagyobb disszoci-
4cibds hajlandbsigdt reflektdlhatja.

Erdemes Osszehasonlitani a cianobakteridlis chaperonin

disszocidcibdés tulajdonsigairbdl alkotott elképzelésiinket a

jél1 ismert Escherichia coli groEL, és kloroplasztisz Rubis-

co kotB fehérje viselkedésével. Az E. coli fehérje esetében
némileg ellentmonddsos kép alakult ki. Altaldnosan elfoga-
dott, hogy az oligomer nem disszocidl kisebb egységekre még
a szubsztrdt fehérje elengedésekor sem (Georgopoulos és
mtsai, 1990). Azonban ezzel ellentétes eredmény szintén el8-
fordul, kimutatva a groEL (cpn60) oligomer MgATP, kt és
groES (cpnlO) fiigg8 disszocidcibdjidt a szubsztrit fehérje
levdladsakor (Goloubinoff és mtsai, 1989). A groEL oligomer
onmagdban, kis ioner8sségll, vizes pufferben stabil, csak
metrizamidban esik szét (Georgopoulos és Ang, 1990). Ez a
mi eredményeinkkel egyezBen az alegységek kozti hidroféb
kot8 er8kre wutal, bar az E. coli fehérje esetében ezek az
erBk jbéval erBsebbnek tlinnek.

Némileg eltér8 elképzelés alakult ki a kloroplasztisz
chaperonin fehérje esetében (Roy, 1989). Itt cpnlO-nek meg-
felel8 fehérje jelenlétét eddig nem mutattik ki, bar létezé-

se a mitokondriilis cpnl0 felfedezése wutdn (Lubben és
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mtsai, 1990) erBsen valbdszinllsithet8. A cpn60-nak megfelell
Rubisco kot8 fehérje kdnnyen és reverzibilisen disszociil
ATP jelenlétében. Feltételezik, hogy a cpn60 a kloroplaszti-
szon beliil ciklusokat tesz a két &dllapot kozdott, minden cik-
lus sor&n megkdtve, majd ATP hidrolizise mellett elengedve
egy-egy szubsztrit fehérjét (Roy, 1989).

Az Altalunk elképzelt mechanizmus a kloroplasztisz chape-
ronin mlikédésére emlékeztet inkabb, azzal a kiildnbséggel,
hogy cianobaktériumokban a cpnlO fehérjét kdédold gént a leg-
utébbi id8ben mAr megtaldltdk (Webb és mtsai, 1990).

A tisztitott 64 kD hsp-t fehérje szekvendlissal sikeriilt
chaperoninként azonositanunk. Az N-termindlis els8 25 amino-
savdt hatdroztuk meg, majd ezt Osszehasonlitottuk t&bb
ismert chaperonin szekvenciidval (15. 4bra). Nem tl meglep8

mbédon a Synechocystis PCC 6803-ban Altalunk azonositott cha-

peronin a legnagyobb hasonlbésdgot az egyetlen ezen kiviil
ismert cianobakteridlis chaperonin szekvencidval mutatta
(Webb és mtsai, 1990).

BAr egy 60-65 kD kozdtti molekula tomegll hsp jelenlétét
mAr toébb cianobaktérium tdérzsben kimutattidk (Bhagwat és
Apte, 1989, Borbély és mtsai, 1985, Mannan és mtsai, 1986,
Lehel és mtsai, 1991a), a génjét szekvendltak (Vebb és
mtsai, 1990), nekiink sikeriilt el8szér a fehérjét kitisztita-
ni, és szekvenildssal azonositani (Lehel és mtsai, 1991b).

