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BEVEZETES

Minden ¢16lény szoros kolcsonhatasban van a kornyezetével. A kornyezeti
tényezOk komoly kihivast jelenthetnek az egyed szdmara, amely specidlis
valaszreakciokkal -stresszvalaszokkal- igyekszik a kéaros hatdsokat kompenzalni.
Karosodasok érhetik a sejt minden alkotdéelemét, mint pl. a fehérjéket (aggregacio,
oxidacio), vagy morfologiai megkozelitéssel, pl. a membranokat. Ez utébbiak 6rzik a
sejt integritasat, jelentésen hozzdjarulnak a sejt folépités- ¢és mitkddésbeli
szervezddésehez, ill. aktiv szerephez jutnak a jelatviteli folyamatokban. Ugyanakkor
mind lokalizaciojuk, szerkezetiik, mind kémiai Osszetételiik alapjan a kiilonféle
stresszhatasok potencialis célpontjaul szolgalhatnak.

A Membran- és Stresszbiologiai Csoport munkassdga a membran, ill. a
membran ¢és stresszfolyamatok kapcsolatanak tanulméanyozéasara Gsszpontosul,
kiilonos tekintettel a membran lipid fazis szerepére. Hipotézisiink szerint a
membranok képesek egyfajta stressz érzékeloként szolgalni (pl. homérdként a
membran fluiditas révén, ill. oxidativ stressz érzékelésére oxidacios termékeken
keresztiil). Ez valamilyen jeldtviteli uton at elindit(hat)ja a stresszvalasz folyamatat:
hésokkfehérjék (Hsp-k) termelddését, lipidvaltozasokat, stb., amelyek segithetnek az
organizmusnak a megvaltozott koriilményekkel megbirkozni. Az eddigi ismereteink
alapjan a Hsp-k tobb moddon is védhetik a potencialisan veszélyeztetett célpontokat,
ugy mint (i) szubsztrat-Hsp komplexek képzddésével megovhatjak, ill.
helyreallithatjdk a fehérjéket, (ii) membranokhoz (lipidekhez) kdtddve megdrizhetik
azok integritasat és funkcionalitdsat. Mindkét esetben a maximalis vagy elégséges
védelem egy visszacsatoldsos szabalyzasi mechanizmuson keresztiil a hésokkvalasz
lecsengéséhez vezethet (Vigh és Maresca, 2002; Vigh és mtsai, 2005).

Dolgozatom témédja a kismolsulyt hdésokkfehérjék (sHsp-k) membran (lipid)
kolcsonhatasainak  tanulmanyozdsa, = membrankotésiik  jelentéségének  és
mechanizmusanak megértése prokaridta modellrendszerek, Escherichia coli és
Synechocystis  PCC 6803 (ndvényi modellként szolgdldo fotoszintetizalo

cianobaktérium) segitségével.



CELKITUZESEK

I. A Synechocystis PCC 6803 egyetlen sHsp-je a Hspl7, melyrdl a kozelmultban
szdmos publikdcio jelent meg. Tobbek kozott ismeretes, hogy hdstressz soran
kolcsonhat és tun. ,refolding-ra alkalmas allapotban”-ban konzerval bizonyos
fehérjéket (Giese és Vierling, 2002 és 2004). Ugyanakkor tilakoid membranokhoz (is)
kotédve, ezaltal ndvelve azok stabilitasat, kdzvetlen vagy koézvetett mddon jelentds
mértékben dvja a fotoszintetikus funkciot a hd és fény okozta karosodéasoktol (Torok
¢s mtsai, 2001; Asadulghani és mtsai, 2003; Nitta és mtsai, 2005). Egy, a membran
lipid fazisat szelektiven mddosité kisérlet arra utal, hogy a Hspl7 expresszidja és
lipidjeinek fizikai allapotaval, annak fluidités jellemzdjével (Horvath és mtsai, 1998).
1/a. Annak érdekében, hogy a Hspl7-membran kolcsonhatds hdakklimatizacidoban
betoltott  szerepét alapjaiban  megérthessiik, kisérleteket terveztiink annak
folderitésére, hogy milyen tényezok jatszanak szerepet a tilakoid membran
megnovekedett stabilitasanak, és ezzel Osszefliggésben, a fotoszintetikus funkcio
termorezisztenciajanak kialakulasaban.

Célul thiztiik ki, hogy

— megvizsgaljuk a fény- és hdedzés szerepét a termotolerancia kialakuldsaban
(sOtétben €s fényben hdakklimatizalt sejtek fotoszintetikus aktivitasdnak mérésével in
vivo),

— foltérképezziik az akklimatizalt membranok Osszetételében, fizikai jellemzdiben,
szerkezetében ¢€s folépitésében tortént valtozasokat,

— jellemezziik a membranok lipid fazisaban tortént valtozasokat, és

— analizéljuk a potencidlis stabilizal6 tényezok lehetséges hatdsmechanizmusat, és az
esetleges specifikus/ szelektiv sHsp-lipid kdlcsonhatasok lehetdségét.

1/b. A Hsp17-lipid koélcsonhatas természetének alaposabb jellemzésére részletes in
vitro kisérletekbe kezdtiink.

A kolcsonhato lipid komponens valtoztatasaval kivantuk vizsgalni a sHsp lipid
kolesonhatasanak mechanizmusat a lipid fejesoport és a hidrofob zsirsav régiokban.

2. A sHsp oligomerizicios szerkezetének és/vagy potencialis kolcsonhato

részeinek modositasaval a Hsp17 és tilakoid membran (lipid) kolcsonhatas



tovabbi analizisét céloztuk meg mind in vivo, mind in vitro koériilmények kozott.
Egyidejiileg arra is valaszt kerestiink, hogy a sHsp-lipid kolcsonhatas
mechanizmusanak ismeretében lehet-e azt iranyitottan befolyasolni. Kooperacios
partneriink (E. Vierling, Tucson, AZ, USA) munkacsoportja a Hspl7 olyan
pontmutansait allitotta eld, €s tesztelte in vitro/in vivo koriilmények kozott, amelyek
oligomerizacios hajlamukban, fehérjevédd képességiikben kiillonboznek a vad
tipustol, ill. a kiilonféle pontmutansokat expresszald sejtek kiilonbozd mértékben
toleraljak a stresszhatast (Giese és Vierling, 2002 és 2004; Giese és mtsai, 2005). A
vad tipusu (WT) mellett hat fehérjét tisztitottunk ki (S2Y, L9P, Q16R, L66A, F102S,
V143A), amelyek mind a fentebb fGlsorolt tulajdonsagok tekintetében, mind a

mutécio helyét illetden széles hatarok kozotti vizsgalodashoz nyujtanak lehetdséget.

II. Az Escherichia coli két sHsp-je az IbpA és IbpB. Ezek a ,kis chaperon-ok”
extrém magas homérsékleten gatoljak a protein denaturacidt in vivo. Szignifikans
mértékli fehérjevédelmet azonban csak huzamosabb idejii hdstressznek kitett
sejtekben mutattak (Kuczynska-Wisnik és mtsai, 2002). Egy masik tanulmany -
IbpA/B taltermeld sejtvonalakat hasznalva- ugyanakkor ramutatott, hogy az IbpA/B
joval gyorsabban is képes lehet a sejt talélését befolyasold védelmet nyujtani
(Kitagawa ¢és mtsai, 2000). Mindez azt sugallta, hogy a sHsp-k a fehérjevédelmen
kiviil mas védelmi funkciot is ellathatnak stressz kortilmények kozott. Ez a folismerés
és az a tény, hogy az IbpA/B membranokhoz asszocialt (Miyake és mtsai, 1993;
Laskowska és mtsai, 1996; Kuczynska-Wisnik és mtsai, 2002), tovabba, hogy az F.
coli hésokkvélasz beinditasa, sét a termorezisztencia kialakuldsa pusztdn a membran
lipid fazis szelektiv modositasaval elérhetd (Shigapova és mtsai, 2005) vezetett a
kérdésfolvetéshez, hogy vajon az IbpA/B szerepet jatsz(hat)nak-e az E. coli
membran(ok) védelmében.

Ennek megvalaszolasara AIbpAB és WT sejteket teszteltiink in vivo, membran
fenotipusukban taldlhaté kiilonbségek utan kutatva, ill. tisztitott fehérjék lipid
kolesonhatasait kivantuk vizsgalni in vitro.

Ugyanakkor a AIbpAB kontsrukciéban az IbpA-t, IbpB-t, IbpAB-t tiltermeltetve
vizsgaltuk a sHsp-k kozvetlen membranvédd szerepét, valamint a két sHsp

esetleges funkciobeli kiillonbségét vagy egyiittmiikodését.



IRODALMI ATTEKINTES

1. Biologiai membranok

A Dbiologiai membranok minden sejt életében fontos szerephez jutnak.
Jelenlétiik biztositja a szerkezeti integritdst, elhatarolja a sejtet a kornyezetétdl, illetve
magasabbrendii él6lények esetében a kiillonb6z6 organellumok hatarvonalait képezik.
Ennél azonban joval tobbre hivatottak a membranok, aktiv kozvetitoként miikodnek az
azokat koriilvevd kiilsé és belsd tér kozott: szabalyozott médon eldmozditjak vagy
épp gatoljak ionok, molekuldk, ill. az informacié aramlasat. De nem csak jeldtviteli
folyamatok elemei avagy kiindulopontjai lehetnek, hanem szamos kulcsfontossagu
¢letfolyamat szinterei, gy mint fotoszintézis, mitokondridlis elektrontranszport és

oxidativ foszforilacio, DNS replikacio prokariotakban (Gennis, 1989).

1.1. Biologiai membranok folépitése és szerkezete

A bioldgiai membranok lényegében lipidek kettOsrétegébe agyazott fehérjék
halmaza. A két f6 alkotoelemhez kotddhetnek még szénhidratok, glikolipidek vagy
glikoproteinek formdajdban. A membranalkotok azonban olyan nagymértékii
soksziniiséget mutat(hat)nak, hogy a membran csupan az dsszetétel szempontjabol is
meglehetésen bonyolult rendszernek tekinthetd, mivel a sok komponens -aligha
teljesen ismert- kolcsonhatasaival kell szdmolnunk, amikor a membran szerkezetét
probaljuk megjésolni. Tovabb bonyolitja a ,,modellezés” nehézségeit, hogy a
membranok tulajdonsdgait nagymértékben befolyéasol(hat)jdk, hogy azt valos,
fiziologias kornyezetben, vagy in vitro koriilmények kozott vizsgaljuk. A még mindig
érvényben 1€v6 Singer-Nicolson féle fluid-mozaik elképzelés szerint a membran
lipidek ¢és proteinek kétdimenzios oldata, amelyben a lipid kettdsréteg fluid matrix,
amely oldoszeriil szolgél a fehérjék szamdra. A modell szerint mind a lipidek, mind
pedig a proteinek szabadon foroghatnak és oldalirdnyban elmozdulhatnak (Singer és
Nicolson, 1972) (1/a. abra). Egy jabb elképzelés szerint elkiiloniilt lipid és lipid-
fehérje  mezdk  létezhetnek a  membranban, melyek  kialakuldsat a

membrankomponensek kozotti specifikus kdlcsonhatasok okozhatjdk. Az un. ,,Raft



modell” szerint a membran folépitése mind lateralis, mind transzverzélis irdnyban

heterogénnek tekinthetd (Simons és Toomre, 2000) (1/b. abra).
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1. abra A Singer-Nicolson féle fluid-mozaik (A) (Garrett és Grisham, 1999) és a
»Raft” (B) (Madore és mtsai, 1999) membran modell.
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1.2. Bioldgiai membranok fizikai allapotat és funkcigjat befolyasolo

tényezok

A membran fluiditas 1ényegében a membran, mint kolloid halmaz
viszkozitdsanak reciprokaként értelmezhetd. Ha azonban ezt a kolloid struktirdt nem
a fluid-mozaik elmélet altal javasolt ,,oldatnak™ tekintjiik, akkor fontos megjegyezni,
hogy a membran kiilonb6z6 szegmensei az atlagértétdl eltérd mikroviszkozitassal
birhatnak (Lakowicz, 1984). Ennek jelentdsége az, hogy egyes funkcionalisan fontos
fehérjéket nagyban befolyésolhatja az azt koriilvevd kozvetlen (lipid) kérnyezet, mely
kornyezet jellemz6i akar jelentdsen kiilonbdzhetnek a membran tobbi részének fizikai
allapotatol. A raft modell arra (is) folhivja a figyelmet, hogy amikor a membran
atlagos fluiditas jellemzojérol beszéllink, akkor nem biztos, hogy az kelléképpen leirja
a membran funkcionalitdsa szempontjabol kitlintetett mikrodomeén fizikai dllapotat
(Vereb és mtsai, 2003).

Bar a fluiditas jellemzés nem nyujt teljeskori képet a membran fizikai-
szerkezeti valtozasair6l, mégis meglehetdsen joOl visszatiikrozi a membrant
befolyasold kiilsd kornyezeti ill. belsé szerkezeti tényezdk hatasat. Ez utobbiak kozé
sorolandok a membran alkotoelemeinek, azaz a lipideknek (pl. zsirsavtelitetlenség) és
fehérjéknek a mindsége €s mennyisége. Ezen belsd modulatorok aranya vagy akéar
mindsége megvaltozhat stresszhatdsok, vagyis kiilsd kornyezeti tényezok (pl.
homeérséklet) hatasara. Ugyanakkor a kiils6 kornyezeti tényezok kozvetleniil is
befolyasoljadk a membran fizikai 4llapotdit. A hdémérséklet a membran
komponenseinek fiiggvényében modositja a lipid kettdsréteg rendezettségét. A
membranalkotd lipidek az 0Osszes tényezd ereddjének fliggvényében foként gél,
folyadékkristalyos (fluid) vagy nem KkettOsréteget alkotd, forditott hexagondlis
fazisokat (Hy) vehetnek fol (Gennis, 1989) (2. abra). Ezek alapvetden meghatarozzak
a membranok dinamikai tulajdonsdgait, gy mint rigiditasat (a fluiditds reciproka),
flexibilitdsat, permeabilitasat ¢és ezzel Osszefliggésben mikddoképességének
mindségét ¢s mértékét is. A bioldgiai membranok jellemzden a folyadékkristalyos
allapotot igyekeznek fOlvenni, de pl. fotoszintetikus szervezetekben ill.
membranokban a forditott hexagonalis fazis is eléfordul. Ez utébbiak megjelenése pl.

sz€lsOséges homérsekleti koriilményekhez kapcsolddik, szerepiik azonban
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meglehetdsen vitatott (Uemura és mtsai, 1995; Williams, 1998). Gounaris és mtsai
(1983 és 1984) azt az érdekes megfigyelést tették, hogy magashomérsékleti stressz
soran a fotoszintetikus reakciocentrumok (PSI és PSII) karosoddsanak
kiiszobhOmérséklete egybeesik a nem kettdsréteg fazisok membranban torténd
megjelenésével. Mindezt ugy értelmezték, hogy a hdstressz destabilizélja a lipidek,
foként a nem kettoréteg-képzo lipidek és a fehérjek kozotti kolesonhatdasokat, majd a
Hy megjelenéséhez ill. a fehérjék karosodasahoz vezet. Bar ezt a feltevésiiket -olyan
ozmolitok alkalmazaséval, amelyek Hp-t indukélnak- nem sikeriilt igazolniuk,
tovabbra sem zartdk ki a nem kettdsréteg-képz0 lipidek lehetséges szerepét a PSII
fehérje komplexek szerkezeti és funkcionalis épségében (Pali és mtsai, 2003).
Megjegyzendd, hogy az alkalmazott ozmolitok egymastol fliggetlen hatast fejtettek ki
az izolalt membranok fehérje ill. lipid komponenseire, igy az ezek kozotti kapcesolat
vizsgalatara az ozmolitok nem bizonyultak hathatdés eszkoznek (Williams és
Gounaris, 1992; Williams és mtsai, 1992). A nem kettdsréteg-képzd lipidek és ezzel
Osszefliggésben a Hj megjenésének membran funkcionalitdsat érintd hatasai anndl is
inkdbb megfontolanddak, mivel szamos kozlemény utal arra, hogy a membran
lipidek, ill azok fizikai allapotanak modositasaval jelentdsen befolyasolhaté a
fotoszintetikus funkcié hostabilitasa (Horvath és mtsai, 1986; Thomas ¢és mtsai, 1986;
Sharkey, 2000; Murakami ¢s mtsai; 2000; Morgan-Kiss és mtsai, 2002; 1d. tovabba
20. oldal). A Hjy membranon beliili jelenléte, akar kozvetlen kapcsolatban 4ll a
fotoszintetikus komplexekkel, akidr nem, mindenképpen kedvezdotlen a membran
integritasanak megorzése szempontjabol (Quinn, 1988), igy annak elkeriilése akar
megelozés, akar eltavolitas formajaban alapvetd érdekként jelenhet meg a sejt
szamara. Ennek megfelelden a H;; membranon beliili megjelenése tobbnyire atmeneti
jelenség (Epand, 1998). Az elképzelés, miszerint -adott koriilmények kozott- Hy-ok
membranbdl torténd lefiizédosével stabilizdlodhat a membran szerkezet, tobb mint
valészeri. Ez ugyanis alternativ védelmi eszkdz lehet a fehérje/lipid ill. nem
kettOsréteg-képzd/kettdsréteg-képzd lipid aranyok szabalyzasan keresztiil (Gounaris

¢s mtsai, 1984; Uemura és Steponkus, 1997; Garab, 2000).
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1.2.1. Lipidek és fehérjék

A lipidek polaros fejcsoport ¢és hidrofob alkillanc részekbdl folépiild
biomolekuldk. Mindkét régido igen nagyfoku valtozatossagot és specifikussagot
mutathat. Egy éltaldnos -a membran fluiditasat szabalyozni képes- lipid jellemzd a
zsirsav alkillancok telitetlenségének mértéke, azaz kettds kotéseinek szama ill.
elhelyezkedése (Vigh és mtsai, 1994). Természetesen nem csak a zsirsav lancok
telitetlensége, hossza, konformaciodja, pozicidja, hanem a fejcsoport mindsége (pl.
ionos, polaros; foszfo- vagy galakto-), mérete is alapvetd fontossaggal birnak a
lipidek intramolekularis mozgésaiban (lateralis diffuzio, rotacio, ,,flip-flop”) és azok
intermolekularis kolcsonhatdsaiban is (Garrett €s Grisham, 1999).

A  membran fehérje/lipid ardnya széles hatarok kozott valtozhat,
hozzavetdlegesen 20-80 % fehérje mennyiséggel jellemezhetd, fliggden attdl, hogy
milyen és milyen allapoti membranr6l van sz6. A fehérjék jo része kozvetlen
kapcsolatban, kolcsonhatasban van lipidekkel, am el6fordulhatnak protein- ill.
lipidszegény régiok, ahol egyik vagy masik komponens gyakorlatilag dontéen
meghataroz6 (Mayor és mtsai, 1992). A membran fehérjék egy része mélyen,
integransan a kettOsrétegben iil, mig mas proteinek csak periféridlisan kotédnek,
elsdsorban a lipid fejcsoport részekhez, vagy akar egyéb membran fehérjékhez. A
kolcsonhatas erdssége fiigg annak mindségétol, amely Ilehet kovalens vagy
masodlagos kémiai erdk altal Osszetartott. Az utdbbi azonban meglepden erds lehet
(pl. tobb hidrogénhid-kotés) ¢és  kétségkiviil dinamikusabb, reverzibilisebb
kapcsolodasi forma, amely rendkiviili elényokkel birhat egy biologiai rendszerben
(Lodish és mtsai, 1995). Ezeken tilmenden talan az egyik legfontosabb jellemz0 egy
(lipid-fehérje) kolcsonhatasra, hogy az mennyire specifikus. Ebben dontd szereppel
birnak a sztérikus tényezdk, azaz, hogy egyik ill. masik biomolekula kdlcsonhatd
része mennyire illik a masik kolesonhato fél ,,aktiv”’ részéhez, akar enzimszert kulcs-

zér csatlakozassal (Lee, 2003).
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1.3. Homérséklet-akklimatizacio és termostabilitas

Minden ¢l6lényre hat a kornyezete, amelynek valtozédsait egy bizonyos
tliréshataron beliil képes folerdni, elviselni. Ha az életkoriilmények nem idealisak az
organizmus szamara, akkor az -bizonyos hatdrokon belill- alkalmazkodik a
megvaltozott feltételekhez. Amennyiben a stressz mértéke tallépi az ¢€lolény
alkalmazkodd képességének hatdrat, akkor az a stressz nagysagaval aranyos
mértékben kdrosodik. Ha a karosodas mértéke meghaladja az élolény altal elviselhetd
szintet, akkor az ¢€l6lény elpusztul. Ha azonban egyfajta ,, kondiciondlo stresszel”
hozzaszoktatjuk az organizmust a nagyobb megpropaltatdsokhoz, akkor jelentdsen
megnovelhetjik ellendllo képességét. Rovid tavl akklimatizaciorol beszéliink, ha az
¢16lény rovid ideig van kitéve hirtelen megvaltozott koriilményeknek, ill. hosszl tavh
akklimatizaciér6l abban az esetben, ha az adott genotipus tolerancidjaban
megnovekedett fenotipust hoz Ilétre. Amennyiben az alkalmazkodas mértéke
genotipus  valtozassal jar egylitt, akkor adaptacios jelenség 1ép  fel
(http://ecology.botany.ufl.edu/ecologyf02/homeostasis.html).

Egy fontos kornyezeti tényezo, kiillonosen pl. a helyvaltoztatdsra nem képes
novények esetében, a homérséklet. A gyakorlatbdl is ismeretes, hogy mekkora
karokat és nehézségeket tud okozni a magashomérsékleti stressz, egészen az
egyszerlibb prokaridta ¢€l6lényektdl a novényeken 4t az emlésokig. Ennek
ellensulyozasara egy meglehetésen altalanos védekezési mechanizmus a
hosokkvalasz. Ez a folyamat tobbek kozott magaban foglalja a Hsp-k kifejez0dését,
indukalodasat ill. azok stresszelharitd ténykedését, vagy lipidvaltozasokat, melyek a
membran integritasat igyekeznek megdrizni (Glatz és mtsai, 1999 és 2003). A Hsp-k
klasszikus védelmi funkcidja a citoszolikus vagy egyéb fehérjék megdvasa a
denaturaciotol, aggregaciotol (Bukau, 1993). Egyre tobb irodalmi adat azonban arra
nyUjt példat, hogy a Hsp-k membranokhoz hozzakotve képesek azok integritasat,
(termo)stabilitasat védeni ill. ndovelni, avagy a membranhoz csatolt funkcid -pl.
fotoszintézis- miikodOképességét megdvni (Vigh és Maresca, 2002). A novényi
¢letfolyamatok kozil a fotoszintézis, egy tilakoid membranhoz kotott 1étfontossaga
funkcio, a legérzékenyebb a magashdmérsékleti stresszre (Berry és Bjorkman, 1980).
Ennélfogva a fotoszintetizald ¢él6lények hdstabilitdsaban elsddleges szerep jut a

tilakoid membran stabilitdsanak. Rovid tavh akklimatizacié soran a membran atlagos
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lipidosszetételében nem mehet végbe nagymértékii valtozds, igy a membran
védelmében jelentdsebb szerephez juthatnak a membranhoz kot6dé és azt védeni
képes Hsp-k. Hosszabb edzés sordn azonban lehetdség van a lipid metabolizmus és
ezzel parhuzamosan a lipid 0sszetétel szamottevd valtozéasaira is. Ezek érinthetik az
egyes lipidek kozotti aranyokat vagy szabalyozhatjék a zsirsavak telitettségi szintjét,
sOt akar valtozhat a zsirsavak pozicionalis megoszlasanak aranya is (Murata és

Nishida, 1987; Lindblom ¢és mtsai, 2002; Shigapova és mtsai, 2005).

1.4. Prokariota membranok

A prokariota sejtek sejtmag, organellumok és citoszkeleton nélkiili életformak,
vagyis membranrendszeriik, folépitésiik és mitkddésiik is Iényegesen egyszeriibb az

eukaridta sejtekhez képest (Garrett és Grisham, 1999).

1.4.1. Synechocystis PCC 6803

A fotoszintetikus folyamatok tanulmanyozasara modell szervezetként régota
hasznaljak a kloroplasztisz endoszimbiota 6sének tekintett cianobaktériumokat. A
novényekhez képest konnyebben, gyorsabban kezelheték, membranjaik 90-95 %-4t a
tilakoid teszi ki, és lipidosszetétel szempontjabdl is nagyban hasonlitanak a ndvényi
megfeleldjiikre. Sejtjeiket egy kettés membran hatarolja, a kiilsé és a plazma (belsd)
membran. A bels6 membran 4altal hatdrolt intracellularis térben taldlhatok a
korkorosen futd tilakoid membranok (Stanier, 1988) (3. 4bra). A cianobakteridlis
tilakoid membranban a kloroplasztisz€hoz hasonl6 elektrontranszport lanc mitkodik.
A magasabb rendii ndvényektdl eltérden azonban a fénybegyiijtést nem integrans
membranfehérje  komplexek, hanem a membran felszinén elhelyezkedd
fikobiliszomak végzik. Ugyancsak eltérés, hogy a tilakoid membranban nem csak a
fotoszintézis, de a 1égzési elektrontranszport is funkcional, amely magasabb
rendlieknél elsésorban a mitokondriumban miikddik (Bryant, 1994) (4. abra).

Murata ¢és mtsai (1987) 0Osszefoglald munkdjaban részletes informacio
taldlhatdé a cianobakteridlis membran lipidekr6l. A {6 membréanalkotd lipidek a

monogalaktozil-diacilglicerol (MGDG) (50-60 %), digalaktozil-diacilglicerol
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(DGDG) (10-20 %), szulfokvinozil-diacilglicerol (SODG) (10-20 %) ¢és foszfatidil-
glicerol (PG) (10-20 %). Ezenkivil egy minor lipid is megtalalhatdo a
cianobaktériumban, a monogliikozil-diacilglicerol (MGlcDG), amely prekurzor
molekulaként szolgal a legfébb membranalkoto lipid, az MGDG szamara (5. 4dbra). A
lipidek zsirsavosszetételének komponensei a palmitinsav (16:0), palmitoleilsav (16:1),
hexadekadiénsav (16:2), sztearinsav (18:0), olajsav (18:1), linolsav (18:2), a-
linolénsav (18:3(9, 12, 15)), y-linolénsav (18:3(6, 9, 12)) és w-oktadekatetraénsav
(18:4(3, 6, 9, 12)).

ACP ACP

Ei) (xfl »-E;?I (/f > Al ———-- B gg:

Acil-ACP Acil-ACP
G3P LPA PA PG
n
7
Pid
v
Acil Acil
Acil - ---- » HAcil
Sq
DG SQDG
UDP-
glikoz
UDP
Acil Acil Acil
CI| ACI| < Acil
al Gal S Ic
X-galaktoz (Epimerizacio)
DGDG MGDG MGIcDG

5. ébra A cianobakterialis glicerolipidek bioszintézisének vazlata (Murata és mtsai,
1987). Nem kettésréteg-képzoé lipidek: MGDG  (monogalaktozil-diacilglicerol,
neutralis), MGIcDG (monogliikozil-diacilglicerol, neutralis); Kettdsréteg-képzo
lipidek: DGDG (digalaktozil-diacilglicerol, neutralis), SQDG (szulfokvinozil-
diacilglicerol, negativ toltésti fejcsoport), PG (foszfatidil-glicerol, negativ toltésii
fejcsoport); G3P: glicerol-3-foszfat, ACP: ,acyl carrier protein”, (L)PA: (lyso-
)foszfatidsav, Pi: inorganikus foszfat, DG: (1,2-)diacilglicerol, UDP: diacilglicerol-
gliikkoziltranszferaz, Glc: gliik6z, Gal: galakt6z, X: nem azonositott galakt6z hordozo
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A zsirsavak pozicionalis megoszldsa 4ltalanosan a 18:x/16:y vagy 16:x/16:y (sn-1/sn-
2) molekula specieszekkel irhato le. Ez a jellemzden prokariota lipidfelépités merdben
kiilonbozik az eukariotaknal megfigyelhetd 16:x/18:y vagy 18:x/18:y formaktol
(Roughan ¢és mtsai, 1987).

A cianobakteridlis alacsony- ¢és magashOomérsékleti akklimatizacid
jelenségérdl és az abban szerepet jatszd tényezokrél szadmos informacié all
rendelkezésre. Altalaban elmondhatd, hogy a sejtek a tiiréshataron beliil
alkalmazkodnak a megvaltozott kdrnyezeti tényezoéhoz, amely megnyilvanul a tuléld
képességben, abban, hogy a fotoszintetikus funkcié miikddését és ezzel szoros
Osszefiiggésben tilakoid membranjanak stabilitasat igyekszik minél inkabb megdrizni.
A homeoviszkozus adaptacio elmélete szerint, ha megvaltoztatjuk az ¢€l6lény
novekedési homérsékletét, az a megvaltozott membran fluiditdst olyan irdnyba
igyekszik szabalyozni, hogy az az eredeti értékre alljon vissza, vagyis az optimalis
miikodéséhez sziikséges membran fluiditds allandositasara torekszik fiiggetleniil a
kornyezet valtozasatol (Sinensky, 1974). Erre tobb eszkéze is van, mint pl. a
lipidmetabolizmus szabalyzdsa vagy membrankotésre képes Hsp-k aktivalasa (Vigh
¢s mtsai, 2005). Amig az utobbi azonban csak magashdmérsékleti stressz esetén
mikodhet, az elobbi egy altalanosabb akklimatizacids lehet6ség. Az alacsony
hémérséklet altal csokkentett fluiditdas kompenzalasara deszaturdz enzimek
aktivalédnak, amelyek a zsirsav telitetlenség novelésére hivatottak. Vigh és mtsai
(1993) a plazma membran katalitikus  hidrogénezésével, szimuldlva az
alacsonyhdmeérsékleti stressz hatasat a membran fluiditasra, aktivaltdk a desA gént,
ezzel igazolva, hogy a membran fizikai allapotdnak megvaltozasa kompenzécios,
lipidmoddositdo folyamatokat indit el. Magashémérsékleti stressz esetén a zsirsavak
telitése lenne kedvezd, am nincs olyan gyors enzimatikus ut erre a célra, mint pl. a
deszaturdz enzim funkcid. Erre a lipid bioszintézisen keresztiil nyilik mod (5. abra),
mivel igy telitett zsirsavak épiilhetnek be az wjonnan szintetizalodott lipidekbe.
Jonéhany tanulmény igazolja, hogy a membran lipidek mesterséges telitése nagyobb
hoéstabilitast, ellendlloképességet kolcsondz a tilakoid membrannak és funkcionak
(Thomas és mtsai, 1986; Horvath és mtsai, 1986; Vigh és mtsai, 1989). Murakami és
mtsai (2000) egy deszaturdz transzgén ,elhallgattatdsaval” egy akklimatizacids
képességében hasonloképp megerdsodott novényt hoztak 1étre (Sharkey, 2000;
Morgan-Kiss és mtsai, 2002). A nem kettosréteg-képzo lipidek (MGDQG) sziikségesek

a fotoszintetikus fehérjék megfeleld szerkezeti egységéhez, miikodéséhez (van
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Walraven és mtsai, 1984; Garab ¢és mtsai, 2000; Pali, T, 2003; Loll és mtsai, 2005).
Azonban koénikus alakjuk (kis fej- és nagy 1ab régio), amely eldonyos szerkezetileg
elengedhetetlen fehérje-lipid kolcsonhatasok kialalkitasahoz, rendkiviil érzékennyé
teszi azokat a magashdmérsékleti stresszel szemben, hiszen akkor a 1ab rész, névekvo
mozgékonysaganal fogva, méginkabb szétnyilik, igy ezen lipidek kettdsrétegben
tartdsa, azaz a fazisszeparacio és forditott hexagonalis fazis képzodésének meggatlasa
kritikussd valik (Gounaris és mtsai, 1983 és 1984) (2. abra). A lipid telitettség
szabalyzésa ily modon nem csupan a (hiper)fluidizacioval 6sszefiiggd folyamatokban
Iényeges, mint pl. a mobilis e -hordoz6 (plasztokinon) miikodése (Hirano €s mitsai,
1981), hanem a membran dezintegracio ill. funkciovesztés ellen is védhet a nem
kettdsréteg-képzo lipidek Hy-képz6 hajlamanak csokkentésén keresztiil (1d. 13. oldal).
Bar a lipid metabolizmus szabalyzdsa hatékony védelmi eszkdz lehet a
magashdmérsékleti stressz kivédésében, mégsem nyujt elég gyors és hathatés modot
erre hirtelen stressz, vagyis rovid akklimatizacié soran. A Hsp-k kiilondsen ez esetben
¢letmentéként munkalkodhatnak azaltal, hogy a tilakoidhoz kétve novelik a membran
stabilitasat, rigiditasat (Kovacs és mtsai, 1994a és 1994b; Torok és mtsai, 1997).
Egy, a membran lipid fazisat szelektiven modositod kisérlet arra utal, hogy a Hspl7
membran lipidjeinek fizikai dllapotaval, annak fluiditas jellemzdjével (Horvath és
mtsai, 1998). A membran fizikai allapotat a novekedési koriilményekkel, azaz
(elé)akklimatizacioval, egyfajta ,,kondicionald hdstresszel” modositva a hdsokkvdlasz
kiiszobhomérséklete is valtozik, jelezve, hogy a hdsokkvalasz nem az aktudlis
hémérséklettel van kdzvetlen kapcsolatban, hanem a sejt ,,belsd érzékeldi”, mint pl. a
membran fizikai allapota hatdrozzak meg a segitség sziikségességét (Lehel és mtsai,
1993; Glatz és mtsai, 1999; Inoue és mtsai, 2001).

