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BEVEZETES

A sejtet és a sejt kiUlonb6zé organellumait hatarold6 membranok
kulcsszerepet toltenek be a sejt életében. Ezek a molekularis vastagsagu lipid-
fehérje hartyak hatarolé szerepikon tul szamos biolégiai funkciéval
rendelkeznek, melyek karosodasa a sejt pusztulasahoz vezethet. A
koérnyezetben bekodvetkezd valtozasok alkalmazkodasra ill. gyors védekezésre
késztetik a sejtet. A nem allandé testhmeérsékletl szervezetekben az egyik
leggyakrabban el6fordulé kornyezeti stressz a hémérséklet ingadozasa. A
termotolerancia és hémérséklet adaptacio intenziv kutatasanak eredményeként
ma mar valoszinlsithetd, hogy a biolégiai membranok a stressz érzékelésében
és annak elszenvedésében is elsdédleges szerephez jutnak (Yatvin & Cramp,
1993; Hazel, 1995; Vigh et al, 1993). A hémérséklettel egyitt valtozo
membrandinamikai paraméterek meghatarozzak azt a tartomanyt melyben a
kulonféle membrandsszetevbk meég eredményesen muikddhetnek. Ennek
megfeleléen a hdémérsékletvaltozas soran legaltalanosabban megfigyelt
sejtvalasz a bioldégiai membranok reorganizacidja. A széles korben elterjedt
“‘homeoviszkdzus adaptacié” elve szerint a membran komponensek optimalis
membran fluiditast kdvetelnek meg, amit a sejt igyekszik fenntartani (Cossins &
Prosser, 1978). Az utébbi évek eredményei alapjan ezt a hipotézist Gjabb és
Ujabb elméletek valtjak fel, mint példaul a homeofazisos regulacio, mely
feltételezi, hogy a sejt ugy épiti fel membranjainak fizikai szerkezetét, hogy a
kiilonboz6 fazisatmenetek (gél — folyadékkristalyos — forditott hexagonalis) a
megvaltozott hémeérsékleti viszonyoknak megfeleléen tolédjanak el (Hazel,

1995). Egy masik hipotézis a sejtek termoszenzitivitasat attol a képességuktél



teszi fuggévé, hogy milyen mértékben képesek membranjaik fluiditasat a
megvaltozott hdémérsékleten megbrizni (Dynlacht & Fox, 1992). A sejt
membran-reorganizacios eszkdzei kdzll talan a legfontosabb a lipidosszetétel
valtoztatdasanak képessége. Magashémérséklet adaptacié soran a lipidek
zsirsavalkillancainak telitettsége altalaban nd, ami a lipidmatrix fluiditasanak
csokkenésével jar egyutt (Chapman et al., 1983). A zsirsavtelitettség
termotoleranciaban betoltott szerepének fontossagat szamos kisérlet bizonyitja
(Thomas et al., 1986, Vigh et al., 1989). Arabidopsis thaliana telitetlen
zsirsavhianyos mutans valtozatainak hdéstabilitasa megnétt a telitetlenebb vad
tipushoz képest (Somerville & Browse, 1991). Gyors hémérséklet emelkedést
kovetben a sejtmembranok azonnali reorganizacidja, fluiditasuk csokkenése
figyelhetd meg emlds sejtekben is (Revathiet al., 1994) ill. E. coli -ban (Mejia et
al., 1995).

Ma még nem ismert, hogy a sejt hogyan ismeri fel a hémérséklet
valtozasat és alakitia azt at jelatviteli folyamatta. A stressz valasz egyik
legszembet(inébb eleme a hésokk gének transzkripcids aktivalodasa és a hésokk
fehériék szintjének jelentds emelkedése. Altalanosan elfogadott a hdsokk
fehériék elsédleges szerepeként, hogy csokkentsék a hd indukalta fehérje
denaturacio lehetéségét, azaz “chaperone”ként funkcionaljanak. Igy példaul
Escherichia coli sejtekben a GroEL és GroES fehérjék azon tul, hogy részt
vesznek a fehérjék nativ szerkeztének kialakitasaban, nélkilézhetetlenek a
stressz indukalta fehérjekarosodasok kivédésében (Goloubinoff et al., 1989).
Nem ismert azonban, hogy a megemelkedett kdrnyezeti hémérséklet hogyan
vezet a hdsokk gének indukciéjahoz. Synechocystis sejtek plazmamembran

