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BEVEZETES

A stressz az ¢él6lények mindennapi 1étének szerves része. A kiilonbozo
karositod hatdsok elleni védekezés az €16 szervezetek energidjanak nem elhanyagolhaté
hanyadat veszi igénybe, mivel megfelelden gyors és meglepéen bonyolult
valaszreakciokat kivan. E rendkiviil specifikus védekezési mechanizmusok nélkiil a
szervezetek —legyen sz6 akar egysejti baktériumrol vagy magar6l az emberrdl - rovid
id6 alatt elpusztulnanak. Nem meglepd tehat, hogy az éldlények sejtszintii
stresszelharitd rendszerek egész tarhazat fejlesztették ki és hasznaljak életiik soran.
Ezek egyike a stresszfehérjék (molekularis chaperone-ok) vilaga, mely funkcioéjukban
rokonsdgot mutatd, de szerkezetilkben eléggé eltérd fehérjékbdl épiil fel.
Mikodésiiket tekintve igen sokféle szinten vesznek részt a sejtek “védelmi
vonalanak™ kialakitasaban: nemcsak a kiilonboz6 sejtalkotokat éré karos hatasok ellen
veszik fel a harcot, de normal korilmények kozott fiziologias folyamatokat is
szabalyoznak.

Munkacsoportunk {6 kutatasi teriilete a kiilonb6zd stresszhatdsokra nézve
finomszerkezetébol eredden kiilonlegesen érzékeny bioldgiai membranok védekezési
mechanizmusainak tanulmdnyozéasa. Modellszervezetiink a cianobaktériumok kozé
tartozd Synechocystis PCC 6803 torzs, mely kisérleteink kivald alanyaul szolgal,
mivel tenyésztése egyszerli, genetikailag viszonylag konnyen manipuldlhat6 és rajta a
stressztényezOk ¢€lettani hatasa is jol mérhetd.

Jelen értekezésben a stresszfehérjék egyik legelterjedtebb csoportjanak, a
Hsp70 chaperone csaladnak kiilonboz6 stresszhatasok kivédésében vald részvételét
kivanjuk felderiteni Synechocystis sejtekben, kiilonds tekintettel a biologiai

membranokhoz kapcsolhato folyamatok védelmében betdltott szerepiikre.



IRODALMI ATTEKINTES

Foldiink ¢éldlényei szoros kapcsolatban ¢élnek sajat ¢élo ¢€s élettelen
kornyezetiikkel, ahonnan alland6 ingerek érik 6ket, melyek egy része kimerithetetlen
veszelyforrast jelent szdmukra. Ezen kornyezeti tényezok karositdo hatasa ellen
kiilonboz6 valaszreakciokkal igyekeznek védekezni, melyek kozott vannak erdsen
specializalt, pl. egy adott fajra, vagy a hasonld kornyezeti viszonyok kozott élokre
jellemz6 elhdritd folyamatok és altalanosan kialakult nagy védekezdérendszerek is.
Miutan a sejteket éré stresszhatasok tipusai (pl. hé-, oxidativ-, ozmotikus-,
sostressz...stb.) a prokaridtdktol a magasabbrendlickig minden €16 esetében
hasonloak, nem meglepd, hogy a cellularis stresszvalasz elemei a legaltalanosabban
elterjedt elharito6 mechanizmusok koziil keriilnek ki. Ilyen rendkiviil konzervativ
“védohald” az un. stresszfehérjék rendszere is, melyek a negativ kornyezeti hatdsok
(pl. magas homérséklet) altal provokalt karosoddsoktol védi az arra érzékeny
sejtalkotokat, fehérjéket, sejtmembranokat. Tovabbi vizsgalatuk soran kideriilt, hogy
nemcsak a Kkiilonbozé stresszek soran, de az alapvetd életfunkciok ellatasa
szempontjabdl is nélkiilozhetetlenek a sejtek szdmara. A fenti tények tiikrében nem
meglepd, hogy ezen fehérjék mikodésének vizsgalata az utdobbi husz év
legintenzivebben kutatott témai kozé tartozik (részletes irodalom: Vierling és mtsai,
1991; Jindal, 1996; Vigh és mtsai, 1997.). A stresszfehérjéknek szamos, eltéré vagy
egymas hatasat kiegészit6 funkcioval rendelkezd csoportja koziil a 100, 90, 70, 60, 10

kDa-os és a kis molekulatomegli hdsokk proteinek (Hsp) csaladja a legismertebb.



1. A molekularis chaperone-ok

Egy, az 1970-es évektdl altalanosan elfogadott elmélet szerint minden fehérje
képes Onmagatol elérni funkcidképes térszerkezetét, egyéb kiilsé faktor segitsége
nélkiil. Ezt az elméletet felfedez6jérdél Anfinsen-teoridnak nevezték el. Anfinsen a
ribonukleaz-A enzim in vitro dnrendezdését vizsgalva feltételezte, hogy a fehérjék
elsédleges szerkezete (aminosav sorrendje) elegendd informéciot hordoz
miikodoképes harmadlagos szerkezetének eléréséhez (Anfinsen, 1973).

1978-ban Laskey ¢s munkatarsai a nukleoplazmin vizsgalatakor tapasztaltak,
hogy ez a fehérje eldsegiti a nukleoszomak - a kromatin allomany DNS-bol és
hisztonfehérjékbdl allo egységének — felépiilését. Azt ezt kovetd években végzett
szamos kisérlet is bizonyitotta, hogy a korabban elfogadott Anfinsen-elmélet in vivo
nem kizardlagos, mivel szamtalan fehérje miikodoképes térszerkezetének eléréséhez
altalaban segité molekuldkat igényel.

Ebben az id6ben allitottak fel a molekularis chaperone-ok elméletét, melyet
késobb szamos felfedezéssel és megfigyeléssel igazoltak. A “molekularis chaperone”
elnevezést Laskey hasznalta eldszor a nukleoplazminnal kapcsolatban (Laskey és
mtsai, 1978.). 1980-ban Ellis felfedezte, hogy a fotoszintézis egyik 1épésében, a CO>
megkotésében  kulcsszerepet  jatsz6 Rubisco enzim  alegységeibdl — torténd
Osszeszerelését is chaperone-ok végzik. 1986-ban Pelham megtalalta a 70, ill. 90 kDa-
0S Hsp-csalad tagjait 4llati sejtmagban, citoplazmdban ¢és endoplazmatikus
retikulumban. Koézleményében felvetette, hogy e két fehérjecsalad nem csak
stresszkoriilmények kozott védheti a fehérjéket, hanem segithetik a protein komplexek

Osszerakasat és szétszerelését normal koriilmények kozott is.



A molekularis chaperone-ok fogalmanak leirasa 1987-b6l szarmazik és John
Ellis nevéhez fiizddik. Az elsd valtozathoz képest a szerzé végrehajtott ugyan kisebb
modositasokat (Ellis, 1987; 1990 a,b; 1992; 1993), de ezek a chaperone-ok
alapértelmezését szamottevoen nem befolyasoltdk. Jelenleg elfogadott definiciéjuk a
kovetkezo:

A molekularis chaperone-ok olyan funkciojukban rokon, de
szerkezetiikben egymastol igen Kkiilonb6zo fehérjék, melyek elésegitik a
fehérjetartalmu struktirak nem kovalens Ossze- és/vagy szétszerelését ATP
felhasznalasaval in vivo, oly médon, hogy 6k maguk nem részei az igy kialakult
aktiv strukturaknak (Ellis, 1997).

Szamos csoportjuk ismert, melyek tagjai kozott semmilyen szerkezeti
hasonldsag nincs és szerepiik is rendkiviil valtozatos lehet. A molekularis chaperone-
ok mikddésérdl ugyanis az elmult években kideriilt, hogy nem korlatozddik pusztan a
de novo proteinek helyes térszerkezetének kialakitasara, hataskoriik ennél joval
szerteagazdbb. Funkcidik kozé tartozik a makromolekuldk egymassal torténd hibas
kapcsolodasanak megakadalyozéasa, a fehérje-aggregacid gatldsa, a mar kialakult
aggregatumok méretének csokkentése ill. az ezekben taldlhatd fehérjék renaturalasa.
Jelentds szerepiik van a membranokon at zajlé transzportfolyamatokban, ugyanakkor

stresszhatasok esetén altalanos sejtvédd tulajdonsdgokat mutatnak.

2. A 70 kDa-os hosokk fehérje osztaly: szerkezet és funkcio

A molekularis chaperone-ok egyik legintenzivebben tanulmanyozott csoportja

a Hsp 70 csalad, melyek tagjai a DnaK (70 kDa) fehérje illetve a Dnal (40 kDa) és a

GrpE (20 kDa) co-chaperone-ok. Jelenlétiiket elészor Escherichia coli-ban igazoltak



(Zylicz ¢és Georgopoulos, 1984; Zylicz és mtsai, 1985; 1987), késObb azonban maés

baktériumokban ¢és eukariotdkban is megtalaltdk homologjaikat; utobbiakban az

elnevezésiik Hsp 70, 40 illetve 20. Altaldban monomer (DnaK, Dnal) vagy dimer

(GrpE) forméban fordulnak eld.

DnaK
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ATPase domain linker domain function
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DnaK interaction substrate binding
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[0 -
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/ \
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.
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1. abra. A DnaK, DnaJ és GrpE fehérjék domén-szerkezete (Bukau és Horwich,
1998). A szamok a domének illetve a szerkezeti elemek hozzavetdleges hatarait jelzik.

A DnaK fehérje alapvetéen két funkcionalis részbdl all: az N-terminalis végen

talalhatd 45 kDa tomegli ATP-ko6t6 doménbdl és a 15 kDa-0s C-terminalis

szubsztratkoto alegységbdl, melyet egy kevésbé konzervativ, 10 kDa-os régio kovet.

A fehérje kotdhely erdsen hidrofob, helikdlis elemekbdl allo iireg, melynek

harmadlagos szerkezete az adott szubsztrat alakjatol fiiggden valtozik (Bukau és

Horwich, 1998, 1. abra). A Dnal proteinek felépitése joval heterogénebb. Minden

képviseldjiikben megtalalhatd a kb. 80 aminosavbol 4116, n. J-domén, mely a DnaK

ATP-bont6d aktivitdsait moduldlja, ezen kiviil 4ltaldban tartalmaznak glicinben és

fenilalaninban gazdag régiot, “Zn-finger” szekvenciat, C-terminalisukon szubsztrat

koté helyet, de gyakran el6fordul, hogy az utobbiak koziil egyik-masik, esetleg



mindharom elem hianyzik A GrpE molekuldk szerkezete kevésbé tisztazott. Annyi
bizonyos, hogy a DnaK-hoz valdo kotodésért és sajat dimerizaciojaért felelGs

motivumokat hordoz.
2.1 A Hsp 70 csalad részvétele a de novo fehérje foldingban

Fiziologids koriilmények kozott a Hsp 70 chaperone csalad szerepet jatszik a
de novo szintetizalodd fehérjék aktiv térszerkezetének kialakitasaban, melyet egy
masik chaperone-csoporttal, a Hsp 60-csalad tagjaival szoros 0Osszefliggésben,

“chaperone halézatot” alkotva végeznek (2. abra).

DnaK
Polipeptid \
t— Dnal

r ATP } Hsp 70-csalad

(DnaK, DnaJ, GrpE)

+ 4+ ADP

r— ATP
ezs + ADP + ; > Chaperoninok

ATP mcmnahs polipeptid (GroES, GroEL)
Denaturdlt polipeptid

& & |

Inaktiv szolubilis kdztes termék Aggregacio

. \
i GroES

2. abra. A Hsp70-csalad és a chaperoninok egyiittmiikodése a de novo fehérje
folding soran. Az abra részletes magyarazatat lasd a szovegben.

E miikddésiik soran a Dnal ¢és a DnaK chaperone-ok hozzakoétdédnek a

riboszoOmardl éppen legordiild Ujonnan képzddd fehérjelanchoz, és a DnaK Aaltal
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végzett, Dnal katalizalta ATP-hidrolizis kiséretében lezajlik a fehérje feltekerése egy
adott konformacios allapotig, majd a nukleotid-cseréld GrpE az igy képz6dé ADP
molekulat levalasztja. A DnaK molekula a fent ismertetett folyamatot 6nmagaban is
képes elvégezni, de rendkiviil kis hatékonysaggal. Co-chaperonjai katalitikus
segitségével viszont a folding sebessége tobb ezerszeresére nd. Ezt kovetden a Hsp 60
csalad tagjai veszik at a részben feltekeredett szubsztratot és segitik azt végsd
térszerkezetének elérésében. Ez a ciklus sziikség esetén tobbszor megismétlddhet
(részletes irodalom: Bukau és Horwich, 1998; Mayer és mtsai, 2000; Netzer és Hartl
1998; Hartl, 1996).

Normal koriilmények kozott - 30°C-on - a DnaK-csalad az E. coli sejtekben
ujonnan képz6do fehérjék kb. 5-18 %-anak foldingjat végzi, 30 kDa-nal nagyobb
molekulatdmegii szubsztratjai szabad hidrofob felszineihez kapcsolodva (Deuerling és
mtsai, 1999). Ujabb eredmények szerint ebben a funkcioban egy riboszomahoz kotott
peptidil-prolil cisz/transz izomeraz aktivitassal is rendelkezé masik chaperone, az tn.
trigger faktor is részt vesz. Mukodésiik kozott 1ényeges kiilonbség azonban az, hogy
mig a DnaK mind a naszcens, mind a teljesen elkésziilt fehérjelanccal kapcsolodhat, a
trigger faktor csak az éppen szintetizalodo polipeptidhez képes kotddni (Schaffitzel és
mtsai, 2001; Deuerling és mtsai, 1999; Teter és mtsai, 1999).

A Hsp 70 csoport részt vesz bonyolult fehérje komplexek Osszerakésaban ill.
szétszerelésében is. Kimutattak példaul, hogy e chaperone-ok jelenléte feltétleniil
sziikséges a A-fag DNS replikéaciojanak inditasdhoz, mely folyamat alapvetd feltétele
a szorosan Osszetekeredett nukleoprotein struktarak felbontdsa (Zylicz és mitsai,
1989.) A fentieken kiviil szerepilk van a membranokon at zajloé transzlokacios

folyamatok iranyitasaban, ugy az E. coli bels6 membran (Wild és mtsai, 1996), mint
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az eukaridta sejtorganellumok (mitokondrium, endoplazmatikus retikulum) esetében

(Stuart és mtsai, 1994; Lyman és Schekman, 1996).

2.2. Vészhelyzet a sejtben: a DnaK-csalad fehérjementd szerepe

Magas hdmérsékleten - 37 °C felett - a Hsp70 csaldd mindharom tagjanak
jelenléte eszencidlis az E. coli sejtek életben maraddsa szempontjabol. Ez a
nélkiilozhetetlenség abbdl a tobbszordsen bizonyitott megfigyelésbdl is kovetkezik,
hogy e chaperone-ok alapvetd szerepet jatszanak az extrém koriilmények hatasara
denaturdlodott fehérjék szerkezetének megmentésében (Kusukawa és Yura, 1988;
Gragerov ¢és mtsai, 1992; Mogk ¢és mtsai, 1999). A DnaK csaldd azonban nemcsak a
valo visszaalakuldsukat segiteni. Zylicz és munkatarsai mar a 90-es évek forduldjan
kimutattak, hogy jelentds szerepet vallalnak a mar kialakult aggregadtumok
szétbontasaban is (Skowyra és mtsai, 1990). Ujabb vizsgalatok alapjan kideriilt, hogy
feleslegben adott DnaK kozremiikddésével a nagyobb aggregatumok is felbonthatdak
¢s hogy a Hsp70 csoport tagjai ebben a mentési folyamatban egy Hsp100-homolog
molekulaval, a ClpB-vel kooperacioban vesznek részt. Utobbi feladata a
legbonyolultabb aggregatumok fellazitdsdban all; tobb hidrofob felszin szabadda
tételével pedig a DnaK fehérje mitkddését is hatékonyabba teszi (Diamant és mtsai,
2000). Az E. coli Hsp 70-homologjardl kideriilt, hogy a fehérjék mellett a DNS
negativ szuperhélix szerkezetét is képes védeni a magas hOmérseéklet okozta

konformécio-valtozastol (Ogata és mtsai, 1996).
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A kiilonboz6 stresszek altal a fehérjék szerkezetében okozott hibak elharitasaban a
Hsp70 csaladbdl azonban nemcsak a DnaK molekula nélkiilozhetetlen. Huang és
munkatarsai  (2001) nemrégiben kimutattdk, hogy a Dnal co-chaperone
elengedhetetleniil ~ sziikséges a citoszolban képz6dd abnormalis proteinek
enzimeknek. Némelyik proteaz Dnal jelenléte nélkiil teljesen miikodésképtelen.