A cianobakteridlis chaperonin sz&mos folyamatban jatsz-
hat fontos szerepet. Részt vehet a mir mids szervezetekben

is 1leirt folyamatokban, mint DNS replik&cib, protein
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S. 6803 AKSIIYNDEATRALE*GMDILATEA AV
S. 7942 + + R+ + 4+ +EN+R++++K+TE+ 4+ + 4+ + +
E. coli + +DVKFGND+RVXKMLR+VNVYV 4+ +D + +

Blza + +E+AFDQKSRA++QA+VETZXKUG4H+0N+ +

Homolbgia:

S. 6803- S. 7942: 757
S. 63803- E. coli: 337

S. 6803- Blza s 427

15. A4bra. A Synechocystis PCC 6803 64 kD hsp N-terminélis
aminosav sorrendjének ©Osszehasonlitdsa ismert chaperonin
fehérjék aminosav sorrendjével. +: azonos aminosav; *: azo-
nositatlan aminosav. A Synechococcus PCC 7942 groEL szekven-
cia Webb és mtsai (1990), a bliza Rubisco kétB fehérje és az
Escherichia coli groEL szekvencia Gupta és mtsai (1989) mun-

kdjabdl szlrmazik.
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transzport (1. tdblizat), de valdszinllleg vannak specidlis,
csak cianobaktériumokra jellemz¥ funkcidi is. Jelenlétét a
legutbébbi idBben kimutattdk a karboxiszdbémiban (Jager és
Bergman, 1990), ahol valbészinl a Rubisco oligomer
felépitésében '"segédkezik". A fikobiliszbmék oligomer

szerkezetének kialakuldsdt is katalizdlhatja, kotBdését a

tilakoid membrdnhoz pedig sikeriilt is kimutatnunk. Ez
utébbival kapcsolatos elképzeléseinket az 5.6. pontban

fejtem ki részletesen.

5:594 Immunolégiai kisérletek més h8sokk fehérjék

s ’ ’
azonosilitasara.

A hsp szintézist teljes sejt szinten vizsgdld kisérlete-
inkben sikeriilt kimutatnunk egy 70 kD koriili, abundéans,
hBre induk&16db6 protein megjelenését (7.-10. 4bra). Feltéte-
leztiik, hogy a fehérje a hsp70 molekullris chaperone csaléd
tagja. Ezt a feltevésiinket immunoldgiai eszkdzdkkel kivén-
tuk bizonyitani. EbbB81l a cé1b81l 42,5 °C-on, 1 braig hBke-
zelt «cianobakteridlis sejtek fehérjéit SDS-PAGE-val elva-
lasztottuk, majd nitrocelluléz membrdnra blottoltuk. Elkép-
zelésiinket igazolva, a membrdnon az immunoblot mddszer
alkalmazdsdval sikeriilt is kimutatnunk egy, a hsp70 csalad-
ba tartozb fehérjét (16. dbra, a mbébdszer leiridsit 1l4sd rész-

letesen a 4.6.4. pontban). ElsB ellenanyagként az Escheri-

chia coli e csaladba tartozd, dnaK fehérjéje ellen késziilt

antiszérumot haszniltuk.
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16. A&bra. Immunoblotting hsp70 csalddba tartozd molekuléaris
chaperone kimutatidsdra Synechocystis PCC 6803-ban. 30 )
nevelt, 42,5 ©°C-on hB8kezelt sejtek fehérjéit SDS-PAGE-val
elvidlasztottuk és nitrocelluldéz membrédnra blottoltuk. A
membrédnt elsB ellenanyagként a hsp70 csalddba tartozd Esche-
richia coli dnaX fehérje ellen késziilt antiszérummal, médso-
dik ellenanyagként alkalikus foszfatdzhoz kotétt kecske
anti-nydl IgG-vel kezeltiik. A: Coomassie festett gél; B:
nitrocellulbz membridn a foszfatdz szinreakcid utdn; 1: h8ke-
zelt Synechocystis PCC 6803 sejtek fehérjéi; 2. molekulatd-

meg standard.
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Hasonld prébAlkozisaink egy kloroplasztisz lmw hsp rokon
fehérje kimutatidsdra azonban nem jartak sikerrel. Erre a
célra a borsd kloroplasztisz 21 kD 1lmw hsp C-termindlisa
ellen késziilt poliklonilis ellenanyagot haszndltuk fel
(Vierling és mtsai, 1989), azonban pozitiv eredményt semmi-
lyen koncentricidéban nem kaptunk (nem bemutatott adat).
Ilyen fehérje jelenléte a cianobaktériumokban ezek utin sem
zArhatd ki, bAr valbszinlisége nem nagy; kiilondsen, ha figye-
lembe veszsziik, hogy sem nekiink (7.-10 &bra), sem masoknak
(Borbély és mtsai, 1985, Bhagwat és Apte, 1989) ebben a
molekulatdmeg tartomAnyban abundans hsp-t nem sikeriilt kimu-
tatni.