lipidjeinek szelektiv telitése homogén katalitikus hidrogénezéssel megndvelte a



desA deszaturaz gén aktivitasat, mely arra is ravilagitott, hogy a
zsirsavtelitettség, igy a membranfluiditéds a jelfogd szerepét is betdltheti (Vighet
al., 1993). A membran szinti adaptaciéos folyamatok megismerése kivald
lehetéséget nyujt ahhoz, hogy a stressz molekularis érzékelését és a sejt

védelmi rendszerét megértsuk.

EREDMENYEK

s

befolyasol6 tényezbk cianobaktériumban (Térdk Zs., egyetemi doktori

disszertaciod)

Vizsgalataink targyaul a magasabbrendl névényi sejt kloroplasztiszanak
modelljeként tekintheté Synechocystis PCC6803 cianobaktériumot valasztottuk.
Ez a baktérium genetikailag viszonylag kénnyen médosithatd, a teljes genomja
ismert és fotoszintetikus membranjainak szerkezete nagy mértékben hasonlit a
kloroplasztisz tilakoid strukturajanak szerkezetéhez.

A novekedési hémérséklet modositotta a tilakoid membranhoz kotott
fotoszintetikus funkciok sértilésének kiszobhdmeérsékletét és a sejt hésokkra
adott valaszat (Lehel et al., 1993), igy a Synechocystis PCC 6803 megfelel6
modellnek bizonyult a kivant hémérsékletadaptacios vizsgalatok elvégzésére. A
magasabb hémeérsékleten nevelt sejtek fotoszintetikus oxigén fejlédése ill. PSII

aktivitdsa magasabb hémérsékleten karosodott, mint az alacsony hémérséklet



adaptalt sejteké. Mivel a PSIl aktivitasanak csokkenése kisebb hémérsékleten
kovetkezett be, mint a teljes fotoszintetikus elektrontranszport inaktivalédasa,
ebbdl arra kdvetkeztethettlink, hogy a sejtek magas hémérsékleten bekdvetkez6
karosodasa a PSIl komplexszel hozhat6 6sszefliggésbe.

A sejtek eltér6 hdéstabilitdsat okozd adaptacidos valaszok felderitése
céljabol megvizsgaltuk a tilakoid membran dsszetételének valtozasat a nevelési
hémérséklet figgvényében. 1zolalt tilakoid lipidek vékonyréteg kromatografias ill.
gazkromatografias analizise azt mutatta, hogy amig a magas h&mérséklet
adaptacio soran a kulonbozé lipidosztalyok aranya nem valtozik, a lipid-
alkillancok kettéskotéstartalma (Vigh et al., 1990) és a membranok
fehérjetartalma ndévekszik (Vigh et al., 1990, Kovacs et al., 1994; Vigh et al.,
1994).

A zsirsavtelitettség adaptiv és regulacids szerepének mélyebb megértése
érdekében olyan deszaturaciés mutans sejtvonalon is elvégeztik a vizsgalatokat,
melyben a tdbbszorosen telitetlen zsirsavak teljesen hianyoznak. A
Synechocystis Fad6/desA” mutans tilakoidjaban a lipidek zsirsavalkillancai az
izoterm korilmények kdzott nevelt vad tipuséval 6sszehasonlitva telitettebbek,
mikdzben a lipidosztalyok aranya megegyezik. A mutans tilakoid membranjaban
a fehérje/lipid arany kisebb, mint a vad tipusban. Ezzel bizonyitottuk, hogy egy
bels6 szerkezeti fluiditds modulator (kett6skotéstartalom) megvaltozasa egy
masik modulator (fehérje/lipid arany) egyidejl valtozasat idézi eld, aminek
hatterében a fluiditasregulacié allhat. A fehérje/lipid arany valtozasa a mutans
tilakoidjaban azt is bizonyitja, hogy ez a tilakoid nem egyszerien tébbszérésen
telitetlen zsirsavakban szegény membran, hanem a zsirsavdeszaturacié gatlasa

egyutt jar a membranszerkezet altalanos megvaltozasaval.