Vigh és mtsai szerint a membranok (leginkédbb annak egyes hiperfluid részei)
képesek egyfajta stressz érzékeloként, hoémérdként szolgalni a membran fluiditas
révén (Vigh és mtsai, 1998 és 2005; Los €s Murata, 2000). Ez valamilyen jelatviteli
uton at elindit(hat)ja a stresszvalasz folyamatat, Hsp-k termelddését,
lipidvaltozasokat. A Hsp-k membranokhoz (lipidekhez) kétddve megdrizhetik azok
integritdsat és funkcionalitdsat. A maximalis vagy elégséges védelem egy
visszacsatolasos szabalyzasi mechanizmuson keresztiil a h0sokkvalasz lecsengéséhez
vezethet (Vigh és Maresca, 2002) (6. abra). Minthogy a kiilonb6z6 védelmi eszkozok,

Hsp-k ko6z6s szabalyzo elemmel birnak a membran fizikai allapotan keresztiil, az
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egyes Hsp-k szabalyzéasa kozott lehet 6sszefiiggés. A dnaK2 gén részleges eltavolitasa
a hsp17 héindukalddasanak kiiszobhomérsékletét 2°C-kal csokkenti, jelezvén, hogy a
DnaK?2 hiadnyzik a védelemben, &m az a Hsp-k kozotti egyiittmiikodes révén (részben
legalabbis) helyettesithetd (Varvasovszki és mtsai, 2003; Vigh és mtsai, nem kozolt

adat).

\Q‘ Stressz-
valasz:
telitett lipidek,
stresszfehérjék

I
i

Membran
stabilizatorok

Klasszikus
»chaperone”-ok

Wy 4

‘Regulator

Hsp17

srssflristArans 9

(ﬂ »folyékony”

Lmerev”

6. abra A membran fizikai allapota és a stresszvalasz kozotti kapcsolat modellje

(Vigh és Maresca, 2002).
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1.4.2. Escherichia coli

Az E. coli az egyik legegyszerlibb, am mégsem igazadn megismert ¢161ény, egy
evolucios siker, amely rendkiviili modon képes volt alkalmazkodni a szélséséges
¢letkoriilményekhez. Ezek alapjan idedlis modell organizmus a stressz
akklimatizaciés/ adaptacios folyamatok tanulmanyozasara. Anndl is inkabb, mert az
E. coli membran adaptacios Iépéseit meglehetésen kevéssé vagy inkabb egyoldaltian
tanulmanyoztdk. Az ezzel kapcsolatos irodalmi adatok helyenként ellentmondasosak,
elhanyagolasoktol szenvednek avagy éppen hidnyosak.

Az E. coli sejtet egy sejtfal, kettds membran (kiilsé és belsé) hatéarolja,
melyeket egy Un. peptidoglikan réteg valaszt el (7. dbra). A két membran Osszetétele,
szerkezete és funkcidja jelentdsen kiilonbozik. A belsd, plazma membran jokora
foszfolipid tartalommal bir, és ez alkotja a sejt tényleges hatarvonalat. A kiilsé
membran kiils6 rétegét un. lipopoliszacharid réteg alkotja, a belsét foszfolipidek, és az
egész membran Iényegesen nagyobb fehérje/lipid ardnnyal ¢és permeabilitassal

jellemezhetd a plazma membranhoz képest (Vance és Vance, 1991).

‘\‘ Lipopoly-
+ saccharide

Outer lipid
bilayer membrane

Cell wall Peptidoglycan

Inner lipid ‘ Lipoprotein
bilayer membrane

7. ébra Az Escherichia coli sejt membran folépitése (Garrett és Grisham, 1999).
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Az E. coli membran kiilonosen jo példa arra, hogy az in vivo vagy izolalt
membranokon végzett kisérleti eredmények kiillonbozhetnek, akar még egymasnak
ellentmondodak is lehetnek (Proulx, 1988). Ennek egyik oka az lehet, hogy a kiils
membran aszimmetrikus folépitésének fonntartdsdhoz elengedhetetleniil sziikséges a
peptidoglikan réteg, vagyis a kiilsé membran izolaldsakor ha az Gsszetétele nem is, de
nativ szerkezete modosulhat (Miihlradt ¢és Golecki, 1975). A membranok f6
foszfolipid komponensei a foszfatidil-etanolamin (PE) (60-85 %), foszfatidil-glicerol
(PG) (10-25 %) és kardiolipin (CL) (0-10 %). Ezen kiviil eléfordul még foszfatidil-
szerin (PS) és lyso-foszfatidil-etanolamin (LPE). A {6 zsirsav komponensek a 16:0,
16:1 és vakcénsav (18:1v), de lehet még mirisztinsav (14:0) is. A kiils6 membran
joval nagyobb ardnyban tartalmaz PE-t (akdr 20 % kiilonbség!) ¢és lipidjei
szignifikansan rigidebbek a plazma membran lipidjeivel Osszevetve (Lugtenberg és
Peters, 1976; Bayer ¢és Bayer, 1985).

Amint noveljik az E. coli novekedési hémérsékletét, az a homeoviszkozus
adaptacio elmélete szerint igyekszik membranjai fluiditasat az eredeti értékre allitani
(Sinensky, 1974). Mivel a membran fazistranzicios homérséklete hatast gyakorol a
sejt héérzékenységére, a membran karosodas lényegesen befolyasolhatja a baktérium
tulélését (Katsui és mtsai, 1981). Magashomersékleti adaptacio esetén a
legjellemzdbb lipidvaltozas egy 18:1 — 16:0 vagy 16:1 — 16:0 iranyu szaturacios
folyamat, amellyel az E. coli novelni képes a membran rigiditast (Lugtenberg és
Peters, 1976). Ez a lipidadaptacios 1épés azonban lényegesen csak a kiilsé membrant
érinti (Janoff és mtsai, 1979 és 1980). Hasonloképp, egy hirtelen hostressznek kitett
sejtkultra gyors lipid-fehérje vezikula lefiizOdéssel valaszolt, am -a vezikuldk
Osszetétele alapjan- ezek alapvetden a kiils6 membranbol, ill. a periplazma régidobol
szdrmaztak (Katsui és mtsai, 1982). Egyes munkdk rdmutatnak, hogy a kiilsd
bizonyos esetben sziikségszeriinek mutatkozik mas védelmi mechanizmusok megléte
is (Janoff és mtsai, 1980). Yatvin és mtsai (1986) bizonyitékot szolgaltattak arra, hogy
hésokk kozben képzO6dd naszcens, membran szignal szekvencia nélkiili fehérjék
képesek a membran lipid fazisanak valtozésait érzékelve a kiils6 membranhoz kijutni
¢s azt valamilyen forméban stabilizalni (Umakoshi és mtsai, 1998). Ezt az allitasukat
tovabb erdsiti az a tény, hogy -16:1 vagy 20:1 (eikozénsav) zsirsavakkal kiegészitett
médiumot hasznalva- a membran lipidosszetételt modositva, a hdsokkot kdvetd kiilsd

membran fehérje 0sszetétele jelentdsen valtozott, jelezvén a membran lipid fazisa és
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az asszocialt fehérjék kozotti kapcesolatot (Yatvin, 1987). Hipotézisiik szerint a fehérje
transzlokalizaciora a hdé altal a kiilsé ¢és bels6 membran kozott eldidézett
Osszeflizodések teremtenek lehetéséget (Hui €s Stewart, 1981; Hui és mtsai 1981).
Erdekes, hogy ugyanez a csoport Ugy talalta, hogy a fo Hsp-k nem vesznek részt a
membran védelemnek ebben a formdjaban. Elképzelésiik szerint a Hsp-k a
védelemnek talan egy késobbi fazisaban szintetizalodnak, amikor mar elegendd
naszcens, egyéb fehérje tdmogatta meg a membran integritdsat (Yatvin és mtsai,
1987). Kovetkeztetésiiket némileg cafolni latszanak az azota napvilagot latott kutatési
eredmények. Mejia és mtsai (1995) az E. coli adaptacios képességét -amelyet a
membran fluiditas mérésével vizsgaltak- két tényezore bontottdk fol, nevezetesen a
lipid- ¢és fehérjevédelemre. Ez utdbbit szoros Osszefiiggésbe hoztak a Hsp-k
szintézisével, sot feltételezésiik szerint a membran fizikai dllapota és a hosokkvalasz
kozott is  kapcsolat van. Egy immunogold elektronmikroszképids —analizis
membranhoz lokalizalt GroEL chaperont mutatott ki (Newman és Crooke, 2000), mig
egy masik munka ennek cochaperonjat, a GroES-t talalta a két membran kozti
periplazma régioban (Lee és Ahn, 2000). Miyake és mtsai (1993) két akkor még nem
azonositott, késobb IbpA és IbpB néven elnevezett, 15 kDa kortili Hsp-t talalt a rovid
ideig, extrém magas homérsékletnek kitett £. coli membran frakcidjaban. A membran
minta tovabbi analizisével kizartadk annak lehet6ségét, hogy a sHsp-k esetleg nem
oldhato aggregatumokkal vald egylittillepedés folytdn keriiltek volna a membran
frakcioba. Laskowska ¢és mtsai (1996) -poliklonalis anti-IbpAB ellenanyagot
hasznalva- IbpAB-t detektaltak a kontroll és hdsokkolt kiils6 membranban, amely a
hésokk eredményezte fehérje aggregatum frakcioban is megjelent. Erdekes modon
semmilyen koriilmények kozott nem talaltak sHsp-t a belsé membran és citoszolikus
frakcidkban.

Egy nemrégiben publikdlt kozlemény egyrészt megerdsitést adott a
lipidvaltozasok szerepére az E. coli hdadaptacios folyamataiban, ill. ravilagitott a
membran fizikai allapota és a hdsokkvalasz kozotti kapcesolatra, masrészt viszont
megkérdojelezte a fehérjék, leginkdbb a f6 Hsp-k abszolut sziikségességét a
termotolerancia megszerzésében (Shigapova és mtsai, 2005). Héanaldg membran
fluidizacioval -amelyet egy, a membran lipid fazisat szelektiven médositd fluidizalo
szer, a benzil-alkohol (BA) hasznalataval értek el a novekedési homérsékletet
megtartva- nagymértékli, gyakorlatilag a hdkezelés okozta valtozassal azonos

nagysagu lipid- és zsirsavosszetételbeli modosulast idéztek eld. Bar a fobb hdésokk
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gének (groEL, dnaK) indukalodtak, fehérje szinten viszont nem jelent meg védelmet
nyujtani képes de novo termék, ami dnmagaban is érdekes tény. Ugyan nem zarhato
ki, hogy mar a kezelést megeldzden 1étezd vagy mas fehérjék (pl. IbpAB, ClpB)
szerepet jatszhatnak a kialakult, a hdedzés 4ltal eldidézetthez képest kozel azonos
mértékii termotolerancia kialakuldsdban, mégis figyelemre mélté az a megallapitas,
hogy csupan a membran lipid- és zsirsavszintii modositisa jelentosen néveli a

membran stabilitasat és ezzel dsszefiiggésben a sejt tiiroképességét is.

2. Hosokkfehérjék

A fobb stresszfehérje csaladok nagymértékben konzervaltak, jelenlétiiket a
legegyszeriibb baktériumoktél a magasabb rendii eukaridta szervezeteken at az
emberig kimutattdk. A hdstresszfehérjéket molekulatomegiik alapjan szokés
csoportositani, igy megkiilonboztetjiik a Hspl10, Hsp90, Hsp70, Hsp60, Hspl0 és a
kis molekulatomegii, sHsp (LMW Hsp, a-Hsp vagy smHsp) csaladokat (Fink és
Goto, 1998). Ellis (1987) szerint ezek molekularis chaperonok, olyan funkcionalis
rokonsagot mutat6d, bar alapvetéen igen kiillonbozé ,,dajkafehérjék”, melyek mas
fehérje strukturak folépiilésében segédkeznek azok kovalens modositdsa nélkiil,
mikozben nem valnak részévé a végsd, funkciondlis formanak. Ez a definicio ma is
helytallonak nevezhetd, am némi kiegészitésre szorul. Chaperonok koézremiikodését
igénylé esemény lehet a sejtek életében a (1) polipeptid lancok ,, folding”-ja,
funkciondlis fehérjévé valasa, (2) a fehérjék transzportja €s transzlokalizacioja a
membranokba ill. azokon keresztiil, valamint (3) a kiilonbozo stresszhatdasok
megjelenése (Lodish és mtsai, 1995). Ez utdbbi esetben a Hsp-k tobb modon is
védhetik a potencidlisan veszélyeztetett célpontokat, gy mint (i) szubsztrat-Hsp
komplexek  képzddésével — megovhatjak  (aggregaciotol,  oxidaciotol),  ill.
helyreallithatiak a fehérjéket (deaggregdacio, , refolding”), (ii) membranokhoz
(lipidekhez) kotodve megorizhetik azok integritasat és funkcionalitasat (Vigh és mtsai,
1994; Kovacs ¢s mtsai, 1994a; Mejia és mtsai, 1995; Glatz és mtsai, 1997; Torok és
mtsai, 1997; Horvath és mtsai, 1998; Goloubinoff és mtsai, 1999). A protedz
rendszerek, mint hdsokkfehérjék az irreverzibilisen kdrosodott, mar a chaperonok

szamdra sem kijavithatd fehérjék gyors eltavolitasdban vesznek részt (Narberhaus,
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2002). Ezekre a funkcidkra bar jol raillik egy molekularis chaperon elnevezés, mégis

az eredeti definicid tagabb értelmezését kivanjak meg.

DNS DNS
‘ Transzkripcio l
RNS RNS
‘ Transzlacioé l
polipeptid polipeptid
/\/\ Degradacio "J
— \ ,.\
proteazokkal \,J 3
. »Folding”
?53?;32 chaperonok »Unfolding” HSP
# 9 segitségével
Feltekert fehérje Feltekert fehérje
optimalis stressz
korilmények korilmények

8. abra Chaperonok a fehérjék mindségi kontrolljaban (Narberhaus, 2002).
Normadlis (optimalis) koriilmények kozott a transzkripcid és transzlacid sebessége
nagy, a de novo fehérje lancok tobbnyire spontdn moddon elnyerik végsé
konformacidjukat, az aggregacio és degradaciod ardnya csekély. Stressz koriilmények
kozott a fehérjeszintézis korlatozottabb; a kitekeredett és funkcionalitasukat veszitett
fehérjék -a Hsp-k ,,dontésétol” fiiggden- visszanyerhetik rendeltetésszerti allapotukat
vagy a protedz rendszerek kozremiikodésével lebontasra keriilnek.

A kiilonb6z6 chaperonok egymdssal és a proteolitikus rendszerekkel
hatékonyan egyiittmiikodve latjak el funkcidikat a sejtekben mind normal, mind pedig
stressz koriilmények kozott (8. abra). A stresszfehérjék egyfajta ,, mindségellenorzés ™
megval(')sit(')i, a fehérjék sorsanak fontos utkeresztezddéseiben helyezkednek el, és
lehetseges-e, ill. kifizetddd-e a sejtnek, avagy a protein teljes eltavolitasa szolgalja-e
inkabb a sejt érdekeit. A 9. 4bra jol attekinthetd6 mdédon foglalja 6ssze, hogy hogyan
miitkddnek egylitt a prokaridta Hsp-k a stresszhatdsnak kitett sejt fehérje
korforgasaban. A funkcionalitasukat (részlegesen) elveszitett, félig kitekeredett
(,,mis/unfolded”) fehérjék ki vannak téve az aggregécio veszélyének, amelyet azonban
tobb iranybol is ellenstlyoznak a chaperon rendszerek. Az aggregacié (1) részben

legalabbis visszafordithaté a DnaK (Hsp70) és ClpB (Hsp110) Hsp csaladok altal, a
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(2) sHsp-k (a-Hsp-k) képesek konzervalni a félig kitekeredett fehérjéket egy
»szivacsszerl” allapotban, amelyek aztan visszanyerhetik aktiv formajukat a (3)
DnaK és GroELS (Hsp60 ¢és HsplO, chaperonin és cochaperonin) helyreallitd
gépezetek segitségével (Torok és mtsai, 1996; Glatz és mtsai, 1999; Narberhaus,
2002).

A  sHsp ===fp DnaK —» GroEL

.

.Refolding” »Refolding” »,Refolding”

B »Refolding”: Dezaggregacio:
DnaK és GroEL DnaK/ClpB

‘_,_______‘__.;

e

,,Unfoldmg” Aggregacio

Degradacio:
Konzervalas”: af .
;Hsp % . proteazok

P IR
/ \ f-\
~

9. dbra A multichaperon rendszer egyiittmiikodése (Narberhaus, 2002). (A) A
sHsp(-k) altal megmentett, félig kitekeredett fehérjék eredeti funkciojat a
DnaK/GroEL rendszer allit(hat)ja helyre. (B) A DnaK/GroEL rendszer a ,,refolding”-
ban, mig a DnaK/ClpB rendszer a fehérje aggregatumok reverzibilis helyreallitasdban
jatszik szerepet.

»Refolding”:
DnaK és GroEL

A klasszikus, ,, homeosztatikus regulacio vagy titracios modell” szerint a
hésokkvalasz atmeneti, amely azon alapszik, hogy a félig kitekeredett fehérjék
chaperonok altal segitett refolding-ja vagy degradacidja csokkenti az indukcids
szignalt, minthogy az elégséges fehérje védelem szabadda teszi a Hsp-ket, amelyek
igy ismét kolcsonhatdsba léphetnek, lekothetik a hdsokkvalasz pozitiv regulacids
elemeit (Bukau, 1993). Egy alternativ elképzelés szerint nem csupan a denaturdl6do
fehérjék, de a membran, annak fizikai allapota is lehet a hdsokkvalasz szabalyzasanak

erzekeloje (1d. 1.4.1. fejezet és 6. abra) (Vigh és Maresca, 2002).
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3. Kismolsulyu hésokkfehérjék

A sHsp-k a hoésokkfehérjék egyik, gyakorlatilag mindenféle ¢él6lényben
megtalalhato csaladjat alkotjak (atfogd tanulményok 1d. Arrigo és Miiller, 2002;
Narberhaus, 2002; van Montfort és mtsai, 2002).

3.1. A kismolsulyu hosokkfehérjék szerkezete, oligomerizacioja

A sHsp-k (LMW Hsp, o, crystallin”-ok (a-Hsp)) egy széles korben follelhetd
Hsp csalad, am a tobbi Hsp-hez képest kevéssé mutatnak hasonldsagot,
konzervaltsagot szekvencidjukban, inkdbb csak rovid szekvencia motivumok
tekintetében. Monomer molekulatomegiik /2-43 kDa kozott valtozik, de tilnyomo
tobbségiik a 14-27 kDa mérettel jellemezhetd. A legnagyobb konzervaltsdgot a
k6zEépsd, névadd rész, az Un. o-,crystallin” domén hordozza, ennél lényegesen
valtozatosabb a C-terminalis és kiillondsen az N-termindalis rész (10. abra).

A sHsp monomert az antiparallel [-sheet-ekbdl Osszerendezddott o-
ncrystallin®  domén, a flexibilis, , csukloval ellatot” C-termindlis rész és a
hossziisagaban, szekvencidjaban nagy valtozatossagot mutatd, rugalmas N-termindlis
régio alkotjak (11. abra). A sHsp-k kozos szerkezeti sajatsaga, hogy nem kovalens
kotéssel, reverzibilis modon dimerekké, trimerekké, tetramerekké, nonamerekké ill.
dinamikus oligomer strukturakka szervezddnek. Valdjdban a dimerek (trimerek)
tekinthetok az alapvetd épitoelemeknek az oligomer szervezédésben. A monomerek
Osszekapcsolasaban meghatarozé szereppel bir az egyik N-terminalis régio bekotése a
masik monomerhez (12. dbra). A dimerek a masik még szabadon maradt N-termindlis
kar és a mozgékony C-terminalis részek segitségével kapcsolodnak Ossze
tetramerekké, oligomerekké (13. abra). A végsd, iireges és gombszerli forma allhat
akar 9-32 alegységbdl (14. abra) (Chang mtsai, 1996; Haley és mtsai, 1998; Kim és
mtsai, 1998; van Montfort é¢s mtsai, 2001).
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N-terminalis rész a~crystallin domén C-termindlis vég

v
.Konzervalt régi¢” C-terminalis C-terminalis
kiterjesztés farok

10. dbra A sHsp-k primer szerkezete, a sHsp monomer alapveté egységei (E.

Vierling).
Triticum aestivum Methanococcus jannaschii
(Hsp16.9) (Hsp16.5)
a-crystallin
N-terminalis domén

régio

~— —
C-terminalis vég

11. abra Az eukariéta Triticum aestivum (buza) Hspl16.9 és a prokariota
Methanococcus jannaschii Hsp16.5 monomer térbeli szerkezete (van Montfort és
mtsai, 2001; Kim €s mtsai, 1998).
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12. 4bra A buza Hsp16.9 monomerek dimerizaciéja (van Montfort és mtsai, 2001).
Az egyik monomer N-terminalis régidja a masik monomer a-crystallin doménjével

reverzibilis kdlcsonhatas révén 1étesit kapcsolatot.

C

13. abra Egy sHsp tetramer képzédése a biiza Hsp16.9 példajan bemutatva (van
Montfort és mtsai, 2001). Az N-terminalis régio alapvetd fontossagu mind a dimerek,
mind a tetramerek létrejottében. Tetramer allapotban az Osszes N-termindlis vég

kotott formaban talalhaté meg.
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14. abra A buza Hsp16.9 dodekamer térbeli szerkezete (van Montfort és mitsai,
2001). A sok alegységbdl reverzibilisen f61épiil6 oligomer format a C- és N-terminalis
régiok altal 1étesitett intermolekularis kdlcsonhatasok stabilizaljak.
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3.2. A kismolsulyu hésokkfehérjék chaperon aktivitasa

A dinamikusan szervezddd sHsp oligomer szerkezet -bar még nem teljesen
tisztdzott, pontosan hogyan is- szerepet jatszik ezen Hsp-k funkcionalis miikodésében.
Van Montfort és mtsai (2002) szerint a sHsp oligomerek hdstressz hatasara kisebb
egységekké, tetramerekké, dimerekké esnek szét, igy az addig az oligomerben elrejtett
hidrofob, ,ragadds” részek felszinre keriilnek (Haslbeck és mtsai, 1999). Az ily
modon aktivizalt sHsp-k képesek megkotni a félig kitekeredett, ,,misfolded”
proteineket, és megovni az aggregdciotol, megtartani egy ,,szivacsszeri” rendezett
vagy rendezetlen struktardban, , refolding-ra alkalmas dllapotban” a fehérjéket
(Laskowska és mtsai, 1996; Lee és mtsai, 1997; Roy és mtsai, 1999; Friedrich és
mtsai, 2004). A sHsp-k aggregaci6 elleni védelme, amely ATP-, azaz energiafiiggetlen
jelenség, nagyfoku fehérje specifitast is mutathat.

% hostressz ATP fiiggo
chaperonok
nativ B L

fehérje —> %
.y nativ
oldhato fehérje
heterokomplex
oldhatatlan
aggregatum oldhatatlan

aggregatum

15. abra A sHsp-k fehérjevédd képessége (chaperon aktivitasa) (van Montfort és
mtsai, 2002). A modell szerint a hdstressz soran disszocidcio révén aktivalodé sHsp-k
képesek a félig kitekeredett (,,unfolded”) proteineket megkotni és abban az
allapotukban konzervalni. Az irreverzibilis aggregaciotdl megmentett fehérjék mas
chaperonok  kozremiikddésével — visszanyerhetik  eredeti  allapotukat  és
funkcionalitasukat vagy lebontasra kertilnek.
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Béar a sHsp-k nagy hatékonysaggal befagyasztjak, megallitjdk az irreverzibilis
aggregacios folyamatot, helyreallitani nem képesek az inaktivalt fehérje struktirakat,
viszont egyiittmiikodnek a ,,refolding ’-ban résztvevé Hsp70 (DnakK) és Hsp60-Hsp10
(GroELS) rendszerekkel, azoknak atadjak a megmentett fehérjéket (Lee és Vierling,
2000; Torok és mtsai, 2001; Kuczynska-Wisnik és mtsai, 2002). A masik lehetdség,
hogy a nem mitkdddképes fehérjehalmaz lebomlik, kikeriil a forgalombodl. Ez utdbbi
esetben is lényeges a lebontasra vard fehérjéket hozzaférheto formdaban tartani,
kiilonben nem oldhato, nem eltavolithatd formaként karosithatjdk a sejtet (15. dbra).
Az eddigi ismereteink alapjan az a-crystallin domén és az N-terminalis rész bizonyos
motivumai lehetnek feleldsek a szubsztrat kotésért, az N- és C-termindlis végek az
oligomerizacion keresztiil kozvetetten befolydsolhatjak a chaperon aktivitast, ill. a C-
termindlis rész szerepet jatszik még a komplex oldhatésaganak megdrzésében is (Lee
¢s mtsai, 1997; van Montfort és mtsai, 2001 és 2002; Giese és Vierling, 2002 és 2004;
Giese és mtsai, 2005). A sHsp/ szubsztrat komplex képzddésekor elengedhetetleniil
reasszocidacioja, bar ez utdobbi nem fOltétleniil szabdlyos szerkezetli komplexet
eredményez (Ehrnsperger és mtsai, 1999; Rogalla és mtsai, 1999; Giese ¢s Vierling,
2002). Vajon miért lehet fontos az Ujraasszociaci6? Nem elégséges ugyanis a
nsegitségért kialtd” fehérjék megragaddsa, hanem sziikséges az Ujonnan kialakult
komplex stabilizalodasa is, hiszen maga a sHsp is -aktivizalt allapotaban- bizonyos
értelemben egy veszélynek kitett fehérje forma. Ezt mi sem bizonyitja jobban, mint
hogy maguk a sHsp-k is valhatnak a sajat maguk aktivitdsanak aldozataul, ami tovabb
noveli a sejt karosodasanak mértékét (Stege €és mtsai, 1999). Ennek ellensulyozéasara
olyan hetero sHsp komplexek 1éteznek, amelyben az egyik sHsp inkabb a sHsp
komplex stabilitasaért, a masik pedig annak minél nagyobb aktivitasaért felelds. Ilyen
példak az E. coli TbpAB ¢és az emlés aAB-crystallin, ill. oB-crystallin/Hsp27
komplexek (van Boekel és mtsai, 1999; Fu ¢s Liang, 2003).

Nem csak a hd befolyéasolhatja a sHsp oligomerizéciot és funkcidt, hanem
$z4mos poszttranszlacios fehérje modositds is, mint pl. deamidacio, acilacio, diszulfid
hidak képzddése, (szulf)oxidacio, glikozilacod é€s foszforilacio. Ez utdébbi emldsdkben
fontos szereppel bir a sHsp-k szignal folyamatokban betdltott szerepével kapcsolatban
(Ehrnsperger és mtsai, 1999; Rogalla és mtsai, 1999; Gaestel, 2002; Diaz-Latoud és
mtsai, 2005).
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3.3. Prokariota és novényi kismolsulya hosokkfehérjék funkcioi

A Synechocystis PCC 6803 egyetlen sHsp-je a Hspl7 vagy Hspl6.6
(tovabbiakban Hspl7), ill. altalanosabb megkdzelitéssel a cianobakterialis sHsp-t
HspA névvel illetik (Horvath és mtsai, 1998; Giese ¢s Vierling, 2002; Asadulghani és
mtsai, 2003). Ez a Hsp megkdti és megdvja a denaturdlodott fehérjéket az
aggregdciotél, mind in vivo, mind in vitro korilmények kozott. Affinités
kromatografia, immunprecipitacio ¢és tomegspekrometria hasznalataval szamszerint
42 fehérjét talaltak, amelyek in vivo, hdstressz kozben, specifikus moddon
kolcsonhatnak a Hspl7-tel. A lehetséges szubsztrat fehérjék ramutatnak arra, hogy a
Hspl7 meglehetdsen széles korben védheti a sejt funkcionalitdsat, mint pl. a
transzkripcio, transzlacio, szignal folyamatok vagy metabolizmus terén (Torok és
mtsai, 2001; Basha és mtsai, 2004). Giese ¢s Vierling (2002 és 2004) valamint Giese
¢s mtsai (2005) véletlenszerii mutagenezissel a Hspl7 pontmutansait allitottak eld,
majd a megfeleld génnel a vad tipust helyettesitve, ill. a fehérjét E. coli-ban
tultermeltetve és kitisztitva, vizsgaltdk a muticio hatasat a sHsp szerkezetére és
chaperon aktivitdsara in vivo és in vitro egyarant. Els0 1épésben -a munka
nagysagrendjét csOkkentendd- a mutans sejtek termotoleranciajat tesztelték, és ez
alapjan  valasztottak ki jonéhany esetet tovabbi tanulméanyozas céljara.
Megallapitottak, hogy a Hspl7 dinamikus oligomerizdcios képessége, chaperon
aktivitasa és a sejt tuléloképessége kozott szoros oOsszefiiggés van, minthogy olyan
mutaciok, amelyek az oligomer allandosult széteséséhez vezetnek, a protektiv hatas
jelentds csokkenését eredményezték. Habar megjegyzendd, hogy a dimer formaju
Hsp17 muténsok -az aktivizalodas elméletével 6sszhangban- a denaturalddott fehérjék
gyorsabb kinetikdju reaktivalodasat tették lehetové, mégis a sHsp/szubsztrat komplex
hatékony chaperon funkciohoz. Erdekes médon olyan N-terminalis mutdnsok, melyek
sem a sHsp oligomerizacidjat, sem in vitro chaperon aktivitdsit nem befolyasoltak
szamottevd mértékben, nem voltak képesek védelmet nyujtani a sejtnek. A szerzok
arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy vagy az altaluk hasznalt in vitro chaperon teszt
nem elégséges az in vivo fehérjevédelem modellezésére, vagy a Hspl7 N-terminalis
része valamilyen mds, a sejt élethenmaraddasa szempontjabol lényeges funkcio

védelmében jatszik szerepet.
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Fotoszintetizalo létformak esetén nem kétséges, hogy a fotoszintézis egy
1étfontossagu funkcid, sot a tilakoid membran a sejt legérzékenyebb része hostressz
soran, kovetkezésképp ennek védelme elemi érdekként jelenik meg (Berry és
Bjorkman, 1980). Szamos kozlemény allitja, hogy a sHsp-k tilakoid membranhoz
asszocidlva védik a fotoszintetikus funkciot a fény- és ho okozta karosodasoktol.
Delécios mutanst hasznalva fiiggetlen laborok mutattak ki, hogy a Hspl7 jelentdsen
hozzajarul a sejt termotolerancidjanak, fokozott membran stabilitdsanak
kialakulasahoz, ill. a fotoszintetikus aktivitas védelméhez (Schuster és mtsai, 1988;
Lee és mtsai, 1998; Nakamoto ¢s mtsai, 2000; Torok és mtsai, 2001; Heckathorn és
mtsai, 2002; Fang és Barnum, 2003). A sHsp hianya a tilakoid struktura drasztikus
karosodasahoz vezet hostressz koriilmények kozott (Lee €s mtsai, 2000). Egy masik
morfoldgiai munka is megerdsitést adott arra nézve, hogy a Synechococcus HspA
mind normal, de kiillondsképpen stressz koriilmények kozott meghatarozd szereppel
bir a tilakoid membran szerkezeti integritdsdnak és funkcionalitdsanak megdrzésében
(Nitta és mtsai, 2005). Habar a sHsp-k egyarant védenek ho- és fénystressz ellen,
szerepiik erélyesebben mégis a fotoinhibicio elleni kiizdelemben mutatkozik meg,
kiilondsképpen, ha mindez még parosul a hostressz kedvezdtlen hatdsaval is (Schuster
¢s mtsai, 1988; Nakamoto ¢és mtsai, 2000; Pike és mtsai, 2001). A védelem
tekintetében igencsak egységes tanulmanyok mar kordntsem annyira azonos
véleményen vannak a protekcid konkrét helyét illetéen (Adamska és Kloppstech,
1991). Erdekes -in vitro transzport kisérletbél és in vivo megfigyelésbdl szarmazo-
kloroplasztisz eldélete, hogy az hésokkolt avagy sem. Ertelmezésiik szerint hésokk
hatdsara nem csupan a membran fluiditdsa valtozik meg, hanem annak szerkezete,
organizaciodja is (Kloppstech és mtsai, 1985). Nem csak ez az dtrendezédés, de akar
egyeb valtozasok a lipid- és protein Osszetételben is befolyédsolhatjdk a (s)Hsp-k
(Glaczinski ¢és Kloppstech, 1988). Egyes elgondolasok szerint, mivel a fény
legkdzvetlenebb modon a PSII reakcidcentruméaban elhelyezkedé DI proteint
karositja, a védelem célpontjanak ennek kell lennie (Schuster, 1988). Masok szerint a
funkcio kozvetettebb megovasarol lehet sz6, mint pl. a fotoszintetikus komplex
periférialis és igen hoérzékeny fehérjéinek vagy akar a fénybegyljto fikobiliszomak
aggregacio elleni védelme (Nakamoto, 2000; Heckathorn, 2002). Heckathorn és mtsai
(1998) ugy talaltak, hogy a sHsp a PSII elektron transzportot, nem a PSI funkci6t
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védi, és az in vitro mért protekcio kinetikdja tilsagosan gyors egy fehérje reaktivalo
mechanizmus lehet6éségéhez. Egy a membran lipid fazisat szelektiven moddosito
kolesonds kapcsolatban 4ll a tilakoid membran lipidjeinek fizikai dllapotaval, annak
fluiditas jellemzojével (Horvath és mtsai, 1998). Valojaban a Hspl7 egyarant képes
fehérjéket és lipideket védeni, azaz amfitrop Hsp-nek tekinthetd, amely hordozza a
kozvetlen vagy kozvetett membran védelem lehetéségét is, s6t mindekdzben akar
citoszolikus fehérjéket is megovhat (Torok és mtsai, 2001; Nitta €s mtsai, 2005). Am
hagyomanyosnak tekintett citoszolikus chaperon funkcidja mellett, kétségkiviil
Iényeges szerepet jatszik a membran funkcid tamogatdsaban is. Ennek igen
szembetiind bizonyitéka, hogy a Synechocystis Hsp-k expresszidjanak szabalyzasa -
kiilonosképpen a Hsp17 esetében- erdsen fényfiiggd folyamat, amely nehezen kothetd
a citoszolikus fehérjék védelméhez, ill. nehezen fiiggetlenithetd a fotoszintézistdl
(Asadulghani és mtsai, 2003).