Erdemes itt egy pillanatra &sszehasonlitani a hsp szin-
tézis regulidcidjidban fellelhet8 hasonldésigokat az Escheri-

chia coli, a cianobaktériumok és a ndvényi kloroplasztisz

esetében. Az endoszimbidta elmélet értelmében a kloroplasz-
tisz cianobaktérium 8sokt81 szirmazik (Giovannoni és mtsai,
1988, Gupta és mtsai, 1989). A hsp szintézis tekintetében
azonban fgy tllnik, hogy a kloroplasztisz és a «cianobakté-
rium kdzdtt a hasonldsidg kisebb, mint a cianobaktérium és a

szintén Gram-negativ prokaridta Escherichia coli kozdtt. A

hsp60 és hsp70 csaldd tagjai mindhdrom esetben jelen van-
nak, de mig prokaribétikban szintézisiik a h8BmérséklettD1l erB-
sen fiigg, a kloroplasztisz esetében a megfelell gének a mag-
ban talélhaték} és h8vel nem, vagy alig reguldlhatbak
(Ellis, 1990a, Lindquist és Craig, 1988, Marshall és mtsai,

1990). Ugyanakkor a kloroplasztiszra jellemz8 1lmw hsp pro-
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kariéta megfelelBit mnideddig nem mutattdk ki.

Csak egyetlen cikkben jelentek meg eddig adatok kloro-
plasztisz 4ltal szintetizilt hsp-kr81 (Xrishnasamy és
mtsai, 1988). Azonban a mai napig nem ismert, hogy milyen
fokt autonbémidt Brzoétt meg a hsp szintézis reguldcibjiban a

kloroplasztisz. Escherichia coliban ennek a regulidcidbnak a

kulcsszereplB8je az RNS polimerdz sigma 32 alegysége (Straus
és mtsai, 1987). Ez a fehérje minden valbdszinllség szerint
cianobaktériumokban is megtaldlhatd, mig jelenléte a kloro-

plasztiszban izgalmas, elddntendB kérdés.

5.6. Hipotézis a tilakoid membran és a chaperonin

fehérje kolcsdnhatdsardl.

Munkdnk sordn sikeriilt kimutatnunk a <cianobakteridlis
chaperonin fehérje kozvetlen kapcsolatdt a tilakoid membrén-
nal. Ezt ‘a kapcsolatot az 6sszefiiggések tdgabb rendszerébe
helyezve, az aldbbiakban részletezett hipotézist &4llitottuk
fel.

Feltételezhet8, hogy a chaperonin és a tilakoid membréan
kézvetlen és kdzvetett kapcsolatban is 411 egymédssal, mind
normdl, mind h8sokk kdriilmények kdzott. Kdzvetlen kapcsola-
ton a chaperonin fehérje nem kovalens kot8dését értjik a
membran integrédns és/vagy feliileti fehérjéihez (valédszinll
nem csak egy membrdn fehérjét ismer fel szubsztritként).
Kézvetett a kapcsolat, ha a chaperonin frissen szintetiz4lé-

dott fehérjét kot meg, és annak a tilakoid membrénon
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keresztiili transzlokicidjéiban, vagy membréinba
integridl6disdban jAtszik szerepet. Tehdt ebben az esetben a
protein transzporthoz vezetd folyamat egyik aktiv
résztvevd je.