A tilakoid membranok fluiditisregulaciéjanak megértése céljabdl vizsgaltuk
a membran "atlagos" fluiditdsanak és fluiditas gradiensének moddosulasat a
hémérsékleti adaptacié hatasara. A membran fluiditasat fluoreszcencia
anizotrépia és ESR spektroszkopia segitségével hataroztuk meg (Vighet al.,
1994). Magas hémérséklet adaptacio soran a sejt igyekszik kivédeni a fehérje-
lipid kettésréteg megnovekedett folyékonysagat, annak merevitésével.
Bizonyitottuk, hogy a vad tipusu sejtek teljesitik a "homeoviszkézus" adaptacio
elvét, azaz membranjaik fluiditasat a kilonb6zé ndévekedési hémérsékleteken
azonos szinten prébaljak tartani Ezzel szemben a mutans sejtek esetén ez nem
igazolhatd, melybdl azt a kdvetkeztetést vontuk le, hogy a membranfluiditas
pontos beallitasara a fehérjék kevésbé alkalmasak, mint a lipidek. A mutans sejt -
hasonléan a vad fenotipusok hdémérsékletadaptacidjadhoz - azt a fluiditas
kilonbséget és/vagy fehérje-lipid kdlcsonhatas valtozast, amit a megndvekedett
lipid telitettség okoz, a fehérje/lipid arany csokkentésével igyekszik kompenzalni.
A tilakoid membranbdl izolalt lipideken végzett fluiditas vizsgalataink igazoltak a
fehérjék jelentds fluiditdscsokkentd hatasat, ami azonban a hémérséklettél fligg.
Eredményeink bizonyitottak, hogy a rendszer képes két latszolag flggetlen
szabalyozé mechanizmus segitségével kozel "izofluid" allapotot Iétrehozni. A
kilonb6z6 hémérséklethez adaptalddott sejtek eltéré héstabilitdsa "atlagos"
membranfluiditas eltérésekkel nem volt magyarazhatdé, azaz a "hatarfluiditas"
elve rendszerlinkben az alkalmazott mérési eljarasok segitségével nem
igazolhato.

A magas homérséklet okozta fotoszintetikus karosodas helyének
felderitése céljabol megvizsgaltuk a kildonbézé pigment/protein komplexek kozotti

energiaatadas hoémérsékletfliggését. Bizonyitottuk, hogy az elsédleges



karosodast nem a fénybegyljt6 komplex (fikobiliszoma) és a PSIl kozotti
energiaaramlas, hanem a PSIl reakciécentrum szenvedi el. A mutans
héstabilitasa az izoterm kortlmények kdzott nevelt vad tipuséval megegyezett,
tehat a genetikai beavatkozassal médositott sejtekben a tébbszorosen telitettlen

zsirsavak hianya a tilakoid membran funkcidinak héstabilitasat nem befolyasoita.

2. Homogén katalitikus deuteracio: érzékeny eszkéz lipid fazisok

detektalasara specifikus membran mezékben (Torok et al., 1993)

A zsirsavalkillancok kett6skotéstartalmanak izoterm kortlmények kozotti
modositasara nyujt kivald lehetéséget a homogén katalitikus hidrogénezés a
vizoldékony Pd(QS), katalizatorral (Joob et al., 1991). Ez a mdodszer szamos
membranokkal kapcsolatos biolégiai probléma vizsgalataban bizonyitotta
alkalmazhatésagat (Horvath et al., 1991; Schlame et al., 1990; Joé et al., 1992;
Vigh et al., 1993). A katalizator nem mutat szamottevé specificitast az egy
lipidosztalyon beldli kilonb6zé6  molekulaspecieszekre, a reakcio
eredményessége azonban nagyban fligg a lipidek hozzaférhetéségétél. A nem
kettdsréteg tipusu forditott hexagonalis lipidfazis megjelenése vagy specifikus
lipidek fehérjékhez torténé asszociacidja nagymeértékben lassitja a reakciét. A
hidrogénezés ezen tulajdonsagat felhasznalva és DPH fluoreszcencia
élettartam eloszlas vizsgalattal jelent6s membran mikroheterogenitasi
kilonbségeket  sikertlt kimutatni atrazin érzékeny és rezisztens

gyomnovényekbdl izolalt tilakoid membranokban (Mayoret al., 1992).