A Hsp 70-csalad szerepére nézve tehat dsszefoglalasul elmondhatd, hogy a
fehérjék mentésében, az aggregacios folyamatok gatlasaban kifejtett tevékenységiik
eszencialis, a de novo Szintetizalodd proteinek Osszeszerelésében pedig a tobbi

chaperone-csoporttal egyiittmiikdve vesznek részt.

3. A hsp 70 géncsalad és transzKkripcios szabalyozasuk prokariétakban

3.1. A dnaK/dnaJ/grpE hésokk gének organizacioja

Altalanossagban elmondhaté, hogy a prokariota dnaK csalad génjei egy
kopiaban vannak jelen a genomban, elrendez6désiik a grpE-dnaK-dnaJ, a dnaK-grpE-
dnaJ vagy a dnaK-dnaJ és maganyos grpE szervezddést koveti. Operonjaik elején
illetve végén gyakran taldlhatd szabdlyozasukban résztvevd fehérjét kodolod gén.
Promoter régidjuk sok esetben egy igen konzervativ IR (forditott ismétlddéses)
szekvencidt tartalmaz, mely szintén fontos operator elemnek bizonyult (Segal és Ron,
1996).

Escherichia coli-ban a hésokk protein 70 géncsalad héindukalhat6 tagjai egy
kopiaban és két kiilon operonban (dnaK-dnaJ és grpE) talalhatoak meg (Yochem és

mtsai, 1978). Mindhdrom gén eszencialis a sejt ¢letben maradasa szempontjabol 43°C
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felett. Inszercids és nullmutdnsaik permissziv hdmérsékleten (37°C-ig) nének, bar a
vad tipusnal sokkal lassabban (Zylicz és mtsai, 1987). Egy grpE misszensz mutdns
(grpE280) vizsgalatakor érdekes dologra deriilt fény. Ez a mutans térzs 50 °C-on is
képes életben maradni — a vad tipushoz hasonldo mértékben, — ha elézdleg rovid ideig
enyhébb hésokk (42°C, 15 percig) éri. Elokezelés nélkiil viszont — meglepé modon - a
vad tipusnal sokkal nagyobb hétiirést mutat (Delaney, 1990).

Az E. coli dnaK, dnal és grpE génjei fiziologias korilmények kozott
konstitutivan expresszalddnak, transzkripcidjuk a magas homérsékleten kiviil szdmos
mas stresszhatassal indukalhato, igy példaul ozmotikus sokkal, elektromagneses
térrel, extrém pH-val, alkoholokkal, hidrogén-peroxiddal, nehézfémekkel, aminosav-
analogokkal, gliikk6z éhezéssel (Meury és Kohiyama, 1991; Chow, 2000; Chow és

Tung, 2000).

3.2. 6% faktor: pozitiv regulacié Escherichia coli-ban

Az E. coli hésokk valasza az RNS polimeraz egy hésokk promoter-specifikus
o alegységének, a c°2-nek pozitiv regulacioja alatt all. A c°?-szint és -aktivitas gyors
valtoztatasaval a sejt nagyon rovid ido alatt képes reagalni a magas homérséklet altal
eldidézett vészhelyzetekre, illetve ezutan a stresszmentes életfeltételek visszatérésére.
Fiziologias koriilmények kozott pedig a o’’—nel kiegésziilt RNS polimeraz
gondoskodik a konstitutiv chaperone expressziorol. Irodalmi adatok szerint legalabb
ot promoéter irdnyitja a 632t kodold rpoH gén atirasat; koziiliik négy (P1, P2, P4, P5,)
c'%-dependens, mig az 6todik (P3) o -fliggd, és csak extrém magas homérséklet
(51°C) esetén felelés a o2 szintéziséért (Erickson és Gross, 1989; Yura és mtsai,

1993). Az rpoH transzlacidja normal homérsékleten erésen represszalt, de hdsokk
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soran ugrasszeriien aktivalodik: a fehérje mennyisége 2-4 perc alatt képes elérni az
alapallapot tizenkétszeresét. Ezutan képzddése a hdstressz végéig fokozatosan
csillapodik, majd visszatér az eredeti szintre (Connolly és mtsai, 1999). A
transzlacidban bekdvetkezd mennyiségi valtozas Osszetett modon szabalyozodik. Az
rpoH mMRNS 5’ végén talalhatd harom régioja (A, B, C) segitségével bonyolult
masodlagos szerkezetet vesz fel (Nagai és mitsai, 1994). HOsokk hatdsira ez az
Osszetekeredett struktura fellazul, ezaltal az mRNS riboszomahoz valé kotddése és igy
a transzlacio iniciacidja konnyebben végbemegy, a fehérje gyorsabban, illetve
nagyobb mennyiségben késziil el (Morita és mtsai, 1999). A o2 faktornak a hsp
gének kifejezddésére gyakorolt hatdsa azonban nemcsak e fehérje mennyiségétdl,
hanem stabilitdsatol illetve aktivitasatol is fiigg (Gross, 1996; Connolly és mtsai,
1999). Fiziologias helyzetben a 6°2 féléletideje 1 percnél kevesebb, mig a hdmérséklet
30°C-rol 42°C-ra torténd emelésére kb. nyolcszor stabilabba valik. A o3 fehérje
lebontasaban valosziniileg egy ATP-fliggd membrankotott metalloproteaz, az FtsH is
részt vesz, ugyanis hidnyaban a c>’~faktor rendkiviili médon stabilizalédik in vivo,
féléletideje 2 o6rara nd (Tatsuta és mtsai, 1998). Kisérletek sorozataval bizonyitott
tény, hogy maga a DnaK/Dnal/GrpE rendszer is befolyasolja sajat szabalyozo
faktoranak aktivitasat in vivo, mégpedig negativ modon (Gross 1996; Tatsuta és mtsai
1998; Connolly és mtsai, 1999; Bukau, 1999). E folyamat soran el6szor a Dnal, majd
a DnaK molekula kotddik reverzibilisen a 6%%-hdz, és ATP felhasznalasa mellett
fogva tartja azt. A GrpE ezzel némileg ellentétesen hatva képes a kotést destabilizalni.
A % tehat a Hsp 70 csalad természetes szubsztratjaként viselkedik és megkotése
soran a de novo fehérjék foldingjahoz hasonld chaperone-kaszkad jatszodik le. A
felszabadult faktor sorsa - a sejt pillanatnyi igényeinek megfelelden — tobbféle lehet.

Egyrészt héstressz esetén a chaperone-0k a c°2-t az RNS polimeraznak adjak at, igy
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biztositva a sajat és mas hsp gének aktivalasat, mig fiziologias esetben kiilonb6z6
proteazok segitségével degradalodik (6sszefoglald irodalom: Arsene és mtsai, 2000).

ey ey

moédon képzelhetjilk el. Normal koriilmények kozott a Hsp szintet a o'°-RNS

polimeraz biztositja. Ekkor nagyon kevés 2

szintetizalodik, azt is fogva tartjak a
DnaK csalad tagjai, igy a Hsp indukcié gatolt. Hosokk hatdsara azonban a sejtben
fehérjék denaturdlodnak, aminek kovetkeztében fokozott igény mutatkozik e
chaperone-ok "ment6 tevékenysége" irant. Az aktivitasukat veszt6 fehérjék ily moédon
a 6 elengedésére, a gatlas feloldasara késztetik a DnaK csaladot, ezzel lehetévé téve
a hosokk gének indukciojat. Amennyiben feladatuk elldtdsara elegendd chaperone
molekula késziilt el, a Hsp 70 csalad tagjai ismét foglyul ejtik a 6% fehérjét illetve
gatoljak szintézisét, minek kovetkezményeként a héindukcid megsziinik. Igy a
chaperone-gének szabalyozasa egy autoregulacios folyamatnak tekinthetd, amelyben
az egyik végtermék (a DnaK csalad) szabalyozza dnmaga szintézisét (Bukau, 1993;
Georgopoulos ¢s Welch, 1993; Yura és mtsai, 1993). A DnaK fehérjét a hdsokk-

valasz szabalyozasaban betoltott szerepe miatt az E. coli cellularis hdmérdjének is

szokas tekinteni (Bukau, 1993; Mager ¢és De Kruijftf, 1995).

3.3. A negativ szabalyozas utja: CIRCE és a HrcA fehérje

1989-ben Baird ¢és munkatarsai egy forditott ismétlodéses szekvencia

jelenlétérél szamoltak be a Mycobacterium tuberculosis 10 kDa-os chaperone-jat

crer

szekvenciat késobb szamos eubaktérium hdésokk operonja eldtt megtalaltak,

transzkripcids regulacioban jatszott szerepére vonatkoz6 els@ adatokat pedig -
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Bacillus subtilis modellen végzett vizsgalataik eredményeként - Zuber és Schumann
(1994) kozolte. Bacillus subtilis-ben a hsp 70 operon heptacisztronos; a hrcA (orf39),
grpE, dnaK, és dnal kodold szekvencidit harom, nem hdéindukalhatd gén (orf 35, 28
illetve 50) koveti. Az operon elején talalhatd konzervativ IR (TTAGCACTC-No-
GAGTGCTAA) egy negativ cisz-regulator szekvencia, amelyet CIRCE (Controlling
IR of Chaperone Expression) néven tart szamon a szakirodalom (Zuber és Schumann,
1994). Kimutattdk, hogy az elsé gén terméke, a HrcA fehérje normal koriilmények
kozott a CIRCE-hez kotédik, ezzel represszalva a transzkripciot, hdsokk sordn viszont
levalik onnan, és lehet6vé teszi a hsp MRNS—ek képzddését (Homuth és mtsai, 1997).
In vitro kisérletek soran megfigyelték, hogy a 60 kDa—0s chaperonin GroEL
(Mogk ¢s mtsai, 1997). Ezek alapjan feltételezhetd, hogy optimalis novekedési
koriilmények kozott a chaperonin valamilyen modon aktiv formadban tartja a
represszort, gatolva a CIRCE-fiiggd gének expressziojat. Hosokk estén a GroEL a
denatural6do fehérjék helyreallitasat végzi, igy az inaktivva vald represszor nem
akadalyozza az emelt szintli expressziot. Feladata végeztével a chaperonin ismét
aktivizalja a HrcA-t, ami gatolja a CIRCE-fiiggé fehérjék transzkripcidjat
(Narberhaus, 1999).

A fenti ismertetett negativ szabdlyozasi forma az eubaktériumok kdrében
altalanosan elterjedt (Osszefoglald irodalom: Segal ¢és Ron, 1996; Yura és
Nakahigashi, 1999; Narberhaus, 1999) és elmondhatd, hogy a dnaK operonok dontd

e ey

kettése végzi.
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4. Nem héindukalhat6 prokariéta hsp 70 - homolog géncsaladok

Jelenlegi ismereteink alapjan - a részletesen tanulmanyozott dnaK/dnaJ/grpE
rendszeren kiviill — még tovabbi két hsp 70- és 6t hsp 40-homolog gén létezik
Escherichia coli-ban. Két dnaJ-tipust gén kivételével fehérje termékiiket is sikeriilt
azonositani. Legmeglepdbb kozos tulajdonsaguk, hogy hdsokk soran nem képzddnek
nagyobb mennyiségben, tehat nem tekinthet6k hdsokk fehérjének, de altalaban
rendelkeznek chaperone-aktivitassal. Az irodalomban sejtbeli funkcidjukrol kevés

adat all rendelkezésre.

4.1. A hscB — hscA — fdx operon

1994-ben — egymastol fiiggetleniil — két munkacsoport is ujabb hsp 70- tipusa
génrol szamolt be E. coli-ban ( Seaton és Vickery, 1994; Kawula és Lelivelt, 1994). A
hscA (heat shock cognate A) gén k6zos operont alkot a dnaJ-homolog hscB-vel,
illetve a ferredoxint kodolo fdx-szel, 5’ régiojukban o> konszenzus szekvencia
talalhatd. Expressziojuk ennek ellenére mind normal, mind hdsokk koriilmények
kozott konstitutivnak bizonyult, csupan alacsony hdémérsékleten indukalédnak
kismértékben (Lelivelt és Kawula, 1995). Mutans torzseik 30 és 42°C-on egyarant
¢letképesek, normalis morfologiat mutatnak, ndvekedésiik azonban a vad tipushoz
mérten lassabb.

A hscA gén terméke a 66 kDa molekulatomegti Hsc66 (HscA) fehérje, mely az
E. coli DnaK-val 62% -o0s szekvencia-homologiat mutat, féleg az N-terminalis ATP-
az domén teriiletén. A hscB gén egy 21 kDa-0s DnaJ-homolégot kodol (Hsc20 vagy

HscB), a fehérjék ezen csoportjara jellemzd Un. J-domén is megtaldlhatdé benne
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(Kawula ¢és Lelivelt, 1994). A Hsc66 bizonyitottan ATP-bont6 funkcioval
rendelkezik, melyet a Hsc20 miikddése katalizal és — a DnaK/DnaJ rendszerhez
hasonléan - molekuldris chaperone gépet alkotva gatoljak egyes fehérjék
1998). A két chaperone-rendszer egyes tagjai mitkodésiikben in vitro helyettesithetik
homologjukat: példaul a Dnal is képes katalizalni a Hsc66 ATP-bontd aktivitdsat. A
Hsc20 viszont nem stimulalja a DnaK-t. A GrpE co-chaperone-t kodol6 gén egyetlen
kopiaban talalhato meg az E. coli genomban és specifikusan csak a DnaK-val
mitkodik egyiitt (Silberg és mtsai, 1998). Ennek alapjan ugy tiinik, hogy a Hsc66-nak
— az eukaridta citoszolikus Hsp 70 fehérjékhez hasonldéan (Minami és mtsai, 1996) —
feladatai ellatasahoz egyediil a DnaJ-homoldg jelenléte is elegendd.

A Hsc66/Hsc20 rendszer szamos mds baktériumban is eléfordul (Silberg és
mtsai, 1998). A hscB-hscA-fdx operon el6tt altalaban olyan konzervativ gének
csoportja talalhatd, amely a redox illetve katalitikus folyamatokban résztvevd vas-kén
tartalmt komplexet alkotd fehérjéket kodolja. Ezek egyikérdl, az IscU proteinrdl
kimutattdk, hogy a Hsc20-hoz hasonléan részt vesz a Hsc66 chaperone
katalizalasaban (Hoff és mtsai, 2000).