A kozvetlen kapcsolatra sikeriilt is bizonyitékot szerez-
niink, a kézvetettet pedig tobb tény is valbdszinllsiti. A pro-
tein transzportnak a molekuldris chaperone-ok nélkiildzhetet-
len alkotbelemei (Ellis, 1990a, Hartl és Neupert, 1990), és
magdrdl a chaperoninrbdl 1is kimutattdk, hogy részt vesz
ilyen folyamatokban (Xusukawa és mtsai, 1989, Cheng ¢és
mtsai, 1989). A tilakoid membrin esetében a fehérje inszer-
cidban és transzlokicidban aktiv szerepet jadtszd proteinek
ma még nem ismertek, de az inszertalandbé pLHCP (a kloro-
plasztisz tilakoid fénybegyljt8 komplexének preszekvenciit
tartalmazé polipeptidje) és a chaperonin fehérje, illetve
egy azonositatlan 65 kd-os protein asszocidcibjit mar két
esetben is kimutattdk (Lubben és mtsai, 1989, Fulson és
Cline, 1988).

Nézziik meg ezek utdn kicsit részletesebben, hogy magas
h8mérséklet hatidsira milyen kedvezBtlen folyamatok indulhat-
nak el a tilakoid membrédnban, ezek ellen a sejt hogyan véde-
kezhet, és hogyan hasznidlhatja e folyamatok kdzben a chape-
ronin fehérjét (17. 4bra). A magas h8mérséklet mind a memb-
rdnt alkotbé fehérjékre, mind a 1lipidekre a kettBsréteg
struktira felbomlisit és a forditott hexagondlis fézis kia-
lakulisit elBsegit8 mbédon hat, ez pedig a membrin dezorgani-

z416ddsival és funkcibvesztésével jarhat. A lipidekre gya-
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17. Abra. A hBmérséklet emelkedésének hatdsa a tilakoid
membrinra (hipotézis). Normilis koriilmények kozdtt (bal ol-
dalt) a membrin lipidek alkotta kettBsrétegében a fehérjék
viszonylag egyenletes eloszlist mutatnak, a membrdnfunkcidk
elvesztéséhez vezet8 hexagondlis fAzis nem fordul elB. A
hBmérséklet emelkedésével (jobb oldalt) a kettBsréteg struk-
tira rendje megbomolhat, hexagondlis fAzis alakulhat ki.
Ezt a folyamatot kivdlthatja vagy esetleg tovAbb erBsitheti
a membranfehérjék h8 hatbslra bekdvetkezB aggregicibdbja és
ezzel parhuzamosan fehérjementes teriiletek kialakulésa.
Elképzelésiink szerint a chaperonin fehérje ez utdbbi folya-
matokkal (fehérje aggregacid és fehérjementes szigetek
keletkezése) szemben jelenthet védelmet. Részletes magyara-

zatot lisd a szdvegben.
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korolt hatést maAr viszonylag régdbdta vizsgdljdk: a hBmér-
séklet emelkedése kivadltja a hexagonidlis féazist kedveld
lipidek (kiilonésen az MGDG) szegregdlbédésat a tdbbi 1lipid-
t81, ami bizonyos hatdrt tGllépve a hexagondlis fizis kiala-
kuldsdhoz vezet (Thomas és mtsai, 1986, Williams és Quinn,
1987).

Feltételezésiink szerint ezt a folyamatot tovAbb er8siti
a hBnek a fehérjékre kifejtett hatédsa. Magas hBmérsékleten
a proteinek kis er8k 4ltal fenntartott harmadlagos szerke-
zete megbomlik, és felszinre keriilhetnek eddig rejtett
struktlrik: hidrofdb szekvenciarészletek, reaktiv -SH cso-
portok (Rothman, 1989). Ha a fehérjének "szerencséje" wvan,
akkor a folyamat még visszafordulhat, éz aktiv konformélciét
eredményezve. Ellenkez8 esetben viszont a felszinre keriilt
reaktiv csoportok inter- és intramolekulidrisan egyarant
reakcidba léphetnek egymidssal: a kovalens S-S hidak kialaku-
l4sa (Caldwell, 1989) és a fehérjék hidrofdéb felszineinek
0sszetapaddsa a fehérjék aggregdcibdjat idézheti elB. Ez az
adott proteinekre nézve mdr minden bizonnyal irreverzibilis
folyamat, és az enzimatikus aktivitids elvesztésén tdl -ami
dnmagdban 1is nagyon stlyos ké&rokkal jarhat, de 4j fehérje
szintézisével valdszinll kivédhetB- még egy hatdsa van. A
membran 1lipid kettBsrétegében eddig tdbbé-kevésbé egyenle-
tes eloszlist mutatd fehérjék az aggreglcid miatt a membrén
bizonyos régidiban ©Ysszetapadnak, a membrdn méds teriiletei
pedig fehér jementesekké vdlnak. Mint tudjuk, a lipid kett8s-

