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BEVEZETES

Altalanosan elfogadott , hogy a stressz kovetkeztében denaturalodd vagy nem
megfelelden feltekeredett fehérjék halmozodasa a stresszvdlasz egyik f6 kivalto
tényezdje. Egyes elképzelések szerint szerint egy hdsokk fehérje, a DnaK is képes a
celluldris termométer szerepének betdltésére, mig a riboszéma szenzor hipotézis alapjan a
transzlacios mechanizmus bizonyos elemei mitkddhetnek termoszenzorként . Megint mas
feltevések alapjan miutan a sejtek membréanjai bizonyitottan rendkiviil termoszenzitiv
makrostruktardk, ezért a stresszhatdsok a membranok szervezddése szintjén is
generalhatnak olyan szignalokat, amelyek végsdsoron elvezetnek a stresszfehérjék
szintéziséhez. Ezen “membran szenzor” hipotézis egyik korai bizonyitéka volt, amikor
kékalga sejtek membran fluidizalo agenssel (benzil alkohol, BA) valo kezelését kovetéen
a sejtek minden vizsgalt hdsokk génjének aktivacios kiiszobhdmérséklete szamottevden

csokkent. A hdstressz a BA-val analog mddon novelte a membranok fluditasat.

CELKITUZESEK

A fenti adatok birtokaban a jelenlegi munka sordn azt a célt tlztik ki, hogy
Osszehasonlito vizsgalatot végziink E.coli sejteken. Kovetjiik a héstressz és a membrant
fluidizalni képes de nem toxikus BA éltal kivaltott adaptiv valaszreakciokat a hdsokk
gének aktivalodasa, a hosokk fehérjék képzdodése ill. a membranok lipidosszetételének,

dinamikai tulajdonsagainak, permeabilitasanak, ill. fazisallapotanak a szintjén.



A KISERLETI MODSZEREK

A két stresszor altal eldidézett membranvaltozasokat az aldbbi biofizikai ill analitikai

modszerekkel kovettiik:

- A membran fluiditasat egy hidrofob membran;jel616, az 1,6 difenil-1,3,5-hexatrien
(DPH) membranban valé mozgasanak kovetésével mértilk a fluoreszcencia
anizotropia modszerével.

- A membran permeabilitasat a lipofil fluoreszcens jelold, az 1-N-fenilnaftilamin
fluoreszcencidjanak kovetésével hataroztuk meg.

- A sejtek K™ permeabilitasanak vizsgalatira az atomabszorpcids spektrometriat
alkalmaztuk.

- A sejtek altaldnos membran integritdsat flow cytometerrel (FACS) hataroztuk
meg.

- Cukorgradiensen valo elvalasztds utan differencidl szkenning kalorimetridsan
mértiik a sejtek kiils6 és belsd membranjainak termotrop fézisatalakulasi
homérsékletét.

- A membran lipideket vékonyréteg kromatografidsan vélasztottuk el. A lipidek

zsirsavosszetételét gazkromatografidsan hatdroztuk meg.

Szamos molekularis biologiai mddszert is alkalmaztunk.
- Norhern blot technikédval elemeztiik a hésokk gének transzkripociojat.
- Egy “reporter” rendszert terveztiink és alkalmaztunk a cianobaktérium hésokk
promotereinek membran fluiditas altali szabdlyozésanak tanulményozasara E.

coliban.



- A hdsokk fehérjék akkumulacigjat Western blottal kovettiik.
- A sejtek fehérjeszintézisét radioaktiv aminosav jeldléssel majd azt kovetd

fluorografiaval hataroztuk meg.

EREDMENYEK

A kétféle stresszor (hd, BA) membranra gyakorolt hatasat tobb mddszerrel kovettiik. Az
1,6 difenil-hexatrient (DPH) hasznélva fluoreszcens probaként megallapitottuk, hogy a
BA kezelés a hostresszel analog mddon okozott membran hiperfluidizaciot, amit a
membranok hoemoviszkdézus adaptacios elvének megfelelden egy fluditas relaxacios
periodus kovetett. A membran fluiditas altalunk megfigyelt normalizacidja jo
Osszhangban volt a ho és a benzilalkohol kezelt sejtek izolalt kiilsé és belsd (citoplamas)
membranjaiban mért gél-fluid lipid fazisatalakulasi homérsékletek eltolodésaira kapott
DSC adatokkal. A kiils6é membranok hd és benzilalkohol éltal okozott permeabilizacigjat
a kiils6 membranra specifikus NPN fluoreszcens proba segitségével igazoltuk.A
membran permeabilitds hdstresszel kivaltott dezintegraciojara a 40-45 °C-os
tartomdnyban keriilt sor, ami egybeesett a sejtek hdstressz vélaszaval, a stresszfehérjék
indukcigjaval. A BA kezelés a termostresszel kombinalva az adaptiv véalaszado képesség
mar kb. 35 °C-on indult. Fontos megjegyezni, hogy a belsé membran mindekdzben
megdrizte teljes integritdsat, amint azt az etidium homodimer jeldld segitségével
igazoltunk.