A tulzott mértékii vagy nagy energiaji (UV) fény nem csak a fehérjék direkt
karosodasat, de reaktiv oxidacios specieszek (ROS) képzddését is eldidézheti a
fotoszintetizal6 membranban (Asadulghani és mtsai, 2003). Egy altalanosabb elmélet
szerint minden olyan tényezd (pl. hdstressz), amely valamilyen elektrontranszport
lancot kiszolgadld6 membran integritasit megbontja, az adott elektronlanc
,Kisiklasahoz”, egy autooxidacios jelenséghez vezet (Garbe és Yukawa, 2001). Az
oxidativ stressz célpontjai a fehérjék és kiillonosképpen a tobbszordsen telitetlen
lipidek, amelyek tovabbi szabad gyokoket generald ROS hatasara egy végelathatatlan
peroxidacionak vannak kitéve, amely drasztikus membran szerkezeti karosodashoz,
csokkent membran fluiditdshoz és megndvekedett permeabilitashoz vezet (Farber,
1995). A sHsp-k képesek megvédeni a PSII és mitokondrialis elektrontranszport
folyamatokat (Downs ¢és mtsai, 1998; Heckathorn és mtsai, 1998 és 2002). A fentebb
targyalt mechanizmusok mellett a sHsp-k egyéb moédon is mérsékelhetik a ho- és
oxidativ stressz hatasat. A sHsp triptofan, cisztein és metionin aminosavai
megkothetik, deaktivalhatjdk a ROS-et (Jakob ¢és mitsai, 1999). Az oxidaciot
elszenvedett sHsp-k konformécios valtozason esnek at, amely chaperon aktivitasuk
elvesztésevel jar(hat) (Harndahl és mtsai, 1999 ¢s 2001). Ez az dngyilkos semlegesito
modszer ésszerltlennek tiinik, de a sHsp-k reaktivalasarol, reverzibilis miikodésérol
mas enzimrendszerek, pl. metionin szulfoxid reduktaz gondoskodnak (Gustavsson és

mtsai, 2002). Miért akkor hat egy koztes szerepld ebben az oxidacids lancban? A
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kloroplasztisz Hsp21 és M. tuberculosis Hspl16.3 két membran lokalizalt sHsp,
amelyeknek lehetdségiik van kozvetleniil érintkezni €és reagalni a membran lokalizalt
ROS-kel, lipidekkel, amelyet egy citoszolikus enzim nem tud megvaldsitani
(Harndahl és mtsai, 1999). Erdekes észrevétel, hogy mivel a M. tuberculosis
elsdleges célja kiallni a gazdaszervezet immunvalaszanak tdmadasait, pl. az oxidativ
stresszt, plazma membranjanak védelme elsodleges feladattd valik, amely mellett
gyakorlatilag fontossagat vesziti a sHsp chaperon funkcidjanak megtartasa (Abulimiti
¢s mtsai, 2003). Ezt az elgondolast megerdsitendd in vitro vizsgaltak a lipid asszocialt
Hspl16.3 szervezddését, amely dimerek formajaban kapcsolodott a lipid membranhoz.
Mivel a Hsp16.3 chaperon aktivitdsa annak oligomer allapotdhoz kotédik, az elobbi
megallapitas -legalabbis a M. tuberculosis sHsp esetén- megkérddjelezi a sHsp-kre
javasolt amfitrép miikodési mechanizmust, pontosabban azt, hogy az egyidejiileg
ugyanarra a sHsp komplexre/oligomerre teljesiiljon (Chang és mtsai, 1996; Torok és
mtsai, 2001; Chen ¢és mtsai, 2003; Nitta és mtsai, 2005). Ez utobbi értelmezés
azonban nem zarja ki annak lehetdségét, hogy két kiilonbozé sHsp komplex
egyidejiileg ellathassa a fehérjék és a membran védelmét is.

Az E. coli sHsp-eket, IbpA-t és IbpB-t fliggetlen csoportok mutattak ki a
(hosokkolt) membran frakcidban (Miyake és mtsai, 1993; Laskowska és mtsai, 1996).
Késobb ezek egyike -feltételezésre alapozva allitasat- miiterméknek konyvelte el
korabbi kijelentését, annak ellenére, hogy tovabbra is megtaldltak az IbpAB-t a
membran frakciokban (Kuczynska-Wisnik €és mtsai, 2002; Laskowska és mtsai,
2004). Bar a f6 Hsp-k mas szerzék szerint nem vesznek részt a membran
termotoleranciajanak kialakitasaban, fontos megjegyezni, hogy ezek mind figyelmen
kiviil hagytak a sHsp-k esetleges szerepét (Yatvin és mtsai, 1987; Shigapova és mtsai,
2005). Valojaban az E. coli nem rendelkezik egy olyan Synechocystis-¢hez hasonlatos
membran kotott funkcioval, amelynek tesztelésével meggydz6 bizonyitékot lehetne
adni az IbpAB membran protektiv szerepére. Az IbpAB csak huzamosabb ideig,
extréem magas homérsékletnek kitett sejtekben képes szignifikans mértékii
fehérjevédelmet nyujtani (Kuczynska-Wisnik és mtsai, 2002). Egy masik tanulmany -
IbpA/B tultermeld sejtvonalakat hasznalva- ugyanakkor ramutatott, hogy az IbpA/B
joval gyorsabban is képes lehet a sejt tulélését befolydsolo veédelmet nyujtani
(Kitagawa ¢és mtsai, 2000). Mindez azt sugallja, hogy a sHsp-k a fehérjevédelmen
kiviil mas védelmi funkciot is elldthatnak ho- vagy oxidativ stressz koriilmények

kozott. Ez a folismerés és az a tény, hogy az E. coli hdsokkvalasz beinditasa, sot a
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termorezisztencia kialakuldsa pusztan a membran lipid fazis szelektiv modositasaval
elérheto azt mutatja, hogy nem zarhat6 ki az IbpAB esetleges membranvédo szerepe
(Shigapova és mtsai, 2005). Ez nem szolgal példa nélkiili esetként, a M. tuberculosis
Hsp16.3-n kiviil az Oenococcus oeni (tejsavbaktérium) Hspl8 (Lol8) is membran
héstresszel, mind a héanalog membran fluidizaloszer, BA-lal elérhetd (Jobin és mtsai,

1997; Delmas €s mtsai, 2001).

3.4. Emlos kismolsulyu hésokkfehérjék funkcioi

A human genom 10 aHsp-t, azaz sHsp-t kodol, amelyeket a HspB1-10
kategoriaba sorolva is jeloliink, bar alternativ nevezéktan is hasznélatos (Kappe és
mtsai, 2003). Ezek szovetek kozti, sejten beliilli eloszlasa, mennyisége,
indukalhat6saga és funkcidja meglehetésen nagy valtozatossagot és specifikussagot
mutat. A Hsp27 hostressz hatdsara a citoszolbdl a sejtmagba jut, és 6vja a fehérjéket
az aggregaciotél (Kampinga ¢és mtsai, 1994). A sHsp-k kolcsonhatnak a
citoszkeletaris  elemekkel, ¢és foszforilacio-fiiggdé moddon befolyédsoljak azok
szervezOdését (Liang és MacRae, 1997). A Hsp27 az ubikvitinhez kapcsolodva aktiv
részese a fehérjek degradacios folyamatanak (Parcellier és mtsai, 2003). Arrigo és
Miiller (2002) figyelemre mélto elképzelése szerint a sHsp-k nem passziv moédon
befagyasztjdk a félig karosodott fehérjék allapotat, varva a chaperon rendszerek
,megmentésére”, hanem egy aktiv, deaggregacio-ujraoligomerizacios folyamatban
wkivonjak a forgalombol” az oxidalodott fehérjéket, ezzel elkeriilve a rendkiviil karos,
proteolizisnek ellenallo ,,lipofuscin” aggregatumok képzddését (Sitte és mtsai, 2000).
Az (jraaktivizalodo/ oligomer sHsp forma ugyanakkor -a GSH-GSSG (glutation)
redox detoxifikalo rendszeren keresztiil- képes a (pl. TNFa-okozta) oxidativ stressz
ellen védeni, ill. a sejtet mar eldzetesen ,redukalt” &llapotban tartani. Mindez
megmutatkozik pl. az NF-xB aktivizacio, lipid peroxidacio és protein oxidacio
megOrzésében. Kutatasaik azonban arra is ramutatnak, hogy a sHsp-k kdzvetlen(ebb)
modon is részesei a védelemnek (Mehlen és mtsai, 1996; Preville és mtsai, 1999; Ray
¢s mtsai, 2001). Megannyi cikk hoz példat arra, hogy emlds sHsp-k membran

lokalizaltak, védenek pl. mitokondridlis elektrontranszportot, membran kotott enzim
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funkcidt, befolyasoljak mikrofilamentumok membranhoz kapcsolodéasat, vagy
szerepet jatszanak a sziirkehalyog kialakuldsaban (Mulders és mtsai, 1985; Piotrowicz
¢s Levin, 1997; Downs ¢s mtsai, 1999; Cobb ¢és Petrash, 2000 ¢és 2002; Nakagawa ¢és
mtsai, 2001; Negre-Aminou és mtsai, 2002; van den Ijssel és mtsai, 2003; Derham és
mtsai, 2003). A membradn, elsésorban lipidjei oxidacios érzékenysége folytan, az
oxidativ stressz érzékeldjeként szolgalhat (Benderitter és mtsai, 2003). ROS, pl. lipid
szabad gyokok és peroxidacios termékek, szerepet jatsz(hat)nak az oxidativ stressz
szignal folyamataiban (Starkopf és mtsai, 1998; Uchida, 2003; Poli és mtsai, 2004). A
foszfatidil-szerin (PS) szelektiv oxidacidja és externalizacidja megjeloli a sejtet a
halalra az apoptdzis soran. A membran aszimmetria megsziinését -egy lehetséges
mechanizmus szerint- az apoptotikus redox effektor, citokrom c¢ ¢és a PS
kolcsonhatésa, reakcoja eredményezi. Ismeretes, hogy a sHsp-k gatoljak az oxidativ
stressz indukalta apoptdzist, a Hsp27 kolecsonhat a citokrom c-vel, igy aktiv résztvevo,
mediator lehet a fentebb vazolt apoptotikus folyamatban (Fabisiak és mtsai, 1998;
Kagan ¢s mtsai, 2000; Arrigo ¢s mtsai, 2002). A foszforilacio és mas
poszttranszlacios modositasok 4ltal szabalyozhatd aktivitdsd, oligomerizacidju és
funkcionalitast sHsp-k -részeseivé véalva a sejt szignal Utvonalainak- nem csak a
fehérjek, de az egész sejt életének mindségellendrei lehetnek, az életfolyamatok
meghataroz6 keresztezodéseiben dontést hozhatnak az életben maradasrol vagy
halalr6l (Ehrnsperger és mtsai, 1999; Rogalla és mtsai, 1999; Narberhaus, 2002;
Gaestel, 2002).

3.5. A kismolsulyu hosokkfehérje kutatas jelentosége és tavlatai

Nem kérdéses, hogy fotoszintetizalo élolények termostabilitasaban szerepet
jatszo tényezok megértése, esetleges modositasa oriasi gazdasagi, kornyezet(védelm)i
haszonnal birhat. Egyes patogén baktériumok gazdaszervezettel szembeni
ellenalloképességében (is) meghatarozo lehet a sHsp (membran)védd képessége, mint
az a M. tuberculosis esetében valdszertsithetdé (Chen és mtsai, 2003). Ennek a
védekezési mechanizmusnak a megértése kozvetlen, specifikusabb ellentdmadasi
feliiletet kindl a fertozéssel szemben. Ha alkalmazas szintjén igyeksziink hasznositani
ismereteinket, akkor nem elegendd a megfigyelés, sziikséges a mélyebb szintli

megismerés, hatasmechanizmusok folrajzoldsa is. A sHsp-k mindenféle é16lényben
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jelenlevé chaperon csalad, és bar szekvencidjukban, méretiikben, kdrnyezetiikben
jelentésen kiilonbozhetnek, mégis nagyfoka funkciondlis hasonlosdgot mutatnak.
Altalaban elmondhatd, hogy hd- és oxidativ stresszhez kothetd jelenlétiik, védenek
fehérjéket, membran integritast és funkciot.

A sHsp-k szamos betegség soran megjelennek, folhalmozddnak, ill.
valamilyen -nem foltétleniil elényds- moddon Osszefiiggésbe hozhaték azokkal.
Ilyenek tobbek kozott a rak, a sziirkehalyog, kardiovaszkularis, neurodegenerativ
vagy autoimmun betegségek. Amellett, hogy potencialisan diagnosztikai markerként
szolgéalhatnak, szerepiik megértésével talan kozelebb keriilhetink a gyodgyités
moédjahoz, olyan gyogyszerfejlesztésbe lehet kezdeni, amely kozponti elemként kezeli
a sHsp-k mitkodését. A fentebb emlitett betegségek nem csak a sHsp-khez kothetok,
de mindegyikiik szorosan kapcsolodik a membranokhoz, akar kozvetleniil (pl.
sziirkehalyog, Alzheimer kor, prion betegség; altalaban stessz rezisztencia), ill. intra-
vagy extracellularis szignal (citokinek, metasztazis), lipid peroxidacié (ischemia-
reperfusio) révén (Clark és Muchowski, 2000; Crabbe és Hepburne-Scott, 2001;
Snoeckx és mitsai, 2001; Arrigo és mtsai, 2002). Ezek alapjan a sHsp-membran
kutatasnak egyértelmiien rendkiviili 1étjogosultsdga van. Egy drogjelélt molekula,
névszerint a Bimoclomol, anélkiil, hogy protein denaturaciot idézne eld, pusztin a
membran egyes lipidjeivel szelektiven kolcsonhatva, szinergikus médon serkenti a
hsp-k indukciodjat, ezzel eldsegitve a sejtek edzddését, azaz nagyobb ho- és oxidativ
(ischemia) stressz elleni rezisztenciajanak kialakulasat (Vigh és mtsai, 1997; Torok és
mtsai, 2003). Meg kell még jegyezni, hogy shsp-k specifikusan, a f6 hsp-kt6l
fliggetlentil is indukalédnak/indukalhatok, ami nem csak azt jelzi, hogy ,, életutjuk”
joreészt fiiggetleniil zajlik a tobbi Hsp-tol, de egyben kivételes lehetoségeket is kinal
specifikus gyogymechanizmusok kidolgozasdra (Eskenazi és mtsai, 1998; Kato és

mtsai, 1999; Trautinger , 2001; S6ti €s mtsai, 2005).
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ANYAGOK ES MODSZEREK

1. Synechocystis PCC 6803

1.1. Synechocystis sejtek és novesztési koriilményeik

A Synechocystis sejteket alland6 megvilagitis mellett (35 pE/m?/s),
fotoautotrof koriilmények kozott, BG-11 tapoldatban (pH 7,5) neveltiik 30 °C-on. A
tenyészetek novekedéséhez sziikséges szénforrast 1 % CO»-t tartalmazo steril levegd
buborékoltatasa vagy NaHCO; (3,4 mM) biztositotta. A novekedés mértékét
abszorpcio mérésével kovettik (A= 800 nm) egy HP 8452A tipusu
spektrofotométerrel, a sejteket azok exponencidlis novekedési szakaszaban (OD= 1,5
+0,3) hasznaltuk fel. A sejtkulturat fényben (35 pE/m?/s) és sotétben, 30 °C-on
tartottuk kontrollként és 42 °C-on, 3 6ran at inkubaltuk, a fény és a h6 akklimatizacios
szerepének viszgalata céljabol (Lehel és mtsai, 1993).

A Hspl7 pontmutans sHsp-ket expresszalo sejtvonalakat E. Vierling (Tucson,
AZ, USA) laboratériuma hozta l1étre. A konstrukciok a megfeleld, hspl7 pontmutanst
hordozé pNaive plazmid (spectinomycin rezisztencia) dupla delécios mutdnsba
(Ahspl7, kanamycin rezisztencia ¢€s AclpB, eritromycin rezisztencia) torténd
megfelelden kezeltikk, a megfelelé antibiotikumok és a mutdnsok ndvekedését
elésegitendd 5 mM gliikkdz hozzaadasaval kiegészitve a tapoldatot (Giese és Vierling,

2002 és 2004).
1.2. In vivo tilakoid stabilitas és szerkezet vizsgalatok
1.2.1. Oxigén fejlodés mérés
A fotoszintézis hdinaktivalédasi folyamatat egy Clark tipusi oxigén

elektréddal kovettilk. Az oxigén fejlédést intakt sejtekben, kiilsdleg hozzaadott
elektron donor vagy akceptor nélkiil mértiik (1d. 16. abra). A sejteket a meghatarozott

crer
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15 pg/ml-re allitva 30 °C-on mértiink normal megvilagitas mellett (Lehel és mtsai,
1993). A sejteket eldzetesen a 1.1. fejezetben leirtak szerint kezeltik a fény- és
hoakklimatizacid szerepének vizsgalata céljabol.

A Hspl7 pontmutdns sHsp-ket expresszald sejteket (Id. Eredmények és
megvitatasuk 2.2.2. fejezet) fényben, 42 °C-on, 3 6ran at kezeltiik miel6tt az UV-B
stressz fotoszintetikus funkcidé miikodésére gyakorolt hatasat vizsgaltuk. A héedzést
kovetden 15 percig inkubaltuk a mintdkat 30 °C-on, normdl megvilagitds mellett,
hogy azok hdémérsékletét visszaallitsuk a normal értékre, mely egyben a mérés
hémérséklete is volt. Ezutan a sejteket 2 Oran at egy 10-12 uE/m?/s megvilagitast
biztositd  Vilbert-Lourmat UV-B lampa fényének, majd 1 o0rdig normal
megvilagitasnak tettiik ki. A sejtek PSII aktivitdsara jellemz0 ,,steady-state” oxigén
fejlodés értekeket (0,5 mM DCBQ elektron akceptor jelenlétében) kiilonbozd
idépontokban detektaltuk (Cadoret, 2005).

1.2.2. Klorofill a fluoreszcencia mérés

A tilakoid membran hdstabilitdsat a héindukalta ,,steady-state” klorofill a
fluoreszcencia valtozassal kovettiik egy Quanta Master QM-1 luminospektrométerrel
(PTIL, Princeton) intakt sejtekben. A Chl a a PSII fehérje komplexek hdstabilitdsanak
jellemzésére altalanosan elfogadott belsd, azaz nem kiviilrél hozzdadott fluoreszcens
molekula. A 10mM TES (NaOH) pH 7.0, 10 mM MgCl, pufferben folvett mintdk Chl
435 nm, az emisszios hullimhossz 680 nm volt, 5 nm-es résszélességek mellett
(Schreiber ¢és Armond, 1978; Horvath és mtsai, 1998). A sejteket elozetesen a 1.1.
fejezetben leirtak szerint kezeltiik a fény- és hdakklimatizacio szerepének viszgélata

céljabol.

1.2.3. Fluoreszcencia anizotropia mérés

Az izolalt tilakoid membran ,,atlagos™ fluiditas jellemzdjét DPH anizotropia
méréssel kovettiik a hémérséklet fiiggvényében, egy Quanta Master QM-I

luminospektrométerrel (PTI, Princeton). A 10 mM TES (NaOH) pH 7,0, 10 mM

crer

adtunk, majd 30 percig inkubaltuk 4 °C-on. A fiitési sebességet 0,5 °C/min-re
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allitottuk, a gerjesztd fény hullamhossza 360 nm volt, az emittalt fény intenzitasat 460
nm-en detektaltuk 5 nm-es résszélességek mellett (Horvath és mtsai, 1998). A
fluoreszcencia anizotropia értékeket, melyek forditottan aranyosak a fluidités
jellemzdével, a mért, a gerjesztd fény polarizdcios sikjara merdleges és azzal
parhuzamos emittalt fényintenzitdsok és a miiszerparaméter segitségével hataroztuk
meg (Lakowitz, 1984). A sejteket eldzetesen a 1.1. fejezetben leirtak szerint kezeltiik

a fény- ¢és hdakklimatizacio szerepének viszgalata céljabol.

1.2.4. Membran mikroheterogenitas vizsgalat

Az izolalt tilakoid membran mikroheterogenitasanak jellemzésére a mintakat a
1.2.3. fejezetben leirtak szerint jeldltiik DPH-val, és a préba életid eloszlasat
elemeztiik. A kisérleteket egy Quanta Master QM-1 luminospektrométerrel (PTI,
Princeton) végeztiik el 30 °C-on. A gerjesztési fényt 358 nm-nél egy impulzus tizemii
Ny 1ézer (PL2300)-festéklézer (PL202) (PTI) szolgéltatta, a fluoreszcencia lecsengést
460 nm-nél kovettikk (Mayor és mtsai, 1992). A sejteket elézetesen a 1.1. fejezetben

leirtak szerint kezeltiik a fény- és hdakklimatizacié szerepének viszgalata céljabol.

1.3. Tilakoid membran és lipidek izolalasa, elvalasztasa, analizise és

elokészitése

1.3.1. Tilakoid membran izolalasa, sejtfrakcionalas

A tilakoidban gazdag frakcio izolaldsa 0-4 °C kozott tortént. 100 ml
Osszegyljtott tenyészetet (5000 g, 10 min) 3 ml pufferben (10 mM TES (NaOH) pH
7.0, 10 mM MgCl,), 1-1 mM proteaz gatlo (PMSF, benzamidin, e-amino-kapronsav)
jelenlétében folszuszpendaltuk, majd a tovabbiakban sotétben €s jégen tartottuk. A
sejteket 0,1 mm atmérdjli liveggyongy €s 3x3 min vortexelés segitségével tartuk fol.
A sejttormeléket és a fel nem tart sejteket 5000 g, 10 min centrifugalassal tavolitottuk
el. A feliiluszot (27000 g, 30 min) elvalasztottuk a tilakoid gazdag pellet és
,citoszolikus™ feliiluszo frakcidkra. Ez utdbbit, amely tdbbnyire -citoszolikus

fehérjéket és a tilakoidrdl leszakadt proteineket tartalmazza, szolubilis fehérje
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frakcioként kezeltiik. A tilakoid frakciot egyszer mostuk, hogy a lazdn kotédo
fehérjéket (foként fikobiliproteinek) eltavolitsuk (Kovacs és mtsai, 1994a).

1.3.2. Lipidek izolalasa, elvalasztasa és analizise

A lipideket kloroform:metanol (1:2) extrakcids eljarassal nyertik ki a
sejtekbdl, izolalt membranokbol és liposzoma rendszerekbdl (Bligh és Dyer, 1959). A
neutralis (TNL) és polaros lipideket (TPL) -¢és sziikség esetén- a TPL lipidosztalyokat
vékonyréteg kromatografia (TLC) (szilikagél vékonyréteg, Merck 5721) segitségével
valasztottuk el, kloroform:metanol:28 % NH4OH (65:35:5) eluens elegyet hasznalva
(Sato ¢és Murata, 1988). Az egyes lipidek megjel6léséhez ill. azonositdsdhoz a
vékonyréteg lapok széleit ANS-sel fujtuk le. A lipid foltokra 17:0 belsdé standardot
csepegtettiink, lekapartuk azokat, majd atészteresitéssel alkalmassa tettiik a mintakat
zsirsavjaik gazkromatografids analizisére (Vigh és mtsai, 1993). A zsirsavelemzést
egy Shimadzu GC-MS-QP2010 tipusu GC-MS-sel végeztiik el. Az elvalasztashoz egy
30 m x 0,25 mm (0,2 um film boritast) szilika kapillaris SP-2330 tipusu kolonnat
(Supelco) hasznaltunk. A deszolvataci6é 240 °C-on tortént, a minta komponenseit He
vivogazzal, 160-200 °C gradiens elucioval valasztottuk el. A komplex lipidek
mennyiségét, a zsirsavmennyiségbdl visszaszamolva, atlagos moltomegiik alapjan
hataroztuk meg (Kates, 1972).

A lipid molekula specieszek fejcsoport és zsirsav ill. zsirsav pozicid
azonositdsa LC-MS technikaval tortént. A molekula specieszeket egy LC-10vp tipust
folyadékkromatograffal, =~ Supelcosil ~ LC-18  oszlopon  valasztottuk  el,
acetonitril:izopropanol (3:2) eluenssel, amely 0,5 mM ammonium-acetatot is
tartalmazott. Az eluatum ESI-MS azonositdsa egy QP8000 kvadrupolus
tomegspektrométerrel tortént. A deszolvaticios vonalat 230 °C-ra fltottik, a
kapillaris és deflektor fesziiltséget 4,5 kV-ra ill. 90 V-ra allitottuk (Guella és mtsai,
2003).

1.3.3. Lipid mintael6készités

A dimirisztoil-foszfatidil-glicerol  (DMPG), dioleil-foszfatidil-glicerol
(DOPQG), 1-palmitoil-2-oleil-foszfatidil-glicerol (POPG) lipideket (Sigma) és a borso

ill. spendt monogalaktozil-diacilglicerol lipideket (Avanti Polar Lipids) vasaroltuk.
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A metabolikusan '*C-izotopjelslt total polar lipid keverék (0,4 mCi/mg)
eléallitasdhoz 100 ml sejtet novesztettiink razatds mellett, az ODgop= 0,15-0,20
tartomanyban inaktiv NaHCO;-on (2 mM), majd "*C-NaHCOs (+1,4 mM, 0,9 mCi)
hozzdadasaval ODgpp= 1.5 sejt koncentracidig. Ezutdn a sejtkultirat 42 °C-on, 3 6rdn
at inkubaltuk tovabbra is normal megvilagitas mellett, majd a fentebb leirtak szerint
izolaltuk és analizaltuk a lipideket, amelyek fajlagos aktivitasat folyadékszcintillacios
modszerrel hatdroztuk meg.

Az 1-oleil-2-palmitoil-foszfatidil-glicerolt (OPPG) a megfeleld PC-bdl
(OPPC) foszfolipaz D katalizalta heterogén (éter/vizes fazistl) reakcioban allitottunk
el6, majd a kivant terméket a reakcioelegybdl kloroform:metanol:ecetsav (65:25:10)
eluens elegy és referenciaként szolgalo standardok (PC, PG) hasznalataval, TLC-val
tisztitottuk (Hirche és Ulbrich-Hofmann, 1999). Ellenérzésképp analizaltuk a minta
zsirsavosszetételét is.

Az izolalt lipidek teljes mértékii heterogén katalitikus hidrogénezését PdRh-
PVPP ksatalizator segitségével, H, atmoszféra (p= 1 bar) alatt valositottuk meg. A
zsirsavtelités mértékét a katalizatortol moséassal és szliréssel elvalasztott termék
zsirsavosszetételének meghatarozasaval ellendriztiik (Horvath és mtsai, 1998).

Liposzoma modell rendszerek eldallitdisdhoz a kloroform:metanol (2:1)
oldoszerben tarolt tisztitott lipideket beparoltuk inert gaz alatt, majd a maradék
szolvens eltavolitasa érdekében a mintat legalabb 1 oran at vakum alatt szaritottuk.
Ezt kovetden a tiszta lipidet a kivant vizes pufferben, a lipid Ty, fol6tt hidrataltuk,
majd 10x ismételt, sorozatos fagyasztas-felolvasztassal (Nyq) tobbrétegli vezikuldkat
(MLV) kaptunk. Az MLV szuszpenziot atlathatdsagig szonikalva kisméretd,
egyrétegli vezikuldkat (SUV, d~ 20-40nm) nyertiink. A MLV rendszert extrizids
eljarassal (LiposoFast, Avestin, Inc.) polikarbonat filteren (dyerus= 100 és 200 nm)
tobbszor ,,atszlirve” nagyméretli, egyrétegli, jol meghatrozott méreteloszlasu

vezikuldkhoz (LUV) jutottunk.

1.4. Gél elektroforézis, immunoblotting és autoradiografia

A kiilonb6zd mintdk fehérjedsszetételét egydimenzidos SDS-poliakrilamid
gélelektroforézissel (SDS-PAGE) elemeztik (BioRad MiniPROTEAN II). Hig

oldatok esetén a mintat 5x-0s térfogati acetonnal kicsaptuk, majd a lelilepitett
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fehérjéket a kivant térfogati mintapufferben vettik fol. Az SDS mintapuffer
hozzéadasat kovetden a mintakat 1-2 éran keresztiil vortexeltiik, majd 60-95 °C-on 5
percig tovabb szolubilzaltuk. Altalaban 15 %-os, ritkin 10 %-os géleket hasznaltunk
az elvélasztani kivant fehérje molekulatomeg tartomany fiiggvényében. A fehérjéket
Coomassie BBR-250 festéssel tettiikk lathatova. Sziikség esetén vagy immunoblot
céljabol a gélre vitt fehérje mennyiségeket protein koncentracié méréssel (Lowry
modszer) vagy probagél segitségével allapitottuk meg.

A tilakoid membran és citoszolikus frakciokat anti-Hspl7 (E. Vierling,
Tucson, AZ, USA), anti-GroEL/Cpn60 (Kovacs és mtsai, 1994a) és anti-DnaK
(Shigapova és mtsai, 2005) ellenanyagokkal vizsgaltuk. Elektroforézis utian a
fehérjéket a festetlen gélrél Immobilon™-P (PVDF, 0,45 um, Millipore) membranra
blottoltuk 10 mM CAPS-NaOH, pH 11, 10 % metanol tartalmu puffert hasznalva, az
alabbi koriilmények mellett:

Hsp17-hez, 200 mA, 45 min;

GroEL/Cpn60- és DnaK-hoz, 500 mA, 1 h.

A membran szabad helyeit 5 %-os sovany tejporral blokkoltuk 1 oran at,
szobahOmérsékleten razatva vagy egész ¢jszakan at 10 °C alatt. Els6 ellenanyagként
anti-Hsp17-tel 1:750 higitasban 1-2 oraig,

anti-GroEL/Cpn60-nal 1:3000 higitasban 1 oraig,

anti-DnaK-val 1:1000 higitasban 1 oraig inkubaltuk a membranokat.

Masodik ellenanyagként a ,kecske anti-nytl” torma-peroxidaz jelolt IgG-oldatot
(Sigma) hasznaltuk 1:10000 higitas és 1 h inkubacios id6 mellett. Az el6hivashoz az
Amersham ECL reagenseit €s az altaluk leirt modszert hasznaltuk.

Radioaktiv minta esetén a Coomassie festés utan a gélt tomény ecetsavban
oldott PPO-val atitattuk Skinner és Griswold (1983) mddszere alapjan, Whatman
MM3 sziirdpapirra szaritottuk, filmet (Medifort RP, Medical X-ray film, Forte)
helyeztiink ra és —80 °C-on exponaltuk (2-4 hét), majd a filmet el6hivtuk.

1.5. Synechocystis Hsp17 taltermelése, izolalasa és tisztitasa
A vad tipust (WT), és pontmutans S2Y, L9P, Q16R, L66A, F102S, V143A

Hspl7 fehérjéket E. coli-ban tultermeltiik, majd tisztitottuk (Giese és Vierling, 2002).