Annak érdekében, hogy a katalizator specificitasat és ezzel egyitt
felhasznalhatésagat tovabb ndveljik a membran mikroheterogén strukturajaban
lezajlé valtozasok kovetésére, kidolgoztuk a homogén katalitikus deuteralast ill.
annak infravoros spektroszkopiaval totrénd jellemzését (Torok et al., 1993).
Telitetlen lipidekbél képzett modell membranok homogén katalitikus
deuteralasat kovetéen kalorimetriaval és Fourier transzformacios infravords
spektroszkdpiaval vizsgaltuk a membran fazisviszonyait. A CH rezgések
energiaszintjei kilénbséget tesznek a kilénbdzd lipid struktirak kozétt. igy
példaul lehetéség nyilik a folyadékkristalyos fazis és forditott hexagonalis fazis
kozotti atmenet mérésére. Bioldgiai membranokban azonban csak lokalis, kis
méretl forditott fazis kialakulasa valdszinUsithetd, igy az eddig alkalmazott
modszerek viszonylag érzéketlennek bizonyultak. Kisérleteink bizonyitottak,
hogy a zsirsavalkillancokba deuteralassal szelektiv helyzetbe bejuttatott
deutérium altal létrejové CD, rezgések sokkal érzékenyebben reagalnak a
hexagonalis fazis atmenetre igy a membranban szeparalédé hexagonalis
fazisok kimutathatékka valnak. Ez az uj mdédszer rendkivil nagy potencidllal bir
a membranokban zajlé jelatviteli folyamatok és a membranba agyazédé
integrans enzimek mikoddésében nagy jelentéséglinek feltételezett hexagonalis
fazisok jellemzésére (Kruijff, 1997). Transzmembran jelatviteli folyamatok
aktivalasa a feltételezett mechanizmusa annak az altalunk elséként jellemzett
stresszfehérje indukald hatasu gyogyszerjeldltnek, amely széleskori
citoprotektiv hatassal bir és jelenleg Il. klinikai fazisban van (Vigh et al.,

kozlésre bekuldve).



3. Hésokk fehérjék Ilehetséges szerepe a sejtmembranok

védelmében.

3.1. A Synechocystis hésokk valasza

A sejt kornyezeti stresszre adott valaszanak mechanizmusa nem ismert.
Bizonyos stressz gének aktivalodnak és megindul a hésokkfehérjék termelése.
Ezen fehérjék hivatottak a sérilések elkerilésére ill. helyrehozatalara. A
viszonylag hosszu idét igénybe vevd adaptacion tul a sejt képes egy sokkal
gyorsabb termotolerancia novelésre is egy rovid szubletalis h&stresszt
kdvetben.

A Synechocystis sejtben szubletalis hékezelés kézben indukalédo fébb
h&sokk fehérje osztalyok 70, 64, 15 és 14 kDa molekula tomeglek (Lehelet al.,
1992). Western blot ill. N terminalis szekvencia analizis alapjan a 70, 64, 14
kDa-os fehérjék az Escherichia coli DnaK, GroEL és GroES “chaperone”-jaival
analégok. Az E. coli GroE fehérjéi a hésokk fehérjék chaperon csaladjaba
tartoznak. A h&sokkfehérjék chaperon csaladjaba azok a fehérjék tartoznak,
melyek segitik a fehérjék nativ szerkezetének kialakulasat ill. kivédik a részben
nevezzik “chaperonin”-oknak, melyek legjellegzetesebb képvisel6je a GroEL
és co-chaperonin-ja a GroES. N terminalis szekvencia analizis, majd a gén
klénozasat kovetden kiderllt, hogy ez a GroEL tipusu fehérje nem egyezik meg
a Synechocystis mar ismert Cpn 60 hd&sokkfehérjéjével, habar nagyfoku
homologiat mutat azzal (Lehel et al, 1992; Lehel et al., 1993). Az egyik

legjelentésebb kilonbség a két fehérje k6zott, hogy mig a groEL gén kdzos



operonba szervezddik a groES-el, addig a cpn60 egy maganyos chaperonin
gén. A két chaperonin gén regulacidjanak tanulmanyozasa alapjan a két gén
indukcidja tobb eltérést mutat, ami a két fehérje eltéré funkciodjara utalhat (Glatz
et al., 1996).