A fenti irodalmi eredményeket Osszegezve megallapithato, hogy a
Hsc66/Hsc20 rendszer is rendelkezik chaperone aktivitassal, konstitutivan kifejez6dd
volta miatt azonban valosziniileg fiziologids koriilmények kozott mitkddik €s mas
proteinekkel egyiittmiikodve szerepe lehet a vas-kén tartalmu fehérjekomplexek

Osszerendezésében is.
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4.2. Az ybeS-ybeV-ybeW lokusz

1998-ban egy harmadik hsp 70-homoldgot is azonositottak E. coli-ban
(Yoshimune és mtsai, 1998). Az ybeW gén kodolta 62 kDa molekulatomegii Hsc62
33%-0s szekvencia-homologiat mutat mind a DnaK, mind pedig a Hsc66 fehérjékkel.
Szintén rendelkezik ATP-bont6 aktivitassal, melynek in vitro kortilmények kozott
mért optimuma a masik két homologjaénal alacsonyabb hdmérsékleten (Hsc62: 40°C,
Hsc66: 45°C, DnaK: 60°C) van. Erdekes megfigyelés, hogy a Dnal co-chaperone a
harom Hsp 70-homolog koziil csak a Hsc62 ATP-bontdé mitkddésére nincs hatdssal.
Az ybeW el6tt talalhatod két génrdl (ybeS és ybeV) irodalmi adat nem all rendelkezésre,
annyi azonban bizonyos, hogy szekvencidjukban a J-doménhez hasonl6 elem talalhato
(Kelley, 1998). Ezek alapjan elmondhatd, hogy bar a Hsc62 fehérje chaperone-
aktivitast mutat, hatasat Dnal-tipust co-chaperone nélkiil, illetve valosziniileg nem

hdsokk koriilmények kozott fejti ki.

4.3 Maganyos dnaJ-tipusu gének: djlA és cbpA

A Hsc66/Hsc20 rendszer azonositasaval egyidében Escherichia coli-bol egy
33kDa-os, hajlitott szerkezetli szintetikus oligonukleotidokhoz kapcsolodo proteint is
izolaltak (Ueguchi ¢és mtsai, 1994). A CbpA (curve binding protein A) fehérje a Dnal-
vel 39 %-os azonossagot mutat, Zn-finger domént viszont nem tartalmaz. A sejt
exponencidlis novekedési fazisdban csak alacsony szinten expresszalodik, stacioner
fazisban, illetve foszfat-¢hezés hatasara azonban jelentés mennyiség képzddik beldle

(Yamashino és mtsai, 1994).
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Két évvel a CbpA azonositasa utan a Dnal-homolégok kore tjabb taggal
boviilt E. coli-ban (Clarke és mtsai, 1996). A DjlA (Dnal-like A) 30 kDa-os fehérje,
mely a bels6 membranban, J-domént hordozé C-termindlis végével a citoplazma felé
nézve helyezkedik el. Ezen kiviil egy transzmembran hélixet és periplazmatikus térbe
nyuld igen rovid N-termindlis szakaszt tartalmaz. A legujabb kutatasok szerint képes a
DnaK co-chaperone-jaként miikdni in vitro (Genevaux ¢és mtsai, 2001b).
Homoldgjait korabban Coxiella burnetti-ben (Zuber és mtsai, 1995) és Haemophylus
influenzae-ben is leirtak (Fleischmann és mtsai, 1995).

Szamos in vivo kisérletben talalhatunk adatokat e két hsp 40—tipusu gén és a
dnaJ delécioés analizisével kapcsolatban. Normal koriilmények kozott egyik gén sem
eszencialis, a dnaJ mutansok viszont magas hémérsékletre érzékenyek és ugyanez
mondhaté el a dnaJ cbpA (Ueguchi és mtsai, 1995), illetve dnaJ djlA kettds, valamint
a dnaJ djlA cbpA tripla mutansokroél is. A cbpA és djIA egyiittes delécioja semmiféle
hatdssal nincs a sejt novekedésére. A hdrom Dnal-homoléog magas homérsékleten
képes egymas hianyat komplementalni €s bizonyos koriilmények kozott a co-
chaperone funkcioban is helyettesitheti egymast, bar ez utobbi hatds lehetséges
mechanizmusa a DjlA esetében még nem tisztdzott. Valdszinli azonban, hogy -
szerkezeti eltéréseik és sejtbeli lokalizacidjuk kiilonbozdsége miatt — egymassal

atfedd, de nem teljesen azonos feladatokat latnak el (6sszefoglald irodalom: Genevaux

¢és mtsai, 2001a; b).

5. Kisérleti modelliink, a Synechocystis PCC 6803

Kisérleti modellszervezetiink, a Synechocystis PCC 6803, egy Gram-negativ

egysejtii fotoszintetizald cianobaktérium (3.abra). A Synechocystis sejtet egy kiilsé és
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egy belsd, vagy citoplazmds membran hatarolja, kozottik peptidogliikan sejtfal
helyezkedik el. Osszes membranjainak 90 %-at a szorosan egymdasba forduld
lamellakbol all6 tilakoid membran teszi ki, mely — tobbek kozott zsirsav-
Osszetételében is - nagymértékben hasonlit a ndvényi kloroplasztisz-tilakoidjahoz, de
attél eltérden nem tagoldédik sztréma ¢€s granum egységekre (Stainer, 1988).
Fotoszintézis soran a fény gylijtését a tilakoid felszinén elhelyezkedd bonyolult

fehérjestruktara, a fikobiliszoOma végzi.

3. abra. A Synechocystis PCC6803 elektronmikroszkopos képe. Az egysejtii
cianobaktérium transzmisszioés elektronmikroszopos felvételén jol lathatdé a
korkorosen futd tilakoid membran.

A Synechocystis laboratoriumi koriilmények kozott egyszerlien tenyésztheto,
novekedése viszonylag gyors és képes — megfeleld tdpanyagellatds mellett —
fotoheterotrof modon is ¢élni. J6 transzformalhatésaga és a nagy homolog
rekombinacids gyakorisdg miatt inszercids inaktivalassal szamos gén funcidjat
illetéen nyerhetiink in vivo adatokat (Williams, 1988). A molekularis biologiai
eszkOztarban mara mar specialis cianobakterialis vektorok is rendelkezésiinkre allnak

(Marraccini és mtsai, 1993), melyek alkalmazasaval eszencialis gének mutagenezisére
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nyilik lehetdség. Vitathatatlan elény, hogy teljes genomjat megszekvenaltak (Kaneko
¢és mtsai, 1996) és a Cyanobase nevil adatbazis a szamitogépes vilaghalon keresztiil is

elérheté (Nakamura és mtsai, 1998).

6. A hsp 70 csalad cianobakterialis képvisel6i

A hsp 70 csalad tagjai koziil Synechocystis-ben korabban egy dnaK-homolog
gént izolaltak (Chitnis és Nelson, 1991), melynek genetikai kornyezetében nem
talalhat6 sem dnaJ-hez, sem pedig grpE-hez hasonlo szekvencia. E gén transzkripcios
aktivitdsa szubletalis hdstressz hatdsara fokozddik, normal koriilmények kozott
MRNS—ének kifejezodése 25 oras peridodusokban cirkadidn ritmust mutat (Aoki és
mtsai, 1995; 1997). 5’ régiodjaban c>>-konszenzus illetve CIRCE szabalyz6 elem nem
lokalizalodik. A DnaK-homolog fehérjét csoportunk kordbban azonositotta (Lehel és
mtsai, 1992), sejtbeli szerepérdl azonban eddig adatok nem alltak rendelkezésre.

1994-ben a Synechocystis-szel kozeli rokonsagban allé Synechococcus PCC
7942-ben tobb hsp 70 kopiat fedeztek fel (Nimura és mtsai, 1994a; 1994b). Ezek co-
chaperone génjeikkel egyiitt a grpE-dnaK1, dnaK2, illetve dnaK3-dnaJ operonokban
lokalizalédnak. Delécios kisérletek alapjan a dnaK2 és 3, valamint a dnaJ is
eszencialisnak bizonyult, a dnaK1 viszont minden kiilondsebb kovetkezmény nélkiil
elimindlhaté a genombol (Oguchi és mtsai, 1997; Nimura ¢és mtsai, 2001). A DnaK
fehérjékrol kimutattak, hogy a DnaK1 és 3 a sejtben konstitutivan fejezédik ki, csupan
a DnaK2 mutat magas homérsékleten hdsokk fehérjétdl elvarhatd megndvekedett
szintet és a harom homolég koziil csak ez utobbi képes az E. coli dnaK mutéans
hoérzékeny fenotipusat komplementalni (Nimura és mtsai, 2001). Sejtbeli

lokalizaciojukrol kideriilt, hogy a DnaK1 illetve 2 fdleg citoszolikus fehérje, a DnaK3
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viszont hosszii C-terminalis doménjével periféridsan a tilakoid membranhoz kotodik
(Nimura, 1996) csakiigy, mint a Dnal protein, mely egyébként szintén konstitutivan
képzodik, taltermelése pedig toxikus az E. coli sejtre nézve (Oguchi és mtsai, 1997).
A hsp 70 csalad képvisel6it megtalaltak Aphanothece halophytica sotiird
cianobaktériumban is (Lee és mtsai, 1997). Ebben a baktériumban a grpE-dnaK-dnaJ
l6kuszrol tobbfele hosszasagh mRNS is késziil, ami kiilonb6zd prométer illetve
transzkripcids terminator jelenlétére utal. Ho-, illetve sostressz hatasara mindharom
gén jelentésen megnodvekedett indukciot mutat. A szerzok genomidlis southern
kisérleteik alapjan két tovabbi dnaK-homolog gén meglétét valosziniisitik. A DnaK
fehérje magas NaCl-koncentracid jelenlétében ATP-bontd aktivitast mutat, emellett
részt vesz néhany réztartalmi proteinkomplex foldingjaban is (Hibino és mtsai, 1999).
A legujabb kisérletek szerint tiltermelése hétolerancidt idéz eld dohanyban (Ono és

mtsai, 2001).

7. A biologiai membranok és a hémérsékleti stressz kapcsolata

7.1. A membran, mint a “sejt h6mérdje”

Szamos kisérlet igazolja, hogy a ndvényi életfolyamatok koziil a tilakoid
membranhoz kotott fotoszintézis, azon beliil is a II. fotoszisztéma a legérzékenyebb a
szervezetre hatd hdstresszre (Berry és Bjorkman, 1980). Ebbdl kovetkezik, hogy a
novények hostabilitasaban elsddleges szerep jut a fotoszintetikus membran
stabilitasanak. A fény begylijtése ¢és a fotoszintetikus elektrontranszport a tilakoid
membranokban zajlik, melyek a fotoszintetizalo szervezetek membranjainak 60-80 %-

at teszik ki. A tilakoidok f6 alkotoi — a fehérjéken kiviil — a lipidek, melyek
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legfontosabb képviseldi a monogalaktozil-diglicerid, a digalaktozil-diglicerid, a
szulfolipid és a foszfatidil glicerol.

Csoportunk korabban kimutatta, hogy a ndvekedési homérséklet jelentdsen
befolyasolja a Synechocystis PCC6803 sejtek tilakoidjanak hdstresszel szembeni
ellenalloképességét. (Lehel és mtsai, 1993a). Az alacsony illetve magasabb
homeérseklethez adaptalt cianobaktérium tenyészetek hotlirése kozott 4-5°C kiilonbseég
volt az utdbbi javara. Alacsony homérsékleten a membran fluiditasa, “folyékony”
volta csokken, melyre a sejtek ellentétes irdnyu adaptiv valasza a membran
mikroviszkozitasanak csokkentése, hosszu tavon dontben a zsirsavlancok
telitetlenségének - a kettds kotések szamanak - novelésével (Raison, 1973), mig
magas hdmérsékleten a fenti valtozasok ellentétesen zajlanak le. A membranokban
homérsékletvaltozas hatdsdra mas folyamatok is lejatszodhatnak, példaul médosulhat
a kiillonbozo lipidek mennyiségi aranya (Vigh és mtsai, 1985), illetve a zsirsavak
térbeli eloszlasa (Watanabe és mtsai, 1981), mely 1épések mind a membranok
alkalmazkodasat szolgaljak.

A zsirsavak megfeleld mértékll telitetlenségének szerepét a membranok
biologiai funkcidjanak védelmében a membranlipidek homogén katalitikus
hidrogénezésével (Vigh és Joo, 1983) is bizonyitottak. A mddszer segitségével in situ
— a tilakoidok érintetleniil hagyasaval - szelektiven telitették a Synechocystis kiilsé
citoplazméds membranjat, minek kovetkeztében — az izoterm kisérleti koriilmények
ellenére — e membran ugy viselkedett, mintha hideg hémérsékleti hatas érte volna,
mely folyamat a sejtben bizonyos deszaturdz gének aktivaloddsdhoz vezetett. A
fentieknek teljesen megfeleld torténések jatszodtak le akkor, amikor a sejtek 36°C-rol
22°C-ra kertiltek, vagyis valoban alacsony hdmérsékleti stresszel talalkoztak (Vigh és

mtsai, 1993). Ezen ismeretek birtokdban bizonyithatta csoportunk eldszor, hogy a
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biologiai membranok allapotanak akar igen minimalis valtozasai is jelgeneratorként
szolgalhatnak ¢és aktivalhatjdk illetve szabalyozhatjdk a stresszelharitd gének
mitkddését. A katalitikus hidrogénezés alkalmazéasaval tehat lehetdség nyilt redukalni
a telitetlen lipidek mennyiségét, és eziiton a hdmérseklet csokkenése altal eldidézett
membran rigiditas ndvekedést utanozni.

Csoportunk tovabbi munkaja sordn a fenti gondolatot kiterjesztettiik a magas
homérsékletek iranyaba is. E feltételezés igazolasahoz ismét a Synechocystis
modellszervezetet hasznaltuk. Megfigyeléseink szerint a citoplazmas membran
katalitikus hidrogénezése nem okozott hésokk gén aktivalast, ellenben a sejtek
tilakoidjait is elérni képes fluidizaloszer (benzilalkohol) -kezelés elinditja a
transzkripcids szintli hdsokkvalaszt (Horvath és mtsai, 1998). Hipotézisiink meggy6z6
alatdmasztasa volt, amikor a bimoclomol elnevezésii molekularol — melyrdl korabban
kimutattuk, hogy hdsokk gének aktivalasara képes emlds sejtekben (Vigh és mitsai,
1997) — kideriilt, hogy nem okoz fehérje-denaturaciot, vagyis az a megallapitas,
miszerint a denaturadlodott fehérjék keletkezése az elsddleges magas homérsekleti
stressz szignal, nem &llja meg a helyét. A leglijabb kutatdsok soran a bimoclomol
molekularél az is bebizonyosodott, hogy néhany negativ toltést hordozo lipiddel igen
szelektiv kolcsonhatast alakit ki és ezeket — akar a hdstressz — fluidizalni képes (Torok
¢és mtsai, 2003).

A fenti Osszefiiggések ismeretében tehdt egyre tobb bizonyiték keriil felszinre
munkacsoportunk azon alapvetd hipotézisére nézve, miszerint a sejteket érd
homérsékleti stressz elsddleges érzékeldje — és egyben az adekvat védelmi reakcio

kiindulopontja is — a biologiai membran.
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7.2. A hésokk fehérjék szerepe a biologiai membranok védelmében

Feltételezéseink szerint a rovid ideig szubletalis héstressznek kitett sejtekben a
protein/lipid arany novekedése a hdsokk fehérjéknek koszonhetd. Kutatdsaink sordn
megfigyeltiik, hogy Synechocystis PCC6803-ban hdkezelés hatdsara négy
molsulytartomanyba esé fehérje (Hsp70, Hsp60, Hspl7, Hspl14) indukalodik (Lehel
¢s mtsai, 1992). Immunoldgiai moédszerekkel, illetve N-terminalis szekvenalassal
meghataroztuk, hogy a Hsp70 a DnaK, a két Hsp60 ¢és a Hspl4 a chaperoninok
csaladjaba tarozik, a Hspl7 pedig a kis molsulyu ndvényi Hsp-k cianobakteridlis
megfeleldje (Lehel és mtsai, 1992; Horvath és mtsai, 1998; Kovacs Eszter. PhD dissz.
1998). Az utdbbi években azt is bizonyitottuk, hogy a GroEL chaperonin (Kovécs ¢és
mtsai, 1994b; Torok és mtsai, 1997) és a Hspl7 is tilakoid-kototté valik a hostressz
kezelés soran (Horvath és mtsai, 1998; Torok és mtsai, 2001; Tsvetkova és mtsai,
2002). Kisérleteink soran kimutattuk, hogy mig az E. coli GroEL és GroES fehérjék
in vitro korilmények kozott lipid vezikulakhoz kotédve megtartottak chaperone-
aktivitasukat, a Synechocystis-bol izolalt Hspl7 (az E. coli DnaK/Dnal/GrpE és
GroESL rendszerek tarsasagaban) Synechocystis-lipidek jelenlétében gyakorlatilag
elvesziti azt. Megfigyeltiik ellenben, hogy a mind a GroESL, mind a Hsp17 hdsokk
fehérje képes kiilonbdz6 membran lipideket erdteljesen rigidizalni. A tilakoid
megndvekedett hdstabilitdsa, valamint az ezzel szoros korrelaciot mutaté Hsp-
membrankd6tés alapjan arra kovetkeztettiink, hogy e fehérjék aktiv részt vallalhatnak a
membran védelmében (6sszefoglald irodalom: Vigh és mtsai, 1998; Vigh és Maresca,

2002).
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The dual role of membranes during heat
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4. abra. A biolégiai membranok kettés szerepe homérsékleti stressz soran. (Vigh
¢s Maresca, 2002). A hdstressz modositja a membran fizikai allapotat, melynek
hatdsara egy membranbol kiindulo jel aktivalja a hdsokk gének szintézisét. Ezutan a
képzodott hdsokk fehérjék specifikusan a membranlipidekhez kotddnek, helyreallitva
ezzel a fiziologias lipidrendet illetve membranszerkezetet, mely folyamatok
visszacsatolasaként a hdsokk gének transzkripcidja leall.