A tisztitasi mddszer roviden ismertetve a kovetkezd. A megfeleld pJC20 Hspl?7
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plazmiddal (E. Vierling) frissen transzformalt BL21 E. coli-val inokulaltunk 2-4 1 LB
tapoldatot és éjszakan at ndvesztettiik 37 °C-on. Mésnap 0,24 g/l IPTG hozzaadasaval
4 oran keresztil indukaltuk a sHsp termelddését. A tovabbi miiveleteket jégen, hiitve
ill. hiitott pufferek hasznalataval végeztiik. A sejteket 5000 g, 15 min centrifugalassal
letilepitettiik, majd mostuk TE oldattal (25 mM Tris-HCI1 pH 7,5, | mM EDTA). A
pelletet kb. 70 ml TE-ben, 1 mM DTT, 1 mM benzamidin és 5 mM amino-kapronsav
jelenlétében folszuszpendaltuk. A szuszpenzidt 4x0,5 percig szonikaltuk, mikézben az
elsd és harmadik szonikéalas utan 700 ul 100 mM PMSF-t adtunk a prepardtumhoz. A
foltart sejtek szolubilis és nem oldhatd frakciojat 13 krpm, 30 min centrifugéaléssal
valasztottuk el (Sorvall, SS-34 rotor). SDS-PAGE-sel megallapitottuk, hogy a
tisztitani kivant fehérje talnyomd részt melyik frakcidban talalhaté. Ha a fehérje
leginkabb szolubilis forma volt, akkor a feliilluszobol 0-20, 20-40, 40-60, 60-95 %
ammonium-szulfat precipitalassal tovabb tisztitottuk a prepardtumot. Az egyes
frakciokat 14 krpm, 20 min (Sorvall, SS-34 rotor) centrifugalassal tilepitettiik, és azok
fehérjeosszetételét gélelektorforézissel (is) ellendriztiik. A kivant frakcio(ka)t 6 ml
DTT-t és proteaz inhibitorokat tartalmazo TE pufferben folszuszpendaltuk, majd
dializaltuk. A fehérje oldatot 0,2-0,8 M (TE, DTT) cukorgradiensre rétegeztiik és 50
krpm, 4 6rat ultrafugaltuk (Beckman, VC53 rotor). A gradiensbdl gyijtott frakciokat
gélelektroforézissel elemeztiikk, majd kivalasztottuk a legtisztabb mintdkat. Ha a
Hsp17 mutéans fehérje a sejt foltarasat kovetden a nem oldhato frakcioban volt, 6 M
urea kezeléssel szolubilizaltuk a pelletet, amelybdl a sejttormeléket levalasztottuk és a
feliiluszot dializaltuk. A dializis utdn a Hspl7 oldhaté formaban maradt. Ebben az
esetben az ammonium-szulfat , kis6zas” értelemszeriien kimaradt. A cukorgradiens
vagy -nem szolubilis Hspl17 esetén- a dializist kovetéen a 3 M ureaval eldzetesen
kezelt preparatumot 3 M uredval (DTT) ekvilibralt DEAE ioncseréld oszlopra vittiik
fol, majd 0-300 mM NaCl gradienssel eludltuk a gyantara kotott fehérjéket. A
frakciokat ismét analizaltuk, majd dializaltuk. Ha a fehérje tisztasiga nem volt
megfeleld, a preparatumot ,,HiTrap Butyl” hidroféb oszlopon tovabb tisztitottuk. A
mintat és az oszlopot 50 mM nétrium-foszfat (pH 7,3), 4 M NaCl, 1,5 M urea
pufferrel ekvilibraltuk, majd az oszlopra kotott anyagot 4-0 M NaCl gradienssel
eludltuk. A frakciok elemzésével a legtisztabb mintdkat vélasztottuk ki, melyeket TE
oldattal szemben dializaltunk. A fehérje koncentraciokat microBCA modszerrel

(Pierce) hataroztuk meg, a mintékat -(20-80) °C-on taroltuk.
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1.6. In vitro membran stabilitais és lipid-fehérje kolcsonhatas

vizsgalatok

1.6.1. ,Monolayer” kisérletek

A “monolayer” kisérletekhez egy KSV3000 Langmuir Blodget késziiléket
hasznaltunk (KSV Instruments, Helsinki). A lipid-puffer hatarfeliilet feliileti
fesziiltségét a feliiletre merdlegesen belemeriilé Pt-lemezzel mértiik. A lipideket (1d.
1.3.2. és 1.3.3. fejezetek) kozvetleniil a szerves oldoszerbdl adagolva rétegeztiik a
pufferre olyan mennyiségben, hogy a kivant feliileti nyomast elérjiik. A tiszta lipidek
fizikai sajatsagait vizsgalando, a pufferre (20 mM natrium-foszfat, pH 7,5) rétegzett
monomolekulas lipid réteg izobar (IT= 20 mN/m) hémérséklet gorbéjét vettiik fol a
feliilet nagysagat kovetve (Id. 29-31. abra). A gorbék inflexios pontjat (T,,) numerikus
polinomillesztést (Mathematica 3.0) kdvetden hatdroztuk meg.

A fehérje-lipid kolesonhatas kisérletekhez alland6 feliilet mellett a lipid réteg
kétdimenzids nyomadsat, azaz a kezdeti feliileti fesziiltséget allitottuk be (I[Tkezderi= 21-
41 mN/m), izoterm (23 +1 °C) koriilmények kozott, ahol a legkisebb feliileti nyomas
érteket nagyobbnak valasztottuk, mint amit a feliiletaktiv fehérje Onmagaban
elérhetne. A lipid felszin ala injektaltuk a fehérjét, és allando kevertetés mellett
kovettlik a feliileti fesziiltség valtozdsat. Amennyiben a fehérje képes behatolni az
adott feliileti nyomasu lipid réteg kozé, az a kezdeti feliileti fesziiltség novekedését
eredményezi (Id. pl. 36. dbra). A valtozds mértéke ardnyos a fehérje inszercids, lipid
kolesonhato képességével, de a valtozas varhatd értéke ugyanakkor a kezdeti lipid
nyomads novekedtével parhuzamosan csokken. A kdlcsonhatas jellemzésére elfogadott
az a kezdeti lipid nyomads érték (tengelymetszet), ahol a fehérje mar nem képes
inszertalodni (Id. pl. 22. abra). Ezen tilmenden a feliileti fesziiltség valtozasanak
sebessége kinetikai informacioval szolgal (Id. pl. 36. abra). Természetesen a fehérje
koncentracio fiiggvényében is valtozik a kdlcsonhatds nagysaga (Id. pl. 39. abra),
ezért -a koncenracid profil mérésének kivételével (Ike qei= 22 mN/m)- olyan protein
koncentraciot hasznaltunk, ahol tovabbi fehérje hozzdadds mar nem eredményezett
ujabb valtozast. A kizardlag vad tipusu Hspl7-tel (+8,0 pg/ml) végzett kisérletekben
100 mM Tris-HCI (pH 7,5), 150 mM KCI, 20 mM Mg-acetat, a vad tipusu €s mutans
Hspl7 fehérjék (+4,2 pg/ml) Osszehasonlitd vizsgalatahoz 20 mM natrium-foszfat
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(pH 7,0), 20 mM NaCl, az IbpA és IbpB (+6,8 pg/ml, t= 30 °C) tanulmanyozasara 20
mM natrium-foszfat (pH 7,0) puffereket hasznaltunk (Blume, 1979; T6rok és mtsai,
1994 és 2001).

1.6.2. Lipid membran fluditas mérések

A Symechocystis lipidekbdl eldallitott lipid membran stabilitdsanak
vizsgalatdhoz 10 mM TES (NaOH) pH 7,0, 10 mM MgCl, pufferben folvett SUV, a
Hspl17 muténs fehérjék lipid kdlcsonhatdsdnak tanulmanyozasa céljabél TPL LUV
(d= 100 nm) liposzoma modell rendszereket hasznaltunk. A vezikuldkat az 1.2.3.
fejezetben leirtak szerint jeloltiik és vizsgaltuk DPH-val, azzal a kiilonbséggel, hogy a
méréshez az emmisszids hullimhosszat 420 nm-nek, a fiitési sebességet pedig 0,5-1
°C/min-nek valasztottuk. Atlagosan 17 pg/ml lipidet hasznaltunk, amely megfeleld
intenzitasu jelet biztositott. A Hsp17:lipid arany 3:4 (m/m) volt, a fehérjéket 30 percig
inkubaltuk a LUV-okkal 20 mM natrium-foszfat (pH 7,0), 20 mM NaCl pufferben
(Torok és mtsai, 1997).

1.6.3. FTIR és DSC mérések

Infravords spektroszkopia és kalorimetrias mérésekhez (MGDG, PG) MLV
modell membranokat hasznaltunk 60 mg/ml ill. 100 mg/ml koncentracidban,
melyeket 10 mM TES-NaOH (pH 7,1) pufferben vettiink f6l. A lipideket 30 °C-on
novesztett Synechocystis sejtekbol izolaltuk. A Hspl7-t 30 mg/ml (FTIR) ill. 50
mg/ml (DSC) koncentracioban, 30 percig inkubaltuk a lipidekkel. A FTIR
spektrumokat 4 cm™ felbontas mellett, a 3600-900 cm™ hulldmszam tartoményban, 4
ul mintat hasznalva gytjtottik egy Perkin-Elmer 2000 IR spektrométerrel.
Spektrumonként 8 interferogram analizisét a SPECTRUM 2000 (Perkin-Elmer)
szoftverrel végeztik. A DSC méréseket egy Perkin-Elmer DSC7 DSC-vel
(Calorimetry Sciences, Provo, UT) végeztiik el. A fiitési sebességet 2 °C/min-re

allitottuk, a mérésekhez 20 pl mintat hasznaltuk.
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1.6.4. Lipid-fehérje kotés vizsgalat biokémiai modszerrel

TPL-bAl extrizios eljarassal készitett liposzomakat (1 mg/ml) (LUV, d= 200
nm) 1 Oran keresztiil inkubaltunk Hspl7 fehérjékkel (0,5 mg/ml) 25 °C-on. A
liposzémakat 60 krpm, 1 h, 25 °C (Beckman, TLA-100.3 rotor) centrifugalassal
iilepitettiik, majd a pellet és feliiluszo frakcidkat ovatosan elvalasztottuk. Az egyes
mintakbol annyit vittiink fol gélre elektroforézissel (SDS-PAGE) torténd elemzés
céljabol, hogy 1:1 aranyll megoszlas esetén 13,5-13,5 pg fehérje legyen a gél pellet és
feliiliszo frakciojaban egyarant, ezzel kisebb mennyiségli protein kimutatdsara is
lehetéséget adva. Az izotop jeldlt (‘*C-TPL) liposzomakkal végzett kisérleteket
hasonloképp vittiik véghez, azzal a kiilonbséggel, hogy a Coomassie festés utan a gél
izotop tartalmat kimutatandd, azt autoradiografidval vagy folyadékszcintillacids
modszerrel elemeztiik. Ez utobbi esetben kivagtuk a vizsgdlni kivant valamint a
hasonlé méreti (inaktiv) kontroll csikokat a gélbdl, majd pottereléssel vizben

elhomogenizaltuk és Ultima-Gold LSC koktélban mértiik a radioaktivitasukat.

2. Escherichia coli

2.1. Escherichia coli sejtek és novesztési koriilményeik

MC4100 vad tipust és AlbpAB (kanamycin rezisztencia) E. coli sejteket ill. az
IbpA, IbpB, IbpAB tultermeld plazmidokat B. Bukau (Heidelberg, Németorszag)
bocsatotta rendelkezésiinkre (Mogk és mtsai, 2003). A pUHE21-ibpA, -ibpB, -ibpAB
plazmidokat (ampicillin rezisztencia) és a sHsp termelést represszald lacl gént
hordoz6 pBB529 plazmidot (spectinomycin rezisztencia) a AlbpAB sejtekbe
transzformaltuk, majd a konstrukcidkat szekvenalassal és fehérje indukciot kovetden
immunoblotting-gal ellendriztiik (Buchberger és mtsai, 1994; Tomoyasu és mitsai,
2001). A sejtkulturdkat 30 °C-on, a megfeleld antibiotikummal kiegészitett LB
tapoldatban novesztettiik, a ndvekedés mértékét abszorpcido mérésével (A= 600 nm)
egy HP 8452A tipusu spektrofotométerrel kovettiik. A kisérletekhez szant sejteket
OD= 0,1-r6l elékulturabol inditottuk és az OD= 0,8-1,0 tartomanyban hasznaltuk fel
azokat. A sHsp taltermelést az OD= 0,2-0,5 tartomanyban 1 mM IPTG hozzdadasaval

indukaltuk. Az indukcids id6t a termelni kivant fehérje mennyiség fliggvényében
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valasztottuk meg. Hosokkolt mintdk eléallitdsdhoz 15 percen at, 50 °C-on kezeltiik a

sejteket, kivéve az NPN permeabilitds méréseknél alkalmazott hdmérséklet sorozatot.

2.2. Membran frakcionalas

Az E. coli kiilsé és belsé membranokat alapvetden Sato és mtsai (1977)
munkdja alapjan izolaltuk, a kovetkezOk szerint. 11 sejttenyészetet OD= 1,0-ra
novesztettiink, majd 4 °C-on 6 krpm, 10 min (Sorvall, GS-3 rotor) centrifugaldssal
iilepitettiik. Hésokkolt mintdkhoz a sejteket elémelegitett tapoldatban vettiik f6l, majd
az inkubacids 1d6 leteltével ujra leiilepitettiik. A tovabbiakban jégen, hiitve ill. hlitott
pufferek hasznélataval dolgoztunk. A pelleteket M pufferben (10 mM HEPES, 10 %
glicerol, pH 7,4), 2 mM EDTA ¢és 0,8 pl/ml merkapto-etanol hozzaadasa mellett
kétszer mostuk (6 krpm, 10 min, Sorvall, GSA rotor). A sejteket Osszesen 10 ml
pufferben szuszpendaltuk fel, majd 2x10.000 PSI nyomassal ,French press”
segitségével foltartuk azokat. 9 krpm, 15 min (Sorvall, SS-34 rotor) centrifugéalassal
elvalasztottuk a szuszpenzidt, majd a feliiluszot tovabb szeparaltuk egy 30 krpm, 1 h
(Beckman, SW-41 rotor) ultrafugalassal. Az 1 ml-ben folszuszpendalt pelletet M
pufferben készitett haromrétegli cukorgradiensre (0,77 M/ 4,5 ml, 1,44 M/ 5,0 ml,
2,12 M/ 1,5 ml) rétegeztiik. A mintdkat 30 krpm fordulaton, egész éjszakan 4t
ultrafugaltuk (Beckman, SW-41 rotor). Foliilrdl haladva 6sszegytijtottilk a belsd és
kiils6 membranokat, melyek jol elkiiloniiltek az esetleges fehérje aggregatum
frakciotol. A mintdkat TES-NaOH (pH 7,1) pufferrel mostuk (30 krpm, 1 h,
Beckman, SW-41 rotor), majd a pelleteket 500 pl pufferben vettik fol, és

folhasznalasukig -80°-on tarultuk.

2.3. Gél elektroforézis és immunoblotting

A kiilonb6zé mintak fehérjedsszetételét egydimenzidos SDS-poliakrilamid
gélelektroforézissel (SDS-PAGE) elemeztilk (BioRad MiniPROTEAN II). Az SDS
mintapuffer hozzdadasat kdvetden a mintakat 1-2 6ran keresztiil vortexeltiik, majd 60-
95 °C-on 5 percig tovabb szolubilizaltuk. Altalaban 10-15 %-os géleket hasznaltunk a
fehérjék elvalasztasara, amelyeket Coomassie BBR-250 festéssel tettlink lathatova. A

gélre vitt fehérje mennyiségeket probagél segitségével vetettiik dssze.
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A teljes sejt és izolalt membran frakciokat anti-IbpAB ellenanyagokkal
vizsgaltuk, melyeket K. Liberek (Gdansk, Lengyelorszag) és B. Bukau (Heidelberg,
Németorszag) ajandékoztak nekiink. Elektroforézis utan a fehérjéket a festetlen gélrdl
Immobilon™-P (PVDF, 0,45 pum, Millipore) membranra blottoltuk 10 mM CAPS-
NaOH, pH 11, 10 % metanol tartalma puffert hasznalva, 200 mA &ramerdsség
mellett, 45 percen at. A membran szabad helyeit 5 %-o0s sovany tejporral blokkoltuk
20 percen keresztiil szobahOmérsékleten razatva. Anti-IbpAB ellenanyaggal 1:2000
ill. 1:5000 higitdsban 2 6raig inkubdltuk a membrant. Masodik ellenanyagként a
,kecske anti-nyul” torma-peroxidaz jelolt IgG-oldatot (Sigma) hasznaltuk 1:10000
higitas és 1 h inkubacids id6 mellett. Az el6hivashoz az Amersham ECL reagenseit és

az altaluk leirt modszert hasznaltuk.

2.4. In vivo membran fenotipus vizsgalatok

2.4.1. NPN fluoreszcencia kovetésen alapulo permabilitas mérések

A membran, mégpedig leginkabb a kiils6 membran karosodasaval aranyos
NPN fluoreszcencia kovetésen alapuld permeabilitas méréseket Tsuchido és mtsai
(1989) munkdja alapjan a kovetkezoképp végeztiik el. Az dsszehasonlitani kivant két
fajta sejtet (OD= 0,8-1,0) PBS-ben mostuk (szobahd, 4 krpm, 5 min, Sorvall, GSA
rotor), majd OD mérés alapjan meghatdroztuk a mérésre szant azonos
sejtkoncentracidju (ODgpo~ 0,15) mintakhoz (V= 3 ml) sziikséges sejt szuszpenziok
térfogatat. Ennek alapjan aliquotokat mértiink Eppendorf csévekbe, melyeket egy
novekedési hémérsékletnek megfeleld, 30 °C-os termosztatba helyeztiink. A
megmérni kivant mintat a 30 °C-on inkubalt kiivetta puffer tartalmahoz adtuk, 5 uM
NPN-nel jeloltik pontosan 2:30 percig, majd 350 nm gerjesztési, 422 nm emisszios
hulldmhossz, 10 nm gerjesztési, 4 nm emisszids résszélesség mellett 15 sec-ig mértiik,
majd atlagoltuk az NPN fluoreszcencia intenzitast egy Quanta Master QM-I
luminospektrométerrel (PTI, Princeton). A két fajta sejt aliquotjait egymast kovetden
(5 perc eltéréssel) inkubdltuk az adott homérsékleten 15 percig, a 30-70 °C
hémérséklet tartomanyban. Az intenzitds vs. homérséklet fiiggvényt szigmoiddal

illesztettiik (SigmaPlot 5.0). A minden egyes mérési parban viszonyitasi alapként

53



hasznalatos AIbpAB sejtek illesztett gorbéjét kozos normalizacids alapnak véve

vetettiik 6ssze a mas-mas mérésekbdl szirmazo eredményeket.

2.4.2. Membran fluiditas mérések

A sejteket kétszer mostuk PBS-ben (szobahd, 4 krpm, 5 min, Sorvall, GSA
rotor), majd 1/10-nyi térfogatban folvettiik azokat. A kiilonb6zé mintak mennyiségét
egy HP 8452A tipusu spektrofotométerrel (A= 360 nm) allitottuk azonosra (OD~
0,25). Sziikség esetén elomelegitett puffer és allanddo hémérsékleten temperalhato
kiivettatartd segitségével 50 °C-on inkubaltuk a kiivettak (V= 3 ml) puffer tartalmat,
majd ehhez adtuk hozza az elézetesen meghatarozott (kb. 30 ul) sejt mennyiségeket.
Ez a pillanat volt a hdsokk kezdeti id6pontja. A nem hdsokkolt mintdkat 30 °C-on
mértiik. A levonasra keriilé hattér fényszords megmérése utan a mintédkat 0,2 pM
DPH-val ill. 0,4 uM TMA-DPH-val 10 percig jeloltiik allando kevertetés mellett.
Mivel az ¢él6 sejtek membran fluiditasa a hdakklimatizaciéo folytan folyamatosan
valtozhat, a hdsokk 13-17 min kozotti szakaszédnak anizotropia jellemzdjét mértiik,
majd ezt atlagoltuk, és a kapott értéket a 15 min hésokk eredményezte membran
fluiditds allapotnak feleltettik meg. A méréseket egy Quanta Master QM-1
luminospektrométerrel (PTI, Princeton) végeztiik 10 nm-es résszélességek mellett,
ahol a gerjesztési fény hullamhossza 360 nm volt, az emittalt fényt pedig 420 nm-en
detektaltuk. A kiillonbo6zd tipust mintak fluiditas értékeit kiilon-kiilon atlagoltuk, majd
az atlagértékeket Osszevetve hasonlitottuk Gssze az eltérd sejttipusok membranjainak

fizikai allapotat.

2.5. Lipid extrakcio, elvalasztas, analizis és mintaelokészités

A lipidek extrakcidja, elvéalasztasa és analizise az 1.3.2. fejezetben leirtak
szerint tortént, azzal az eltéréssel, hogy a lipidek vékonyréteg kromatografias (TLC)
elvalasztasdhoz kloroform:metanol:ecetsav (65:25:10) eluens elegyet hasznéltunk.
Nagyméretli egyrétegii liposzomakat (LUV, d= 100 nm) a 1.3.3. fejezet alapjan

készitettiink.
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2.6. In vitro lipid-fehérje kolcsonhatas vizsgalatok

Az IbpA és IbpB tisztitott fehérjéket K. Liberek (Gdansk, Lengyelorszag) és

P. Goloubinoff (Lausanne, Svijc) laboratériumai bocsatottdk rendelkezésiinkre,

crer

mintakat -(20-80) °C-on taroltuk.

2.6.1. Lipid membran fluiditas mérések

Az IbpA, IbpB ¢és IbpAB kiils6 membranbol extrahdlt TPL-lel valo
kolcsonhatasanak tanulmanyozéasa céljabol LUV (d= 100 nm) liposzoma modell
rendszereket hasznaltunk, amelyeket 0,2 pM DPH-val ill. 0,4 yM TMA-DPH-val
jeloltink allandd kevertetés mellett 20 percen keresztill. Ezt kovetden adtuk a
fehérjéket a kiivettdk tartalmahoz, amiket tovabbi 30 percig ekvilibraltunk a
lipidekkel. Atlagosan 23 pg/ml lipidet hasznaltunk, amely elegendd intenzitasu jelet
biztositott. A sHsp:lipid arany 2:3 (m/m) volt, a kisérletekhez 20 mM néatrium-foszfat
(pH 7,0) puffert hasznaltunk A méréseket 10 nm-es résszélességek, 360 nm
gerjesztési €s 420 nm emisszids hullamhossz mellett végeztilk egy Quanta Master
QM-1 luminospektrométerrel (PTI, Princeton). A pontosabb mérés végett folyamatos
folfiités helyett allandd hémérsékleten, kb. 5 °C-onként mértink a 25-65 °C
tartomanyban (Torok és mtsai, 1997).

2.6.2. ,Monolayer” kisérletek
Az TbpA ¢és IbpB (kiilsé és bels0 membran) TPL kolcsonhatasdnak
tanulmanyozasara iranyul6 “monolayer” kisérleteket a 1.6.1. fejezetben leirtak alapjan

végeztiik el. A mérésekhez, melyeket 30 °C-on temperaltunk, 20 mM natrium-foszfat

(pH 7,0) puffert és 6,8 pg/ml fehérjét hasznaltunk (Torok és mtsai, 2001).
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EREDMENYEK ES MEGVITATASUK

1. Synechocystis PCC 6803

1.1. A tilakoid membran ho- és fényakklimatizacioja

A tilakoid membran stabilitdsa ¢és azzal Osszefiiggésben a fotoszintetikus
funkcié akklimatizaciojanak tanulmanyozasa céljabol egy szubletdlis (3 h, 42 °C)
kondicionald hdstressz hatasat vizsgaltuk fény és sotét koriilmények kozott. Akar a
fotoszintetikus oxigén fejlédés hdinaktivacidjat (16. abra), akar a hdstressz indukalta
Chl a fluoreszcencia kifejlodést (17. abra) kovetjlik, arra a megallapitasra juthatunk,

hogy kizdarolag a fényben tortént hdoedzés vezetett a tilakoid funkcio (PSII)

megnovekedett hostabilitasahoz.
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16. abra Fényfiiggd hoakklimatizaci6 a Synechocystis PCC 6803-ban. A
fotoszintetikus funkcié karosodasa a homérséklet fiiggvényében (reprezentativ mérési
eredmény, n= 3). A 30 °C-on novesztett sejteket a kisérletet megelézéen 30 (30) vagy
42 °C-on (42) tartottunk fényben (F) ill. sotétben (S) 3 oran keresztiil. Az oxigén
fejlédés abszolut értékei (t= 30 °C): 30 F (91,0 %), 42 F (48,7 %), 30 S (100,0 %), 42
S (93,6 %).
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17. abra Fényfiiggé hoakklimatizaci6 a Synechocystis PCC 6803-ban. A
héindukalta Chl a fluoreszcencia novekedés olyan 30 °C-on novekedett sejtekben,
amelyeket a kisérletet megel6z6en 30 (30) vagy 42 °C-on (42) tartottunk fényben (F)
ill. sotétben (S) 3 oran keresztiil (reprezentativ mérési eredmény, n= 3).

A nem ill. sotétben hdkezelt sejtek mintegy 2 °C-kal hamarabb szenvedtek karosodast
héstressz soran (1d. Anyagok és modszerek 1.2. fejezet).

Minthogy azok a valtozasok, melyek a megnovekedett termorezisztenciahoz
vezettek, az izolalt membranokban is follelhetdk (Kloppstech és mtsai, 1985; Horvath
¢és mtsai, 1998) a kiilonbozd eldéletli sejtek tilakoid membranjait vizsgaltuk tovabb
olyan kiilonbségek utan kutatva, amelyek magyardzatot szolgaltathatnak a fenti
kisérleti eredményekre. A membran fluiditds egy, a membran stabilitasra jellemzo
tulajdonsag. Mivel a magashdmérsékleti stressz a membran fluidizadlodésdhoz vezet,
az azt ellenstlyozni képes tényezOk elénydsen hatnak a struktura integritasanak
megorzésében. Membran lipidek -katalitikus hidrogénezéssel torténd- rigidizalasa
képes novelni mind a PSII, mind a PSI komplexek hdstabilitasat, azaz a rigidizalas
nem csak szerkezeti, de funkcionalis hatassal is van a tilakoid rendszerre (Thomas és
mtsai, 1986; Vigh és mtsai, 1989). Ugyanakkor membranhoz asszocialt Hsp-k is
képesek lehetnek annak ilyen modon torténd stabilizalasara (Kovacs és mtsai, 1994a;
Horvath és mtsai, 1998; Torok és mtsai, 1997 és 2001). Ezek ismeretében vizsgaltuk

az izolalt membranok atlagos fluiditas jellemzdjét (18. dbra). Bar a s6tétben hdedzett
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mintak kis mértékii rigidizacio jelét mutattak, ez a valtozas csak toredéke volt annak,
amit a fény- és hokezeles egyiittesen idézett el6 a membranban. A fényben tortént
hokezelés soran a meglehetésen nagy fluiditds csokkenés mellett az anizotrdpia-
hémérséklet gorbe profilja is teljesen megvaltozott, jelezvén, hogy minden bizonnyal
a membran szervezddeése is alapjaiban kiilonbozik az edzetlen ill. sotétben edzett
membranokétol, azaz egy teljesen mas membran allt eld.

Foltételezésiinket megvizsgalandd -a DPH fluoreszcens préba életidd
eloszlasat kovetve- az egyes membranok mikrodomén {6lépitését tanulmanyoztuk
(19. abra). Az 6sszes minta jellemezhetd egy rovidebb (1-2 ns) és egy hosszabb (5-8
ns) életidejii proba populacidoval. Amig a rovidebb életidejii komponens esetében -
amely a membran felszin poldros kornyezetéhez rendelheté hozza- Iényegi
kiilonbséget nem tehetiink, a fény- és hdedzett minta hosszabb életidejii komponense

(8 ns) alapvetden eltér a tobbi minta ugyanezen komponensétdl (5-6 ns).
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18. abra Fényfiiggé héakklimatizacio a Synechocystis PCC 6803-ban. Tilakoid
membranok fluiditds vs. hdmérséklet profilja (reprezentativ mérési eredmény, n= 4).
A membranokat 30 °C-on ndvesztett, majd 30 (30) vagy 42 °C-on (42) fényben (F) ill.
sotétben (S) 3 oran keresztiil kezelt sejtekbdl izolaltuk.
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19. dbra A fényben végzett hoakklimatizacio a tilakoid membran mikrodomén
szerkezetének atalakuldasat eredményezi. A DPH fluoreszcens proba életidd
eloszlasa izolalt tilakoid membranokban (reprezentativ mérési eredmény, n= 2),
melyeket 30 °C-on novesztett, majd 30 (30) vagy 42 °C-on (42) fényben (F) ill.
sotétben (S) 3 oran keresztiil kezelt sejtekbdl izolaltunk.

A nagy ¢letidOvel, intezitassal és keskeny eloszlassal jellemezhetd csucs valdsziniileg
fehérje szegény lipid hidrofob kornyezet altal hatdrolt proba molekulaktol szarmazik,
amely kornyezet megjelenése membran dtrendezodes eredménye (Williams €s mtsai,
1990; Mayor és mtsai, 1992). Bizonyos lipidekkel kolcsonhatd proteinek elsddleges
szereppel birhatnak ebben a folyamatban azaltal, hogy specifikus kolcsonhatasok
révén stabilizalnak, immobilizdlnak egy adott membran (lipid) organizaciot
(Pinnaduwage ¢és Bruce, 1996; Xing You és mtsai, 2001). Kovetkezésképpen lipid és
fehérje tényezok ill. ezekben bekovetkezé mindségi és mennyiségi valtozdsok egyarant

szerepet jatszhatnak a membran atalakitasaban.
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1.2. Lipidvaltozasok a rovidtava alkalmazkodas szolgalataban?

Bar egy 3 h id6tartami magashdmérsékleti akklimatizacid ttlsagosan rovid
ahhoz, hogy jelentds valtozasok torténhessenek a tilakoid lipid- ¢és
zsirsavosszetételében, mégsem kizarhatd, hogy egy limitalt mértékli valtozas esetleg
jelentéséggel birjon a fentebb véazolt membran reorganizacios folyamatban ill. az
azzal egyittjar6 megnovekedett tilakoid stabilitdis és  termorezisztencia
kialakulasaban. Az elvarasoknak megfelelden nem mutathatd ki szignifikdns valtozas
a nem vagy soOtétben hdkezelt mintak lipid- és zsirsavosszetételében. A fényben
hoedzett mintaban viszont szembetiinéen megnovekedett az MGDG prekurzor lipid, az
MGleDG mennyisége a kontroll mintdhoz képest (nem kimutathaté — 4 %), amely az
MGDG rovésara gyarapodott (52 % — 48 %), amig a PG, SQDG ¢s DGDG

mennyisége kozel allandé maradt (20. abra).

MGIcDG
MGDG

PG

SQDG

DGDG

30 F 42 F 30S 42 S

20. éabra A ,hésokklipid” (MGIcDG) megjelenése a fényben hokezelt
cianobaktériumban. 30 °C-on novesztett, majd 30 (30) vagy 42 °C-on (42) fényben
(F) 1ll. sotétben (S) 3 oran keresztiil kezelt sejtek tilakoid polar lipidjeinek
vékonyréteg-kromatografids (TLC) analizise (reprezentativ, n= >3). MGIcDG
(monogliikozil-diacilglicerol), MGDG (monogalaktozil-diacilglicerol); PG
(foszfatidil-glicerol), SQDG (szulfokvinozil-diacilglicerol), DGDG (digalaktozil-
diacilglicerol)
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Foltételezhetéen az MGIcDG — MGDG epimerizacids 1épés gatlodik fény és ho
egylittes jelenlétében, amely a prekurzor foldusulasdhoz vezet. A DGDG kivételével
az Osszes lipid kettds kotés tartalma csokkent a fényben tortént hokezelés hatasara,
amely Osszhangban van a vérakozdsokkal, hiszen ez a valtozds a megndvekedett
fluiditds kompenzéldsdra hivatott. A sotétben torténd hdedzés sordn ez a
kompenzaciés mechanizmus (is) gatoltnak tlinik. A telitetlen zsirsav tartalom (y18:3,
18:2) csokkenés ill. a telitett zsirsav mennyiség (18:0) jelentés az SQDG ¢és PG ill.
leginkabb szembeotld az MGIlcDG esetében (1. tabl.). Ez utdbbi zsirsavjainak
pozicionalis analizisét LC-MS segitségével elvégezve arra az eredményre jutottunk,
hogy ezt a lipidet 56,0 %-ban 18:0/16:0 és 5,3 %-ban 16:0/16:0 teljesen telitett
specieszek teszik ki (2. tabl.). A fény és hé hatasara foldusuldo MGlcDG tehat egy
olyan rendkiviil telitett, ennélfogva csokkent Hjy képzési hajlammal megaldott
., hosokklipid”, amely bar viszonylag kis mennyiségben van jelen, [lokdlisan

., hiisitheti” a kornyezo telitetlen lipid matrixot.