réteg stabilizAlésdban a fehérjéknek nagyon fontos szerepiik
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van (Quinn, 1989), ezért a fehérjementes terﬁlétek kialaku-
l4sa nagymértékben fokozza a hexagondlis fédzis kialakulédsa-
nak valdbészinllségét.

Hogyan védekezhet mindezek ellen a sejt? A védekezés
egyik mbédja bizonydra a lipidek forditott hexagondlis fézis
képz8 hajlanddésédgédnak csokkentése, ezt pedig a rendszer a
lipidek zsirsavainak telitésével érheti el. Tobb adat is
van arra, hogy ez valdban a membrdn stabilizdldbédasival jir-
hat (Thomas és mtsai, 1986, Hugly és mtsai, 1989, Vigh és

mtsai, 1989, Quinn és mtsai, 1989). A magasabb h8mérséklet-

hez adaptilt Synechocystis sejtek tilakoidjainak zsirsav

6sszetétele bizonyitottan telitettebb (T6rdk és mtsai, el8-
késziiletben). Az izoldlt cianobakteridlis tilakoid membrén
h8stabilitisa a lipidek in situ homogén katalitikus telité-
sével fokozhatd (Vigh és mtsai, elBkésziiletben).

E hosszli t4v(l védelmi stratégiln t(il sz&molnunk kell
azonban egyéb, rdvidebbd idBtartam alatt '"mozgdbsithatd"
védelmi mechanizmusokkal is. A fehérje S-S hidak kialakuléa-
sa ellen védelmet adhat a sejten beliili redukdld er8 novelé-
se a redukdlt glutation koncentrdcidjlnak emelésével (Cald-
well, 1989). Ugyancsak elképzelhet8, hogy a sejt rendelke-
zik a hexagonédlis lipid fdzist specifikusan felismer8, és
annak "eltiintetése" irényéaban hatd enzimekkel (Quinn,
1989). Azonban e két "eszkdzt" csak a kdrosodidsi folyamat
kés8bbi fazisaiban 1lehet bevetni, és minden valédszinllség
szerint nem nyGjthatnak teljes védelmet.

Nagy szerephez juthat viszont a gyors védekezés sordn a
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chaperonin fehérje (18. abra). Egyrészt felismerheti a h8
hatdsira kitekeredB proteinek "reaktiv" felszineit, és ezek-
re a fehérjékre kot8dve, azonnal megakadidlyozhatja mind az
S-S hidak kialakulAsit, mind a hidrofdéb er8k hajtotta aggre-
gdciét (Rothman, 1989). Ugyancsak lehetBséget adhat a
kotott fehérjének a katalizdlt visszatekeredésre, elkeriilve
igy az inaktiv&lé6dast. Valdszinll van azonban a chaperonin-
nak egy kdzvetett hatdsa is, amit a membrént alkotd fehér-
je/lipid arlny ndvekedésében detektdlhatunk. Ennek igen fon-
tos szerepe lehet egyrészt a fehérjementes szigetek eltiinte-
tésében, masrészt az irreverzibilisen inaktivAldbédott fehér-
jék pbébtlédsdban. A h8mérséklet adaptacidval kapcsolatban
ilyen arinyvédltozést valdban ki is tudtunk mutatni (Tordk
és mtsai, elBkésziiletben). Ebben az esetben valdszinllleg
nem csak a chaperonin, hanem a protein transzportban részt
vev8 tobbi, ma még ismeretlen fehérje is aktiv4l6dik, és
nagy mennyiségll (esetleg specidlisan csak ilyen koriilmények
kozott termelBdB) membridnfehérje inszercidjit katalizaljak.
Jelenleg folyamatban 1év8 kutatédsaink k&zéppontjéban ponto-
san ezek, a megvdltozott fehérje/ lipid ardny hitterében
lezajlé folyamatok &llnak.