A hosokk valasz egyik kivaltd oka koztudottan a denaturalodott, részben vagy
teljesen mitkddésképtelen fehérjek citoplazmaban vald felhalmozodasa. Néhany évvel
ezelott kozvetlen bizonyitékok keriiltek napvilagra azzal kapcsolatban, hogy a
hohatasok  kovetkeztében megvaltozott —membranszerkezet hdésokk — gének
transzkripcigjat idézte el (Carrati és mtsai, 1996; Vigh és mtsai, 1998).

Ezek a megfigyelések a korabban targyalt eredményekkel egyiitt mind a
biologiai membranok kettds szerepére utalnak, vagyis egyrészt a sejt “hdmérdjekeént”
miikodve, meghatdroz6 szerepet toltenek be a cellularis homérséklet-érzékelésben,
masrészt - sajat fizikai allapotuk moduldlasan, illetve hdsokk gének indukaldsan

keresztiil — a karositd hatdsok kivédésének meginditdsaban is részt vallalnak. A fenti

elképzelés részletesebb modelljét a 4. abra szemlélteti és foglalja Ossze.
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ELOZMENYEK ES CELKITUZESEK

Munkacsoportunk a membranszinti hémérséklet érzékelés jelatviteli
folyamatainak kérdéskorét vizsgalja szoros Osszefiiggésben a termoadaptacioban
résztvevod stresszgének, molekularis chaperone-ok transzkripcids szintli szabalyozasi
mechanizmusainak részletes feltarasaval. Modellszervezetiink, a Synechocystis PCC
6803 cianobaktérium viszonylag egyszerli felépitése és adaptiv képessége folytan
kivaléan alkalmas ezen problémakor tanulmanyozéasara. Korabbi kisérleteink soran
kimutattuk, hogy szamos, a membrant bizonyitottan karosito stressztényez6 a fent
emlitett géneket aktivalja, s6t az izoterm koriilmények kozott végrehajtott szelektiv
membran-modositas is hasonld valaszt eredményez. Ezért a molekularis chaperone-ok
transzkripcidjanak ¢és maguknak a stresszfehérjéknek részletes vizsgalata fontos
informaciokat szolgaltathat azon feltételezésiink igazolasara, miszerint a biologiai
hémérséekletérzékelés elsédlegesen a membranokhoz kapcsolt folyamat.
Modellszervezetiinkben korabban azonositottuk és hdstressz esetén a membran
védelmében betoltott szerepére nézve részletesen tanulmanyoztuk a Hsp60
(chaperonin) osztaly tagjait (GroEL, Cpn60, GroES). Abbol az éltaldnosan elfogadott
nézetbdl kiindulva, miszerint a stresszfehérjék rendkiviil szertedgaz6 €s sokszini
vilagaban az egyes chaperone-csaladok sejtbeli szerepe egymassal szorosan
Osszefiigg, a jelen disszertacid témdjaként a chaperone-ok madsik legelterjedtebb

csoportjanak, a Hsp70 csaldd tagjainak hasonld iranya vizsgalatat valasztottuk.

E dolgozatban bemutatott kisérleteink soran a fenti elézmények kézenfekvo

folytatasaként a kovetkez6 kérdésekre kerestiik a valaszt:
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A Synechocystis PCC6803 genomialis térképén talalhaté hsp70-, hsp40- és hsp20-
homoldég ORF-ek transzkripcids szinten kifejezddnek-e, és ha igen, akkor a réluk

késziil6 mRNS-ek szintézise milyen mértékben hdindukalhato?

A homérséklet emelésével novekvo transzkripcids aktivitast mutatd gének fehérje-

termékei a sejt mely részein lokalizalodnak, esetleg kotddnek-e a membranokhoz?

Elballithatoak-e életképes hsp70-deficiens mutansok, és ha igen, ezen gének teljes

vagy csupan részleges inaktivacioja lehetséges?

Hatast gyakorol-e egy hsp70-homolog gén (akar részleges) inaktivacidja a
Synechocystis-ben  megtalalhatd mas  csaladba  tartozd  chaperone-ok

transzkripcios, illetve transzlacios szinten vald kifejezodésére?

A hsp70-mutans sejtvonal stressztliré képessége csokken-e a vad tipusu
Synechocystis-sejtekéhez képest: milyen fiziologias valtozasokat okoznak a
kiilonbozo tipusu stresszek (magas ¢€s alacsony hdmérséklet, nagy intenzitasu

fény, UV-B sugarzas) és ezek kombinacioi?

Befolyasolja-e a Synechocystis-sejtben jelenlevd Hsp70 fehérjék mennyisége a

membranok fizikai allapotat illetve dsszetételét?
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ANYAGOK ES MODSZEREK

A Synechocystis PCC6803 tenyésztése

A Synechocystis PCC6803 (Pasteur Culture Collection, Ripka és mtsai, 1979)
sejteket 1% agart tartalmaz6 BG-11 (Currier és mtsai, 1997) lemezeken tartottuk fenn
30°C-on, folyamatos megvilagitds mellett. Az agarrol elészor egy eldkultarat
neveltiink (50 ml BG-11 tapoldatban), majd ezt felhasznalva inditottunk 700 ml
tenyészetet szintén BG-11-ben, amit a kisérletekhez hasznaltunk. A sejteket 70 uE m2
s! intenzitasi folyamatos fényben, 1% COo-tartalmazé steril levegdvel
buborékoltattuk 22, 30 vagy 36 °C-on. A novekedést a 800 nm-en mért abszorpciod
(HP8542A fotométer) valtozasaval kovettiik. A kisérletekhez exponencidlis fazisban
1évo kultarakat (ODggo=1,5-1,8) hasznaltunk.

A kiilonbozd homérsékleteken torténd kezeléseket valtozd térfogath

sejtszuszpenziok felhasznalasdval az Szegedi Bioldgiai Kozpontban e célra

kifejlesztett specialis inkubatorban végeztiik.

Total RNS tisztitasa Synechocystisbol

Az RNS tisztitasanal Mohamed és Jansson (1989) modszere szerint jartunk el,
a tisztitdsi metddust némileg moddositva. A kiilonbozd kezelések utan 30 ml
sejtszuszpenziot atontottiink ugyanolyan térfogatl, jéghideg 5% fenolt és 95% etanolt
tartalmazo centrifugacsovekbe. Alapos elegyités és iilepités (9000xg, 4°C, 3 perc)
utan a csapadékot felszuszpendaltuk a feliiliszd6 néhdny ml-nyi maradékaban. A
mintat Eppendorf csovekbe tettiik, lecentrifugaltuk (10000xg, 4°C, 1 perc) majd a
peletet kétszer cseppfolyos nitrogénben lefagyasztottuk és jégen felengedtiik. 250l

reszuszpenzios pufferben (0,3M szukr6éz, 10mM natrium-acetat, pH 4,5) és 37,5ul
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500mM dinatrium-EDTA (pH 8) oldatban vettik fel az iiledéket, majd jégen
inkubaltuk 5 percig. Ezutan 375ul lizis puffert (2% SDS, 10mM natrium-acetat, pH
4,5) adtunk hozza, 65°C-on tartottuk 3 percig és 700ul 65°C-os, vizzel telitett savas
fenollal egészitettiik ki, majd ujabb 3 percre 65°C-ra helyeztiik, végiil iilepitettiik
(10000xg, 4°C, 3 perc). A minta fent leirt fenolos extrakcidjat megismételtiik €s az
igy nyert vizes fazist 700ul kloroformmal kezeltik, majd a fazisokat a fenti
koriilmények kozott végzett centrifugalassal valasztottuk szét. AZ RNS-t a vizes
frakciobol 0,2 térfogat 10M littum-klorid és 2,5 térfogat etanol segitségével egy
¢jszaka alatt csaptuk ki. Masnap centrifugélds (10000xg, 4°C, 15 perc) és szaritas utdn
a total RNS-t 40ul, dietil-pirokarbonattal kezelt vizben szuszpendaltuk fel. Az RNS
koncentracidjat és tisztasagat fotométerrel (Azeo, ill. Azeo/Azgo) hataroztuk meg

(Ausubel és mtsai, 1987).

Reverz transzkripcios PCR analizis
A kisérleteket a GIBCO BRL “SuperScript Preamplification System for First

Strand cDNA Synthesis” kitjének segitségével, a random hexamer moddszer szerint
végeztilk, a gyartd utasitdsait pontosan kovetve. Templatként 3pg totdl RNS-t
hasznaltunk és a kiilonbozé génekrdl késziilt cDNS-ek vizsgalatdhoz az alabbi
amplifikacios primereket alkalmaztuk:
dnaK1: RTK1 fwd: 5 CGTTTCCCCGACGATCATTA 3°,

RTK1 rev: 5 CGATCGCTTCATAGTCACTG 3°,
dnaK2: RTK2 fwd: 5" TGGCGATCGCCTAGTGGGGC3'

RTK2 rev: 5TGGCCCGGGACAGGGTGGTGT3!
dnaK3: RTK3 fwd: 5 TGGAATGGTTCCTCTCTCAA 3°,

RTK3 rev: 5 AACCGTTTTGTAATGGGGCA 3,
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grpE: RTE fwd: 5' ATGAACGAAGATCAAGTTTCCCT 3
RTE rew: 5 CCATTCACCACTTCAGCTCCTTC 3'
dnaJl: RTJ1 fwd: 5 AAGCCCGGCACTGGGGTTAA 3
RTJ1 rew: 5 CCCCGTAAACCAGCATCTCC 3
dnaJ2: RTJ2 fwd: 5 ATTCAGGTACCGCCGGATCC 3'
RTJ2 rew: 5 CAAACAGCCCCCCAGGGTTA 3
dnaJa: RTJ3 fwd: 5 ATTTGGCCGATTCCGCCGTC 3
RTJ3 rew: 5 CCCAGGCATTTCCACCTCCA 3
dnal4: RTJ4 fwd: 5 TGGTGGTTTTGGCAATGCCC 3'
RTJ4 rew: 5 GGACTGGCCATACCTTTGCC 3'
A PCR reakci6 koriilményei a kovetkezdk voltak: 94°C, 3 perc, majd 35 ciklusban:
94°C, 0,5 perc, 69°C, 1 perc, 72°C, 1 perc, végiil 72°C, 3 perc. A reakciobol 20ul-t

valasztottunk el 0,6%-o0s agar6z gélen.

Transzkripcios startpont meghatdrozasa

A fentiek szerint izolalt total RNS-t hasznalva templatként, a reakciot a dnakK2
MRNS-sel komplementer primerrel (5’TGGTAGTACCGAGGTCAATCCC3’)
végeztik. A szintetikus oligonukleotidot Ta polinukleotid-kinazzal (USB)
radioaktivan jeloltiik a gyartd cég javaslatat kovetve. Ezutan 5 pmol jelolt primert
adtunk 25ug RNS-hez, majd 95°C-on két perces denaturalast kovetéen 20 percig
szobahdn hibridizaltuk az oligonukleotidokat a templathoz ("annealing"). Az
extenzios reakciot 42°C-on hajtottuk végre 15ul végtérfogatban 50mM Tris-HCI pH
8,2; 8mM MgCl; 50mM NaCl; 5mM DTT; 1mM dNTP; 20U RNasin (Promega)
tartalmu pufferben, 12U AMYV reverz transzkriptazzal (USB). A reakciot 30 perc

elteltével leallitottuk, majd standard szekvendld gélre vittiik. A startpont helyének

33



megallapitasa érdekében a fenti primerrel megszekvenaltuk a gén megfeleld

szakaszat, Glatz és mtsai (1996) szerint.

Northern hibridizdcio, denzitometria

A kisérletek soran az alabbi DNS probakat hasznaltuk:
groESL: 0,4 kb (Lehel és mtsai, 1993b), cpn60: 0,66 kb (Lehel és mtsai, 1993b),
dnaK: 0,7 kb (Glatz és mtsai, 1996), hspl17: 0,4 kb (Horvath és mtsai, 1998),

rRNS: 0,7 kb (Tomioka és mtsai, 1981).

Az rRNS préba (Prof. Sugiura ajandéka) kivételével valamenyi szakaszt
specifikus  primerekkel polimerdz lancreakcid segitségével amplifikéaltuk,
Synechocystis PCC6803 genomialis DNS-t hasznalva templatként

A DNS probakat Multiprime DNA labeling kit (Amersham) felhasznéaldsaval
a-3?P-dCTP-vel (Izotop Kft) radioaktivan jeldltiik. A Northern-hibridizaciot minden
esetben Hybridization Incubator (model 310, Robbins Scientific) késziilékben, 65°C-
on végeztiik. Az autoradiografia -80 C-on tortént, "intensifying screen" segitségével.
A probék eldallitasanak €s a hibridizacié pontos menetének leirasat 1asd Glatz Attila
denzitometrias modszerrel késziilt, Genius Colorpage-HR5 PRO szkenner, ill.

Advanced American Biotechnology (AAB) szoftver felhasznalasaval.

Mutagén vektor eloallitasa

A dnaK2 mutans konstrukcio készitésénél minden esetben a szokasos
molekularis biologiai protokolokat kovettiik (Ausubel ¢és mtsai, 1987). Elso
Iépéseként a pUC18 (Yanisch-Perron és mtsai, 1985) vektor Hincll helyére klonoztuk

a dnaK2 gén PCR segitségével felamplifikalt (primerek: K2 fwd és mtK2rev), 1,7 kb
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nagysagu szakaszat. A szekvencia kozepébdl egy 310 bp-0s szakaszt Hincll
emésztéssel eltavolitottunk, s helyére a pUC4KIXX plazmidb6l (Pharmacia) Smal-
gyel kivagott 1,2 Kb méreti kanamicin gént tartalmazé kazettat ligaltuk. A
konstrukciokat restrikcidos emésztésekkel ellendriztiik. A Synechocystis-t a dnakK2 gén
orientacidjaval megegyez6 iranyban kanamicin kazettat tartalmazo mutagén vektorral
transzformaltuk.