Lipid Minta 16:0 16:1 18:0 18:1 18:2 y18:3 | a18:3 DBI
MGIcDG 42 F 50.3 1.4 28.6 8.4 5.8 5.5 0.0 38.0
42S 51.4 3.2 4.4 7.7 15.0 18.2 0.0 95.7
30F 48.4 2.7 0.3 4.6 121 31.7 0.2 127.2
MGDG 42 F 49.2 2.6 2.3 4.2 12.3 29.2 0.2 119.5
308 48.0 3.1 3.0 3.6 13.0 32.0 0.2 129.0
42S 47.8 2.9 0.2 3.5 13.7 31.7 0.2 129.6
30F 48.3 1.9 1.0 9.6 32.9 1.5 4.7 96.0
PG 42 F 49.6 1.9 3.7 8.2 30.5 1.7 4.4 89.4
308 49.0 23 1.0 8.3 32.7 1.9 4.8 96.1
42S 48.3 2.0 1.3 8.5 33.2 1.8 4.9 96.9
30F 60.1 5.0 1.3 12.8 18.1 2.1 0.6 62.2
SQDG 42 F 59.5 4.7 6.5 10.7 16.0 2.1 0.6 55.3
308 60.2 5.5 1.0 12.2 18.1 24 0.7 63.2
42S 60.3 5.2 1.2 12.0 18.3 24 0.6 62.8
30F 47.4 4.3 1.1 4.5 13.4 28.9 0.3 123.3
DGDG 42 F 471 4.2 1.7 4.1 13.4 29.1 0.3 123.4
308 47.2 4.7 1.7 4.1 13.4 29.1 0.3 123.4
428 47.3 4.5 1.0 4.2 13.9 28.7 0.4H 123.6

1. tdblazat Izolalt tilakoid polar lipidek zsirsavisszetétele (m/m %) (reprezentativ
analizis, n= 2). A membranokat 30 °C-on ndvesztett, majd 30 (30) vagy 42 °C-on (42)
fényben (F) ill. sotétben (S) 3 oran keresztiil kezelt sejtekbdl izolaltuk. MGleDG
(monogliikozil-diacilglicerol), MGDG (monogalaktozil-diacilglicerol); PG
(foszfatidil-glicerol), SQDG (szulfokvinozil-diacilglicerol), DGDG (digalaktozil-
diacilglicerol) DBI (,,double bond index”: 100 zsirsavra szamitott atlagos kettds kotés
tartalom)
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Speciesz (sn-1/sn-2) |Relativ mennyiség (%)
18:3/16:1 3.2
18:3/16:0 7.8
18:2/16:0 11.4
18:1/16:0 16.4
16:0/16:0 5.3
18:0/16:0 56.0

2. tablazat A ,hésokklipid” (MGIcDG) molekula speciesz oOsszetétele. A
hésokklipidet 30 °C-on ndvesztett, majd 42 °C-on fényben 3 oraig tarté hdstressznek
kitett sejtekbdl izolaltuk. Az Osszetétel meghatarozas (m/m %) a minta teljes ion
kromatogramjénak kiértékelésén alapult (reprezentativ analizis, n= 2).

Az MGIcDG fizikai tulajdonsagait és lehetséges stabilizaldo hatasat rekonstrualt
liposzoéma rendszerben teszteltiik (21. dbra). Azok a liposzémak, amelyek kizarolag
MGIcDG-bdl késziiltek, I1ényegesen nagyobb anizotropia értéket jeleztek, mint a TPL
vezikulak, amely Gsszhangban van a hdsokklipid rendkiviili telitettségével. Erdekes

modon azok a liposzémak, amelyekbdl kivontuk az MGlcDG- t nem mutatkoztak
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< sejpingy
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DPH fluoreszcencia anizotrépia
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0.05 1 TPL
OOO T T T T T T
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Homérséklet (°C)

21. abra A ,hésokklipid” (MGlcDG) rigiditasa és hatasa a rekonstrualt lipid
membran stabilitisara. SUV liposzoma rendszerek fluiditdsa és stabilitasa a
hémérséklet fliggvényében (reprezentativ mérési eredmény, n=4). A liposzémakat 30
°C-on novesztett, majd 42 °C-on fényben 3 oraig tartd hostressznek kitett sejtekbol
izolalt lipidekbdl készitettiik. TPL: dsszes polaros lipid, MGlcDG: monogalaktozil-
diacilglicerol (,,hdsokklipid”), TPL-MGIcDG: TPL, amelybdl -eltavolitottuk az
MGlcDG-t
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mérhetd mértékben fluidabbnak a minor lipidet is tartalmaz6 TPL membranoknal.
Masfel6l viszont az MGIlcDG hidnyos liposzomak mintegy 3 °C-kal alacsonyabb
homérsékleten jeleztek egy, az anizotropia gorbében megfigyelhetd hirtelen ugrast. Ez
a valtozds nem valoészinli, hogy valos fluiditds valtozasra utal, sokkal inkabb
szdrmazhat egy hirtelen fényszoras ndovekedésbdl, amely a SUV-k hdindukalta
liposzomak aggregacids hajlamat és hdstabilitasat abszorbancia méréssel kovetve is
megerdsitettiik (nem bemutatott adat). Mindez arra enged kovetkeztetni, hogy az
MGIcDG képes a membran lipid fazis termostabilitasat fokozni azaltal, hogy késlelteti
Minthogy az MGlcDG nem kettOsréteg-képz0 lipid, nem csak a hiperfluidizaciot, de a
magas hoémérséklet indukélta fazisszepardciot ill. a forditott hexagonadlis fazis
képzodesét is kozvetleniil gatolhatja.

Egy minor lipid szerepét ugyanakkor egészen mas megyvilagitasba helyezhetik
a tilakoid membran heterogén felépitését alatdmasztd tények (Mayor és mtsai, 1992).
Ismeretes, hogy kiilondsképpen a nem kettdsréteg-képz6 lipidek (MGDG, MGIlcDGQG)

¢s a PG meghatarozd szereppel birnak a cianobakterialis fotoszisztéma fehérje

cres

crer

meghatarozott lokalis lipidosszetétel sziikséges, és a fehérje ill. lipid komponensek
kolesondsen befolyasolhatjdk egymads szerkezetét, funkcionalitdsat avagy eloszlasat
(Batenburg és mtsai, 1988; Schleiff és mtsai, 2001; Bogdanov ¢és mtsai, 2002). Ilyen
megvilagitasban konnyen belathatd, hogy akar egy minor lipid jelenléte is igen fontos
lehet, amennyiben az -az MGDG-hez hasonldan vagy azt helyettesitendd- specifikus
lipid-fehérje kélcsonhatasokban vesz részt, mikozben fizikai tulajdonsagai révén
lényegesen nagyobb termostabilitast kolcsondzhet (mikro)kornyezetének. Bar
kozvetlen bizonyitékot nem adhatunk arra, hogy az MGlcDG részt vallal a membran
atformalodasaban, megjelenésének ill. foldusuldsanak egybeesése a megvaltozott
membran tulajdonsagokkal mindenképp figyelemre mélts. Erdemes Osszevetni a
tiszta MGlcDG ¢és az izoldlt membran anizotropia profiljat (18. és 21. abra), vagy
szem elott tartani, hogy a fényben hdedzett tilakoid membran tobbi mintatdl eltérd
szegmenseit lipidekben gazdagabb Osszetétel jellemzi (19. dbra), tehat a membran

»atszabasa” valosziniileg kotheté a hdsokklipid megjelenéséhez, minthogy mas
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Iényegi lipidvaltozas nem tortént. Egy NMR tanulmény szerint prokariota membranok
héakklimatizaciojaban olyan lipid Osszetételbeli, elsdsorban szerkezeti és nem
dinamikai valtozasok jatszhatnak szerepet, melyek magat a lipid fazis viselkedését
befolyasoljak. Ezek foként a fejcsoport régiot érintik, amelyek alapjan megjosolhato
egy ,,Uj” lipid megjelenése az akklimatizacid soran (Lindblom és mtsai, 2002). Ha
azonban a hdsokklipid meghatdroz6 szereppel is bir a membran atformalasdban,
valoszeriitlen, hogy csupan ekkora valtozds donthetne a teljes membran sorsardl.
Minden bizonnyal fehérje tényezok vagy azok lipid kolcsonhatdsai is feladatot

kaphatnak a folyamatban.

1.3. A Hsp17 hatékony eszk6z a membran stabilizacioban

Synechocystis chaperonok, GroEL, Cpn60 (GroEL2) ¢és a sHsp, Hspl7 egy
hanyada a tilakoid membranhoz kotott formaban taldlhatok sotét és fény koriilmények
kozott egyarant. 4 membrdanhoz asszocialt Hsp-k mennyisége jelentosen novekszik
hostressz hatdsara. Korabbi tanulmanyok igazoljak, hogy a GroEL ¢és a Hspl7
képesek a membran (lipid fazis) stabilizalasara (Kovacs és mtsai, 1994a; Horvath és
mtsai, 1998; Torok és mtsai, 1997 és 2001; nem bemutatott adatok). A4 hsp-k
szabdlyzadsa és ezzel Osszefiiggésben a membranhoz ko6tott Hsp mennyiségek azonban
jelentdsen fémyfiiggoek. A groEL és cpn60 gének expresszidja jocskan modosul fény
hianyaban, ami leginkdbb abban 0lt testet, hogy a chaperonin gén- és (a membran
asszocialt) fehérjetermékek mennyisége szignifikans mértékben csokken (nem
bemutatott adatok). A fényfiiggd szabalyzas azonban a hspl7 esetében a
legkiilonosebb. Mig fény ¢és hd (42 °C) egyiittes jelenlétében a gén expresszidja
tranziens jelleget Olt, és 60 perc utan lecseng, sotétben még 3 orat kovetden is
maximalis az mRNS mennyiség. A tilakoidhoz kotott Hspl7 mennyisége
fényviszonyoktol fliggetleniil hozzavetdlegesen azonos 3 h, 42 °C hdedzést kdvetden
(Glatz és mtsai, 1997; Asadulghani és mtsai, 2003; nem bemutatott adat). Minthogy a
Hspl7 ill. a sHsp-k szamos publikacio szerint kitiintetett szereppel birnak a hostressz
és kiilonosképpen a fotoinhibicio elleni kiizdelemben, a Hspl7 esetleges jelentdségét
vizsgaltuk a membran 4trendez6désében, ennek megfeleléen tanulméanyoztuk, hogy

.....

1998 és 2000; Nitta és mtsai, 2005; 1d. még irodalmi attekintés 3.3. fejezet).
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Fényben hoakklimatizalt tilakoid lipideket (TPL és egyes lipidosztalyok) és
tisztitott Hsp17 fehérjét hasznaltunk a fehérje-lipid kolesonhatas kisérletekben, ahol a
kezdeti lipid nyomds fiiggvényében kovettiik a fehérje kolcsonhatd képességét. A
Hspl7 a két nem kettdsréteg-képzd lipiddel (MGIlcDG, MGDG) mutatta a legerésebb
kolcsonhatast, mig a kettdsréteg-képz6 lipideket (PG, SQDG, DGDG) ill. a TPL-t
hasznalva jelentésen kisebb inszercios képességet detektaltunk (22. abra) (a
,monolayer” technikardl 1d. Anyagok és moddszerek 1.6.1. fejezet). Nem meglepd,
hogy egy fluiditas valtozasra érzékeny membran fehérje preferdltan hat kdlcson az
MGDG-vel, hiszen az kis fejcsoportja és nagy térkitoltésii, telitetlen zsirsav régidja
folytan sztérikusan idedlis ,,be¢kelddési lehetdséget” kinal a membran felszinéhez
asszocialodo sHsp szdmara (Horvath €s mtsai, 1998; Torok és mtsai, 2001; van der

Brink-van der Laan és mtsai, 2001).

Fellleti fesziiltség valtozas (mN/m)

20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40
Kezdeti lipid nyomas (mN/m)

22. abra Synechocystis Hspl7-lipid koélcsonhatasok. A Hspl7 és 30 °C-on
novesztett, majd 42 °C-on fényben 3 6raig tartd hostressznek kitett sejtekbdl izolalt
lipidek alkotta monomolekulas rétegek kolcsonhatasai. A Hspl7-t egy meghatarozott
kezdeti feliileti nyomasu lipid réteg ald injektaltuk, majd mértiik a fehérje inszercio
eredményezte feliileti fesziiltség valtozds nagysagat (ld. 36. abra). Az egyes
valtozasok értékét a hozzatartoz6 kezdeti lipid nyomas fliggvényében abrazolva a
jelen ébrat kaptuk (Id. még Anyagok és moddszerek 1.6.1. fejezet). MGIlcDG
(monogliikozil-diacilglicerol), MGDG (monogalaktozil-diacilglicerol); PG
(foszfatidil-glicerol), SQDG (szulfokvinozil-diacilglicerol), DGDG (digalaktozil-
diacilglicerol), TPL (6sszes polaros lipid)
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Azonban az MGIlcDG annak ellenére jelzett még inkabb erds asszociaciot a Hspl7-tel
(1d. tengelymetszetek), hogy a hdsokklipid lab régidja nyilvanvaldéan korantsem
annyira eldny0s kapcsolddasi feliilet, hiszen az 1ényegesen telitettebb, mint az MGDG
azonos része. Ez és a tobbi lipiddel kapott eredmény egyértelmiivé tette, hogy a
Hsp17-lipid kolcsonhatas -ugyan erdsen fluiditads fiiggo- alapvetéen a lipid fejcsoport
altal meghatarozott. Azért, hogy a két nem kettOsréteg-képz6 lipid fejcsoportjanak
fehérje asszociaciora gyakorolt hatasat kozvetleniill Ossze tudjuk hasonlitani,
katalitikus hidrogénezéssel mindkét lipid zsirsavjait teljesen telitettiik, igy azok
gyakorlatilag azonos (f6ként 18:0/16:0) ,,lab” régioval rendelkeztek (Murata ¢s mtsai,
1987; 1. és 2. tabl.). Ez a lipidmddositas ravilagitott, hogy a Hsp17 még az MGDG-
hez képest is kiemelkedd affinitast mutat az MGlcDG lipid fejcsoportja felé¢ (23.
abra). A hosokklipid tehat nem csupan extrém telitettsége, de fejcsoportja révén is
lehetoséget nyujt a membran stabilizalodasahoz, azaltal, hogy ,.specifikus” lipid-

fehérje kolcsonhatdashoz ad lehetdséget egy potencialis, membrant stabilizalni képes
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23. abra A Synechocystis Hsp17 nem Kkettésréteg-képzo lipidek fejcsoportjaval
mutatott kolcsonhatasa. Az MGlcDG-t (monogliikozil-diacilglicerol) ¢s MGDG-t
(monogalaktozil-diacilglicerol), melyek 30 °C-on ndvesztett, majd 42 °C-on fényben 3
oraig tartd hostressznek Kkitett sejtekbdl szarmaztak (1d. 22. &bra), katalitikus
hidrogénezéssel teljes mértékben telitettiik, igy azok zsirsavjaik tekintetében azonossa
valtak (18:0/16:0), azaz a telitett lipidek csak fejcsoportjaik mindségében kiilonboztek
egymastol.
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megmagyarazna a Hspl7 MGIcDG-vel szemben tanusitott kivételes kolcsonhato
képességét (Bishop és mtsai, 2001; Fernandez és Berry, 2001; Wikstrom és mtsai,
2004).

Erdekes, hogy a TPL, mely kb. 50 %-ban MGDG-bél és MGlcDG-bdl tevédik
0ssze, nem mutat nagyobb kdlcsonhatés értéket a kettdsréteg-képzo lipidekhez képest.
Ismeretes, hogy a Hspl7 a TPL liposzomak rigiditasat is képes ndvelni, mégis ugy
tlinik, hogy igazan akkor valik erételjesebbé a lipid stabilizalo hatdsa, ha -legalabbis
mikrokornyezetében- nem kettOsréteg-képzo lipidekkel 1étesithet kapcsolatot (Torok
¢s mtsai, 2001). Ez a helyzet gyakorlatilag a fdzisszeparacio vagy ahhoz kozeli allapot
soran valosulhat meg, amely kétségkiviil megalapozottan hivna életre egy magasabb
szintii sHsp védelmet. Ezek alapjan lehetséges, hogy a Hspl7 és a nem kettGsréteg-
képzo lipidek kozotti kolcsonhatds szerepet jatszik a membran atrendezddésében.
Kérdéses azonban, hogy vajon a kiilsd tényezdkben bekdvetkezett valtozasok
sziikségesszerlien a membran ,,passziv”’ atrendez0dését idézik eld, és a kiillonféle
védelmi mechanizmusok ,,csak” ezt igyekeznek -ellensulyozni, avagy a kiilsd
tényezOkben bekdvetkezd valtozasok életrehivnak olyan védelmi eszkozoket, amelyek
-feltételezhetéen- osszehangolt egyiittmiikédése folytan a membran egy olyan 1j
allapotba rendezddik, amellyel hatékonyabban képes megbirkozni a megvaltozott
Irodalmi attekintés 2. fejezet) alapjan nehezen értelmezhetd, hogy a hspl7
expresszioja sOtétben miért nem datmeneti jellegli, hiszen citoszolikus fehérjék
aggregdcioja fénytdl fiiggetlen vagy legfoljebb a membran funkcion keresztiil,
kozvetetten fénytdl fiiggd folyamat. Kovetkezésképp a tapasztalt jelenség -és nem
csupan a sHsp esetében- mindenképp a membranhoz kothetd. A hspl7 gén
reguldcioja korrelal a membran atalakulas folyamataval, amennyiben az végbe megy
-szlikségszerien a membranbol- egy olyan jel indul, amely a génexpresszio
lecsengéséhez vezet. Ha azonban -1d. sotétben akklimatizalodo sejtek- ez a jelzés
elmarad a gén tovabbra is aktiv marad. Marpedig ha ez igy van, akkor a Hspl7
foltétlen egy aktiv membran atalakitds részese kell legyen, hiszen ellenkezd esetben a
regulalo jelet nem a membréan atszabashoz kothetnénk, hanem valamely mas, korabbi

»végallapot” jelolné azt, és igy sotétben is bekovetkezne. Ezt a hipotézist az is
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alatamaszja, hogy bar a membrant stabilizalni képes Hsp-k sotétben is aktivizalhatok
a membran fluiditds hirtelen névekedésével, a tilakoid membran stabilitdsa nem képes
olyan mértékben valtozni, hogy az szignifikdins mértékben megmutatkozzon a
fotoszintetikus funkcié védelmében (6. és 16-18. abra) (Kovacs és mtsai, 1994a;
Horvath és mtsai, 1998; Torok és mtsai, 1997 és 2001; nem bemutatott adatok).
Vagyis ugy tlnik, hogy a tilakoid funkcié termorezisztencidjanak kialakuldsdhoz a
membran atformalasan keresztiil vezet az ut, amelyhez lathatdlag sziikségesek a Hsp-
k, a lipidvaltozasok (MGlcDG és MGDG) és a kiilso tényezék. Meg kell azonban
jegyezni, hogy mas, nem vizsgalt tényezdk is szerepet jatszhatnak a védelem
kiilonb6z6 szintjén, pl. a Hsp-k amfitrop tulajdonsaguk folytan ,.egyidejileg”
védhetik a membran lipid és fehérje elemeit, ezzel akar kozvetett ¢és kozvetlen

protekcidt nyujtva a tilakoid funkcionak (Id. Irodalmi attekintés 2. és 3. fejezet).

1.4. Hsp17 és MGIlcDG: a membran lipid fazis regulatorai

A Hspl7 vagy éltaldban a sHsp-lipid kolesonhatds mechanizmusanak
alaposabb megértése végett vizsgaltuk ezen fehérjé(k) tulajdonsagait in vitro
kisérletekben, nevezetesen azt, hogy a sHsp-k milyen hatdssal vannak a lipid
termotrop fazis allapotara ill. a lipidek fazistranziciés hémérsékletére (csak a Hspl7-
tel kapcsolatos adatok keriilnek bemutatdsra). Kalorimetrias mérések (DSC) kivaldan
alkalmasak a lipid fazisatmenetekkel jard entalpiavaltozasok detektdldsara, mig a
membran lipidek zsirsavjainak fizikai allapotarol (fluiditds) a zsirsav ladncok
szimmetrikus -CH,- rezgéseinek infravords (FTIR) képe arulkodik. A 24. és 25. 4bra
tanusaga szerint az emlds sHsp, a-crystallin homolog Hspl7 képes csékkenteni a
telitetlen (MGDG, PG) lipidek fluiditasat, és gatolni a nem kettosréteg-képzo lipid
(MGDG) fiziologias strukturabol valo kilépését, azaz képes a magasabb
hémérsékletek iranyaba tolni az MGDG polimorf fazisatalakuldsi homérsékletét (7je)
(1d. 1. tabl.).

Annak érdekében, hogy a sHsp-lipid kotés természetérdl tovabbi részleteket
tudjunk meg, a kovetkezé néhany kisérletsorozatban kiilonféle MGDG és PG
molekula specieszeket teszteltiink ,,monolayer” kisérletekben. A folhasznalt
természetes eredetii lipidek zsirsavOsszetételét ¢és ennek megfeleléen azok

legjellemzObb molekula specieszeit a 3. tabladzatban foglaltuk 6ssze (Murata és mtsai,
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24. abra A Hspl7 hatasa a Synechocystis MGDG liposzémak fiziologias
allapotara (FTIR spektrum) és folyadék — nem Kettésréteg allapot tranziciés
hémérséklétre (Thex) (DSC termogram, inzert) (reprezentativ mérési eredmény, n=

3).
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25. abra A Hspl17 hatasa a Synechocystis PG liposzomak fluiditasara (FTIR
spektrum) (reprezentativ mérési eredmény, n= 3).

69



1987; Roughan és mtsai, 1987). Az egy¢éb szintetikus PG lipideket (DOPG, POPG)
vasaroltuk (Sigma), ill. a megfeleldé PC-bol allitottuk elé (OPPG) (Anyagok és
modszerek 1.3.3. fejezet). A Hspl7 -fluiditast érzékeld funkcidjanak megfelelden-
szignifikdnsan kisebb affinitast jelez mind a Synechocystis-bol, mind pedig a bors6bol
szdrmazo6 hidrogénezett MGDG felé. Bar a zsirsavtelités joval nagyobb kettds kotés
tartalom csokkenéssel jart a borso lipid esetében (ld. DBI-ek), a kolcsonhatasban
mutatkozd valtozds mégis nagyobbnak mondhatdé a Synechocystis 18:x/16:y
prokaridta tipusu lipidjei esetén. A bors6 MGDG-hez képest alig valamivel
telitetlenebb, 4m a borsé 18:3/18:3 speciesz mellett jelentds mennyiségti 18:3/16:3
megoszlasu lipidet tartalmazd spenét MGDG-t hasznalva oriasi Hspl7-lipid
kolcsonhatas értékeket detektalhattunk (26. &dbra). Mindez arra enged kovetkeztetni,
hogy egy dltalanos lipid fluiditds érzékelésen lényegesen tulmutato lipid speciesz
szintii folismerés miikodik. Hasonld megallapitdsokra juthatunk a kiilonféle PG
specieszek eredményei alapjan is. A természetes -foként 18:2/16:0 és 18:1/16:0
lipideket tartalmazo- PG hatarozottan nagyobb kolcsonhatast mutat a Hsp17-tel, mint
a 18:1/16:0 osszetétellel jellemezhetd OPPG. Ennek pozicionalis izomere, a POPG
(16:0/18:1) és a Symechocystis-ben nem el6forduld, telitetlen DOPG (18:1/18:1)
viszont csak joval kisebb asszociacios képességet tudott folmutatni a sHsp-vel (27.

abra).

Zsirsavak (% Molekula specieszek
MGDG 16:0/ 16:1| 16:3| 18:0f 18:1| 18:2| y18:3[ «18:3| 18:4| DBI
spenot 28] 1.1 232 23] 0.0 1.1 0.8] 69.6] 0.0] 281.7(«18:3/16:3; 018:3/018:3
Syn 22 46.4f 2.7] 0.0| 18] 32| 6.4] 377 0.3 1.5| 138.7[y18:3/16:0; 18:2/16:0
borsé 3.8 04| 0.0 11 12| 8.8| 0.0] 84.7[ 0.0 273.4|a18:3/a18:3

borsé/ H, 6.1 0.0l 0.0 939 0.0f 0.0y 0.0 0.0 0.0 0.0[18:0/18:0
Syn22/H,| 48.7] 0.0/ 0.0/ 51.3] 0.0 0.0f 0.0/ 0.0/ 0.0 0.0/18:0/16:0

PG 16:0| 16:1 18:0[ 18:1| 18:2| y18:3| a18:3 DBI

Syn 30 57.2 1.1 1.1 86| 30.2] 09 0.9 75.5(18:2/16:0; 18:1/16:0
OPPG 50.0 50.0 50.0|18:1/16:0

POPG 50.0 50.0 50.0{16:0/18:1

DOPG 100.0 100.0{18:1/18:1

3. tablazat A 26. és 27. abrak Kisérleteiben vizsgalt természetes és szintetikus
eredetii lipidek (MGDG, PG) zsirsavosszetétele (m/m %) és fontosabb molekula
specieszei. MGDG: Syn22 (22 °C-on novesztett Synechocystis-bol izolalt lipidek), Hy:
a zsirsavak teljes mértkékli katalitikus hidrogénezését jeloli; PG: Syn30 (30 °C-on
novesztett Synechocystis-bol izolalt lipidek), OPPG (1-oleil-2-palmitoil-foszfatidil-
glicerol), POPG (1-palmitoil-2-oleil-foszfatidil-glicerol), DOPG (dioleil-foszfatidil-
glicerol); DBI (,,double bond index”: 100 zsirsavra szamitott atlagos kettds kotés
tartalom)
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Felileti fesziiltség valtozas (mN/m)
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26. abra A Synechocystis Hspl7 Kkiilonb6z6 MGDG molekula specieszekkel
mutatott kolcsonhatasa (,,monolayer” kisérlet, 1d. 22. abra). A kiilonb6z6 MGDG-
ket az azokra leginkabb jellemz6 molekula speciesz (1d. 3. tabl.) jelével tiintettiik fel.

Feluleti fesziiltség valtozas (mN/m)
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27. abra A Synechocystis Hsp17 kiilonb6zé PG molekula specieszekkel mutatott
kolesonhatasa (,,monolayer” kisérlet, 1d. 22. abra). A kiilonb6z6 PG-ket az azokra
leginkabb ill. kizar6lagosan jellemzdé molekula speciesz (1d. 3. tabl.) jelével tiintettiik

fel.
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Osszességében elmondhatd, hogy a Hspl7 lipid molekula speciesz folismerésen
alapulo membran kolcsonhatasat elsésorban a lipid fejcsoport mindsége hatarozza
meg, de ez nagymértékben modosul a zsirsavak hosszusaga, pozicioja és azok
telitetlensége fiiggvényében (1d. 22-27. abra).

A Hspl7 és az MGIcDG egyarant képes mérsékelni ill. gatolni a magas
hémérséklet okozta hiperfluidizaciot és a nem kettdsréteg-képzo lipidek altali forditott
hexagonalis fazis képzddést (2. abra; 1-2. tabl., 21. &bra; 24-27. &bra, tovabbi nem
bemutatott adatok) (az abrdkon til 1d. az MGlcDG rendkiviili telitettségét és csokkent
Hy-képzd hajlamat, a Hspl7 fluiditas érzékeld lipid kolesonhatasat). Soto és mtsai
(1999) egy Castanea sativa sHsp-t E. coli-ban expresszaltak, és azt a megfigyelést
tették, hogy a sHsp jelenléte ndveli az E. coli sejtek alacsony homérsékleti stresszel
szemben mutatott tGléloképességét. A Hspl7 némileg meglepd modon csokkenteni
képes a teljesen telitett (14:0/14:0) DMPG T, értéket, és csekély mértékben
fluidizalja a rigid lipidet a gél fazisban (28. abra).
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28. abra A Hspl7 hatisa a DMPG liposzomak gél fazis allapotara (FTIR
spektrum) és gél — fluid (fiziologas) allapot tranzicios hémérsékletére (T,,) (DSC
termogram, inzert) (reprezentativ mérési eredmény, n= 3). DMPG (dimirisztoil-
foszfatidil-glicerol, 14:0/14:0-PQG)
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A sHsp(-k) ezen aktivitasa éppen ellentétes azzal, amit a magas hdmérsékleti stressz
soran végez(nek), masfeldl viszont -egyfajta intelligens miikédésrol tanuskodva-
lipid fazis megorzését segiti(k) eld (tovabbi nem bemutatott adatok).

A fényben végzett magashémérsékleti akklimatizacid hatasat vizsgalva a TPL
ill. az egyes lipidosztalyok fizikai tulajdonséagai tekintetében ismét némileg meglepd
eredményre jutottunk (29-31. abra). A ,,monolayer” technika nem csak lipid-fehérje
kolesonhatéas vizsgélatara alkalmas, de a lipidek gél — fluid fazisatmenetének (Ty,)
tanulmanyozasara is kivald eszkdznek bizonyult (Blume, 1979; 1d. még Anyagok és
modszerek 1.6.1. fejezet). A telitettebb, hdedzett MGDG T, értéke a kismértékii
kettds kotés tartalom csOkkenéssel ardnyos mértékben a magasabb hémérsékletek
iranyaba tolodott (1. tabl., 29. 4bra), és egyetlen masik f6 lipidosztaly kontroll és
héedzett parral sem kaptunk ellenkezd tendenciat (nem bemutatott adatok). A fényben
hokezelt sejtekbdl izolalt TPL Ty, értéke ugyanakkor mégsem nétt a kontroll mintahoz

viszonyitva (30. dbra).
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29. abra A fényben végzett hoakklimatizacié hatasa a Synechocystis MGDG
fizikai tulajdonsagaira. Lipid monolayer-ek izobar hdmérséklet gorbéi (reprezentativ
mérési eredmény, n= 2). A lipideket 30 °C-on novesztett, majd 30 (30) vagy 42 °C-on
(42) fényben (F) 3 oran keresztiil kezelt sejtekbdl izolaltuk.
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Ezt a varakozédsoknak ellentmond6 eredményt minden bizonnyal a fényben végzett
héakklimatizacié soran foldusult, &m tovabbra is minor lipidnek szamité MGlcDG
okozta, hiszen a f6 lipidosztalyoktol eltekintve ez az egyetlen eltérés a fényben
héedzett és kontroll TPL keverékek Osszetétele kozott. Ennek megfelelden a kontroll
TPL-be kevert (10 %) rendkiviil telitett MGIcDG ahelyett, hogy -nagy telitettsége
folytan- novelte volna a TPL ,,olvadasi hémérsékletét”, drasztikusan csokkentette azt,
csaknem a tiszta MGIlcDG tranzicios homérsékletére (T,,= 9,01 °C) (31. abra).
Mindez ravilagitott arra, hogy a hosokklipid MGlcDG szerepe -a Hspl7-hez nagyon
hasonlatosan- elsésorban a lipid fazis tranzicios homérsékletének olyan iranyu
modositasa (a Thex novelése és a T, csokkentése), hogy az a membran fiziologias
koriilményeit igyekezzen fonntartani. Ehhez szorosan kapcsolodva, a Hspl7 és az
MGIcDG egyarant képes a lipid fluiditds modositasara is, ugyancsak a fiziologias

lipid fazis megdrzésének érdekében (1d. 72. oldal).
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30. abra A fényben végzett hoakklimatizacié hatasa a Synechocystis TPL fizikai
tulajdonsagaira. Lipid monolayer-ek izobar hdmérséklet gorbéi (reprezentativ mérési
eredmény, n= 3). A lipideket 30 °C-on ndvesztett, majd 30 (30) vagy 42 °C-on (42)
fényben (F) 3 oran keresztiil kezelt sejtekbdl izolaltuk.
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31. abra A ,,hésokklipid” (MGIlcDG) hatasa a kontroll TPL fizikai allapotara.
Lipid monolayer-ek izobar hémérséklet gorbéi (reprezentativ mérési eredmény, n= 2).
TPL30 F: fényben 30 °C-on ndvesztett Synechocystis sejtekbdl izolalt TPL, TPL30 F+
MGIcDG: TPL30-hoz kevert 10 m/m % MGIcDG, amelyet 30 °C-on ndvesztett, majd
42 °C-on fényben 3 oran keresztiil kezelt sejtekbdl izolaltuk.

Erdekes egybeesés, hogy Lindblom és mtsai (2002) szerint prokariéta membranok
hoakklimatizacidjaban olyan lipid Osszetételbeli valtozasok jatszhatnak szerepet,
melyek magat a lipid fazis viselkedését befolyasoljak. Ezek a lipid valtozasok féként
a fejcsoport régiot érintik, amelyek alapjan megjosolhato egy ,,0j” lipid megjelenése
az akklimatizacio soran. A hdsokklipid mind a lipid fazist médositani képes, mind
pedig az ,0;” jellemzOknek eleget tesz. A Hspl7 és a hosokklipid tehat olyan
lehetséges membran lipid fazist szabdlyozo faktorok, melyek egymdashoz egyedi
asszociacios képességet mutatnak, de akar fiiggetlentil is aktiv részeseivé lehetnek a

membran héakklimatizacios folyamatainak.