Ezutdn mind a hd, mind pedig a BA hatasat vizsgaltuk a membranok lipid- és

zsirsav Osszetételének szintjén. JO Osszhangban az adaptiv valaszreakcidoknak a



membranok  stabilitdsat és  funkcionalitdsdt szolgalé elsddleges  szerepével
megallapithattuk, hogy a hd és az alkalmazott kémiai stresszor egyarant csdkkentette a
forditott nemkettdsréteg lipidfazis (Hy) képzését kivaltani képes foszfatidil etanolamin
(PE) szintjét. Erdekes modon, ezzel parhuzamosan mig a hdstressz elsdsorban a PG szint
emelésével jart, a két masik savas foszfolipid osztaly (PG, CL) relativ szintnovekedését
igazolhattuk BA kezelésre. Mig 4altalanos stresszvalaszként a zsirsavak telitettség
novekedését tapasztaltuk, az egyes zsirsavak szintjén szintén detektaltunk stresszor (ho,
BA) specifikus eltéréseket. Igy a 16:1c9 szamottevéen jobban csokkent a BA-adaptalt
sejtek Osszes foszfolipidjeiben (21.1 % vs. 34.6%), mint ahogy az csokkent
termoadaptécio hatasara (29.2 % vs 34.6 % ). Ugyancsak markansan eltért a sztearinsav
(18:0) modosulasa: szintje alig valtozott termoadaptacié kozben (1.2% vs. 1.7%), am
jelentdsen emelkedett BA stressz hatasara (1.2 % vs. 6.3%). Megallapithattuk, hogy a
zsirsavak  4ltaldnos  telitettség  novekedése a  membran  hiperfluidizacio
kompenzacidjaként, ill. a termotrép és polimorf lipid fazisatalakuldsok homeosztatikus
kontrol mechanizmuséanak részeként jol értelmezhetdek. Adataink megerdsitették azt is,
hogy a membranok fizikai allapotara gyakorolt hatasukban analog stresszorok nagyban

atfedd, &m még sem azonos adaptiv membran valtozasokat indukéalnak.

A tovabbiakban a korabbi, cianobaktériumokon tortént vizsgalatokhoz hasonldéan
kovettiik a BA hdsokk valaszt kivaltd hatasat, vagyis az egyes stresszfehérje gének
expressziojat. Northern hibridizacios vizsgalatainkkal igazoltuk, hogy a két legfontosabb
hdésokkfehérje a DnaK és a GroEL génjei mar a sejtek novekedési homérsékletén

indukélhatéak BA stressz jelenlétében, mégpedig a membran fluidizdld agens

crer



héstressz hatasara kb. azonos mértékli volt, a groEL mRNS szintje kevésbé ndtt BA
adasakor, mint hdstressz kdozben. Mivel a E.coli hsp gének kifejez6désének kozismert a
o2 transzkripcios faktortol valo fiiggése, 6°> mutans sejtekben is elvégeztiik a fentiekben
leirtakat. Erdekes modon a két stresszfehérje génjeibdl atirodé mRNS a mutansban mar a
sejtek novekedési hémérsékletén (30 °C ) mérhetd mennyiségben volt jelen, am mig
szintjiik héstresszre (46 °C) valamelyest novekedett, BA kezelésre inkdbb csokkent.
Osszeségében megfigyeléseink nem csak a “membran szenzor” hipotézis létjogosultsagat
igazoltak, de azt a lehetdséget is felvetették, hogy az egyes hdsokk gének kontrolljaban
kiilonbozo lipid osszetételli (fiziko-kémiai allapott) ill. lokalizaci6ji membran domének

vehetnek részt.

A tovabbiakban a DnaK ¢és GroEL fehérjék szintjeit kovettik Western
hibridizaciéval. Igen meglepd moddon azt tapasztaltuk, hogy szemben a hdstresszet
kovetdéen kapottakkal, a termostresszel analég ¢és membran hiperfluidizaciot, a
permeabilitasi barrier részleges destrukcigjat és legfoképpen a hdsokk gének egyidejii
transzkripcids aktivalasat egyarant eléidézni képes BA kezelés (30 °C-on 20 percig ) nem
jart egyitt a két legfontosabb chaperon rendszert reprezentald hdsokk fehérje
megnovekedett képzddésével.. A sejtek fehérjéinek de novo szintézisét radioaktiv
aminosav prekurzorral kdvetve ugyanakkor bizonyitottuk, hogy a BA bevitel a globalis
fehérjeszintézisre nem volt mérhetd hatassal. Tovabbi fontos megfigyelésiink volt, hogy
ellentétben a hostressz soran kapottakkal, kisérleti koriilményeink kozott a BA stressz
alkalmazésa nem jart mérheto szintli protein denaturacioval. Mivel mind a hdedzett, mind
pedig a BA eldkezelt sejtekben kialakult egy. kb. megegyezd szintli szerzett