Primerek: K2 fwd 5TGGCGATCGCCTAGTGGGGC3

mtK2 rev S'CCAGCACCGGGAGCGCCTACCS

A Synechocystis sejtek transzformaldsa

10ml Synechocystis tenyészetet 10 percig szobahdn centrifugaltunk (4300xg),
majd a sejteket szuszpendaltuk 15ml BG-11-ben. Ujabb centrifugalas utén a sejteket
felvettiik 2ml BG-11-ben. A szuszpenziobol 100ul-es mennyiségeket vettiink ki,
amelyekhez 1-3 ug mutagén vektor DNS-t adtunk. 1 o6ras, fényben (30°C-on) tortént
inkubdlds utan a sejtszuszpenziét BG-11-gyel Otszordsére higitottuk (végtérfogat:
200ul), majd BG-11 lemezekre szélesztettiik a sejteket. A lemezeket egy éjszakan at
30 C-on, sotétben inkubaltuk, majd fényre tettilk. A megjelend telepeket atoltottuk
Sug/ml kanamicint tartalmazé lemezekre. Ezutdn a kindtt telepeket emelkedd
(10-300ug/ml) mennyiségli Km-t tartalmazd lemezeken passzaltuk. Az utolsd
passzalas utdn BG-11 tapoldatban (300pg/ml Km) elékultarat inditottunk, majd a

mutansokat a korabban leirtak szerint novesztettiik.

A Synechocystis kromoszomdalis DNS izoldlasa, genomialis Southern analizis
A szokasos modon novesztett  Synechocystis  kultaraboél  250ml-t

lecentrifugaltunk (9000xg, 10perc, szobahd), majd a sejteket 1ml TE-ben vettiik fel. A
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mintat Eppendorf csébe attettiik és iilepités (10000xg, 2 perc, szobahd) utan a peletet
1 ml protoplasztald (10mg/ml lizozim 0,5 M mannit 50 mM EDTA) oldatban vettiik
fel. 1,5 o6ras 37 C-on torténd inkubdlas és centrifugélds (lasd fent) utdn a
protoplasztokat mostuk 0,5M mannit oldattal, majd felszuszpendaltuk 1,2 ml TE-ben.
A kettéosztott mintdkbol a fehérjéket ugyanolyan térfogati fenollal és kloroformmal
torténd kétszeres extrakcioval tavolitottuk el. Az RN4az kezelést kdvetd ujabb fenolos
tisztitds utan a DNS-t etanollal kicsaptuk (Ausubel és mtsai, 1987), majd 100ul UP-
vizben szuszpendaltuk.

A genomialis Southern analizishez 2-5 ng DNS-t emésztettiink a megfeleld
restrikcidos enzimekkel egy éjszakdn at. Az emésztést 0,8%-os agardz gélen
megfuttattuk, majd a gélt blottoltuk 0,4 M NaOH-ban a kapillaris moédszerrel
(Ausubel és mtsai, 1987). A hibridizalast a Northern technikdnal ismertetett metodika

szerint végeztik.

Tilakoid membran izoldldasa

Az izoldlasokat minden esetben a mintdkat jégen tartva végeztiik. 100 ml
Synechocystis tenyészetbdl 10 percig tartdé 5000xg centrifugalassal kiiilepitettiik a
sejteket, majd felszuszpendaltuk 3 ml pufferben (10mM TES-NaOH, pH 7.0, 10mM
magnézium-klorid), ami 1-1 mM proteaz gatlot (PMSF, benzamidin, €-amino-
kapronsav) tartalmazott. A mintat a tovabbiakban sotétben és jégen tartottuk. A
sejteket, a szuszpenzioval azonos térfogati 0.1 mm atmérdji tiveggyonggyel (Braun
GmBH, Melsungen) egyiitt 3x3 percig kémcsében vortexelve, s kozben 3-3 perc
hiitési id6t biztositva tartuk fel. Az liveggydngyodket hagytuk leiilepedni, majd 2x3 ml
pufferrel mostuk, s az egyesitett szuszpenziobdl a sejttdrmeléket és a fel nem tart

sejteket 5000xg, 10 perces centrifugéalassal eltavolitottuk. A feliiliszobol kitilepitettiik
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(27.000xg, 30 perc) a tilakoid membranban gazdag frakcidt, amit legalabb egyszer
mostunk, hogy a lazan kot6dé fehérjéket (tobbségiikben fikobiliproteinek)

eltavolitsuk. Ezt kovetden a tilakoid pelletet izolald pufferben felszuszpendaltuk és

crer

Western-analizis

Exponencialis fazisban 1évé Synechocystis-kultirakat (ODgoo=1,5-1,8) fehér
fénnyel (70 pE m s2) trténé megvilagitas mellett 3 oran at inkubaltunk a megjeldlt
homérsékleteken. A  sejteket ezutan centrifugalassal {ilepitettik ¢és SDS
mintapufferben szuszpendaltuk fel. Az azonos fehérje-mennyiségeket 8-15%-0s SDS-
PAGE-gélen valasztottuk el (Laemmli, 1970), PVDF membranra blottoltuk
(Millipore, Bedford, Ma) ¢s a kovetkezd fehérjék ellen termeltetett antiszérumokkal
reagaltattuk: E. coli DnaK (SPA-880, Stressgene), Synechococcus DnaK3 (H.
Yoshikawa ajandéka), Synechocystis Hspl7 (E. Vierling ajandéka) és a
laboratoriumunkban  készitett Synechocystis GroEL. Masodik ellenanyagként
peroxidaz-konjugalt anti-mouse (DnaK, DnaK3) illetve anti-rabbit 1gG-t (Sigma)

hasznaltunk, az immunodetektalds ECL-metodus szerint tortént (Amerham, UK).

Kétdimenzios feherje gél-elektroforézis

Az izoelektoromos fokuszalast O’Farell (1975) modszere alapjan végeztiik. A
rad-géleket ezutan vertikalis SDS-poliakrilamid gélek tetejére helyeztik, majd
megfuttattuk Laemli (1970) szerint. A mddszer részletes leirasat illetden lasd Kovacs

Eszter PhD disszertaciojat (1998).
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A fotoszintetikus oxigénfejlodés mérése

A fotoszintetikus oxigénfejlédést Clark-tipusu oxigén elektréddal (Hansatech)
hataroztuk meg. A mérést kiilsdleg adott elekron donor vagy akceptor nélkiil, fehér
fénnyel torténé megvilagitas mellett végeztiik. Mérés el6tt a sejteket 1 percig sotétben
inkubaltuk, majd a fotoszintetikus aktivitds valtozasat 3 percen at, fényben

regisztraltuk (Lehel és mtsai, 1993a; b).

Fotoinhibicios vizsgalatok

A kiilonb6z6 homérsékleteken ndvesztett Synechocystis-sejteket 10 perces
7000 rpm-en torténd centrifugalassal gytijtottiik 6ssze, majd az egyes mintak klorofil-
koncentracioéit 6.5 upg klorofil/ml-re allitottuk be és az igy elkészitett
sejtszuszpernziokbol 100-100 ml-t 1 cm rétegvastagsagban mintatartokba helyeztiink.
A fotoinhibiciés kezelések soran az allandé 1200 pE m? s? fényintenzitast 6 db
halogén spotlampa segitségével értiikk el, majd a kultardk 1 orat toltottek normal
intenzitasu fényen (120 pE m? s?). Az egyes méréseknél sziikséges allandd
homérsékletet vizfliirdok segitségével biztositottuk. A kisérlet menete soran a 30
percenként vett 2 ml térfogati mintak fotoszintetikus oxigén-fejlédését 2,5 (dimetil)
p-benzokinon elektronakceptor jelenlétében, Hansatech DW2 oxigén-elektroddal
vizsgaltuk. A felvett értékeket a kezelési id6 fliggvényében Microcal Origin

Professional 5.0 szoftverrel abrazoltuk

UV-B tolerancia mérése
Az UV-B besugarzashoz 330 ml Synechocystis sejt szuszpenzidt (30 ug
klorofil/ml) 15 mm mélységii, vizszintesen elhelyezett iiveg mintatartoban, 30°C-on,

allanddan kevertetve tartottunk. Kozvetleniill az UV-B kezelés elott, az azonos
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kiinduldsi  koriilmények biztositasa érdekében, a mintdkat a tenyésztési
koriilményeknek megfelelé intenzitast fehér fénnyel vilagitottuk meg 1 Ooran
keresztiil. A 30°C-on novesztett kultarakat 22°C-ra helyezve 312 nm maximalis
hulldmhossz(, 60 nE m?s? intenzitasa UV-B sugarzassal 90 percig kezeltiik, majd a
mintdkat ismét a normdl tenyésztési koriilményeknek megfeleld fehér fényre
helyeztiik vissza. A sejtek fotoszintetikus aktivitasanak alakulasat -allandé keverés

mellett- Hansatech DW2 oxigén-elektroddal ko vettiik nyomon.

Zsirsavanalizis

A gazkromatografias vizsgalatokhoz a zsirsavak metilésztereit hasznaltuk. A
beparolt dsszes lipidre ill. az elézdleg elvalasztott és ampulldkba kapart komplex lipid
foltokra mintanként 3 ml 5% cc. so6savat tartalmazd metanolt 6ntottiink, széndioxiddal
lefuvattuk és leforrasztottuk. 2 6rds 80°C-on torténd inkubacid utdn az ampulldkat
feltortiik, tartalmukat kémcsovekbe vittiik. 6ml viz és 3 ml petroléter hozzaadasa és razas
utan megvartuk a fazisok szétvalasat. A petroléteres fazist nitrogénnel szarazra paroltuk,
majd benzolban vettiik fel. A metilészter térzsoldatbol 1-2 pl-t gazkromatografaltunk,
30m-es SP2330 kapillaris oszloppal felszerelt Jeol JGC-20K késziiléket hasznalva. Az
oszlop és a lang-ionizacids detektor hémérséklete 180°C ill. 260°C volt. Az egyes
kromatografias csucsok azonositasat sztenderdekkel ill. a retencidos 1dOk alapjan
végeztiilk. Mennyiségi meghatarozasukhoz 17:0 belsé sztenderdet hasznaltunk, a csticsok
alatti teriiletek mérését elektronikus integrator (HP 3394A) segitségével végeztiik.
A zsirsavak meghatarozasanak hibéja 2.5% alatt volt a f6 komponensek ill. 5% az egyéb

komponensek esetében.
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Lipid extrakcio és elvadlasztas

A lipideket Bligh és Dyer (1959) altal leirt moédon kloroform €s metanol 1:2
aranyu elegyével nyertiik ki a sejtekbdl. A lipidek analizisét és lipidosztalyokra torténd
elvalasztasat a Sato és Murata (1988) altal ko6zolt eljaras alapjan végeztiik. A szilikagél
vékonyrétegen (Merck 5721) vald azonositas soran a futtatd kdzeg kloroform, metanol
és 28%-o0s ammonium-hidroxid (65:35:5) elegye volt.
Az egyes lipidek mennyiségi meghatarozasa két Iépésben tortént. A vékonyrétegen
torténd szétvalasztas utan a foltokat ANS-sel elGhivtuk, 17:0 belsé sztenderdet
cseppentettiink rajuk, majd ampulldkba kapartuk, metileztiik és a zsirsavakat
gazkromatografaltuk. A komplex lipidek mennyiségét atlagos moltomegiik alapjan

szamoltuk ki.

Fluiditas méreés fluoreszcencia anizotropiaval

A  tilakoid membran fluiditasit DPH  (1,6-difenil  1,3,5-hexatrién)
jelolés soran 3 ml 3pg klorofill-a-t tartalmazé tilakoid szuszpenzidhoz (tilakoid
izoladl6 médiumban) 3 pl DPH torzsoldatot (0.2 mM, tetrahidrofuranban) adtunk.
Ezutan a szuszpenziét 40 percig sotétben, szobahOmérsékleten inkubaltuk. A
fluoreszcencia anizotropia mérését fluoreszcens spektrométerrel végeztiik (Quanta
Master QM-1, Photon Technology International, Princeton, NJ, USA). A minta
homérsékletét szamitdgép vezérelte atfolyds termosztittal szabalyoztuk, ¢és a
kiivettaban platina elektroddal mértiik, a flitési sebességet 0.5°C/percen tartva. A
mérések sordn a gerjesztd fény hullamhossza 360 nm, a résszélesség 10nm volt. Az
emittalt fény intenzitdsdt 460 nm-en detektiltuk ugyancsak 10 nm résszélesség

mellett. A gerjeszté fényt Glan Thompson prizma segitségével polarizaltuk, és a
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fluoreszcencia gerjesztd fény polarizacidjanak irdnyara merdleges ill. parhuzamos
OsszetevOjét polarizacios szlir6k alkalmazasidval egyidejlileg mértik. A mért
fluoreszcencia intenzitast a jeloletlen minta hatterével korrigaltuk. Az anizotropiat
Barber és mtsai (1984) alapjan szamoltuk. A tilakoidbol izolalt lipidekbdl liposzomakat
készitettiink. 250 pg lipidet 100ul kloroformban vettiink fel, 2 ul DPH tdrzsoldatot
(0.2mM, tetrahidrofurdnban) adtunk hozza, majd nitrogén alatt 10 ml-es szonikald csd
aljara paroltuk. A széraz lipid filmre 5 ml tilakoid izolal6 médiumot mértiink. Ezt a lipid
szuszpenziot jégen 3x20 masodpercig szonikaltuk Cell Disruptor B-30 (Branson Sonic
Power Co., A SmithKleine Company) tipusii szonikatorral. A kapott liposzéma

crer

mo&don mértiik.
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EREDMENYEK ES MEGVITATASUK

1. A hsp 70 géncsalad expressziéjanak tanulmanyozasa Synechocystis-ben

A szamitogépes vilaghalon at 1996-ban elérhetévé valt a Synechocystis PCC
6803 teljes genomidlis szekvencidjat magaban foglalé CyanoBase adatbazis (Kaneko
¢s mtsai, 1996). A rendelkezésre all6 informéciok alapjan kideriilt, hogy e
cianobaktérium térzs - az Escherichia coli-hoz illetve kozeli rokonahoz, a
Synechococcus-hoz hasonléan - a hsp 70 géncsalad tagjaibol tobb kopiat tartalmaz. A
harom dnaK-, négy dnalJ- és egy grpE homoléog ORF egymashoz viszonyitott

elhelyezkedését az 5. dbra szemlélteti.
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5110060 @ gsPE > gspE: general secretion protein
169 206
gevT: aminomethyltransferase u
+—
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gylA: serine hydroxymethyl-transferase
3 107

>
W) mom72: mitochondrial outer membrane protein

118 29

5. abra. A dnakK, dnaJ és grpE géncsalad ORF-jeinek elrendezédése a
Synechocystis PCC6803 genomjaban. (Cyanobase).
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Irodalmi adatok sokasaga bizonyitja, hogy mas szervezetekben a hsp70
csaladba tartoz6 gének expresszios folyamatainak felderitése alapvetd informaciokat
adott az egyes chaperone fehérjék valtozatos fiziologias szerepér6l. A Synechocystis
PCC6803 dnaK génjét kodolo ORF-et Chitnis és Nelson azonositotta (1991). Genom
Southern adataik alapjan a szerzok egyetlen kopia dnaK jelenlétét feltételezték a
Synechocystis genomban, mely szamos stressztényez6 altal indukalhatonak bizonyult
(pl. magas homérséklet, UV-sugarzas, stb.). Munkacsoportunk korabbi eredményei
tokéletesen alatamasztjak ezt a megfigyelést, mivel csak egyetlen, a dnaK2-nek
megfeleld transzkripcios jelet detektaltuk, amikor a magas hémérséklet, illetve
kadmium stressz altal indukalt expresszios szinteket vizsgaltuk Northern-hibridizéacios
technika segitségével (Glatz és mtsai, 1996). A maganyos dnaK expresszios jel illetve
a genomi szekvenciat tartalmaz6 adatbazisban talalhaté tovabbi homologok jelenléte

kozott fennalld ellentmondast tobb oldalrol kozelitve kivantuk feloldani.

A hsp70-csaladba tartozd gének transzkripcids szinten vald kifejez6dését a
rendkiviil érzékeny Reverz-Transzkripcios (RT)-PCR technika segitségével vizsgaltuk
(6 abra; Varvasovszki és mtsai, 2003) mely segitségével olyan alacsony expresszios
aktivitas is kimutathato, melynek detektalasa a Northern-analizis alkalmazasaval mar
nem lehetséges.