75



2.  Synechocystis Hspl7 pontmutaciok specifikusan
modositjak a  kismolsulya hoésokkfehérje membran

aktivitasat

A Hspl7-membran (lipid) kolcsonhatas ill. mechanizmusanak tovabbi
tanulméanyozasat céloztuk meg olyan sHsp pontmutins konstrukcidk létrehozéaséaval
ill. a megfeleld tisztitott fehérjék vizsgalataval, amely sejtek stressz tolerancidjuk
tekintetében ill. a megfeleld fehérjék oligomerizacios tulajdonsagukban és in vitro
fehérjevédd képességiikben kiillonboznek a WT sejttdl ill. fehérjétél (Giese és
Vierling, 2002 és 2004; Giese és mtsai, 2005). A vad tipusu mellett hat pontmutanst
expresszalo sejtet ill. E. coli-bdl tisztitott fehérjét vizsgaltunk (S2Y, L9P, QI6R,
L66A, F102S, V143A), amelyek mind a fentebb folsorolt tulajdonsagok tekintetében,
mind a sHsp mutécio helyét illetden széles hatarok koézotti vizsgalodashoz nytjtanak
lehetdséget. A 32. és 33. abra a mutaciok helyeit tiintetik fol a WT Hspl7 primer és
hozzavetdleges térbeli (dimer) szerkezetét véve alapul (Bishop ¢és mtsai, 2001). A
tovabbiakban a fentebb vazolt pontmutansokat két csoportban targyalom a 2.1. és 2.2.

fejezetekben.
2.1. A sHsp oligomerizacio szerepe a lipid kolcsonhatasban

Giese ¢és Vierling (2002 és 2004) a Hspl7 dinamikus oligomerizacios
képessége, chaperon aktivitasa és a sejt tuléloképessége kozott szoros Osszefiiggést
mutattak ki. Olyan mutaciok, amelyek az oligomer allanddsult széteséséhez vezetnek
a fehérjevédelmi hatas jelentds csokkenését eredményezték. Habar a dimer formaja
Hspl7 mutansok -a sHsp aktivizadlodas elmélettel dsszhangban- a denaturalodott
fehérjék gyorsabb kinetikaju reaktivalodasat tették lehetévé, a szerzOk mégis arra a
megallapitasra jutottak, hogy a sHsp/szubsztrat komplex valamilyen forméaju
Irodalmi attekintés 3.2. és 3.3. fejezet). Ezzel parhuzamosan a sHsp oligomerizacios
allapotanak lipid kolcsOnhatasban betoltott szerepe is kérdéses. Ezért olyan

mutansokat vizsgaltunk, amelyek ebben a tekintetben hasznosak lehetnek. Az S2Y egy

rrrrrr

76



gatolja. Ez a mutans bar képes in vitro védeni a fehérjéket az aggregaciotol,
disszociacidés fogyatékossaga folytan mégsem tud egyiittmitkodni a fehérjék
helyredllitasat segité Hsp-kel. Erdekes modon a hagyomanyos chaperon funkcidban
mutatott elégtelen miikodése ellenére az ezt a sHsp-t expresszald sejt nem volt
héérzékenyebb a kontrollhoz képest (E. Vierling személyes kommunikacié). Az L66A4
tobbnyire, az FI102S ¢és VI434 mutaciok teljes mértékben a sHsp oligomer
allandosult, dimer formaju szétesését eredményezik. Ezek a dimerek drasztikusan
lecsékkent in vitro chaperon aktivitast mutatnak és ezzel Osszhangban az ezeket
kifejez6 sejtek termotolerancidja is jelentosen csokkent a kontrollhoz viszonyitva (4.

tabl.).
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33. abra A Hsp17 pontmutaciok hozzavetéleges helyzete a sHsp dimer térbeli
modell szerkezetében (Giese és Vierling, 2004). Az L9P és a Q16R az oligomer
allapotot nem érintd N-termindlis mutaciok. Az S2Y mutédcié az oligomer allapot
rogzitését eredményezi. Az a-crystallin domén két mutacioja (L66A, F102S) és a C-

rrrrrr

5. tabl., 32. abra).

WT S2Y
Oligome- oligomer | rogzitett
rizacio oligomer
~Refolding” +++ nincs + nincs +
aktivitas
Seijt termo- +++ +++ nincs nincs nincs
tolerancia

4. tablazat A sHsp oligomerizaciét befolyasolé Hspl7 pontmutansok jellemzo6i
(Giese ¢s Vierling, 2002, 2004; Giese ¢és mtsai, 2005) (Id. 32. és 33. abra).
Oligomerizacio: a tisztitott fehérje in vitro vizsgalt tulajdonsédga; ,,Refolding”
aktivitas: a sHsp in vitro fehérjevédd képessége a teljes ,,unfolding-refolding” ciklus
részeként (Id. 9. és 15. dbra); Sejt termotolerancia: az adott Hspl7-t expresszalod
Synechocystis sejtek termotolerancidja; ,,WT” sejt: +WT Hspl7 revertans; A fehérjék
,refolding” aktivitas értékeit €és a sejtek termotolerancia jellemzdit a WT sHsp és az
azt expresszald sejt ill. a sHsp nélkiili in vitro rendszer és a AHspl7 sejt
tulajdonsagaihoz viszonyitottuk (,,+++ ill. ,,nincs”).
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Annak érdekében, hogy a fentebb emlitett Hspl7 mutaciok és az azokhoz
kapcsolodo szerkezeti-funkciondlis modosuldsok hatasat nyomon kovessiik, a dimer
¢s oligomer allapotu fehérjék sejten beliili eloszlasat elemeztiik. A vad tipust Hspl7
nagyjabol egyenlé aranyban taldlhatdé meg a fényben hdedzett sejt membran ill.
citoszolikus frakciojaban. Az S2Y sHsp megoszlasa hasonld képet mutat, és a dimer
fehérjékkel ellentétben a hoéindukalt 0sszes fehérje mennyiség nagyobb a kontroll
mintahoz képest. A dimer fehérjék nem csupan az Osszes fehérje mennyiség, de a
frakcionalis megoszlasuk tekintetében is valtozatos képet mutatnak. Az L66A, F102S,
V143A iranyban a tilakoid asszocialt sHsp ardnya €s mennyisége egyarant novekvo

tendenciat jelez (34. abra).

WT S2Y
tilakoid :
membranhoz . .
asszocialt

34. dbra A sHsp oligomerizaciot befolyasolo Hsp17 pontmutansok megoszlasa a
citoszolikus és tilakoid membran frakciok kozott a fényben végzett
hoéakklimatizaciét kovetéen. A 30 °C-on novesztett Synechocystis sejteket fényben 3
oraig tartd 42 °C-os hdstressznek tettiik ki, majd tilakoid membran és citoszolikus
(feliiluszo) frakciokat izolaltunk. A két fajta frakcidbol azonos fehérje mennyiségeket
elemeztiink Hsp17 immunoblotting segitségével (reprezentativ, n= 3). A kontroll (30
°C-o0s) sejtekbdl szarmazd frakciokban a Hspl7 nem kimutathatdé (nem bemutatott
eredmény). A pontmutacidk befolydsoljak a Hsp17 total mennyiségét.

A sHsp membran kotésének egyik lehetséges eszkozeként/ célpontjaként vizsgaltuk a
kérdéses tisztitott fehérjék in vitro lipid kotését. A biokémiai mddszer arrdl arulkodik,
hogy a teljesen liposzoma kétott WT fehérjéhez képest az oligomer S2Y jelentdsen
kisebb mértékben, mig a dimerek gyakorlatilag egyéltalan nem maradtak a liposzomat
tartalmazé pellet frakcioban. A liposzomamentes rendszerekben a fehérjék egyike
sem iilepedett ki (35. &bra). Ez némileg meglepd a “monolayer” kisérletek
eredményével 0sszevetve, hiszen azok gyakorlatilag éppen ellenkezdleg azt mutatjak,
hogy a dimer fehérjék jelentds mértékben megdrizték affinitasukat a lipidekhez, mig
az S2Y fehérje valamilyen modon elveszitette ezt (36. abra). Ha azonban figyelembe
vessziik, hogy a biokémiai modszernél nagy, mig a “monolayer” technikanal kis lipid

¢s fehérje koncentracidkat alkalmaztunk, értelmezhetjiik az eredményeket. A
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“monolayer” technika szerint a dimerek a WT fehérjénél (is) gvorsabb kinetikaval
penetralnak a lipid felszinbe, ami arra utal, hogy a vad tipustt Hspl17-hez képest a
kélcsonhato rész jobban/ gyorsabban hozzaférheto. Ez azt sejteti, hogy a
kolcsonhatashoz sziikséges az oligomer disszociacidja, amely a WT fehérjénél némi

1d6t vesz igénybe, mig az S2Y mutans esetében mindez jelentdsen gatolt.
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35. 4bra A sHsp oligomerizaciot befolyasolo Hspl7 pontmutinsok TPL

.....

keresztiil 42 °C-on hdedzett Symechocystis sejtekbdl izolalt lipidek alkotta
liposzomakkal (LUV) inkubaltuk. A lipideket az azokhoz ko6t6dd fehérjékkel egyiitt
centrifugalassal tlepitettiikk. A feliiluszo és pellet frakciok ugyanakkora hanyadat
SDS-PAGE segitségével analizaltuk. A lipidmentes rendszerekben a fehérjék
(szdmottevden) nem iilepedtek. (reprezentativ eredmény, n= 3)

Ezek alapjan a lipid kdlcsonhatd résznek valamely, a sHsp oligomer szétesése soran
szabadda valo feliiletnek kell lennie, amely igy leginkabb a C- vagy N-terminalis rész
lehet. Ez azonban még mindig nem oldja fol az ellentmondést a biokémiai méodszerrel
kapott eredményekhez képest. Egy lehetséges magyarazat szerint a dimer fehérjék
hiaba 6rzik meg az affinitasukat a lipid membranhoz, a kapcsolat stabilizaloddasahoz
sziikséges a sHsp (re)oligomerizacios készsége. Ezt tamasztja ald az a tény, hogy a
részben oligomer L66A kis hanyada follelhetd a liposzomdkhoz kototten, a pellet
frakcioban (Id. 35. é&bra). Bar az S2Y fehérje kélcsonhato része -az oligomerben
elrejtve- nagy mértékben gatolt a hozzaférés tekintetében, ha noveljiik a kolcsonhato
asszociacio létrejotte. Ezt az elképzelést tamasztja ala, hogy MGlcDG-vel -amely

preferdltabb (periféridlis) lipid kolcsonhatdsra ad IlehetOséget, mint a TPL-
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koncentraciofiiggd modon kolesonhat az S2Y, bar kevésbé, mint az egyéb fehérjék
(nem bemutatott “monolayer” adat, ld. tovabba 22. és 23. é&bra). Egy ilyen
kolcsonhatast miikodtetd mechanizmus folderitése azonban alaposabb vizsgalodast
igényel, amely hatterében minden bizonnyal az S2Y -fehérjevédelemben is

folmutatott- dinamikus oligomerizacios képességbeli hianyossaga all.
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36. abra A sHsp oligomerizaciot befolyasolé Hspl7 pontmutansok kolcsonhatasa
TPL monolayer-ekkel. A tisztitott fehérjéket 30 °C-on ndvesztett, majd fényben 3
oran keresztiil 42 °C-on héedzett Synechocystis sejtekbdl izolalt lipidek alkotta felszin
ala injektaltuk.

Osszeségében elmondhatjuk, hogy a Hspl7 oligomerizacios allapota befolyasolja a
sHsp chaperon és membran aktivitasat egyarant. Ahhoz azonban, hogy az in vivo
membran eredmények és az in vitro lipid vizsgalatok kozott osszefliggést talaljunk,
tovabbi munkak sziikségesek, amelyben a Hspl7 lipid és (membran) fehérje

kolcsonhatésait is figyelembe kell venni.
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2.2. N-terminalis Hsp17 pontmutansok

2.2.1. Hsp17 N-terminalis vég mint lipid kélcsonhaté régio

Folottébb érdekes modon Giese €s mtsai (2005) gy talaltak, hogy egyes N-
terminalis mutansok, melyek sem a sHsp oligomerizaciojat, sem in vitro chaperon
aktivitdsat nem befolydsoltdk szamottevd mértékben, hdstressz sordn nem voltak
képesek védelmet nyujtani a sejtnek (5. tabl.). A szerzOk arra a kovetkeztetésre
jutottak, hogy vagy az altaluk hasznalt in vitro chaperon teszt nem megfeleld az in
vivo fehérjevédelem modellezésére, vagy a Hspl7 N-termindlis része valamilyen mds,

a sejt életbenmaradasa szempontjabol lényeges funkcio védelmében jatszik szerepet.

WT L9P Q16R
Oligome- oligomer oligomer oligomer
rizacio
~Refolding” +++ +++ +++
aktivitas
Sejt termo- +++ nincs nincs
tolerancia

5. tablazat A Hsp17 oligomerizaciot nem befolyisolé N-terminalis pontmutiansok
jellemzoi (Giese ¢és mtsai, 2005) (Id. 32. és 33. 4bra). Oligomerizacio: a tisztitott
fehérje in vitro vizsgélt tulajdonsaga; ,Refolding” aktivitds: a sHsp in vitro
fehérjevédo képessége a teljes ,,unfolding-refolding” ciklus részeként (1d. 9. és 15.
abra); Sejt termotolerancia: az adott Hspl7-t expresszald Symechocystis sejtek
termotolerancidja; ,,WT” sejt: +WT Hspl7 revertans; A fehérjék ,,refolding” aktivitas
értékeit s a sejtek termotolerancia jellemzdit a WT sHsp és az azt expresszalo sejt ill.
a sHsp nélkiili in vitro rendszer és a AHspl7 sejt tulajdonsadgaihoz viszonyitottuk
(,,+++71ll. ,,nincs”).

Ez kézenfekvo alapot teremtett az L9P és QI6R mutansok sejten beliili
lokalizaciojanak ill. (membran) lipid kotésének in vitro tanulmanyozasara. Bamulatos
mddon 3 h, 42 °C fényben végzett hdakklimatizaciot kovetéen az LOP mutécio
hatasara a Hsp17 megoszlasa szignifikdnsan a citoszolikus frakci6 felé tolodott el, a
QI16R sHsp pedig kizardlag a tilakoid frakcioban volt megtalalhato (37. ébra). Ezzel
Osszhangban a lipid (TPL) ko6tés vizsgalatara hasznalt biokémiai modszer -a kisérleti

koriilmények kozott- maximalis kdlcsonhatést jelzett a WT és Q16R fehérjékre, mig
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az LI9P sHsp csupan részlegesen volt follelhetd a liposzomakhoz kototten. A vizsgalt
fehérjék egyike sem iilepedett ki a lipid vezikuldk hianyaban (38. 4&bra). A
“monolayer” technika segitségével tovabbi kiilonbség valt felismerhetéveé ezen sHsp-
k kolcsonhatod képessége kozott, ezattal azonban egy mutans fehérje, a Q16R javéra

(39. abra).

L9P Q16R

WT
citoszolikus . . Li
tilakoid
membranhoz . .
asszocialt

37. ébra A Hspl7 oligomeriziciot nem befolyasolé N-terminalis pontmutansok
megoszlasa a citoszolikus és tilakoid membran frakciok kozott a fényben végzett
hoéakklimatizaciét kovetéen. A 30 °C-on novesztett Synechocystis sejteket fényben 3
oraig tartd 42 °C-os hdstressznek tettiik ki, majd tilakoid membran és citoszolikus
(feliiluszo) frakciokat izolaltunk. A két fajta frakcidbol azonos fehérje mennyiségeket
elemeztiink Hsp17 immunoblotting segitségével (reprezentativ, n= 3). A kontroll (30
°C-o0s) sejtekbdl szarmazd frakciokban a Hspl7 nem kimutathatdé (nem bemutatott
eredmény). A pontmutaciok befolydsoljak a Hsp17 total mennyiségét.
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38. dbra A Hspl7 oligomeriziciot nem befolyasolé N-terminalis pontmutansok
keresztiil 42 °C-on hdedzett Symechocystis sejtekbdl izolalt lipidek alkotta
liposzomakkal (LUV) inkubaltuk. A lipideket az azokhoz kotddo fehérjékkel egytitt
centrifugalassal ilepitettiik. A feliilisz6 és pellet frakciok ugyanakkora hanyadat
SDS-PAGE segitségével analizaltuk. A lipidmentes rendszerekben a fehérjék
(szamottevden) nem llepedtek. (reprezentativ eredmény, n= 3)
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39. dbra A Hspl7 oligomeriziciot nem befolyasolé N-terminalis pontmutiansok
kolcsonhatasa TPL monolayer-ekkel. A tisztitott fehérjéket 30 °C-on novesztett,
majd fényben 3 oran keresztiil 42 °C-on hdéedzett Synechocystis sejtekbdl izolalt
lipidek alkotta felszin ala injektaltuk.

Anélkiil tehat, hogy moddositottuk volna a fehérjék oligomerizacids allapotat, azaz
lipid kolesonhato résziik hozzaférhetdségét, negativ (L9P) és pozitiv (Q16R) irdnyban
befolyasoltuk azok kolcsonhatd képességét. Erre kézenfekvd magyarazatként
szolgélhat az, hogy az N-terminalis pontmutaciok (L9P és Q16R) kozvetlen (és/ vagy
esetleg kozvetett) modon érintették a kolcsonhato fehérje motivumot. Ha MGDG
lipidet hasznaltunk, a Q16R és WT sHsp kozotti kiillonbség korantsem volt akkora, és
a TPL-lel gyakorlatilag nem koélcsonhaté L9P Hspl7 inszercié is majdnem akkora
feliileti fesziiltség valtozast eredményezett, mint a WT fehérje esetében (40. abra).
Ugy tiinik tehat, hogy a lipid fejcsoport mindsége az, ami elsdsorban kiilonbséget tesz
a kiilonbozé mutansok kozott. Masfeldl, a kolcsonhatds mechanizmusat a fehérje
oldalrol megvizsgalva, az eredmények -az el6z6 fejezet bizonyitékai alapjan is- arra
engednek kovetkeztetni, hogy a sHsp N-termindlis része (a) lipid kolcsonhato rész.
Nem zérhato ki mas fehérje részek szerepe sem a lipid kolcsonhatasban, bar tobb
tanulmany egyetért abban, hogy az oligomerizacioban részt vevod, a vizoldhatdsagért
felelds C-termindlis vég nem rendelkezik ilyen funkcidval (Mulders és mtsai, 1985;

van Montfort és mtsai, 2001). Tovabbi potencidlis érvként sz6l az N-termindlis vég
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lipid kdlcsonhato szerepe mellett az, hogy a Hspl7 elsé hiisz aminosava koziil harom
Met az oxidativ stressz elharitasaban is kozremiikodhet, igy ezen rész lipid membran
kozelsége tovabbi elonyodkkel is jarhat a sejt szdmara (Farber, 1995; Asadulghani és
mtsai, 2003; 1d. még Irodalmi attekintés 3.3. fejezet). Feltételezhetden a kdlcsonhatod
motivum nem ¢éri 4t a teljes membrant, ugyanis nemigen taldlhaté a Hspl7
szekvenciajaban ehhez elegend6 hosszisagu hidrofob szakasz, de ez nem is sziikséges
egy atmeneti stabilizacios feladatot ellatd fehérje szamara (32. dbra). Egy lehetséges
elképzelés szerint az N-termindlis vég kb. egy lipid réteg mélységben behatolni képes,
alapvetden hidrofob régioja (1-10. aminosav) felelds a lipid (zsirsav) kdlcsonhatdsért,
€s a 16. aminosav (Gln) + toltéstobblettel jaro cseréje Arg-re extra stabilizaciot
kolcsonozhet a negativ toltésii fejcsoporttal biro lipidekkel (SQDG) Iétesitett
kélcsonhatas altal (32. és 41. abra). Ezt az elképzelést tdmaszja ald, hogy a neutralis
fejcsoportt MGDG-vel végzett kisérletekben 1ényegesen kisebb extra stabilizaciot
tapasztaltunk a Q16R Hsp17 javara, mint a negativ toltésii lipideket is tartalmazo TPL
lipidek vizsgalatakor (1d. 39. és 40. abra) (Horvath és mtsai, 1995; Schleiff és mtsai,
2001).

6
— = = A Q16R
E Q
4
E
n
‘O
N
[¢]
=
S = = = WT
o
‘0
2
3
N
[72]
(2]
[Tl
-
o
:2
]
L.

OLA} T T T

0 5 10 15 20

Hsp17 koncentracio (ug/ml)

40. dbra A Hsp17 oligomerizaciot nem befolyasolé N-terminilis pontmutansok
kolcsonhataisa MGDG lipid monolayer-ekkel. A tisztitott fehérjéket 30 °C-on
novesztett, majd fényben 3 oran keresztiil 42 °C-on hdedzett Synechocystis sejtekbol
izolalt lipidek alkotta felszin ala injektaltuk.
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41. abra A Hspl7 N-terminalis részének vélt (lipid) membran inszercidja és a
Q16R mutacié eredményezte extra stabilizacio feltételezett mechanizmusa. Az
elképzelés szerint a QI6R, + toltéstobblettel jard aminosav csere, a negativ toltési
fejcsoporttal rendelkezd lipidekkel Iétesitett kolcsonhatds révén biztosit extra
stabilizaciot a sHsp-lipid kolcsonhatasnak.

......

bizonyitékként szolgdlnak a kdlcsonhatasok kinetikajat bemutatd abrak (36., 42. és
43. abra). Az oligomerizacidjukban a WT fehérjéhez hasonlatos mutansok a kontroll
fehérjével parhuzamosan viszonylag lassi kinetikdval érik el a maximalis

kolcsonhatas értékeket, TPL és MGIlcDG lipidekkel egyarant (42. és 43. abra).
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42. dbra A Hspl7 oligomeriziciot nem befolydsolo N-terminalis pontmutinsok
kolesonhatasa TPL monolayer-ekkel. A tisztitott fehérjeket 30 °C-on ndvesztett,
majd fényben 3 oOrdn keresztiil 42 °C-on hdedzett Synechocystis sejtekbdl izolalt
lipidek alkotta felszin ala injektaltuk.
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43. dbra A sHsp oligomerizaciot befolyasolo (L66A, F102S, V143A, S2Y) és a
Hsp17 oligomerizaciot nem befolyasoléo N-terminalis (L9IP, Q16R) pontmutinsok
kolesonhatasa MGIleDG lipid monolayer-ekkel. A tisztitott fehérjéket 30 °C-on
ndvesztett, majd fényben 3 ordn keresztiil 42 °C-on héedzett Synechocystis sejtekbol
izolalt lipidek (,,hdsokklipid™) alkotta felszin ald injektaltuk.

Szembetlind a kiilonbség, mennyivel gyorsabban aktivizalédnak a dimerek ill.
kevésbeé (latszolag egyaltalan nem) a disszociacids képességében gatolt S2Y Hspl7
(36. és 43. abra). Ez 6sszhangban van a jelenleg érvényben 1évo, a sHsp-k chaperon
aktivitasara kidolgozott modellel, miszerint a kdlcsonhatdé sHsp oligomer kisebb
egységekké disszocial mielétt a fehérjékkel kdlcsonhat. Bar korantsem bizonyos,
hogy ugyanazon sHsp motivumok lennének feleldsek a fehérjékkel és lipidekkel valo
kolesonhatasért, meglehetdsen nagy a hasonlatossag ezen kiilonbozdé kodlesonhatasok
altal megkivant oligomerizaciés  valtozdsok tekintetében. Az  oligomer
szervezOdésérol alkotott jelenlegi elképzelések alapjan ugyanis a lipid kélcsonhato N-
hozzaférhetoveé (1d. Irodalmi attekintés 3.1. fejezet). Ez egyszersmind azt is feltételezi,
hogy az oligomer allapotii sHsp-k legalabb egy kis hanyada dimer formdban van
jelen, vagy a lipid jelenléte katalizalja ill. eldsegiti a disszociacid iranyaba hatod
oligomerizacios valtozasokat. Minthogy a sHsp-k dinamikus, folyton mozgésban 1évo

strukturdk a fenti hipotézis nem elképzelhetetlen, am ez az elmélet még bizonyitasra
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var (Chen ¢és mtsai, 2003). Tovabbi érdekesség, hogy a gyakorlatilag csak fejcsoport
kolesonhatason keresztiil hato, telitett hdsokklipid MGIcDG nem tesz kiilonbséget a
QI16R, WT és LIP fehérjék kozott. Ebbol az kovetkezik, hogy a negativ fejcsoport és
a telitetlen, ezaltal kolcsonhato zsirsav régio jatszanak szerepet ezen fehérjék altal
folmutatott eltéero lipid affinitasban (1d. még 39. és 40. abra). A zsirsav régio
szerepének tesztelése végett vizsgaltuk, mennyire képesek az egyes fehérjék a TPL

liposzoma fluiditasat csokkenteni a hidrofob régidban (44. abra).
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44. dbra A Hspl7 oligomerizaciot nem befolyasolé N-terminalis pontmutinsok
hatasa a TPL membranok zsirsav (hidrofob) régiojanak fluiditasara. LUV
liposzoma rendszerek fluiditasa a homérséklet fliggvényében (reprezentativ mérési
eredmény, n= 3). A liposzémékat 30 °C-on ndvesztett, majd 42 °C-on fényben 3 6raig
tartd hostressznek kitett sejtekbdl izolalt lipidekbdl készitettiik.

Ez a kisérlet -a 40. abraval Osszhangban- azt az eredményt hozta, hogy a QI6R
mutdcio nem csak a fejcsoport, de a lab régio stabilizacidjat is elosegiti, ill. az L9P
mutdacio nem érinti a fehérje zsirsav kolcsonhato képességet, annak hianyossaga a
negativ toltesii lipidekkel valo kolcsonhatasban keresendo (1d. még 39. és 43. dbra). A
QI6R sHsp esetében a mutacid vagy kozvetett modon (pl. fehérje konformacio
modositas) vagy egyszeriien nagyobb aranyu Hsp17 lipid felszinhez kihorgonyzéasaval

noveli a hatést (1d. 37. abra).
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A biokémiai lipid kotés vizsgélat soran (Id. 35. és 38. dbra), a lipid kotott
fehérjé(k) SDS-PAGE elvalasztasakor egy -a dimer Hspl7 molekulatomegének
magassagaban futo- fehérje csik jelent meg a gélen, amely ellenallt mind a
mintapuffer feleslegének, mind a forraldsnak. Ez a kisebb mobilitdsu fehérje csik
minden lipid kotott sHsp elemzésekor megjelent, de annak erdssége csak a Q16R
mutans esetében volt igazdn szembedtld. Ez nem szarmazhatott a tisztitott fehérjében
esetlegesen follelhetd szennyezddéstdl, hiszen a lipidmentes sHsp mintak analizisekor
a kérdéses csikot nem detektaltuk, kizdrdélag a monomer magassdgaban talaltunk

fehérjét (45. abra és nem bemutatott adatok).

Q16R +TPL
Q16R marker  F P QI6R +“C-TPL
pellet
) ¥
30 kDa # — B <« dimer

- 14kDa #
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45. abra Q16R Hsp17-lipid kolesonhatasok lipideket immobilizalnak a fehérje
szerkezetben ill. sHsp egységeket kapcsolnak dimerekké. (A) A tisztitott fehérje
nem tartalmaz SDS-PAGE-val kimutathaté szennyezddéseket. (B) A QI16R Hspl7
(TPL) lipid kotésének vizsgalatakor (Id. 38. é&bra) egy -a dimer Hspl?7
molekulatomegének magassdgaban futd- fehérje csik jelent meg a lipid kotott fehérje
frakciot SDS-PAGE-val elemezve. (C) A kisérletet radioaktivan jelolt TPL-bol
készitett liposzoémakkal megismételve, a lipidek jelenléte kimutathaté volt a dimer
régidban autoradiografia segitségével (reprezentativ, n= 2). F: feliilaszo, P: pellet

Arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy az extra fehérje csik sziikségszeriien a lipid
jelenléte miatt kellett elotiinjon. Feltételezésiink szerint a kolcsonhato lipidek olyan
erdsen ,,ragasztottak”™ 0ssze a sHsp egységeket, hogy a fehérje mintak képesek voltak
ellendllni a reduktiv feltarasi koriilményeknek, legaldbbis a minta egy kis hanyada
csak a dimer allapotig esett szét. Azért hogy ezt az elképzelésiinket megvizsgaljuk,

metabolikusan eléallitott "*C-TPL liposzomakkal megismételtik a kisérletet, majd
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autoradiografiaval fedtik {0l a [lipidek jelenlétét a dimer régioban, ill. azt
folyadékszcintillacios modszerrel is megerdsitettiik (189,0 +£25,7 dpm vs. kontroll
csik: 63,6 £5,1 dpm). Detergens kezelt, izolalt membran fehérjék Osszetételbeli és
szerkezeti elemzése sordn nem példa nélkiili, hogy a fehérjéhez szervesen kapcsolodo
lipid molekuldkat is kimutatnak (Lee, 2003; Li és mtsai, 2004). NMR ¢és
tomegspektrometrids munkak ilyen esetekben a lipid szolvataciés hatason tilmenden
specifikus lipid-fehérje kolcsonhatasokrol tanuskodnak. Lee (2003) szerint a fehérjék
rontgenkrisztallografids elemzésekor fololdhatdo lipidek talnyoméd  tobbsége
mélyedésekbe, meghatarozott fehérje kotd helyekre agyazott lipidekre utal. Egyes
esetekben a lipid fejcsoport is jol azonosithatdo a fehérje szerkezetben, ami a lipid
immobilizaciojét jelzi a fehérje szerkezetben. Minthogy a lipid kotott fehérjének csak
egy kis hanyada volt -lathatélag irreverzibilisen- a dimer 4llapotaban régzitve, taldn
ehhez specidlis lipidekre (pl. MGIlcDG, PG, SQDG) van sziikség (Schlame és mtsai,
1990; Horvath és mtsai, 1995; Loll és mtsai, 2005). Annak megvalaszolasa, hogy a
lipidek vajon a monomerek kozott 1étesitenek erds ill. extra kapcsolatot, avagy a
dimerhez kotddve gatoljak, hogy a detergens kifejtse hatdsat még tovabbi vizsgalodast
kivan. Az a tény, hogy a kdlcsonhatd rész hozzaférhetéségéhez sziikséges a sHsp
Osszeragasztott oligomer format arra utal, hogy valdban a dimer vagy esetleg a
monomer lehet a lipid kolcsonhato forma. Ezt tdmasztja ald, hogy Chen és mtsai
(2003) rontgendiffrakcios vizsgélatai alapjan a lipid felszinen kristalyositott sHsp
dimer forméban talalhaté meg. Tovabbra is kérdéses azonban, hogy miért tlinik
szitkségesnek a sHsp specieszek reasszociacios képessége a lipid kotés
stabilizaciéjahoz (1d. 35. 4bra). Osszességében megallapithatd, hogy jelentds
parhuzam fedezheto fel a sHsp-k fehérje és lipid kolcsonhatas mechanizmusa kozott.
Ugy fest, hogy a sHsp-k valoban amfitrép fehérjék, amelyek képesek lehetnek
fehérjékkel és lipidekkel kolcsonhatasba 1épni és megdvni azokat kiilonféle

stresszhatasoktol (Torok és mtsai, 2001).
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2.2.2. A Q16R N-terminalis Hspl7 mutaciéo extra stabilizaciot kolcsonoz a

fotoszintetikus funkcionak

Az N-terminalis mutansokrél nyert informaciok fényében azt a kérdést tettiik
fel, hogy vajon ezen mutans fehérjék megvaltozott membran (lipid) aktivitdsa milyen
formaban mutatkozik meg a fotoszintetikus funkcié védelmében. Ismeretes, hogy a
sHsp-k ill. a Hspl7 mérséklik a tilakoid funkcié hé ¢és (foként) fény okozta
karosodésait (Nakamoto és mtsai, 2000; Asadulghani és mtsai, 2003; 1d. tovabba
Irodalmi attekintés 3.3. fejezet). Minthogy a sHsp-k fotoinhibicio elleni szerepe
kiemeltnek tinik az eddigi tanulmanyok alapjan, az UV stressznek kitett kérdéses
sejtvonalak fotoszintetikus aktivitasat kivantuk tesztelni (Schuster és mtsai, 1988).
Bar Lee ¢és mtsai (1998 ¢és 2000) ugy talaltdk, hogy a Hspl7 hidnya a
cianobaktériumban annak meglehetdsen gyorsan kimérhetd héérzékenységéhez vezet,
mi nem tudtunk hasonld megerdsitést adni erre az altalunk alkalmazott kisérleti

koriilmények kozott.
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46. abra A fotoszintetikus (PSII) funkcio UV stressz okozta karosodasa és
folépiilése fényben héakklimatizalt sejtekben (n= 4, £SD) (Id. Anyagok és
moddszerek 1.2.1. fejezet). A 30 °C-on ndvesztett Synechocystis sejteket a kisérletet
megeldzden fényben 42 °C-on tartottuk 3 6ran keresztiil. Az oxigén fejlodés (atlagolt)
abszolut értékei (t= 0 min): AHsp17 (89,2 %), WT (100,0 %).
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A normal fényben 3 6ran at, 42 °C-on héedzett vad tipust (+WT Hsp17 revertans) ill.
AHspl7 sejtek UV stressz toleranciajaban nem talaltunk kiilonbséget (46. abra). A
hspl7 hore és kiilonosképpen fotoinhibicios hatdsra indukalodik, mégis a jelen teszt
koriilmények kozott Gigy tlinik, hogy hidnya nem jar hatrannyal a cianobaktérium
szdmara (Horvath és mtsai, 1998; Huang és mtsai, 2002; Fang ¢és mtsai, 2004, nem
bemutatott adat). Erre Iehetséges magyarazatként az szolgalhat, hogy mds
akklimatizacios tényezok (pl. egyeb Hsp-k) teljes mértékben elégséges védelmet
nyujtanak ahhoz, hogy a sejt megfeleléen valaszoljon az azt ért kihivasokra, azaz
mindehhez a Hspl7 nem foltétlentil sziikséges, hidnya nem eredményez szignifikans
valtozast. Valojaban tobb munka is bizonyitotta, hogy akar a GroEL (Cpn60), akar a
DnaK képes a tilakoid membran (funkcio) védelmére (Kovacs €s mtsai, 1994a; Torok
¢s mtsai, 1997; Asadulghani és mtsai, 2003; Varvasovski ¢és mtsai, 2003). Bar a jelen
teszt korlilmények kozott a Hspl7 hidnya nem jelentett hatranyt a fotoszintetikus
funkcié miikodése szempontjabol, a AHsp17 sejtben sziikség volt a Hsp17 hianyanak
kompenzalasara nagyobb mennyiségli alternativ védelmi eszkdz, nevezetesen GroEL

form4jaban (1d. 47. abra).