Egy rovid idétartami hdékezelést kdvetben a sejt héstabilitasa nétt
(Kovacs et al., 1994). Ebben a gyors védelemben a sejt védelmi apparatusa a
fehérjékre helyezi a hangsulyt. Néhany éras hdkezelést kovetéen a membranok
fehérje tartalma szignifikansan né a lipidosszetétel allandésaga mellett. Ebben
az esetben is detektalhatdé volt a membranok fluiditasanak csdkkenése DPH
fluoreszcencia anizotrépia méréssel (Vigh et al., 1994). A termotolerancia
novekedésén tul megfigyelhetdé volt a Synechocystis két chaperonin-janak
asszociacidja a tilakoid membrannal (Kovacs et al., 1994). A fenti
eredmények felvetik annak a lehet6ségét, hogy az eddig csupan citoszoélikus
chaperon funkcidokkal felruhazott chaperoninok esetleg sokkal altalanosabb

stresszelharitd funkcioval rendelkezhetnek.

3.2. A GroEL-GroES heterooligomer szervezddése fiziolégias koriilmények

kozott (Torok et al., 1996).

A rovidtavu hésokk kezelést kdvetd tilakoid membran fluiditas csdkkenés
egyik magyarazata lehet, hogy a tilakoidhoz asszocialodé chaperonin-ok
kolcsdnhatasba lépnek a membran lipid fazisaval. Ennek elddntésére modell
kisérleteket végeztiink. E. coli overexpresszios rendszerek felhasznalasaval

folyamatban van a Synechocystis GroEL analdgjainak tisztitasa, molekularis
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szervezddésenek jellemzése. Megfelel§ chaperonin modell hianyaban az E.
coli GroEL-GroES rendszerét valasztottuk, mivel errdl allt rendelkezésre a
legtdbb irodalmi adat.

Escherichia coli sejtekben a GroELi4 és GroES; chaperonin-ok részt
vesznek a fehérjék nativ szerkezetének kialkitasaban és a sejt stresszre adott
molekularis valaszaban (Goloubinoff et al., 1989). In vitro kdrilmények kozott a
chaperonin-ok altal segitett fehérje-folding megkdveteli kilonb6zé kofaktorok
jelenlétét; GroELqs, GroES;, K*, Mg®* és ATP hidrolizis. A fehérjék stressz
kdzbeni aggregacidja chaperonin-ok altal torténé megakadalyozasanak ill. a
stresszt koveté6 fehérje szerkezet kijavitasanak pontos molekularis
mechanizmusa nem ismert. Egy lehetséges modja e folyamat megismerésének
a chaperonin szerkezet és funkcié kapcsolatanak felderitése. Direkt modszer
hianyaban a funkcionalis chaperonin szerkezet eddig csak indirekt mddon
hataroztak meg. Kémiai keresztkotést kovetd elektroforézis ill. elektron
mikroszkoépia vizsgalatok alapjan meglehetésen eltéré elméletek léteznek a
chaperonin-ok mikodésére ill. a funkcionalis oligomerizacidjara. A GroEL egy
kétszer 7 alegységbdl allé dupla fankhoz hasonlé homo-oligomert képez. A
chaperon funkciéval rendelkezé heterooligomerben egy (Hayer-Hartl et al.,
1995) vagy két (Azem et al., 1994) szintén 7 alegységbdl allé GroES
kapcsolédhat megfelel6 kofaktorok jelenlétében. A szerkezet/funkcié korrelacio
érvényessége azonban nagyban fligg attél, hogy a kémiai keresztkotést
alkalmazé modszerek, mennyiben valtoztatiagk meg a kémiai egyensulyt a
fiziologias korulményekhez képest. Ahhoz, hogy kdzel fizioldgias korlilmények

kozott tudjuk modellezni a lipid-chaperonin  kdlcsdonhatast, alapvet6
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