A kisérlet soran 30°C-on novesztett sejteket tettlink ki szubletdlis hdstressznek
(44°C). Ezek utan az izolalt mRNS-bdl készitett cDNS mennyiségét hasonlitottuk
Ossze agaroz gélelektroforézis segitségével. Negativ kontrolként a reverz transzkriptaz
enzim nélkiili reakciokat (-RT) hasznaltuk, a pozitiv ellendrzés soran pedig egy —a

kitben rendelkezésre allo- standard mRNS-sel (C) végeztiik el a kisérletet.
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Az RT-PCR eredményeként tapasztalhattuk, hogy a harom dnaK homolog
koziil csak egyetlen, a dnaK2 (K2) mutat hdindukalhatd expressziot, a masik két
génrél (dnaK1l és 3: K1, 3.) pedig a ndvesztési hdmérsékleten egyatalan nem késziil
mRNS, valamint egyik sem hdindukalhato.

30°C 44 °C
T 1T
-RT K1 K2 K3 -RT K1 K2

K3 >

—523

ai 3

J1 J2 J3 J4 E

I I I I |
30 44 30 44 30 44 30 44 30 44 °C

6. abra. A dnaK (A), illetve a dnaJ és grpE (B) homolog gének transzkripcios
aktivitasanak vizsgalata normal (30°C) és hésokk (44°C) koriilmények kozott.

Természetesen elképzelhetd, hogy az utobbi dnaK homologok egyéb, eddig
még nem vizsgalt stresszkoriilmények kozott transzkripcids aktivitast mutatnak.

A fentiekkel szemben-meglepé modon a co-chaperone-ok (4db dnad: J1, 2, 3,
4 és 1 db grpE: E) transzkripcioja konstitutivnek bizonyult, s magasabb
homérsékleten sem tért el a normal kortilmények kozott megfigyelhetd szinttdl. Ezen
adatok jol korreldlnak Oguchi ¢és tarsai (1997) eredményeivel, miszerint a
szamottevoen. A co-chaperone gének Kkonstitutiv expresszidja olyan cellularis
folyamatokat feltételez, amelyekben esetleg a Dnal és GrpE molekuldk szinten tartott,

allandé mennyisége sziikséges.
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A tovabbiakban a dnaK2, a hsp 70-homolégok koziil az egyetlen magas
homérsékleti stressz hatdsdra indukciot mutatd gén analizisére koncentraltunk.
Transzkripcidjanak startpontjat “primer extenzids” kisérlet alapjan hatdroztuk meg,
ndvekedési hdmérsékleten (30°C) tartott valamint hdsokkolt (44°C) sejtekbdl izolalt

RNS-t hasznalva templatként (7. abra).

dnaK?2
1 2 T CGA

-

*
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7. abra. A dnaK2 gén transzKkripcios startpontjanak meghatarozasa. A “primer
extension” reakciot mind a 30°C-on (1), mind a 44°C-on (2) inkubalt sejtekbdl izolalt
mintdkon elvégeztiik. A startpontot csillaggal jeloltiik.

A dnaK2 mRNS els6é nukleotidja (T) normal illetve hésokk koriilmények
kozott egyarant az ATG kodontdl szamitott —98. pozicidban talalhatd, ami azt jelenti,
hogy e gén — a hosokktol fliggetleniil - ugyanarrdl a prométerrdl irddik at, azaz nincs
kiilon hsp-promotere. A transzkripcioban résztvevo szabalyozd elem mibenléte nem

ismert, mivel az altaldban hésokk génekre jellemzé konszenzus szekvencidk - 63—
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kotohely illetve CIRCE elem — egyike sem talalhatd meg a dnaK2 ORF elott.
Ugyanakkor a Cyanobase adatbazis alapjan tudjuk, hogy a Synechocystis genom
egyatalan nem tartalmaz o> faktort kodolo gént (Kaneko és mitsai, 1996).
Megjegyzendd tovabba, hogy a szakirodalomban nem talaltunk érdemi Synechocystis
konszenzus promoter szekvenciat. Ennek oka lehet, hogy viszonylag kevés (tobbnyire
fotoszintetikus) génrdl vannak részletes molekularis genetikai adataink, és legaldbb
hét szigma-faktort kodolo gén talalhato a Synechocystis genomban (Kaneko és mtsai,
1996).

A tobbi dnaK-homolog esetében elvégzett hasonld kisérleteink alapjan erésen
valészini, hogy a harom gén koziil ketté (dnaK1 és dnaK3) transzkripcionalisan nem
aktiv, Un. pszeudogén, mivel mRNS termékeik Northern analizissel, RT-PCR
technikaval és primer extenzios kisérletekkel sem mutathatok ki, akdr normal, akar

adott stresszkoriilmények kozott vizsgaljuk Oket.

2. A DnaK2 fehérje cellularis lokalizacioja

A dnaK2 gén 70 kDa-os fehérje termékét csoportunk mar korabbi munkéaja
soran azonositotta (Lehel és mtsai, 1992).

Jelen dolgozatban a DnaK2 fehérje cellularis lokalizaciojara kivantunk fényt
deriteni, mely informacié kozelebb vihet e chaperone sejtbeli szerepének
tisztazdsahoz. Az erre iranyuld kisérlet sordn Western-blot segitségével
megallapitottuk, hogy a DnaK2 protein normal hémérsékleten (30°C) konstitutiven
kifejez6dik ¢és mind a citoplazmaban, mind a tilakoid membran frakcioban
megtalalhaté (8. abra). Hoésokk hatasara jelentds tobblet képzodik beldle, amely

nagyrészt a citoplazmaban marad, egy jol elkiilonithetd mennyiség azonban
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membrankd6totté valik. A fentiek alapjan elképzelhetd tehat, hogy a chaperoninokkal
¢s a Hsp 17-tel egyiitt a DnaK2 fehérje — melynek felépitése a kloroplasztiszban
talalhato Hsp70 fehérjékkel mutat leginkdbb rokonsagot - is aktiv részt vallalhat a

membran hdstressz elleni védelmében.

citoszol tilakoid
" 30°C 44°C 30°C 44°C

8. abra. A DnaK2 fehérje cellularis lokalizaciéjanak vizsgalata
Synechocystis PCC6803 sejtekben Western-analizis segitségével.

3. dnaK2-mutans Synechocystis torzs eléallitasa

A fenti kisérletek alapjan tigy tiinik, hogy a Synechocystis hsp70 homologjai
koziil csak a dnaK2-ré61 mondhato el, hogy ténylegesen hésokk gén. Ezért érdekesnek
tartottuk megvizsgélni, hogy e chaperone gén inaktivaldsa milyen fenotipusos
valtozasokat okoz a cianobaktérium sejtek életében. Mivel a Synechocystis PCC6803
sejtek konnyen transzformalhatok és az exogén DNS nagy frekvencidval épiil be a
genomba, modellszervezetiink kivaloan alkalmas a homolog rekombinéacidval torténd
inszercios mutagenezis adta lehetéségek kihasznalasara. (Williams, 1988).

Célunk megvalositasa érdekében a teljes dnaK2-t kodolo szekvenciat pUCITS8
vektorba klonoztuk. Ezutdin a gén kozepének egy részét restrikcios hasitassal

eltavolitottuk, majd a helyére pUC4KIXX plazmidbol izolalt, kanamicin rezisztenciat
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hordozo DNS darabot épitettiink be (9. abra; Varvasovszki és mtsai, 2003). Ily moédon
pozitiv szelekciot (KmR) biztositd mutagén vektort allitottunk elé. A konstrukciot
Synechocystis sejtekbe transzformaltuk, majd a transzformans jeldlteket ndvekvo

kanamicin koncentraciot tartalmazé lemezekre passzaltuk.
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9. abra. A dnaK2- mutdns térzs vizsgdlata genomialis Southern technikaval. A vad
tipusu sejtekbdl izolalt DNS emésztettilk Xbal-Pstl ill. Pstl enzimekkel. A mutans
DNS-t ugyantigy Xbal-Pstl és Pstl emésztéssel ellendriztiik. A mutagén vektor
sematikus térképét az alsé keretben tiintettiik fel. A jobbra mutato nyil a kanamicin
kazettat jelzi.

Erre azért volt sziikség, mert Synechocystis kromoszoéma tobb példanyban van jelen a
sejtekben, igy a teljes szegregaciot fokozott szelekcids nyomadssal kell eldsegiteni
(Williams, 1988).

A homoldg rekombinacid megvaldsulasdnak menetét genomialis Southern

technikaval kovettik nyomon. A 9. é4bran lathaté, hogy a mutdns konstrukcid
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beépiilése a drasztikus szelekcidos korilmények ellenére (passzalasok sorozata
300pg/ml kanamicint tartalmazo lemezekre, 6 honapon keresztiil) sem volt teljes, a
dnaK2 inszercids inaktivaciojanak kisérlete merodiploid sejvonalat eredményezett. A
dnaK2-hianyos allél aranya a vad tipusu génkopiakhoz viszonyitva kb. 50%-ra tehetd.
Ezen adatok alapjan megallapithato tehat, hogy a Synechocystis dnaK2 génje minden
valoszinliség szerint feltétleniil sziikséges a sejtek életben maradasahoz, vagyis még
normal koriilmények kozott is esszencialis csakiigy, mint a Synechococcus PCC7942-
ben talalhaté dnaK2-homolog (Oguchi és mtsai, 1997).

Ugyanakkor megjegyezziik, hogy a vad tipusu ¢és részleges mutans kultirdk
novekedése kozott az altalanosan hasznalt, normalis ndvesztési homérsékleten (30°C)
eltérés a konstrukcid létrehozésa 6ta nem tapasztalhatd, ami az altalunk Iétrehozott

merodiploid sejtvonal stabil voltara szolgéalhat tovabbi bizonyitékként.

4. A dnaK2 részleges inaktivalasanak hatisa a tobbi chaperone gén

kifejezodésére: valtozasok génexpresszios és fehérje-szinten

Irodalmi adatok sokasagaval alatimasztott megfigyelés, hogy a kiilonb6z6
chaperone csaladok tagjai sejtbeli szerepiiket egymassal szorosan egyiittmiikodve
toltik be. Ez alapjan felmeriilhet a kérdés, miszerint az egyetlen, hére fokozottan
atirodo hsp70 alléljainak részleges eltavolitasa a cianobaktérium sejtb6l mennyiben
befolyésolja a tobbi hdsokk gén expresszigjat. E probléma felderitésének érdekében a
vad tipusq, illetve dnaK2-mutans Synechocystis torzsekben talalhaté chaperone gének
héindukcids profiljat Northern analizis segitségével vizsgaltuk (10. abra;

Varvasovszki ¢és mtsai, 2003). A kisérlet soran a kékalga tenyészeteket a normal
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novesztési korilményektél (30°C) kezdve egyre emelkedé homérsékleteken
inkubaltuk, belsé standardként pedig 23S mRNS-t hasznaltunk. A Northern-blot
kiértékelése illetve a két sejtvonal chaperone-expresszids képének a belsd standardra

vonatkoztatott relativ 0sszehasonlitasa denzitometrias modszerrel tortént.
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10. abra. Kiilonb6zo chaperone gének hdindukcidjanak osszehasonlitasa vad
tipusu (lires szimbolumok) és dnaK2-mutans (tele szimbolumok) Synechocystis
sejtekben. A sejteket a megadott hémérsékleteken inkubaltuk 30 percen keresztiil,
majd Northern-hibridizacioval vizsgaltuk a dnaK2 (A), a cpn60 (B), a groESL (C) és
a hspl7 (D) expresszidjat. A belsd standardra (23S mRNS) vonatkoztatott kiértékelés
denzitometrids mddszerrel tortént.
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Joggal feltételezhettiik, hogy a dnaK2-mutans térzsben a tobbi chaperone gén
megndvekedett expressziot mutat, mivel a sejt kompenzalni igyekszik a hsp70-
homoldég részleges inaktivaciojanak hatasat. A 10. abrat tanulményozva arra a
megallapitasra juthatunk, hogy alacsony hémérsékleteken ez igaz is: nem csak a tobbi
chaperone mRNS szintje magasabb a mutansban mintegy 42 °C-ig, mint a vad tipust
sejtekben, de furcsa moédon magéanak a dnaK2-nek a relativ mennyisége is a vad
sejtekben mért szintek felett van. Magas, 42 °C feletti hdmérsékleteken azonban a
helyzet ezzel éppen ellentétesen alakul, vagyis a mutans sejtekben a két chaperonin
valamint a hspl7 mRNS mennyiségének novekedése megall és joval a vad tipusban
mért szintek alatt marad. Ett6] a tendenciatol csak a dnaK2 mRNS mennyiségében
van eltérés, mely ugyanis a mutansban ¢és a vad tipust sejtekben kozel azonos
mennyiségben taldlhaté meg. Nagyon figyelemre méltd eredmény ez, hiszen a
mutansban az mRNS-ek relativ mennyisége a szubletdlis hdstressztdl (42°C) kezdve
valik kifejezetten alacsonyabbd a vad tipusban mérthez képest, éppen abban a

tartomanyban, ahol a chaperone-ok stresszelharitd szerepe kertil eltérbe.

wt30 K30 wt38 K38 wtd2 K42 wtd4 Ki4

— e e G GNP GENES S ww—

DnaK?2

wt30 K30 wt44 K44 wt30 K30 wt44 K44

— (|1, -— - - =

GroEL Hspl7

11. abra. Western analizis a DnaK2, a GroEL és a Hsp17 fehérjék hésokk soran
torténé mennyiségi valtozasainak vizsgalatara. A vad tipusu (wt) illetve mutans
(K) sejteket a jelzett hdmérsékleteken 3 oran at inkubaltuk majd egy dimenzioés SDS-
PAGE-t kdvetéen a chaperone tartalmat Western-technikaval - az egyes chaperone-ok
ellen termeltetett specifikus poliklondlis ellenanyagokat hasznalva - tettiik 1athatova.
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A tovabbiakban a dnaK2 chaperone gén részleges hidnyanak hatasat a
chaperon fehérjék mennyiségére két kiilonb6zé modszer segitségével vizsgaltuk. A
dnaK2, a groEL, illetve a hspl7 gének fehérje termékeinek kifejezddését elsdéként
Western-technika alkalmazasaval kovettiik nyomon (11. dbra; Varvasovszki és mtsai,
2003).

Az é4brén jol lathatd, hogy a mutans sejtekben a DnaK2 mennyisége a mRNS-
ek mennyiségének megfelelden alacsony hdmérsékleten magasabb, mint a vad tipusu
sejtekben. 42 ill 44 °C-okon azonban a mutans sejtekben ebbdl a hésokkfehérjébol
joval kevesebb késziilt el, mint a vad tipust sejtekben. A DnaK2 fehérje redukalt
mennyisége lathatdoan erdsen befolydsolja a tobbi chaperone sejtbeli jelenlétének
mértékét is, mivel a masik két stressz protein szintje — koziliik is kiilondsen a Hsp17-
¢ — jelentésen csokken a dnaK2-mutans torzsben 44 °C-on. Itt meg kell jegyezniink,
hogy a Hspl7 fehérje mennyisége a mutdnsban - szemben a masik két vizsgalt
fehérjével és a mRNS szinttel- a varttol eltérden joval alacsonyabb, mint a vad tipust
sejtben. E jelenség okat nem tudjuk, de azt mindenképpen sejteti, hogy a Hspl7
fehérje szintézisében mas szabalyoz6 tényezOok jatszanak szerepet, mint a masik két
hésokkfehérjéében, valamint, hogy e fehérje mennyisége valdsziniileg transzlacios
szinten is szabalyozodik.