WT A17 L9P Q16R WT A17 L9P Q16R

GroEL = s s sl v Sl ol

DnaK e
| || |
tilakoid asszocialt citoszolikus

47. abra A GroEL és a DnaK megoszliasa a citoszolikus és tilakoid membran
frakciok kozott a fényben végzett héakklimatizaciot kovetéen. A 30 °C-on
novesztett Synechocystis sejteket fényben 3 oraig tartd 42 °C-os hostressznek tettiik
ki, majd tilakoid membran és citoszolikus (feliiliszo) frakciokat izolaltunk, amelyeket
anti-GroEL ¢és anti-DnaK ellenanyagokkal vizsgaltunk (Id. még anti-Hspl7
immunoblotting, 37. abra). ,,WT”: +WT Hspl7 revertans, A17: AHspl17, L9P ill.
Q16R: LI9P ill. Q16R Hspl7-t expresszalod Synechocystis sejtek

Az L9P muténs sejtvonalat vizsgalva az nem tért el szignifikans mértékben a
WT fehérjét expresszalo sejtektdl UV stressz tolerancidjuk tekintetében (48. abra). 4
Q16R mutans ellenben jelentésen novelte a cianobaktérium UV stressz ellendllo

képességet (49. abra). Mi tobb, egyediilallé modon olyannyira megnovelte a tilakoid
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funkci6 stabilitasat, hogy annak aktivitasa allandénak mutatkozott a fényben végzett

héakklimatizaciot kovetd UV stressz soran.
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48. abra A fotoszintetikus (PSII) funkcio UV stressz okozta karosodasa és
folépiilése fényben hoakklimatizalt sejtekben (n= 4, £SD). A 30 °C-on ndvesztett
Synechocystis sejteket a kisérletet megel6zéen fényben 42 °C-on tartottuk 3 oran
keresztiil. Az oxigén fejlédés (atlagolt) abszolut értékei (t= 0 min): L9P (88,0 %), WT
(100,0 %). L9P: L9P Hsp17-t expresszalo Synechocystis sejtek

Bér a korabbi eredmények alapjan gy tlinik, hogy a WT Hsp17 szerepkore kivalthato
ill. nem {foltétleniil sziikséges, hogy a sejt az aktudlis teszt koriilményeknek
kell6képpen ellenalljon, ettdl fliggetleniil mégsem zarhato ki annak a lehetdsége, hogy
egy extra tenyezo tobblet stabiltast kolcsonoz a fotoszintetikus funkcionak, olyat,
amellyel az addigi védelmi apparatus nem rendelkezett. Eztttal a Q16R fehérje jelenti
ezt az extra tényezOt, amely -a 2.2.1. fejezettel dsszhangban- in vivo koriilmények
kozott is foliilmulja a WT megfelelojét. Ahogyan azt a 47. abra mutatja a tilakoid
asszocialt GroEL mennyisége a pontmutdnsokat expresszald sejtekben nem
kiilonbozik szamottevoen a WT sejtben detektalhatd fehérje szinttél. Ez arra utal,
hogy a Q16R mutans megnévekedett stabilitasa nem szarmazhat nagyobb mennyiségii
GroEL kézremiikodésébol. A citoszolikus GroEL mennyisége kis mértékben mindkét
pontmutansban nagyobb a kontrollhoz viszonyitva, ami talan az in vivo chaperon

funkcié segitésére ill. hianyossagainak kompenzalasara hivatott. Erdekes modon
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49. abra A fotoszintetikus (PSII) funkcié UV stressz okozta karosodasa és
folépiilése fényben hoakklimatizalt sejtekben (n= 3, £SD). A 30 °C-on ndvesztett
Synechocystis sejteket a kisérletet megelézden fényben 42 °C-on tartottuk 3 6ran
keresztiil. Q16R: Q16R Hspl7-t expresszald Synechocystis sejtek Az oxigén fejlodés
(atlagolt) abszolut értékei (t= 0 min): Q16R (100,0 %), WT (99,8 %).
egyetlen sejttipusban sem talaltunk tilakoid asszocialt DnaK-t, és a chaperon
citoszolikus mennyisége sem kiilonbozott a négy sejben (47. abra). Minden jel arra
utal, hogy a QI6R fehérje a tilakoid funkcié miikodésének elonyére valik, rendkiviili
membran aktivitasa folytan azonban teljes mértékben hianyzik a citoszolbol, igy ott
fehérjevédelmi funkcidit nem képes ellatni, amely taldn a sejt termotolerancidjanak
drasztikus csokkenéséhez vezet (Id. 5. tabl.). Az L9P sHsp vélhetden -bizonyos
korilmények kozott- a membrdan védelmeben mutat elégtelen miikodoképességet,
amely szintén csokkenti a cianobaktérium talélési esélyeit. Ez a példa a Hsp17 kettds
tulajdonsaganak ¢és a fehérje ket alapveté funkcioja kozott femndllo egyensuly
megtartasanak fontossagara hivja fol a figyelmet.

A 2.2. fejezet Osszegzéseként elmondhatjuk, hogy az in vitro fehérje-lipid
kolesonhatasban tapasztalt valtozadsok 6sszhangban vannak a Hspl7 in vivo membran
alapjan valosziniisitheto, hogy a Hspl7 in vivo membran aktivitasat legalabb részben

a sHsp-lipid kolcsonhatas iranyitja.
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3. Escherichia coli

Az E. coli két sHsp-je az IbpA és IbpB, melyek extrém magas hémérsékleten
gatoljak a protein denaturéciot in vivo. Szignifikans mértéki fehérjevédelmet azonban
csak huzamosabb idejli hostressznek kitett sejtekben mutattak (Kuczynska-Wisnik és
mtsai, 2002). Egy masik tanulmany ugyanakkor ramutatott, hogy exogén IbpA/B
fehérjéket expresszald sejtvonalak mar joval rovidebb ideig tartd (ho- és oxidativ)
stresszhatds sordn is lényegesen nagyobb ellenalloképességet tantisitanak a vad tipust
megfeleldhoz képest (Kitagawa ¢és mtsai, 2000). Mindez azt sugallja, hogy a sHsp-k a
fehérjevédelmen kiviil méas védelmi funkciot is ellathatnak stressz koriilmények
kozott. Ez a folismerés és az a tény, hogy az IbpA/B membranokhoz asszocialt
(Miyake és mtsai, 1993; Laskowska és mtsai, 1996; Kuczynska-Wisnik és mitsai,
2002), tovabba, hogy az E. coli hésokkvalasz beinditdsa, s6t a termorezisztencia
kialakuldsa pusztdn a membran lipid féazis szelektiv moddositasaval elérhetd
(Shigapova ¢és mtsai, 2005) vezetett a kérdésfolvetéshez, hogy vajon az IbpA/B
szerepet jatszanak-e az E. coli membran(ok) védelmében (Id. Irodalmi attekintés

1.4.2. és 3.3. fejezetek).

3.1. Az IbpA és/vagy IbpB hianya membran fenotipus valtozast

eredményez

Az IbpA/B membran védelemben betoltott szerepének folderitéséhez vad
tipusu és AIbpAB sejteket teszteltiink membran fenotipusukban follelhetd kiilonbség
utan kutatva. Az 50. dbra tantsaga szerint normal koriilmények kozott (30 °C) sem a
sejtlizatumban, sem a sejtek membranjaiban nem detektalhato IbpA/B fehérje. A shsp-
k magashémérsékletii (kb. 46-48 °C) inkukalhatdsdgaval dsszhangban csupan az 50
°C-on hdsokkolt sejtekben tudtuk a sHsp fehérjetermékek jelenlétét kimutatni
(Kuczynska-Wisnik és mtsai, 2002 és nem bemutatott adat). Ezzel egyidejlileg a
meglehetésen magas homérsékletnek (50 °C) kitett sejtek membranjaiban, foként a
kiilsé membranban megjelent az IbpA/B fehérje. Egy lehetséges transzlokalizacios
mechanizmusként szolgalhat a Yatvin és Cramp (1993) altal javasolt elképzelés,

miszerint a membranok kozott 1étrejovo Osszeflizodések, adhézids pontok lehetdséget
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nyUjtanak a membran szignal szekvencia nélkiili fehérjék kiilsé membranba torténd
transzportjara (Smit €s Nikaido, 1978; Fishov és Woldringh, 1999). A megfelel6

AIbpAB sejtbdl szdrmazd mintdk egyikében sem mutattunk ki sHsp jelenlétet (nem

bemutatott adat).
30°C 50 °C
sejt e
30°C nem kimutathato
e | M.
kiils6 bels6
membran

50. abra Az IbpAB fehérjék jelenléte a kontroll és hosokkolt E. coli sejtekben ill.
azok izolalt membranjaiban. A normal koriilmények kozott novesztett (30 °C) vagy
15 percig hdsokkolt (50 °C) sejtek ill. az azokbol izolalt membranok fehérjetartalmat
anti-IbpAB ellenanyaggal vizsgaltuk (reprezentativ, n=3).

Minthogy az IbpA/B extrém magas hdomérsékleti stressz soran a sejt
integritasat orzo kiilsé és bels6 membranokhoz asszocial, feltételezhetden valamilyen,
annak védelmét célzo funkcidval bir ilyen koriilmények kozott. Feltevésiinket
megvizsgalandd, a vad tipusu és a AIbpAB sejtek membranjainak fizikai jellemzdit
kovettiik  kiillonboz6 homérsékleteken. Az NPN fluoreszcencia az ¢lo sejt
membranjainak ,,ateresztoképességérél”, azaz permeabilitdsarél nyujt informaciot.
Minél inkébb karosodnak a sejtet hatarold6 membranok, a proba annél inkabb behatol
azokba ¢és ezzel ardnyos jelet ad. A fluoreszcens molekula valosziniileg elsésorban a
kiils6 membran allapotanak valtozasat kdveti, igy még a maximalis fluoreszcencia
érték sem foltétleniil jelzi a sejt halalat vagy a sejt integritdsanak teljes mérték,
irreverzibilis megsziinését (Tsuchido €s mtsai, 1989; Ganzle és Vogel, 2001). A vad
tipusi és AIbpAB sejtek membranjainak allapota -legalabbis ebben a tekintetben-
azonosnak tlinik egészen kb. 48 °C-ig, ahol a membranok lathatolag vesziteni
kezdenek integritisukbol (51. abra). A vad tipusu ¢és AIbpAB sejt membranjai
egyszerre kezdenek karosodni, am az utdbbiak nagyobb meértékben sériilnek, amire a
nagyobb max. fluoreszcencia értékek utalnak. Valdjaban ,,csak™ annyit allithatunk,
hogy az IbpAB hianyaban egy olyan membran jon létre, amely magasabb

homeérsekleten permeabilisabb a vad tipusi megfelelohdz képest. Az, hogy az E. coli
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sHsp-k éppen abban a hdmérséklet tartomanyban jelennek meg, amikor a membranok
kevésbeé sériil, azt jelzi, hogy az IbpA/B valoban védheti a membranokat a magas
hémeérséklet okozta sériilésektdl. Figyelemre mélto az a tény, hogy amig az IbpA/B
szignifikdns mértékii fehérjevédelmet csak huzamosabb idejii (4 h!) hdstressznek
kitett sejtekben mutatott (Kuczynska-Wisnik és mtsai, 2002), membran jelenlétiik mar
15 perc hosokkot kovetoen egyértelmii elonyokkel jart a sejt szamara (1d. 51. ébra).
Kétségtelen, hogy az IbpAB hianyaval egyiitt jaré ,,lépéshatrany” adott esetben

kedvezdtlentil befolydsolhatja a sejt tulélési esélyeit.
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51. abra Az IbpAB fehérjék szerepe az E. coli membranok integritasanak
megorzésében. A kiils6 membran permeabilitasinak nyomon kovetése kiilonbozd
hémérsékleteken 15 percig inkubalt vad tipusu és AIbpAB sejtekben (reprezentativ
mérési eredmény, n=5).

A membranok fizikai allapotanak jellemzésére vizsgaltuk azok fluiditasat is. 4
kiilonbséget a 30 °C-on nodvekedett sejtek fluiditas értékeiben, de a hodsokkolt vad
tipusu sejtek membranjai lényegesen rigidebbnek mutatkoztak a AlbpAB
megfelelokhoz képest (52. abra). Ez 6sszhangban van a sHsp-k lokalizacidjanak ill. a

membréanok permeabilitas tulajdonsaganak valtozasaval. Erdekes médon a
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52. abra Az E. coli sejt membran fluiditasa normal és héstressz koriilmények
kozott a membran lipidek fejcsoport régidojaban (n= 6, £SD). A vad tipusa és
AlbpAB sejtek membranjainak TMA-DPH fluoreszcencia anizotropia jellemz6i 30
°C-on ill. 15 perc 50 °C-os hésokkot kovetden.
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53. abra Az E. coli sejt membran fluiditasa normal és héstressz koriilmények
kozott a membran lipidek zsirsav (hidrofob) régiéjaban (n= 6, +£SD). A vad tipust
¢és AlbpAB sejtek membranjainak DPH fluoreszcencia anizotropia jellemzdi 30 °C-on
ill. 15 perc 50 °C-os hdsokkot kdvetden.
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crer

50 °C-on, hanem mar normal koriilmények kozott is fluidabbak a AIbpAB sejtek
membranjai a vad tipusi megfelelokhoz viszonyitva (53. ébra).

A fluiditds mérésekbdl nyert eredmények Osszefliggésbe hozhatok a
permeabilitds mérések soran kapott adatokkal. Ugyanis a membranok lipid fejcsoport
kozeli -els6sorban fehérje asszociacionak kdszonhetd- rigidizacioja és a hidrofob
régio -foként zsirsavvaltozasokbol szadrmazo- fluidizacidja csokkent(het)i azok
permeabilitasat (Da Silveira és mtsai, 2003; Wang és Zhang, 2005). Természetesen
egy olyan ¢él6lénynek, amely membran lipidjeinek meg kell felelniiik a valtozo kiilsé
hémérsékletnek, a zsirsavszabalyzas ilyen célu alkalmazasa akar veszélyeket is
hordozhat, hiszen noveli a hiperfluidizacio esélyét. Ettol fiiggetleniil egy lehetséges, a
elvétele (IbpAB?) jarhat a membran permeabilitdsanak ndvekedtével, és erre
lehetséges valaszreakcioként ill. kompenzacidként szolgdlhat a hidrofob régio
fluidizalasa, amely enyhitheti az eldallt hianyossagot. Minthogy azonban a membran
fluiditasat tobb tényez6 is modosithatja, azt vizsgaltuk, hogy az IbpA/B hidnya és az
annak kovetkezményeként el6allo lipid zsirsavvaltozasok mennyiben allhatnak a
tapasztalt fenotipus valtozasok mogott. Mivel a sHsp-k elsésorban a kiilsé
membranhoz kétddnek, és az NPN mérések is foleg errdl a membranrdl arulkodnak, a
kiils6 membranbol izolalt foszfolipidek alkotta liposzomak és a tisztitott IbpA/B
fehérjék kolesonhatasat vizsgaltuk az €16 sejtek membran fluiditdsanak jellemzésére is
alkalmazott TMA-DPH ¢és DPH fluoreszcens probakkal. Bar a fehérjék a lipid
hatasuk sokkal szembedtlobb volt a vezikuldk lipid fejcsoport kérnyezetébdl tudosito
TMA-DPH jelolot alkalmazva (54. és 55. abra). Ezek alapjan az IbpA/B valosziniileg
periferialisan kotodik a membran (lipid) felszinéhez és hatékonyan képes rigidizalni
azt a régiot, ezaltal csokkenteni a membran permeabilitdsat. Mint lattuk, az E. coli
hidnyaban vagy rendkiviil kis mennyiségek jelenlétében (30 °C-on) is meglévd
fluiditas kiilonbség a két sejttipus membranjai kozott (53. abra) azonban azt sejteti,
hogy emogott valamilyen mas tényezdk, pl. zsirsavvaltozasok (is) allnak. Ezért a 30
°C-on ndvesztett ill. 50 °C-on, 15 percen keresztiil hésokkolt sejtekbdl extrahalt
lipidek zsirsavisszetételét vizsgaltuk. Meglepd modon az E. coli az ibpAB ill. 1bpA/B

elvételére normal és hosokk koriilmények kozott egyarant a 18:1v (vakcénsav)
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54. abra Az IbpA, IbpB ill. IbpAB fehérjék hatisa a TPL membranok zsirsav
(hidrofob) régidjanak fluiditasara. LUV liposzoma rendszerek fluiditdsa a
hémeérséklet fiiggvényében (reprezentativ mérési eredmény, n= 4, az adott mérésre
+SD). A liposzomakat 30 °C-on novesztett sejtek kiils6 membranjaibol izolalt
lipidekbdl készitettiik. A sHsps:lipid arany (m/m) 2:3 volt.
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55. abra Az IbpA, IbpB ill. IbpAB fehérjék hatisa a TPL membranok lipid
fejcsoport régidjanak fluiditasara. LUV liposzéma rendszerek fluiditasa a
hémérséklet fiiggvényében (reprezentativ mérési eredmény, n= 2, az adott mérésre
+SD). A liposzomakat 30 °C-on novesztett sejtek kiils6 membranjaibol izolalt
lipidekbdl készitettiik. A sHsps:lipid arany (m/m) 2:3 volt.
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WT AlbpAB AlbpAB +lbpA | AlbpAB +lbpB |AlbpAB +lbpAB
14:0 3.0 :0.4 2.2 0.2 2.340.2 3.140.5 2.440.3
15:0 0.9 0.2 0.6 +0.3 0.7 £0.3 0.8 0.2 0.4 0.2
16:0 28.0 2.4 26.0 £1.6 27.2%1.5 29.0 1.5 25.6 0.3
16:1 31.3+1.3 31.20.3 32.4 ¥1.1 33.5%1.5 30.0 £0.7
c17:0 25105 2.0 0.2 2.1 0.1 2.30.3 1710.2| 30 oC
18:0 1.7 +1.2 1.3 0.2 1.7 £0.6 1.2 0.2 1.6 £0.4
18:1 0.5 0.3 0.3 0.1 0.2 0.1 0.3 0.1 0.2 0.1
18:1v 31.7 1.5 36.3+1.4 32.2+1.4 28.7 ¥1.7 37.2+1.3
c19:0 0.8 £0.4 0.320.2 1.2£0.4 1.1£0.2 0.9 0.1
14:0 6.310.4 4.0 0.2 2.9+0.2 41102 2.6 0.1
15:0 0.7 0.1 0.540.2 0.7 £0.1 0.5 0.0 0.6 0.1
16:0 32.4 +0.6 31.3 1.2 33.2 £0.4 35.5+0.3 32.5 0.4
16:1 31.8 +1.3 28.1 1.1 27.0 0.9 28.9 0.4 25.9 0.3
c17:0 1.8 £0.2 2.0+1.4 1.8 0.1 1.7 £0.1 1.810.1| 50 °C
18:0 1.0 £0.2 1.3£0.3 1.2 20.1 1.0 £0.1 0.9 £0.1
18:1 0.4 0.2 0.510.2 0.2 +0.0 0.1 0.0 0.2 £0.0
18:1v 24.6 +1.0 31.4 0.8 32.1 1.0 27.3 20.6 34.7 £0.7
c19:0 0.9 +0.1 0.8 £0.2 0.9 £0.1 0.9 £0.0 0.9 0.0

A B

6. tablazat Kontroll és hdésokkolt E. coli sejtek membran lipidjeinek
zsirsavosszetétele (m/m %) (n= 6, £SD). A lipideket normal koriilmények kozott (30
°C) novekedett vagy azt kdvetden 50 °C-on 15 percig hésokkolt sejtekbdl izolaltuk.
(A) A vad tipusu és AIbpAB sejtek membranjainak zsirsavosszetétele. (B) A AIbpAB
konstrukcioban exogén IbpA-t, IbpB-t ill. IbpAB-t termeld sejtek membranjainak
zsirsavosszetétele (1d. 56. dbra). 18:1v: vakcénsav

szintjének megnovelésével valaszol, ami magyarazatot szolgaltat arra, hogy miért is
lehet fluidabb a AIbpAB sejtek membranja a hidrofob régioban, &m fol6ttébb érdekes
kérdés, hogy miért reagal ilyen modon a sejt az IbpAB fehérjék elvételére (6/A tabl.).
A lipidosztalyok aranya nem kiilonbozik a kétféle sejtben, és a kiilonbdzo
lipidosztdlyokban mindségileg és mértékében a TPL eredményekhez hasonlo
eltérések mutatkoznak az egyes kontroll és AlbpAB parok zsirsavisszetétele
tekintetében is (nem bemutatott adatok). A sejtek membranjainak hidrofob régiojat
(is) rigidizalni képes sHsp komponensek elvétele eredményezheti a membran
megnovekedett fluiditdsat, erre azonban -egyszerli gondolatmenettel- az lenne
hathat6s ellenlépés, ha pl. a zsirsavak telitddése folytan ellenstlyozodna mindez.
Mégsem ez, hanem inkabb egy alacsony hémérséklet eredményezte stresszvalaszhoz
hasonlatos 18:1v félszaporodas megy végbe, ami azonban nem igazan a 16:0 rovasara
zajlik, tehat akar a hideg, akdr a magashOmérsékleti stressz hatdsatol kiilonb6zo

egyedi lipidvaltozas. A hdakklimatizacios 1épés mindkét sejttipusban egy -az irodalmi
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adatokkal is egybevago- 18:1v — 16:0 irdnyt valtozédst eredményez. Folmeriil a
kérdés, akkor vajon milyen célt szolgalhat egy ilyen egyedi, szokatlan valaszreakcio a
shsp-k elvételére? Az IbpA/B -mutatott tulajdonsagaik alapjan- egy olyan védelmi
eszkoz, amely a megfeleld idében, azaz kiilondsen magashdmérsékleti stressz soran
képes lehet -a zsirsavlancok nagyobb térkitoltése folytan- a lipid fejesoportok (PE)
kozotti tér kiékelésére, ezaltal megdvni a membrant a ,kilyukadastol”. Ennek egy
lehetséges megvaldsulasi formaja, hogy a sHsp-k mintegy beboritjadk a membran
felszint, ¢és a lipidek fejcsoportjaival kdlcsonhatva képesek befolyasolni a membran
szegregacios folyamatokat ill. az abbdl torténd lipid vezikula lefiizddéseket. (Katsui
¢s mtsai, 1982; Garab és mtsai, 2000). Ha az IbpA/B-t a membran impermeabilitasat
orzo eszkoznek fogjuk fol, akkor a hidnyukban el6allé nagyobb membran
permeabilitds kompenzaldsira életbe 1€pd zsirsav telitetlenités jol értelmezhetd,
hiszen az ellensulyozni képes a primer kedvezdtlen valtozast (1d. 99. old.). Egy masik
elképzelés szerint a hosszabb szénlanct 18:1v gyarapodasa mas, a membrant védeni
képes fehérjék membranba hatolasat segiti eld. Yatvin (1987) elgondolasa alapjan
ugyanis hosszabb szénldnct zsirsavak beépiilése a membran lipidekbe jelentdsen
fokozni képes hdsokk soran a kiilsé membranba ,,zuhand” szignal szekvencia nélkiili,
integralis fehérjék mennyiségét ill. megvaltoztathatja azok mindségi profiljat. Ez
ugyan novelheti a membran integritdsat, am nem oldja meg egy specialis, a
periférialis régioban hato védelmi eszkoz hidnyat, amely érezhetéen megmutatkozik a
membran permeabilitas jellemzdben (51. dbra).

Erdekes médon az IbpA/B (ill. az ibpAB gének hianya) jonéhany mas gén
valamilyen modon érzékeli a sHsp-k (ill. shsp-k hianyat), és helyettesitésiikre mar
normdl koriilmények kozott valtoztatdsokat eszkozol. Ezt tdmasztja ald a mar
ismertetett membran fenotipus valtozasok mellett az a tény is, hogy a AlbpAB E. coli
hésokkvalasza néhany °C-kal alacsonyabb hémérsékleten indul (nem bemutatott
adat). Nem a AIbpAB sejt az egyetlen, amelyben a primer beavatkozés rejtélyes
mechanizmus szerint a membranok zsirsavisszetételének megvaltozasat eredményezi.
A o transzkripcids faktor E. coli-ban a hdsokkgének szabalyzdsdban vesz részt
kizarolag stressz koriilmények soran (Kuczynska-Wisnik és mtsai, 2001). A Ac™” sejt
a AIbpAB E. coli-hoz hasonlo, am még jelentdsebb zsirsavmodositasokat visz véghez,
holott hasonloképp -jelenlegi tuddsunk alapjan- erre sem szolgalhatunk magyaréazattal

(Shigapova, 2004). Erdekes médon a normél koriilmények kozott nem 1étfontossagu
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groEL1 gén eltavolitdsa ugyancsak a zsirsavosszetétel megvaltozasat eredményezi
Mycobacterium smegmatis-ban. A GroEL1 chaperon kozvetlen fizikai kapcsolatban
all egy zsirsav szintaz f6 komponensével, a KasA-val (Ojha ¢és mtsai, 2005).
Minthogy az IbpA/B nem talalhaté meg kimutathatd mennyiségben a nem hdsokkolt
felszinére korlatozodik, nem valdszinli, hogy a tapasztalt IbpAB-zsirsavszintézis
,parbeszéd” a fehérjék és a zsirsav régid kozvetlen, fizikdlis kapcsolatanak
eredménye, inkabb valamilyen 4ttételes Uton juthat el a jel a zsirsavszintézist
szabalyozo rendszerhez. Mansilla és mtsai (2004) 6sszefoglaldja alapjan az emlitett
feladatot egy citoszolikus homérs végzi el, és a membran fluiditdsdnak szabalyzasa
kizardlag a homérsékletnek a FabF enzim aktivitasara gyakorolt hatasa révén megy
végbe. Ett6l merdben eltérd kovetkeztetésre juthatunk Shigapova és mtsai (2005)
munkdja alapjan, miszerint a membran lipid fazisanak szelektiv moddositasaval -a
novekedési homérsékletet megtartva- nagymértékii, gyakorlatilag a hékezelés okozta
valtozassal azonos nagysagu lipid- és zsirsavosszetételbeli modosulas érhetd el. Ez
nyilvanvaléan megkérddjelezi egy citoszolikus hdmérd és egy hére érzékeny enzim
kizarolagos szerepét a lipid és zsirsav metabolizmus szabalyzdséban, és valosziniisiti
egy membran vagy a membran fizikai allapotahoz kapcsolt stresszérzékelo jelenlétét
(DiGiuseppe és Silhavy, 2003). Ezt megerdsiteni latszik az a tény is, hogy a fentebb
emlitett szelektiv membran moddositds a ndvekedési hdmérsékleten indukalta a
hésokkgének kifejez0dését, amely a membran, mint altaldnos(abb) stresszérzékeld

szerepére utal (Shigapova és mtsai, 2005).

3.2. A AIbpAB sejtben IbpA/B expresszioval részlegesen

helyreallithaté a vad tipusu membran fenotipus

Nem kérdéses, hogy az IbpA/B hidnya jelentds valtozasokat eredményez a sejt
¢letében, csokkenteni latszik annak tulélési esélyeit magashomérsékleti stressz soran.
Mivel azonban mar normal koriilmények kozott is az ibpAB gének hianya
meglehetdsen komplex valtozdsokat eszkozol, igy pusztin a vad tipust és AlbpAB
sejt tanulmanyozasaval nehezen megallapithatd, hogy kdzvetleniil mennyiben részese
az IbpA/B fehérje a tapasztalt fenotipusbeli eltéréseknek (53. 4bra, 6/A tabl. és nem
bemutatott DNS ,,chip” adatok). Ezért a AIbpAB kontsrukcioban az IbpA-t, IbpB-t,
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IbpAB-t taltermeltetve vizsgéaltuk a sHsp-k kozvetlen membranvédd szerepét,
valamint a két sHsp esetleges funkcidbeli kiillonbségét vagy egylittmiikodését. Az
egyes konstrukciokban tultermelt IbpA/B fehérje mennyiségeket a hdésokkolt vad
tipust sejt altal termelt mennyiséghez viszonyitottuk, és aszerint modositottuk az
indukcios tartomanyt, hogy hozzavetdlegesen azonos mennyiségli fehérjetermék

legyen a kiilonboz0 sejtekben (56. abra).

wWT AlbpAB
50°C 30°C +A +B +AB

56. abra Az IbpAB fehérjék mennyisége kiilonféle E. coli sejtekben (reprezentativ
immunoblotting, n= 2). Jel6lések: normal koriilmények kozott (30 °C) novekedett
vagy azt kovetden 50 °C-on 15 percig hdsokkolt vad tipustt (WT) sejtek; a AIbpAB
konstrukcioban exogén IbpA-t, IbpB-t ill. IbpAB-t (+A, +B ill. +AB) termel6 sejtek

A sHsp-ket termeld ,,revertdnsok” permeabilitdsat vizsgalva arra a megallapitasra
jutottunk, hogy az IbpA mintegy 50 %-ban, mig az IbpAB egyiitt legalabb ilyen
mértékben dllitja helyre ezt a membran funkciot. Az IbpB ezeknél 1ényegesen kisebb
mértékben képes segiteni a membranon (57. 4dbra). A AlbpAB sejtben az iires és
represszor vektorok, az IPTG, valamint az antibiotikumok egyiittes jelenléte nem
okozott szignifikans mértékli eltérést a membran permeabilitds €s zsirsavisszetétel
jellemzokben a AlbpAB értékekhez viszonyitva (nem bemutatott adatok) (Id.
Anyagok ¢és modszerek 2.1. fejezet). Teljes helyreéllitast tehat egyetlen
konstrukcioval sem figyeltiink meg, amely arra utal, hogy madas tényezdk is
sziikségesek a membran integritds teljes visszaallitisdhoz, olyanok, amelyek
igényel(het)ik nem csak a fehérjetermék, de a teljes integrans gén jelenlétét is.
Valdjdban mar a fehérjék jelenléte is -eziddig- megmagyardzhatatlan modon
befolyasolja a zsirsavisszetételt, arrdl téve tanubizonysagot, hogy valosziniileg az
ibpA/B gén és fehérjetermékei finom szabalyzasdra van sziikség az optimalis membran
funkcionalitashoz (6/B tébl.). Ezt latszik alatdmasztani az a megfigyelés, hogy az
IbpA ill. IbpAB termeld sejtekben, melyekben a vad tipusti megfeleldvel ellentétben
mar a novekedési hdmérsékleten is jelen van(nak) a sHsp(-k), mar 40 °C fo6lott is
modosul a membran fizikai allapota (57. abra). Ertelmezésiink szerint a sHsp-k
alacsonyabb homeérsékleten, ahol jelenlétiik még nem indokolt a membranban, a lipid

fejcsoportok ,,kozé ¢kelddve” megbonthatjak, szegregdlhatiagk az azon a
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hémérsékleten (még) ép membran szerkezetet. A fehérje ,kiilsé” termelésével tehat
érzékenyit(het)jilk a membrant alacsonyabb hdmérsékleten, és ,,rendeltetésszeriien”
véd(het)jiik azt az extrém magas hémérséklet okozta karosodasok ellen. Az IbpA/B
tehat olyan specifikus, a membran integritdsat Orizni képes finom védelmi eszkoz,
amelyet sziikségessége esetén -a membranok permeabilitdsdnak ndvekedtével

parhuzamosan- (csak) meghatarozott hdémérsékleten hiv életre a sejt.
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57. abra Az IbpAB fehérjék szerepe az E. coli membranok integritasanak
megorzésében. A kiils6 membran permeabilitaisinak nyomon kovetése kiilonbozd
hémérsékleteken 15 percig inkubalt sejtekben (reprezentativ mérési eredmény, mérési
paronként n= 3-5, 1d. Anyagok és mddszerek 2.4.1. fejezet). A AIbpAB +IbpA, +IbpB
ill. IbpAB roviditések a AIbpAB konstrukcidoban exogén IbpA-t, IbpB-t ill. IbpAB-t
termeld sejteket jelolnek. Az egyes sejttipusok altal termelt fehérje mennyiségeket az
56. abran tiintettiik fol.