Nem keriilhetjiik el a vidlaszaddst arra a kérdésre, hogy
vajon ezek a kutatdsok milyen mértékben jArulnak hozzid a
kloroplasztisz tilakoid membridn adaptédcids folyamatainak
megértéséhez. A kloroplasztisz chaperonin szintézisének
h8reguldcibéjdt csak a legutédbbi idBben sikeriilt kimutatni

(E11lis, 1990a), génje a magban helyezkedik el, és bar Ru-
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18. 4bra. A chaperonin fehérje és a tilakoid membrén k&l-
csbnhatdsa (hipotézis). Elképzeléseink szerint a chaperonin
(kbzépen fent) a membrinnal mind kdzvetlen (az &bra bal ol-
dalidn), mind kdzvetett (az Abra jobb oldaldn) kapcsolatba
léphet. Az elsB esetben a membrén sériilt proteinjeihez kotB-
dik, és azok "kijavitb6disat" katalizilja, a mlsodik esetben
a membridnfehérjék inszercibéjiban '"segédkezik'". Részletes

magyardzatot lisd a szdvegben.
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bisco kot8 fehérje néven a chaperonin mlr tiz éve ismert,
tilakoid membrinhoz kotBdését mindeddig nem irtdk le. Sike-
rilt viszont kimutatni egy, a cianobaktériumokban
valbszinllleg nem is 1létez8 1lmw hsp-nek a tilakoid kotott

formdjidt (Glaczinski és Kloppstech, 1988). Elképzelésiink

szerint a cianobakteridlis U8ssejt bekebelezése utdn a
chaperonin, - a génjével és hBmérséklet regulédcibdjival
kapcsolatos valtozadsokkal -egyiitt - elveszthette tilakoid

membranvéd8 funkcibjit is, amit esetleg az lmw hsp vehetett
4t. Ily mbédon, bAr a cianobakteridlis chaperonin-tilakoid
rendszer vizsgdlatdnak eredményei kdzvetleniil nem adaptédl-
hatdk a kloroplasztiszra, e munkinak mégis kett8s értelme
van. Egyrészt ebben a genetikailag j61 kézben tarthatb
rendszerben sok mindent megtudhatunk a kloroplasztiszban is
abunddns és multifunkciondlis chaperoninrdl, mésrészt a
chaperonin-tilakoid kapcsolat megismerése esetleg kozelebb
vihet a plasztisz 1mw hsp-tilakoid kdlcsonhatés

megértéséhez, annak 4ltaldnositisihoz.
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6. OSSZEFOGLALAS.

Jelen dolgozatban a Synechocystis PCC 6803 cianobaktéri-

és mindenekelBtt tilakoid membré&njinak magas hBmérsék-
adaptécids folyamatait tanulményoztuk.
Megdllapitottuk, hogy az &ltalunk vAlasztott rendszer az
adapticid folyamatinak vizsgdlatdra jdé1 hasznélhath,
hiszen a magas hBnérséliklethez adaptilt sejtek minden
vizsgidlt paraméteriikben (t(d1lé18 képesség, protein szin-
tetizidld és fotoszintetizAld aktivitids) az ezt kovetd
h8sokkal szemben ellenillébbak voltak.
Kimutattuk, hogy a t(11élési és egyéb paraméterek alapjan
is kritikusnak taldlt magas hBmérsékleti tartomlnyban a
sejtek a rendelkezésiikre 4116 fehérje szintetiz41l6 kapa-
citdst els8sorban hBsokk fehérjék képzésére forditjak.
Elvégeztiik a legabundidnsabb hsp-k (70, 64, 15 és 14 kD)
szintézisének kinetikai jellemzését. Vizsgdltuk e fehér-
jék megjelenését egyéb stresszfaktorok hataséara.
Eredeti célkitizésiinknek megfeleld8en kisérletet tettiink
tilakoid membr&n kotdott hsp detektdldsidra. Bebizonyitot-
tuk, hogy az egyik legnagyobb mennyiségben termel8d8
hsp - a 64 kD hsp - kett8s lokalizicibval bir. Mig a
fehérje nagy része a citoszolban taldlhatd, j6l reprodu-
kdlhatbéan ki tudtuk mutatni kotBdését a tilakoid memb-
ranhoz is. Megdllapitottuk, hogy a kdtés felszini, hid-
rofdéb természetll. Elképzelésiink szerint a 64 kD hsp a