A kovetkezd kisérlet soran a vad tipusi és a mutdns sejteket 30°C-on
novesztettilkk és egy résziiket 42°C-on, harom o6rdn keresztiil hésokkoltuk, majd a
beldliik izolalt fehérjéket kétdimenzids gélen megfuttattuk és Coomassie-festéssel
tettiik lathatova. A 12. abra alapjan elmondhatjuk, hogy - a fent bemutatott Western-
blotnak megfeleléen - a mutans sejtekben jelentdsen kevesebb DnaK2 képzddik,

amely mennyisége hosokk hatasdra megnovelhetd, de ezzel egyiitt a vad tipusra
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jellemz6 szint alatt marad. Hasonld tendenciat lathatunk - a fent ismertetett mRNS-

szintli eredményekkel teljes 6sszhangban - a t6bbi chaperone esetében is.
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12. abra. A vad tipusa és a DnaK2-deficiens Synechocystis fehérjéinek vizsgalata

crey

Itt jegyezziik meg, hogy mig Synechococcus-ban mind a dnaK2 mind a dnakK3
homoldg gének kifejezé6dnek (Nimura és mtsai, 1994a; 1994b; 1996; 2001), addig
Synechocystis-ben vizsgalataink szerint kizarolag az er6sen hdindukalhatdo dnakK2
génrél késziil DnaK fehérje. A Synechocystis-genomban — a Synechococcus-hoz
hasonloan - egy dnaJ homolog gén (sl11933) talalhato kozvetleniil a dnaK3 utan. A
két dnaJ gén mas tulajdonsagaban is hasonlit egymasra: egyikben sem talalhaté meg a
DnaJ-fehérjékre amtigy altalaban jellemzd glicin/fenilalanin-gazdag régiot, illetve az
un. zinc-finger-domént kodolé nukleotid-szekvencia. A Synechococcus ezen dnald

génje valosziniileg esszencialis, mivel — a Synechocystis dnaK2-éhez hasonléan —
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kanamicin-rezisztencia-kazetta beépitésével csak parcidlis szegregacido érhetd el
Mivel a Synechococcus DnaK3 és Dnal fehérjék jelentés mennyisége a tilakoid
membranokban lokalizalodik, a szerzok feltételezése szerint ezen chaperone-ok a
fotoszintézishez sziikséges fehérjék tilakoid membranokba valo jutdsat hivatottak
segiteni. A Synechocystis esetében a Hsp70-csalad szerepe nem igy alakul. A
Synechococcus DnaKa3 ellen termeltetett ellenanyag a Synechocystis tilakoid membran
frakcidjaban jelenlevd egyik fehérje ellen sem adott immunreakciot (Varvasovszki €s
mtsai, 2003). Ugyanakkor a jelen dolgozat 8. abrajan lathato Western-analizis szerint
a DnaK2 fehérje egy jol definialhaté mennyisége tilakoidokhoz kotddik.

Az a tény, hogy a Synechocystis-genombodl az iranyitott mutagenezis soran
nem sikeriilt az 6sszes dnaK2-kopiat eltavolitani, arra enged kovetkeztetni, hogy a
dnaK2 fiziologias koriilmények kozott is esszencialis a sejt szamara. A redukalt
géndozis ellenére normal kondiciok kozott a dnaK2 mRNS illetve fehérje mennyisége
azonos volt a vad tipusban és a mutans sejtekben. Magasabb hdmérsékleten viszont az
Osszes vizsgalt chaperone szintje csOkkent a dnaK2 merodiploid sejtekben.
Escherichia coli-ban a dnaK gén mutacidja 30 °C-on a tobbi hésokk fehérje magas
bazélis aktivitasat okozta, 42°C-on pedig a hdsokk valasz leallitdsaban keletkeztek
hibak, ami arra enged kovetkeztetni, hogy a DnaK a hdsokk valasz negativ szabalyozo
faktorként is funkcional (Tilly és mtsai, 1983; Gamer és mtsai, 1992). Synechocystis-
ben a dnaK2 gén részleges inaktivacioja szintén befolyasolja a tobbi chaperone
énal megfigyelttel ellentétes iranyban mikddik.

Altalanosan elfogadott tény, hogy a kiilonbozé hésokk proteinek egymassal
szoros kapcsolatban fejtik ki miikddésiiket. Valoszinii tehat, hogy ha kivonunk egy

szereplOt a rendszerbdl - akar részlegesen is, - az egész stresszelharito “gépezet” séril,
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ami végil (esetleg negativ visszacsatolasi mechanizmusok Utjan) mas chaperone-
partnerek expresszids szintjének csokkenésében is megnyilvanulhat. A fentiekbdl
kovetkezik tehat, hogy a DnaK2 minden bizonnyal a Synechocystis magas
hémérsékleti stressz elleni védelmi rendszerének fontos szerepldje, azonban még nem
tisztazott, hogy a dnaK2 redukalt géndozisa kozvetlen befolyast gyakorol-e a
chaperone-ok expresszidjara vagy hatasa esetleg bonyolult, eddig feltaratlan sejtbeli

mechanizmusokon 4t valosul meg.

5. A dnaK2-mutans sejtvonal fiziologias valtozasainak vizsgalata: a nagy

intenzitasa fény és az UV-B sugarzas kovetkezményeinek feltarasa

A korabban ismertetett eredményekbdl kovetkezik, hogy a chaperone-
“gépezet” egy fontos szerepldjének parcialis eltdvolitasa a tobbi elem kifejezodését is
jelentésen modositja. Ennek hatasat pedig fiziologids szinten, a sejteket in vivo
tanulmanyozva is tapasztalnunk kell. Cianobaktérium kultarakrél [évén sz0,
kézenfekvd volt a sejtek egyik fO ¢€letfolyamatat, a fotoszintézist vizsgéalni, annal is
inkabb, mivel a kiilonb6zd stresszhatasokra bizonyitottan a fotoszintetikus rendszert
magan hordozo6 tilakoid membran, azon beliil is a kettes szdmu fotoszisztéma (PSII) a
legérzékenyebb (Berry és Bjorkman, 1980). A fizioldgias eltérések bemutatasara
tobbféle mérést is végeztiink.

Elsdként a magas homérsékleti stresszel kezelt kultirdk fotoszintetikus
oxigénfejlodését kovettiik nyomon in vivo (Varvasovszki és mtsai, 2003). A vad
tipust és a mutans tenyészeteket 30°C-on felnovesztettiik és egy résziiket 3 Oran at,
szubletdlis homérsékleten (42°C) eldkezeltilk, majd a kontrol (kezelés nélkiili)

mintakkal egylitt igen er6s hdsokknak (49°C) tettik ki. Varakozéasainknak
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megfelelden, normal koriilmények kozott nem talaltunk kiilonbséget a vad tipusu és a
parcialis dnaK2-mutans kultirak fotoszintetikus oxigén-fejleszté képessége kozott
(bemutatasra nem keriilo adat) . A 13. dbran lathatd, hogy a fotoszintetikus aktivitas

magas hdmérsékleti kezelés hatasara mindkét torzsben jelentdsen csokkenni kezdett.
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13. abra. Vad tipusi (WT) és dnaK2-mutans (K2) Synechocystis sejtek
fotoszintetikus aktivitasanak vizsgalata extrém hésokk soran. A tenyészeteket 3
oran keresztlil inkubaltuk 30°C, illetve 44°C-on, majd 49°C-os extrém hdsokknak
tettiik ki sotétben a jelzett iddintervallumokig. A hdstresszt kdvetden a fotoszintetikus
aktivitast Clark-tipusu oxigén-elektrod segitségével hataroztuk meg.

A dnaK2-mutans kultara nyilvanvaldé hémérséklet-érzékeny fenotipust
mutatott. Szubletalis kezelés nélkiil a mutans tenyészet (30-K2) feleannyi ideig (40
perc) fejleszt oxigént 49°C-on, mint a vad tipus (30WT), vagyis feleannyi ideig képes
¢letben maradni. El6kezelés utan azonban a mutans sejtvonal (42-K2) életideje
jelentésen megnovekszik, elérve a 30°C-on novesztett vad tipusu sejtek
fotoszintetikus stabilitasat. Megallapithaté tehat, hogy a dnaK2-hianyos Synechocystis
sejtek alapallapotban a vad tipushoz viszonyitva kevésbé termotoleransak,
szuboptimalis hémérsékleten valdo elokezelés utdn viszont j6 hdadaptacids

képességgel rendelkeznek, bar talélési idejik még ezzel egyiitt sem éri el a

genetikailag nem modositott sejtekét. A fenti eredmények utalhatnak arra, hogy a
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cianobaktérium sejtben a kiilonbozd stresszfehérjék egymashoz viszonyitott adott
mennyisége ¢s egylittmiikddése nélkiilozhetetlen a stressz elleni védelemben, mig a
homérsékleti adaptacios folyamatokat mindez kevésbé érinti.

A tovabbiakban a tenyészetek fénytlirését vizsgaltuk, mely szintén a
fotoszintetikus rendszer és a tilakoid membranok épségérdl ¢és ezzel egyiitt
voltaképpen a sejtek fiziologias allapotardl ad képet. A kisérleteket a kiilonbozo
ndvesztési homérsékleteken tenyésztett kultarak relativ oxigén-fejlesztd képességét
nyomon kovetve végeztiikk (Varvasovszki €s mtsai, elokészités alatt allo kézirat). A
mintékat 90 percig a normalisnal tizszer nagyobb intenzitasi (1200 pE m st) fehér
fénnyel vilagitottuk meg, majd a kezelést kovetden fiziologias fényviszonyok (120 uE
m2 st) kozé helyeztiik vissza. A fénystresszt a tenyésztési homérséklettdl eltérd
(22°C) hofokon valo kezeléssel kombinaltuk, a kontrol méréseket pedig mindig a

kiindulasi homérsékleten végeztiik.
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14. a abra. A 30 °C-on tenyésztett vad tipusi és dnaK2-mutans Synechocystis
sejtek fénytiirésének vizsgalata 30 illetve 22 °C-on.
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A 30°C-on nevelt sejteknél a fénystressz 6nmagaban nem okozott szamottevo
valtozast sem a vad tipus, sem pedig a dnaK2-mutans fotoszintetikus aktivitasaban
(14. a abra). Ugyanilyen mintakat 22°C-ra helyezve lathatd, hogy er6s megvilagitas
mellett mindkét torzs csokkend mennyiségili oxigént bocsat ki, normal fényviszonyok
kozé keriilve azonban ez a szint Ujra ndvekedni kezd, és a vad tipusu sejtek a

mutansoknal joval gyorsabban képesek alapallapotba visszatérni.
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14. b abra. A 36 °C-on tenyésztett vad tipusu és dnaK2-mutans Synechocystis
sejtek fénytiirésének vizsgalata 36 illetve 22 °C-on.

A 36°C-on novesztett kultarak esetében az el6zdleg leirtaktol eltérd tendenciat
lathatunk (14. b. abra). Az alacsony homérsékleti stressznek (22°C) is kitett sejtek
fotoszintetikus aktivitasa a fent ismertetett esethez hasonloan alakult, de ezuttal a
novesztési hdmérsékleten (36°C-on) fénykezelt mintdknal is erds fotoinhibicids hatast
figyelhettiink meg a kezelés sordn és a mutans sejt tipus mindkét homérsékleten
sokkal érzékenyebb volt, mint a vad parja.

A harmadik méréssorozatban az els6ként bemutatott fénygatlas-kisérlet
homérsékleti koriilményeit megforditva alkalmaztuk; ez alkalommal a hideghez
(22°C) adaptalt tenyészeteket kezeltiik szamukra viszonylag magasabb hdmérséklettel

(30°C).
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14. ¢ abra. A 22 °C-on tenyésztett vad tipusu és dnaK2-mutans Synechocystis
sejtek fénytiirésének vizsgalata 22 illetve 30 °C-on.

A 14. c abra tanulmanyozasakor kitlinik, hogy a kordbban vizsgalt meleg-
adaptalt sejtekkel ellentétben, a 22°C-os kulturak a sajat novekedési hdmérsékletiikon
sokkal kevésbé viselték el a nagy intenzitdsu fénnyel torténd besugarzast, mint a
szamukra tulajdonképpen mar hdstresszt jelentd 30°C-on, s6t ismét fiziologids
fényviszonyok kozé keriilve is csak csokkent szintii oxigén-fejlesztésre voltak
képesek.

A fent ismertetett kisérletsorozat tobb fontos Osszefliggésre hivja fel a
figyelmet. Csoportunk korabbi munkaja alapjan tudjuk, hogy a ndvekedési
homérséklet nagymértékben befolyasolja a bioldgiai membranok fizikai allapotat,
melyek fluiditidsa a 22°C-hoz adaptalt sejtekben a legnagyobb, a 30, illetve a 36°C-on
tenyésztett kultirakban pedig egyre kisebb. Ez az adaptacids folyamat soran kialakult
allapot hokezelés hatdsara modosul: hidegstressz utdn a membranok rigidebbek,
magas homérséklet alkalmazasakor viszont fluidabbak lesznek.

Amikor a tilakoidok fizikai allapota illymdédon megvaltozik, a benniik talalhato

fotoszintetikus rendszer elemei is kiilonbdzden reagalnak az dket érd stresszhatasokra,
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pl. a nagy intenzitas fényre, melynek a fotoszintetikus miikddést gatlo hatdsa
fotoinhibicié néven ismert (Aro és mtsai, 1993). E folyamat sordn a II. fotoszisztéma
fehérje-alegységei, ezek koziil is elsésorban a D1 és kisebb mértékben a D2 proteinek
karosodnak, melyeket aztan a sejt — integritdsanak védelme érdekében - miikoddképes
elemekre cserél ki. Mivel a chaperone-ok egyik fontos funkcidja éppen a stressz
hatdsara karosodott fehérjek kijavitasa illetve a helyettiik jjonnan képzddo proteinek
aktiv szerkezetének kialakitdsa, nagyon valdszinii, hogy fontos szerepet jatszanak a
fotoszintetikus apparatus védelmében is.

A nagy intenzitdsu lathatd fény mellett az ultraibolya sugdrzas talan még
karositobb hatast gyakorol a sejtekre, melyre azok sok egyéb komponense koziil a
PSII kiemelten érzékeny (Vass és mtsai, 1996). Az UV-B sugarzas (280-320 nm) a
fotoszintetikus elektrontranszport rendszer roncsoldsan kiviil a D1 és D2 proteinek
sériilését is okozza. Erdekes volt tehat megvizsgalni a vad tipusu illetve dnak2-
mutans Synechocystis tenyészetek fotoszintézisében UV-B-kezelés hatasara
bekovetkezd valtozasokat, melyekre vonatkozd méréseket az elézéekhez hasonlod
modon, az oxigén felddésének kovetésével végeztiink (15. 4bra; Varvasovszki és
mtsai, elokészités alatt allo kézirat).

A 30°C-on novesztett kultarakat 22°C-ra helyezve 312 nm maximalis
hulldmhossz(, 60 nE m?2s? intenzitasa UV-B sugarzassal 90 percig kezeltiik, majd a
mintdkat a normdl tenyésztési koriilményeknek megfeleld fehér fényre helyeztiik
vissza. A 15. abra alapjan elmondhatjuk, hogy a mutans sejtvonal oxigén-kibocsato
képessége a vad tipuséndl joval drasztikusabban valtozva az eredeti érték 40%-ara
esett vissza ¢és fotoszintézisének intenzitdsa még az ultraibolya sugarzas

megsziintetése utan is fokozatos csokkenést mutatott, ami végiil a sejtek pusztulasat

60



eredményezte. A genetikailag nem moddositott térzs ezzel szemben a kisérlet végére

csaknem teljes mértékben visszanyerte fotoszintetikus aktivitasat.
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15. abra. UV-B-sugarzas hatasa a vad tipusu és a dnaK2-mutans sejtvonalak
fotoszintetikus aktivitasara. A 30°C-on tenyésztett kultarak UV-B-tlirésének
alakulasat fotoszintetikus oxigén-fejléddésiik nyomon kovetésével vizsgaltuk.