Technikai okoknal fogva eziddig nem tudtuk megallapitani, hogy vajon
mindkét vagy csak az egyik sHsp jatszik-e szerepet a (vad tipusi) membran
védelmében. Az ismertetett komplex kép ellenére azonban kirajzolodni latszik, hogy a
két sHsp valdszinlileg nem egyforma sullyal bir a membran tulajdonsagainak
alakitasaban. Erdekes moédon LeThanh és mtsai (2005) Ggy talaltak, hogy stressz
koriilmények kozott az IbpA mintegy 3x-os feleslegben van az IbpB-hez képest, mig

egy masik csoport vizsgélatai alapjan az IbpA és IbpB 1:4 aranyu komplex formaban
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egyiittmiikddve képes leghatékonyabban ellatni chaperon funkciojat. Onmagdban az
IbpB jelentosen hatastalanabbnak, az IbpA pedig gyakorlatilag elégtelennek bizonyult
a fehérjevédelmi funkcio ellatasara a két fehérje egyiittes mukodoképességéhez
viszonyitva (Kuczynska-Wisnik és mtsai, 2004; Matuszewska és mtsai, 2005). Ez arra
enged kovetkeztetni, hogy az IbpB az E. coli sHsp-k azon képviseldje, amely a
fehérjevédelmi feladatot ellatja, bar eredményes miikodéséhez sziikség van az IbpA-ra
is. Ez utobbi foloslege viszont azt sejteti, hogy az E. coli sejtben van olyan mas,
fehérjevédelemtdl kiilonb6z6 funkcid, amelyben az IbpA jatszik fontosabb szerepet.
Az 55. és 57. dbrakon bemutatott eredmények alapjan az IbpA varomanyosa lehet egy,
a membran védelmében meghatarozo(bb) feladatkor betdltésének. Nem csupan az
elobb emlitett eredmények alapjan lehet nagyobb szereppel bird, membran integritast
6rz6 eszkoz az IbpA az IbpB-vel szemben, ezt megerdsiteni latszik az 58. abra is,
miszerint az IbpA erdsebb kolcsonhatast képes létesiteni akar a kiils6, akar a belsd

membran lipidjeivel.
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58. 4bra Az IbpA és IbpB fehérjék kolcsonhatisa TPL monolayer-ekkel. A
tisztitott fehérjéket 30 °C-on ndvesztett sejtek izolalt kiilsé és belsé membranjaibol
extrahalt polaros lipidek alkotta felszin ala injektaltuk.
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Erdekes, hogy az IbpA és IbpB barmelyike énmagéaban nagyobb hatast tud kifejteni a
lipid membranok fizikai allapotara, mint az 1:1 ardnyu, ugyanakkora mennyiségii
fehérje keverék (54. és 55. 4dbra). Ez azonban nem zarja ki egy optimalis 0sszetételi,
funkcionalis szinergizmust eredményezd, az egyedi alkotoknal hatékonyabb komplex
miikodését az ¢lo sejtben, €s jelzés értékli arra nézve, hogy talin a membran
védelmében (is) egy jol meghatarozott heterooligomer lehet a legeredményesebb. Ez
annal is inkdbb megfontoland6, mivel a membran egyben védelemre szoruld fehérjék
szintere is, igy az IbpB jelenléte, hacsak ilyen szempontbol is, indokolt lehet. Annak
folderitésére, hogy vajon az IbpA (ibpA) ill. IbpB (ibpB) 6nmagéaban képes lehet-e
megfeleld, a vad tipusu sejttel Osszevethetd mértékli védelmet nyujtani a sejt

membranjainak, olyan konstrukcidk tesztelését tervezziik, amelyekben az ibpA ill.

crer
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EREDMENYEK OSSZEFOGLALASA

1. Synechocystis PCC 6803

A cianobakteridlis  tilakoid membran és  fotoszintetikus  funkcid
héakklimatizacids folyamatait és az abban szerepet jatszo tényezoket tanulmanyoztuk
in vivo és in vitro végzett kisérletekben. Megéllapitottuk, hogy egy szubletalis (3 h, 42
°C) hdéedzés kizarolag a fény jelenlétében vezet a tilakoid funkcid6 megndvekedett
héstabilitasdhoz. Ezzel parhuzamosan kizardlag a fényben torténd hdedzés
eredményezte a tilakoid membran stabilitasdnak jelentds novekedtét ill. a membran
mikrodomén organizacidjanak atalakuldsat. A tilakoid membran és (PSII) funkcio
stabilitdsat novelni képes tényezOok utan kutatva megallapitottuk, hogy lipid és fehérje
eredetli valtozasok egyarant szerepet jatszhatnak a rovidtava akklimatizacios
folyamatokban. Az altalanos lipid kettds kotés tartalom csokkenés mellett egy
rendkiviil telitett MGlcDG, a ,hdsokklipid” jelent meg a fényben végzett hdedzés
sordan, amely fizikai tulajdonsagai alapjan a membran (lipid fézis) stabilizalasara
hivatott. A tilakoid membrant ugyancsak stabilizalni képes tényezé a sHsp Hspl7,
amely kitiintetett moédon hat kdlcson a nem kettdsréteg-képzo lipidekkel (MGIcDG,
MGDG). A hésokklipid és a Hsp17 olyan, a membran lipid fazisanak szabalyozéaséara
képes hatékony védelmi eszkozoknek bizonyultak, amelyek egymastdl fliggetleniil
vagy egylttmiikodve aktiv részesei lehetnek a fényben torténd hdedzést kisérd
membran atrendezddésnek, €s hozzajarulhatnak a tilakoid membran ill. funkcio

termorezisztencdjanak kialakulasahoz.

2. Synechocystis Hspl7 pontmutaciok specifikusan modositjak a

kismolsilyud hosokkfehérje membran aktivitasat

A Hspl7-membran (lipid) kélcsénhatds mechanizmusénak tanulmanyozasat
céloztuk meg olyan sHsp pontmutdns konstrukciok létrehozasaval ill. a megfeleld
tisztitott fehérjék vizsgalataval, amely sejtek stressz tolerancidjuk tekintetében ill. a
megfeleld fehérjék oligomerizacios tulajdonsagukban ¢és in vitro fehérjevédd

képességiikben kiilonboznek a vad tipust sejttdl ill. fehérjétdl (Giese és Vierling,
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2002 és 2004; Giese és mtsai, 2005). Olyan mutaciok (L66A, F102S, V143A ill.
S2Y), amelyek a Hspl7 oligomer allandosult dimer formdra vald szétesését ill. az
oligomer allapot rogzitését eredményezték, a membran (lipid) kdlcsonhatd sHsp
ra. Az aktiv, lipid asszocidcidora képes fehérje forméanak a dimer, ill. (esetleg)
monomer bizonyult. N-termindlis mutans fehérjék (L9P, QI6R) segitségével
megallapitottuk, hogy a Hsp17 N-termindalis vége hordozza a lipidekkel kdlcsonhatni
képes fehérje motivumot. Az LI9P ill. Q16R Hspl7 membran (lipid) asszociacids
képessége ¢és tilakoid funkciot védeni képes hatasa ugyanis anélkiil valtozott negativ
ill. pozitiv irdnyban a vad tipusu megfeleloh6z képest, hogy oligomerizacios
képességiikben eltérnének a kontroll fehérjétdl. A hdkezelésnek kitett sejtekben a
QI16R fehérje kizarolag a tilakoid frakcidoban taldlhatd meg. E fehérje kivételes
membran aktivitdsa folytan a vad tipust sHsp-t is feliilmuloan képes védeni a tilakoid
funkciot a fotoinhibicidos (UV-B) karosodasoktol. Az L9P és Q16R mutansokkal
végzett kisérletek alapjan az in vitro fehérje-lipid kolcsonhatdsban tapasztalt
fotoszintetikus membranra gyakorolt hatdsdval. Eszerint valosziniisithetd, hogy a
Hspl7 in vivo membran aktivitasat legalabb részben a sHsp-lipid kdlesonhatés

iranyitja.

3. Escherichia coli

Az E. coli sHsp-k (IbpA ¢és IbpB) membran (hd)stabilitasban betoltott
szerepének feltarasa céljabol AIbpAB és WT sejteket teszteltiink in vivo, membran
fenotipusukban taladlhaté kiilonbségek utan kutatva, ill. tisztitott fehérjék lipid
kolcsonhatésait vizsgaltuk in vitro. Ugyanakkor a AIbpAB kontsrukcioban az IbpA-t,
az IbpB-t ill. az IbpAB-t (til)termeltetve vizsgaltuk a sHsp-k kézvetlen membranvédd
szerepét, valamint a két sHsp esetleges funkciobeli kiilonbségét vagy
egylttmiikodését. A sejt membranjainak permeabilitas és fluiditas jellemzoit kdvetve
megallapitottuk, hogy a hdsokk soran membranokhoz kot6do IbpA/B a sejt olyan,
gyorsan reagdlni képes védelmi eszkozét képviseli, amelynek feladata a
magashOomérsékleti stressz okozta kdarosodasok kivédése ill. megfékezése. Az

els6sorban kiils6 membranhoz periféridlisan kapcsolodd IbpA/B képes a lipidek
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crer

,Kilyukadasat”, megOrizni annak integritasat. Az IbpAB hianya a sejtben egyidejiileg
jonéhany mas gén expressziojat megvaltoztatja, mellyel vélhetéen kompenzatorikus
alternativ védelmi eszk6zok keriilnek eldtérbe. A sHsp-k nélkiil a sejt egy szokatlan,
egyedi lipidvaltoztatast eszk6zol, ami a 18:1v gyarapodasaval és a membranok
tovabbra is kérdéses, de tovabbi bizonyitékkal szolgal arra nézve, hogy az IbpA
¢s/vagy IbpB hidnya membran fenotipus valtozast eredményez. A AIbpAB sejtben
exogén modon termelt IbpAB mintegy 50 %-ban allitja helyre a vad tipust membran
fenotipusat, a sHsp-k membran védelemben betoltott kozvetlen szerepérol
taniskodva. Minthogy az IbpA -az IbpB-vel szemben- Onmagaban is hasonlo
helyreallitdsra képes, és in vitro kisérleti ill. irodalmi adatok is az IbpA nagyobb
membran aktivitasardl arulkodnak, az IbpA minden bizonnyal meghatarozobb
szereppel bir a membran hdstabilitdsanak kialakitadsaban. Annak érdekében, hogy az
IbpA ill. IbpB membran védelemben vallalt szerepérél még inkabb helytallo képet
kaphassunk, olyan konstrukciok tesztelése van folyamatban, melyekben az egyes

shsp-k a sajat promoter régiojuk szabalyozasa alatt, természetes médon mitkodhetnek.

Az elért eredmények gyakorlati jelentésége

A cianobakterialis sejt hoakklimatizacids folyamatainak és az abban szerepet
jatszo tényezOknek a tanulmanyozasaval példat mutattunk arra, hogy a sHsp-membran
(lipid) kolcsonhatas funkcidjanak és mechanizmusanak megértésével olyan fehérje
szerkezeti (1d. pontmutéciok) vagy lipid dsszetételbeli (1d. pl. MGlcDG) moédositasok
tervezhetok, amelyekkel megjosolhatdé modon befolydsoljuk a tilakoid membran
funkciot ill. tagabb értelemben véve a cianobakterialis sejt stressz akklimatizacids
képességét. Ilyen eredményekre (Id. pl. Q16R mutans) épiild alkalmazott kutatdsok
elvezethetnek pl. olyan transzgénikus haszonndvények kifejlesztéséhez, amelyek

nagyobb aszalytiird képességgel rendelkeznek.
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OSSZEFOGLALAS

Minden ¢16lény szoros kolcsonhatasban van a kornyezetével. A kornyezeti
tényezOk komoly kihivast jelenthetnek az egyed szdmara, amely specidlis
valaszreakciokkal -stresszvalaszokkal- igyekszik a kéaros hatdsokat kompenzalni.
Karosodasok érhetik a sejt minden alkotoelemét, mint pl. a DNS-t, a fehérjéket vagy a
membranalkotd lipideket. A membranok Orzik a sejt integritasat, jelentdsen
hozzajarulnak a sejt folépités- €s mitkodésbeli szervezddéséhez, ill. aktiv szerephez
jutnak a jelatviteli folyamatokban. Ugyanakkor mind sejten beliili elhelyezkedésiik,
szerkezetiik, mind kémiai Osszetételiik alapjan a kiilonféle stresszhatasok potencialis
célpontjaul szolgalhatnak. A membran, ill. a membran és stresszfolyamatok
kapcsolatanak tanulmanyozasa arra a folismerésre vezetett, hogy a hdsokkfehérjék
membranokhoz  (lipidekhez) kotddve megdrizhetik azok integritdsat  és
funkcionalitasat. Ezen tilmenden kapcsolat all fent a hdsokkgének szabalyozasa és a
membran fizikai allapota kozott. A membran nem csupan passziv résztvevoként
szenvedi el a stressz korlilmények kérositd hatdsait, de aktiv jeladoként érzékelve a
megvaltozott kornyezeti paramétereket, maga is beindithatja a stresszvéalasz
folyamatait (hdsokkfehérjék expresszidja, lipidvaltozasok), amelyek ,.enyhiilést”
hozhatnak nem csak a membran, de az egész sejt szamara. A kismolsulyu
hosokkfehérjék (sHsp-k) egy altalanosan jelenlevo csalddjat alkotjak a hdsokkfehérjék
népes tabordnak, melyek a citoszolikus fehérjék atmenekitése mellett hatékony
védelmet nyujthatnak a membranok szamara is.

E dolgozat téméaja a sHsp-k membran (lipid) kolcsonhatdsdnak
tanulmanyozasa, membrankotésiik jelentéségének €és mechanizmusdnak megértése.
Ennek érdekében prokaridta modellrendszereket vizsgaltunk:

a/ egy fotoszintetizald cianobaktériumot, a Synechocystis PCC 6803-t, amely (i)
kivalo eszkozként szolgdl a novényi szervezetek modellezésére, (ii) csak egyetlen
sHsp-vel bir, (iii) amelynek a fotoszintetikus membranra gyakorolt hatdsa egyszeriien
nyomon kovethetd a tilakoid membran funkcid tesztelésével;

b/ az Escherichia coli-t, hogy folfedjiik, (i) vajon az E coli sHsp-k -a Synechocystis
Hsp17-hez hasonléan- rendelkeznek-e membrant védeni képes funkciéval, €s ha igen,

(i1) mi a jelentdsége a két sHsp egyiittes jelenlétének.
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Az eredményeket a kovetkezOkben Osszegezhetjiik:

1. A Synechocystis PCC 6803 egyetlen sHsp-je a Hspl7, melyrdl tobbek
kozott ismeretes, hogy hdstressz soran kolcsonhat bizonyos fehérjékkel és tn.
»refolding-ra alkalmas allapotban”-ban konzervalja azokat. Ugyanakkor tilakoid
membranokhoz (is) kotddve, ezaltal ndvelve azok stabilitdsat, kozvetlen vagy
kozvetett modon jelentds mértékben 6vja a fotoszintetikus funkciot a ho és fény
okozta karosodasoktol. Egy, a membran lipid fazisat szelektiven modositd kisérlet
kapcsolatban all a tilakoid membran lipidjeinek fizikai allapotaval, annak fluiditas
jellemzdjével. Ezek ismeretében kisérleteket terveztiink annak folderitésére, hogy
milyen tényezOk jatszanak szerepet a tilakoid membran megnovekedett
hostabilitasanak, ¢és  ezzel  Osszefliggésben, a  fotoszintetikus  funkcid
termorezisztencidjanak kialakulasaban.

Megallapitottuk, hogy egy szubletalis (3 h, 42 °C) héedzés kizardlag a fény
jelenlétében vezet a tilakoid funkci® megndvekedett hdstabilitasdhoz. Ezzel
parhuzamosan kizéarélag a fényben torténd hdedzés eredményezte a tilakoid membran
stabilitdsanak jelentds novekedtét ill. a membrdn mikrodomén organizacidjanak
atalakuléasat. A tilakoid membran és (PSII) funkci6 stabilitdsat novelni képes tényezok
utan kutatva megallapitottuk, hogy lipid és fehérje eredetli valtozasok egyarant
szerepet jatszhatnak a révidtava akklimatizacios folyamatokban. Az altalanos lipid
kettds kotés tartalom csokkenés mellett egy rendkiviil telitett MGIcDG, a
,h0sokklipid” jelent meg a fényben végzett hdedzés soran, amely fizikai tulajdonsagai
alapjan a membran (lipid fazis) stabilizalasara hivatott. A tilakoid membrant
ugyancsak stabilizalni képes tényezé a sHsp Hspl7, amely kitlintetett modon hat
kdlcson a nem kettdsréteg-képzd lipidekkel (MGleDG, MGDG). A hdsokklipid és a
Hspl7 olyan, a membran lipid fazisanak szabalyozasara képes hatékony védelmi
eszkozoknek bizonyultak, amelyek egymastol fliggetleniil vagy egyiittmiikodve aktiv
részesei lehetnek a fényben torténd hdéedzést kiséré membran atrendezddésnek, és
hozzjarulhatnak a tilakoid membran ill. funkcid termorezisztencajanak
kialakulaséhoz.

2. A Synechocystis Hspl7-membran (lipid) kolcsonhatds mechanizmusanak
alaposabb tanulményozéasat céloztuk meg olyan sHsp pontmutans konstrukciok

tesztelésével ill. a megfeleld tisztitott fehérjék vizsgalataval, amely sejtek stressz
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tolerancidjuk tekintetében ill. a megfeleld fehérjék oligomerizacids tulajdonsagukban
¢s in vitro fehérjevédo képességiikben kiillonboznek a vad tipusu sejttdl ill. fehérjétol.

Olyan mutaciok (L66A, F102S, V143A ill. S2Y), amelyek a Hsp17 oligomer
allandosult dimer formara vald szétesését ill. az oligomer allapot rogzitését
reasszociacios képességének sziikségességére mutattak rd. Az aktiv, lipid
asszociaciora képes fehérje formanak a dimer, ill. (esetleg) monomer bizonyult. N-
termindlis mutans fehérjék (L9P, Q16R) segitségével megdllapitottuk, hogy a Hspl7
N-termindlis vége hordozza a lipidekkel kolesonhatni képes fehérje motivumot. Az
LIP ill. Q16R Hspl7 membran (lipid) asszocidcios képessége és tilakoid funkciot
védeni képes hatdsa ugyanis anélkiil valtozott negativ ill. pozitiv irdnyban a vad
tipusi megfelel6hoz képest, hogy oligomerizacios képességiikben eltérnének a
kontroll fehérjétdl. A hodkezelésnek Kkitett sejtekben a Q16R fehérje kizarolag a
tilakoid frakcidban talalhaté meg. E fehérje kivételes membran aktivitdsa folytan a
vad tipust sHsp-t is feliillmiloan képes védeni a tilakoid funkcidt a fotoinhibicios
(UV-B) karosodasoktol. Az L9P és Q16R mutansokkal végzett kisérletek alapjan az
in vitro fehérje-lipid kolcsonhatasban tapasztalt valtozadsok Osszhangban vannak a
gyakorolt hatdsaval. Eszerint valoszintsithetd, hogy a Hspl7 in vivo membran
aktivitasat legalabb részben a sHsp-lipid kélcsonhatas irdnyitja.

3. Az Escherichia coli két sHsp-je az IbpA és az IbpB. Ezek a , kis chaperon-
ok extrém magas hdmérsékleten gatoljak a protein denaturaciot in vivo. Szignifikans
mértéklt fehérjevédelmet azonban csak huzamosabb ideji hdstressznek Kkitett
sejtekben mutattak. Egy masik tanulmany -IbpA/B taltermeld sejtvonalakat
hasznalva- ugyanakkor ramutatott, hogy az IbpA/B mar joval révidebb id¢ alatt is
képes lehet a sejt tilélését befolyasold védelmet nytjtani. Mindez azt sugallta, hogy a
sHsp-k a fehérjevédelmen kivill mas védelmi funkciot is elldthatnak stressz
koriilmények kozott. Ez a folismerés és az a tény, hogy az IbpA/B membranokhoz
kotddik, tovabba, hogy az E. coli hdsokkvélasz beinditdsa, sét a termorezisztencia
kialakulasa pusztan a membran lipid fazis szelektiv modositasaval elérhetd, vezetett a
kérdésfolvetéshez, hogy vajon az IbpA ill. B szerepet jatszanak-e az E. coli
membran(ok) védelmében. Az E. coli sHsp-k (IbpA ¢és IbpB) membran
(ho)stabilitasban betoltott szerepének feltdrasa céljabol AlbpAB és WT sejteket

teszteltliink in vivo, membran fenotipusukban taldlhato kiilonbségek utan kutatva, ill.
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tisztitott fehérjék lipid kdlcsonhatasait vizsgaltuk in vitro. Ugyanakkor a AlbpAB
kontsrukcioban az IbpA-t, az IbpB-t ill. az IbpAB-t (tal)termeltetve vizsgaltuk a
sHsp-k kozvetlen membranvédd szerepét, valamint a két sHsp esetleges funkciobeli
kiilonbségét vagy egylittmitkddését.

A sejt membranjainak permeabilitas ¢és fluiditds jellemzoit kovetve
megallapitottuk, hogy a hésokk soran membranokhoz kotodd IbpA/B a sejt olyan,
gyorsan reagalni képes védelmi eszkozét képviseli, amelynek feladata a
magashOmérsékleti stressz okozta kéarosoddsok kivédése ill. megfékezése. Az
els6sorban kiils6 membranhoz periféridlisan kapcsolodd IbpA/B képes a lipidek
,Kilyukadasat”, megorizni annak integritdsat. Az IbpAB hidnya a sejtben egyidejiileg
jonéhany mas gén expresszidjat megvaltoztatja, mellyel vélhetéen kompenzatorikus
alternativ védelmi eszkozok keriilnek el6térbe. A sHsp-k nélkiil a sejt egy szokatlan,
egyedi lipidvaltoztatast eszkozol, ami a 18:1v gyarapodasaval és a membranok
tovabbra is kérdéses, de tovabbi bizonyitékkal szolgdl arra nézve, hogy az IbpA
¢és/vagy IbpB hianya membran fenotipus véltozast eredményez. A AlbpAB sejtben
exogén modon termelt IbpAB mintegy 50 %-ban allitja helyre a vad tipusi membran
fenotipusat, a sHsp-k membran védelemben betoltott kozvetlen szerepérol
taniskodva. Minthogy az IbpA -az IbpB-vel szemben- Onmagaban is hasonlo
helyreallitasra képes, és in vitro kisérleti ill. irodalmi adatok is az IbpA nagyobb
membran aktivitasardl arulkodnak, az IbpA minden bizonnyal meghatarozobb
szereppel bir a membran hdstabilitdsanak kialakitadsaban. Annak érdekében, hogy az
IbpA ill. IbpB membran védelemben vallalt szerepérél még inkabb helytallo képet
kaphassunk, olyan konstrukciok tesztelése van folyamatban, melyekben az egyes

shsp-k a sajat promoter régiojuk szabalyozasa alatt, természetes moédon miikodhetnek.
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Az elért eredmények gyakorlati jelentsége

A cianobakteridlis sejt hdakklimatizacios folyamatainak és az abban szerepet
jatsz6 tényezOknek a tanulméanyozasaval példat mutattunk arra, hogy a sHsp-membran
(lipid) kolcsonhatas funkcidjanak és mechanizmusanak megértésével olyan fehérje
szerkezeti (1d. pontmutéciok) vagy lipid dsszetételbeli (Id. pl. MGlcDG) moédositasok
tervezhetok, amelyekkel megjosolhatd6 modon befolyasoljuk a tilakoid membran
funkciot ill. tdgabb értelemben véve a cianobakteridlis sejt stressz akklimatizacios
képességét. Ilyen eredményekre (I1d. pl. Q16R mutans) épiilé alkalmazott kutatasok
elvezethetnek pl. olyan transzgénikus haszonnovények kifejlesztéséhez, amelyek
nagyobb aszalytir6 képességgel rendelkeznek.
sor aktualis, gyakorlati jelentdségii kérdéssel (pl. fertézések; autoimmun, degenerativ,
kardiovaszkularis betegségek, rak; szignal folyamatok, stb.), tavlatibb célként
megjelolve, membran (lipid) kolcsonhatasuk mechanizmusanak ismeretében a
kolesonhatés irdnyitott modositdsa komoly lehetdséget vagy eldrelépést jelenthet a

fentebb emlitett problémak megoldasaban.
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SUMMARY

All organisms are known to interact with their environment. This may involve
a considerable stress to the organism that has to respond to this challenge by means of
specific cellular processes. A number of cellular constituents can be damaged, e.g.
DNA, proteins, membrane-forming lipids. Membranes are engaged in the preservation
of cell integrity, in the structural and functional organization of cell components as
well as in signalling processes. On the other hand, as judged from their intracellular
location, structure and chemical composition, they are potential targets of various
kinds of stress. They are, however, not just targets of stress, but also function as active
sensors of changes in the physiological condition of the cell. As such they initiate
stress responses such as expression of heat shock proteins and changes in the
composition and dynamics of membrane lipids, ensuring thereby cell acclimatization.
Heat shock proteins (Hsps) have been proved to bind to and stabilize membranes.
Among Hsps small Hsps (sHsps) are particularly efficient in membrane protection.

The aim of this study was to investigate the mechanism and the functional
importance of interaction between sHsps and membranes (focused on mainly
membrane lipids). For this purpose we used two prokaryotes as experimental objects:
a/ a photosynthetic cyanobacterium, Synechocystis PCC 6803, because (i) it has but
one sHsp, (ii) the beneficial effect of which is easily detectable by measuring
photosynthetic activity and (iii) it is an excellent model of higher plants;

b/ Escherichia coli (1) to explore the general nature of sHsp function on cellular
membranes and (ii) to reveal the possible importance of having two existing sHsps
instead of one as in Synechocystis PCC 6803.

Our results are summarized as follows:

1. The sHsp of Synechocystis PCC 6803, Hspl7, is known to interact with
certain proteins during heat stress, keeping them in a refolding competent state for
subsequent recovery. This sHsp also binds to and stabilizes thylakoid membranes
protecting them against heat and photoinhibitory effects of light exposure, by which it
confers higher stability on photosynthetic function. By means of the selective
modulation of the membrane lipid phase it was concluded that the expression and

membrane association of Hspl7 are correlated with the physical state (fluidity) of
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thylakoid membranes. We aimed to reveal the factors that are involved in the
acquisition of higher thermal stability of thylakoid membranes paralleled with the
development of acquired thermotolerance of the photosynthetic apparatus.

We have concluded that heat-primed acclimation of Synechocystis cells
resulted in the thermal stabilization of photosynthesis exclusively in the light. In
parallel, a great increase in thermal stability and microdomain reorganization of
thylakoid membranes was observed only in cells challenged by heat stress in the light.
Analysis of membranes isolated from cells exposed to a sublethal (3 h, 42 °C) heat
stress in the light revealed that changes in protein and lipid composition are likely to
be involved in a short term acclimation process. In addition to a general lowering of
the double bond content of lipids, a highly saturated MGlcDG, “heat shock lipid”
appeared in the heat/light-acclimated membranes. This lipid is able to stabilize
membranes by hindering the hyperfluidization of the membrane lipid phase and by
inhibiting the formation of non-bilayer structures. Hspl7 is also able to regulate the
membrane lipid phase as shown by its ability to recognize membrane hydrophobicity
and by preferentially interacting with non-bilayer phase forming lipids (MGlcDG,
MGDG). All in all, the “heat shock lipid” and Hspl7 are effective members of the
stress defensive machinery of cyanobacteria. The highly saturated MGlcDG and
Hspl7 are probably involved in the retailoring of membrane ultrastructure in
heat/light-hardened cells conferring higher thermal stability on thylakoid membranes
and related photosynthetic function.

2. To get a deeper insight into the mechanism of interaction between
Synechocystis Hspl7 and membrane (lipids), we tested cells expressing point mutants
of sHsp and the purified recombinant proteins themselves. These cells and proteins
differed from their wild type counterparts in terms of their thermotolerance and their
oligomeric state as well as in vitro chaperone activity, respectively.

When mutations resulting either in a stable dissociation of sHsp oligomers to
dimers (L66A, F102S, V143A) or in a sHsp oligomer with reduced abilility to
dissociate (S2Y) were tested, it turned out that dissociation and reassociation of the
Hsp17 oligomer is necessary to enable sHsp to stably interact with membrane (lipid)s.
Dimers (possibly monomers) appear to associate with lipid membranes. N-terminal
point mutant proteins (L9P and Q16R) proved to behave differently with respect to
their ability to associate with lipids and to protect thylakoid function. L9P had a
lesser, Q16R a higher membrane activity than the WT protein. These results led us fo
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conclude that the N-terminal part of the protein is responsible for membrane (lipid)
interaction. In heat/light-acclimated cells the Q16R protein was localized exclusively
to thylakoid membranes. By its superior membrane activity this mutant protects
thylakoid function against damages caused by photoinhibitory UV-B stress. Results
obtained from in vitro protein-lipid interaction studies are correlated with those
describing the in vivo behaviour (membrane localization and protection) of Hspl7s
(L9P and Q16R). All things considered, the in vivo membrane activity of Hspl7 is
likely governed (at least partly) by sHsp-lipid interactions.

3. The Escherichia coli sHsps IbpA and IbpB are known to protect soluble
proteins from aggregation caused by extreme, long term heat effects in vivo.
Overexpression of these sHsps, however, was shown to confer thermotolerance on
cells even upon short term heat exposure. This implies that IbpA/B may protect
essential cellular components or compartments other than soluble proteins. E. coli
sHsps are believed to be localized to membranes. This is supported by the finding that
selective modulation of the membrane lipid phase triggers heat shock response and
leads to the acquisition of thermotolerance. Based on the above data we decided to
check the potential role of IbpA and IbpB in the heat acclimation of E. coli cell
membranes. To this end we compared the membrane phenotype (permeability,
fluidity and fatty acid composition) of wild type cells with that of AIbpAB cells in
vivo and tested the interaction of lipids and purified recombinant proteins (IbpA and
IbpB) in vitro. Moreover, to define the direct effect of sHsps on heat acclimation of
cellular membranes, to differentiate between their function and to see whether or not
they cooperate in membrane protection, we investigated the membrane phenotype of
AlIbpAB cells expressing exogenous IbpA, IbpB or IbpAB.

We found that IbpA/B is essential for a rapid, complete heat acclimation of
cellular membranes. Both IbpA and IbpB preferentially associate with the outer
membrane of E. coli cell during heat stress. These loosely attached membrane
proteins (IbpA/B) greatly increase the rigidity of the membrane head group region,
protecting thereby the permeability barrier and preserving membrane integrity.
Intriguingly, deletion of ibpAB altered the gene expression profile of several other
biomolecules. The absence of IbpAB resulted in a unique change in the fatty acid
composition of cell membranes. An increase in the amount of 18:1v was in agreement
with the fluidization of the hydrophobic region of membranes. We suggest that all

changes in the gene expression pattern caused by the deletion of ibpAB are intended
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to reduce the deletorious effects of sHsps removal. Exogenously produced IbpAB in
AIbpAB cells restored by 50% the membrane permeability of WT cells, supporting
their immediate role in membrane protection. Since IbpA by itself was able to restore
membrane phenotype to a similar extent, in contrast to IbpB, and in vitro
experimental results as well as literature data also yield evidence for its higher
membrane activity, IbpA must play a most decisive role in membrane protection. To
get more insight into the protective effect of IbpA and IbpB, constructs are being

made in which individual shsps are under the regulation of their own promoters.

Possible practical importance of our results

The present study showed that by revealing the function and the mechanism of
sHsp-membrane (lipid) interaction, modifications either in protein structure (see point
mutations) or lipid composition (see e.g. MGlcDG) could be engineered. The effect of
these modifications could be predicted on thylakoid membrane function or, in general,
cell acclimatization. Such basic information (e.g. Q16R mutant) may help in the
development of transgenic plants characterized with e.g. higher drought resistance.

Since sHsps and their association with membranes are apparently involved in
a number of phenomena of practical importance (drought resistance of plants,
infections, autoimmune, degenerative, cardiovascular diseases, cancer, signalling
processes, etc.), controlled modification of sHsp-membrane interaction may lead to a

breakthrough in the solution of at least some of the above problems.
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