membrin fehérjéivel 1ép ilyen kapcsolatbha.
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Eredményeink alapjin feltételeztiik, hogy a 64 kD hsp az
uté6bbi idBben az érdeklBdés kozéppontjidba keriilt chape-
ronin fehérje csalidd tagja. Ezen az alapon megprdébdltuk
tisztitani, ami sikerrel jart. Oligomer szerkezetének
disszocidcibdjidra vonatkozd elképzeléseinket Ssszehason-
litottuk a chaperonin csalidd tdbbi tagjardl nyert ilyen
jellegl informécibdkkal, és azokkal OsszeegyeztethetBnek
taldltuk. Sikeriilt meghatdroznunk a protein N-termina-
lis aminosav sorrendjét, és azt mas chaperonin szekven-
cidkkal ©Osszehasonlitva, fehérjénk azonossagat minden
kétséget kizldrdban bizonyitottuk.

Immunolégiai mbdszerekkel sikeriilt kimutatnunk egy, a
hsp 70 csaladdba tartozd fehérje jelenlétét is. Erdekes
mbédon a kloroplasztiszra jellemz8 kis molekulatdmegl
hsp jelenléte rendszeriinkben nem volt igazolhatd. Ezért
az irodalom eddigi eredményeivel is Osszhangban arra a
kévetkeztetésre jutottunk, hogy a cianobaktériumok hsp
szintézise és annak reguldcidja tobb rokon vonast mutat

a Gram negativ prokaribéta Escherichia colival, mint a

ndvényi kloroplasztisszal.

Feldllitottunk egy hipotézist a chaperonin fehérje és a
tilakoid membrin kapcsolatir6l. Elképzelésiink szerint,
bdr a chaperonin és a tilakoid kb&zti k&lcsdnhatés
h8sokk kdzben a legintenzivebb, kodztiik normdlis hBmér-
sékleti koriilmények kozdtt is van mind kdzvetett, mind
kozvetlen kapcsolat. Attekintettiik azokat a folyamato-

kat, amelyek a magas hBmérséklet hatdsdra a tilakoid
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membridn kirosodidsdhoz vezethetnek, és felvizoltuk a
lehetséges védekezési stratégiakat. Részletesen kifej-
tettem A&llispontunkat, miszerint a chaperonin fehérje a
h8stressz kAros hatdsainak elhdritdsédba tsbb ponton is,

hatékonyan bekapcsoldbdhat.
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7. XOSZONETNYILVANITAS.

EzGton is szeretnék koszonetet mondani mindazon

, L4

kollégdimnak, akik értékes tanicsaikkal, a kisérleti
munkdban nytjtott segitségiikkel, valamint az anyagi és
egyéb feltételek biztositisadval nagymértékben hozzidjirultak
e munk sikeréhez. Személy szerint is szeretném
koszbnetemet kifejezni:
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Dr. Horvath Ibolydnak, a Biokémiai Intézet munkatirséanak,

Dr. Gombos Zoltéannak, a Novényélettani Intézet
munkatarsénak,

Toérok Zsoltnak, a Biokémiai Intézet segédmunkatirsénak,
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Borka Andrids fotbsnak.
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