A fenti kisérleti eredményeket Gsszefoglalva elmondhatjuk, hogy a Hsp70
homoldég chaperone parcialis eltavolitasa alapvetd fiziologias valtozasokat okoz
Synechocystis-ben, mivel a dnaK2-mutans torzs mind a fénystresszel, mind pedig az
UV-B sugarzassal szemben a vad tipusnal kevésbé bizonyult ellenallonak, kiilondsen
azokban az esetekben, amikor a fénykezeléseket homérsékleti stresszekkel
kombinaltuk.

A fotoszintetikus apparatus  stresszérzékeny volta komponenseinek
sokfélesegéboOl és felettébb bonyolult szerkezetébdl is adodik. A felépitésében
résztvevo kiilonbozo tipusu fehérjekomplexek finoman Osszehangolt miikodése a
tilakoid membranokhoz kotott folyamat. A molekularis chaperone-ok funkcidja a

fotoszintetikus apparatus védelmében valosziniileg kettds lehet. Egyrészt a bonyolult
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fehérjekomplexek stresszhatasok kovetkeztében kialakulo sériiléseit megakadalyozva
toltheti be klasszikus hdsokk fehérje funkcidjat, masrészt esetleg részt vehet
kozvetleniil a tilakoid membranok integritdsanak fenntartdsdban is. Utobbi elképzelés
1étjogosultsagat tobb megfigyelés is alatdmasztja. Jelen dolgozat 8. abrdjan lathato,
hogy a DnaK2 fehérje egy része alapallapotban is a tilakoid-frakcioban talalhato,
hésokk hatasara pedig ujabb, jol elkiilonithetd mennyiség valik beldle
membrank6totté. Munkacsoportunk kordbbi vizsgalatai soran azt is bizonyitotta, hogy
a GroEL chaperonin (Kovacs €s mtsai, 1994b; Torok €s mtsai, 1997) és a Hspl7 is
tilakoid-kototté valik a héstressz kezelés soran (Horvath és mtsai, 1998; Torok és
mtsai, 2001; Tsvetkova és mtsai, 2002). Mivel a kiillonboz6 chaperone-csoportok
egymassal szoros Osszefiiggésben fejtik ki tevékenységiiket, a DnaK mennyiségének
valtoztatdsa szlikségszeriien kihat a hdsokk fehérjék mas csalddjainak fehérjevédd
tevékenységére és a membranokkal valo kapcsolatara is.

A korabban felsorolt megfigyelések fényében nyilvanvald, hogy a DnaK2
protein csOkkent mennyisége —akar kozvetleniil, akar a tobbi chaperone-partner
befolyasolhatja, hiszen a membranok védelmére és a fotoszintetikus folyamatokban

résztvevo fehérjekomplexek javitasara egyarant kevesebb Hsp molekula jut.

6. A DnaK2 Kkulcsszerepének tovabbi bizonyitékai: valtozasok a biologiai

membranok fizikai allapotaban és dsszetételében

Az el6z6 fejezetben ismertetett megfigyelések kivétel nélkiil egyben a DnaK?2

fehérjének a bioldgiai membranokkal valé szoros kapcsolatira is utalnak, mivel e

chaperone a membranokhoz kotott élettani folyamatokra lathatoan szamottevd hatast
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gyakorol. A kovetkezd kisérletekben a kiilonb6z6 Synechocystis  torzsek
membranjainak fizikai allapotarol kozvetlenebb mddon is igyekeztiink képet kapni.
Ennek érdekében elészor a tilakoid membran fluiditdsanak valtozasat
vizsgaltuk a vad tipustu és a dnaK2-mutans sejtvonalakban, magas homérsékleti
kezeléssel (44°C, 3 ora) illetve anélkiil. A mérést a steady-state fluoreszcencia
anizotropia technika segitségével valositottuk meg (16. dbra; Varvasovszki €s mtsai,
elokészités alatt allo kézirat). Szonda molekulaként a difenil-1,3,5-hexatriént (DPH)
alkalmaztuk, amely a membran kiilonb6z6 hidroféb régidiban egyforma
valoszintiséggel fordul eld (Shinitzky és Barenholz, 1978). A mérési homérséklet
fokozatos emelkedése hatasara a kiilonb6zo sejtekbol készitett tilakoid-mintak
anizotropidja — zsirsav lancainak “rendezetlensége” — csokken, ami egyben fluiditasuk
ndvekedését (rigiditdsuk csokkenését) is jelenti. A 44°C-on eldkezelt tilakoidok

anizotropia-értéke adott mérési héfokon a nekik megfelelé kontrol mintakénal mindig
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16. abra. A tilakoid membran fluiditas-valtozasanak bemutatiasa vad tipusu és
dnaK2-mutans sejtvonalakban steady-state fluoreszcencia anizotrépia technika
segitségével.
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A grafikont tanulméanyozva ugyanakkor az is szembetiind, hogy a mutansbol
szarmaz0 tilakoidok a vad tipusnal mindkét esetben egyértelmiien rigidebbek. Az 50°C
koriili  kismértékli anizotropia-ndvekedés — mely mind a négy minta esetében
megfigyelhetd — a membranok fiziologias szerkezetének nem lipid kettdsréteg-jellegi,
un. forditott hexagonalis fazisba torténd hirtelen atalakuldséval, fazisatmenetével
magyarazhato.

A tilakoid membranok Osszetételének vizsgalatat az dket alkotd lipid molekuldk
teljes analizisével végeztik. Az egyes lipidosztalyok vékonyréteg-kromatografias
elvalasztasa utan a beldliik metilezéssel nyert zsirsavak mennyiségét gazkromatografias
modszerrel hataroztuk meg. A Synechocystis tilakoid membranjaiban el6éforduld
zsirsavakat az 1. A tablazat foglalja 0ssze, az I. B panelen pedig a mennyiségi analizis
eredménye lathat6. Utobbi adatai koziil az egyszeresen telitetlen 18:1 (olajsav) esetében
figyelhet6 meg a legszembetiinGbb valtozas, mivel e zsirsavbol a dnaK2-mutans sejtek
tilakoidjaban a vad tipussal dsszevetve kétszeres mennyiség talalhatd. Tovabbi jelentds
eltérés a mutansra nézve, hogy a 18:2 (linolsav) és a y18:3 (y-linolénsav) két illetve
harom darab kettds kotést tartalmazo zsirsavak szintje mintegy 20%-kal alacsonyabb.
Valoszinti tehat, hogy a tilakoidok olajsav-tobbletiiket onnan nyerik, hogy a deszaturacid
az olajsavtol a linolénsavig — a deszaturalast végz6 enzim komplex mennyiségének vagy
aktivitasanak csokkenése miatt - gatolt.

A parcialisan dnaK2-mutans Synechocystis membranjainak a vad tipushoz képest
kialakulo fizikai allapotvaltozasait bemutato kisérletek eredményének ismeretében tobb

¢érdekes Osszefliggés keriilt eldtérbe.
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16:0 palmintinsav

16:1 palmitoleilsav

18:0 sztearinsav

18:1 olajsav

18:2 linolsav

v18:3 y-linolénsav

a18:3 a-linolénsav
B

A tilakoid lipidek zsirsav osszetétele (%)

Torzsek 16:0 | 16:1 | 18:0 | 18:1 | 18:2 | v18:3 | a18:3 | DBI

WT (30°C) 498 | 4.8 1.1 59 | 16.2 | 217 0.4 109.5
WT (3h 44°C) 50.5 | 4.5 1.7 5.7 1161 211 0.4 107.0
AdnaK2  (30°C) 50.6 | 4.5 1.3 | 129 | 12.7 | 175 0.5 96.8
AdnaK2  (3h 44°C) 506 | 44 1.7 1 124 | 128 | 17.6 0.5 96.8

I. tablazat.

A. Synechocystis PCC6803 tilakoid membranjaiban el6fordulé zsirsavak.

B. A normal (30°C) illetve szubletalis (44°C) hémérsékleti kezelésnek Kkitett vad
tipusi és dnaK2-mutans sejtekbol izolalt tilakoidok zsirsav-osszetételének
osszehasonlitaisa. A  metilezéssel nyert zsirsav metilészterek mennyiségét
gazkromatografias modszerrel hataroztuk meg.

Miutan a dnaK2-mutans térzsben a Hspl7 fehérje —amely fehérje amfitrop,
membranhoz kotddod tulajdonsagat csoportunk bizonyitotta (Horvath és mtsai, 1998) -
mennyisége bizonyitottan lecsokken (lasd a 10., 11. illetve 12. dbrékat), ez a jelenség
egyfajta masodlagos membran-atrendezddést indithatott el. A membrank6tott hdsokk
fehérjék szintjének csokkenése membranfluidizald hatassal bir, melyet a rendszer a
lipidek rigidizacidjaval (vagyis telitetlenségiik  csokkentésével) igyekszik

kompenzalni (I. b. tablazat). A fenti folyamatok a homeoviszkozus adaptacio elvével

teljes 0sszhangban jatszodnak le. Ez esetben azonban a fluiditas-kompenzacié minden
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bizonnyal tGlment a célon, hiszen a dnaK2-mutans sejtek tilakoidja a vad tipuséhoz
viszonyitva végiil rigidebbé valt — legalabbis a membrannak abban a mélységében,
ahonnan a DPH probaval végzett fluoreszcencia-anizotropia mérések tudositanak (16.
abra). Elképzelheté tovabba, hogy a stresszfehérjék a lipidanyagcsere ma még
feltaratlan pontjain - egyes folyamatokra vagy részfolyamatokra nézve - chaperone-
ként is szabdlyoz6 hatassal birnak. E lehetdséget figyelembe véve az is konnyen
eléfordulhat, hogy az egyes hdsokk proteinek mennyiségi viszonyainak atrendezédése
a dnaK2 parcialis mutans Synechocystis-ben rendkiviil 6sszetett, ma még csak részben
magyarazhat6 torténéseket indit el.

A dnaK2-mutans toérzsben a fotoszintézis folyamata a vad tipusnal joval
érzékenyebb a magas hdmérsekletre, de ugyanakkor ez a sejtvonal is képes szerzett
termotolerancia kialakitasara. Ebbdl kovetkezik, hogy a stressz elleni hatékony
védekezéshez elengedhetetlen a kiilonbozo stresszfehérjék bizonyos szintjének és
egymashoz viszonyitott jol meghatdrozott ardnyanak jelenléte a sejtben, am a
homérsékleti adaptacioés folyamatokat a dnaK2 gén részleges eltavolitasa kevésbé
érinti. Egyéb tényezdk, mint a membranok fizikai allapotanak illetve Osszetételének
finoman szabalyozott valtozasai, magyarazattal szolgalhatnak arra nézve, hogy a
parcialis dnaK2-mutans hdadaptaciot kovetd termotoleranciat kialakitd képessége
nagyrészt érintetlen maradt.

A jelen dolgozatban kozreadott kisérletek eredményének ismeretében els6ként
bizonyitottuk, hogy egy alapveté hosokk proteinre, a DnaK-re nézve mutans
szervezet egyben membran-mutans is, a sejt fiziologias folyamatainak kiilonb6zo
szintjein lejatszodd események pedig e mutans torzsben egymassal tokéletes

Osszhangban alakulnak.
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AZ EREDMENYEK OSSZEFOGLALASA

Jelen dolgozatban a Synechocystis PCC6803 cianobaktérium hsp70 chaperone

csaladjanak vizsgalataval foglalkoztunk.

1. Megallapitottuk, hogy a Synechocystis-genomban a harom hsp70 homolog koziil
csak egyetlen, a dnaK2 mutat héindukalhato expressziot, a masik két gén
(dnaK1 és 3) pedig transzkripcionalisan nem aktiv, in pszeudogén, mivel mRNS-
termékeik —jelen koriilmények kozott- Northern-analizissel RT-PCR-technikaval
¢és primer-extenzios kisérletekkel sem mutathatok ki. A fentiekkel szemben a co-
chaperone-ok (4db dnaJ és 1 db grpE) transzkripciéja konstitutivnek
bizonyult, s magasabb hémérsékleten sem tért el a normal koriilmények kozott

megfigyelhetd szinttol.

2. Western-blot analizis segitségével kimutattuk, hogy normal hémérsékleten a
DnaK2 fehérje a citoplazmaban és a tilakoid membran frakcioban egyarant
megtalalhat6, hdsokk hatasara pedig jelentds tobblet képzddik beldle, melynek

egy része membrankototté valik.

3. Helyspecifikus inszercios mutagenezis segitségével részlegesen dnaK2-deficiens,
un. merodiploid sejtvonalat allitottunk elé. A mutins konstrukcid beépiilése a
drasztikus szelekcios koriilmények ellenére sem volt teljes, a dnakK2 gén

fiziologias koriilmények kozott is esszencialisnak bizonyult.
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4. A kiilonboz6 sejtvonalak fotoszintetikus oxigén-fejlodését nyomonkdvetve
megallapitottuk, hogy a részlegesen DnaK2-hianyos Synechocystis sejtek
normdl koriilmények kozott a vad tipushoz viszonyitva kevésbé termotolerans
fenotipust mutatnak, magas hOémérsékleti elokezelés utin viszont jobb

rrrrr

egylitt sem éri el a genetikailag nem modositott sejtekét.

5. A kiilonb6zo novekedési homérsékletekhez adaptalt vad, illetve dnaK2-mutans
tenyészetek fénytiirésének tanulmanyozasa a kovetkezdé eredményeket hozta:
- a 30°C-on nevelt sejteknél a fénykezelés onmagaban nem okozott szamottevd
valtozast egyik kultira fotoszintetikus aktivitisiban sem. E paraméter értéke
ugyanezen torzseket 22°C-ra helyezve viszont mindkét torzs esetében csokkenést
mutat.
- a 36°C-hoz adaptalt kulturak vizsgalatakor mar a csak fénykezelt kontrol
mintaknal is fotoinhibicios hatast figyelhettiink meg.
- a 22°C-on tenyésztett sejtek a sajat novekedési hOmérsékletiikon sokkal
kevésbé viselték el a fénykezelést, mint a szamukra tulajdonképpen mar hdstresszt
jelentd 30°C-on, s6t ismét fiziologias fényviszonyok kozé keriilve is csak

csokkent szintli oxigén-fejlesztésre voltak képesek.

6. Az UV-B tolerancia vizsgalatok alapjan kimutattuk, hogy a dnaK2-mutans
sejtvonal oxigén-kibocsatd képessége az eredeti érték 40%-ara esett vissza ¢€s
fotoszintézisének intenzitdsa még az UV-B sugarzds megsziintetése utdn is

fokozatos csokkenést mutatott, ami végiil a sejtek pusztuldsat eredményezte.
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7.

9.

A vad tipust torzs ezzel szemben a kisérlet végére csaknem teljes mértékben

visszanyerte fotoszintetikus aktivitasat.

A Synechocystis sejt membranjaiban lezajlo fizikai valtozasokat a
fluoreszcencia-anizotropia modszerével tanulmanyozva kimutattuk, hogy a
magas hdmérsékleten elkezelt tilakoidok anizotropia-értéke adott mérési héfokon a
nekik megfeleld kontrol mintdkénal mindig magasabban alakul, mely hatds a
membranok termoadaptaciojabol adodik. A dnaK2-mutansbél szarmazé

tilakoidok a vad tipusnal mindkét esetben egyértelmiien rigidebbek.

A membran zsirsav-osszetételének analizisekor a mutans sejtek tilakoid
lipidjeiben az olajsav (18:1) mennyiségének —a linolsav és a y-linolénsav

rovasara torténd- szignifikans novekedését regisztraltuk a vad tipushoz képest.

A dolgozatban ismertetett eredmények alapjan els6ként bizonyitottuk, hogy egy
alapveto hésokk proteinre, a DnaK-ra nézve mutans szervezet egyben
membran-mutans is, mely létezés¢hez fiziologias folyamatainak minden szintjén

tokéletesen modulalt 6sszhang fenntartasa sziikséges.
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