termotolerancia, bionyitékot szolgéltattunk ahhoz a masok altal korabban szintén



megfigyelt tényhez, hogy a legfontosabb chaperon fehérj¢ék ndvekedése feltehetéen
elégséges, am nem sziikséges eldfeltétele az un. szerzett cellularis termotolerancia

kialakulasanak E.coli sejtekben.

Végezetil arra voltunk kivancsaik, hogy a kordbban bionyitottan membran
fluiditas altal (is) szabdlyozott cianobakteridlis chaperonin gének promoterei, bar
nyilvanvaloan nem rendelkezvén 6> felismer6 szekvencidkkal, képesek-¢ ezen membran
fluiditas fiiggd szabalyozottsagukat megtartani a heteroldg, E.coli sejtes hattérben. Ehhez
a két cianobakterialis chaperonin (Synechocystis PCC 6803 groEL ill. cpn60 )
promotereit az extrém termostabilitdsu enzimet, az 1,3-1,4 beta-glukanaze-t (vagy
lichenaze-t ) kodolo riporter szekvencia elé klonoztuk. Az igy készitett konstrukcidval
transzformalt E.coli sejteket ezutin novekvé hémérsékleteken kezeltik BA-val.
Meglepetésiinkre a cianobakteridlis promoterek (elsésorban a groESL esetében) a BA ¢és

héstressz kezelésre egyarant aktivalhatonak bizonyultak, az idegen sejtkornyezet ellenére.

OSSZEFOGLALAS

1. BA kezelés a hostresszel analdog moédon membran  hiperfluidizaciot
eredményezett, amit a membranok hoemoviszkozus adaptacidos elvének
megfelelden egy fluditas relaxacios periddus kovetett.

2. A membran fluiditas altalunk megfigyelt normalizacidja j6 6sszhangban volt a hd
¢s a benzilalkohol kezelt sejtek izolalt kiilso €s belso (citoplamas) membranjaiban
mért gél-fluid lipid fazisatalakuldsi homérsékletek eltolodasaira kapott DSC

adatokkal.



A hé és az alkalmazott kémiai stresszor egyarant csokkentette a forditott
nemkettdsréteg lipidfazis (Hy) képzését kivaltani képes foszfatidil etanolamin
(PE) szintjét.

Mig éaltalanos stresszvalaszként a zsirsavak telitettség novekedését tapasztaltuk,
az egyes zsirsavak szintjén szintén detektaltunk stresszor (h6, BA) specifikus
eltéréseket.

Megallapithattuk, hogy a zsirsavak altalanos telitettség novekedése a membran
hiperfluidizadci6 kompenzacidjaként, ill. a termotrop ¢és polimorf lipid
fazisatalakuldsok homeosztatikus kontrol mechanizmusénak részeként jol
értelmezhetdek

Northern hibridizacioés vizsgalatainkkal igazoltuk, hogy a két legfontosabb
hésokkfehérje a DnaK ¢s a GroEL génjei mar a sejtek ndvekedési hdmérsékletén
indukélhatéak BA stressz jelenlétében, mégpedig a membran fluidizalo éagens
Western blot technikat alkalmazva megallapitottuk, hogy szemben a hdstresszet
kovetden kapottakkal, a DnaK és GroEL hdsokkfehérjék szintje nem emelkedett a
BA kezelést kovetden.- Ugyanakkor bizonyitottuk, hogy a BA bevitel a globalis
fehérjeszintézisre nem volt mérhetd hatdssal.

Tovabbi fontos megfigyelésiink volt, hogy ellentétben a hdstressz sordn
kapottakkal, kisérleti koriilményeink kozott a BA stressz alkalmazédsa nem jart

mérhetd szintli protein denaturécioval



9. A cianobakterialis promoterek (elsdsorban a groESL esetében) a BA és hostressz
kezelésre egyarant aktivalhatonak bizonyultak E. coliban az idegen sejtkdrnyezet

ellenére.

10.  Végiil, eredményeink bizonyitékokat szolgaltattak ahhoz, hogy a hdsokk
érzékelése még prokaridtakban is egy bonyolult, sokkomponensli mechanizmus
révén torténhet meg, és amelyben a membranok képviselhetik egyikét azoknak a
lehetséges  “sejthdmérdknek”, amelyek részt vesznek a hdsokk gének

aktivalasaban ill.a szerzett termotolerancia kialakitasaban.
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