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BEVEZETÉS 

 

Az élet fennmaradásának alapvetı feltétele, hogy az élılények 

alkalmazkodni tudjanak környezetükhöz. A környezeti feltételek 

idıleges, hirtelen megváltozása egy gyors válaszreakciót idéz elı, ezt 

a folyamatot stresszválasznak, vagy akklimatizációnak nevezzük. A 

sejtszintő stresszválasz óriási élettani, ill. kórélettani jelentıséggel 

bíró univerzális sejtvédı mechanizmus. Alapvetı szerepe, hogy 

védelmet biztosít a makromolekulákat, makromolekuláris 

rendszereket károsító környezeti behatásokkal szemben. Ez részben a 

génexpressziós mintázat megváltozásán keresztül valósul meg, ami 

biztosítja, hogy a túléléshez szükséges védı fehérjék nagy 

mennyiségben jelenjenek meg a sejtekben. Ide sorolhatók többek 

között a hısokk fehérjék (Hsp-k), amelyek expressziója jelentıs 

mértékben megemelkedik stressz hatására. 

A Hsp-k alapvetı feladatokat látnak el a fehérje homeosztázis 

fenntartásában. Funkciójukat tekintve molekuláris chaperonok, azaz 

olyan fehérjék, amelyek stabilizálják az instabil konformációjú 

fehérjéket, és elısegítik a nem megfelelıen feltekeredett fehérjék aktív 

szerkezetének kialakulását. Csoportunk kimutatta, hogy a Hsp-k egy 

csoportja a membránokhoz is képes kötıdni, és specifikus lipid-

fehérje kölcsönhatásaikon keresztül részt vesznek a membránfluiditás 

és permeabilitás szabályozásában, valamint a membrán integritásának 

megırzésében. A Hsp-k alapvetı szerepet játszanak számos betegség 

kialakulásában, illetve fennmaradásában. Rákos daganatokban például 
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magas Hsp szintet figyeltek meg, míg a kettes típusú diabéteszben és 

különbözı neurodegeneratív betegségekben ennek ellenkezıjét írták 

le. Így a stresszválasz mechanizmusának feltárása, a kulcsfontosságú 

szabályozási lehetıségek megértése alapvetı jelentıséggel bír. 

Annak ellenére, hogy a Hsp-k szerepérıl, a hsp gének 

expressziójának szabályozásáról számos adat áll rendelkezésre, a 

hısokk válasz sejt- és molekuláris szintjeinek ma még számos eleme 

tisztázatlan. A kérdéskör egyik legvitatottabb aspektusa a stresszor 

érzékelése, a primer molekuláris szenzor(ok) azonosítása. 

Csoportunkban - elsısorban prokarióta modellszervezeteken - 

végzett kísérletek eredményei megalapozták az ún. membrán-szenzor 

hipotézist, amely szerint a sejtmembrán nem csupán a celluláris 

stresszkárosodás egyik célpontja, de aktuális lipidösszetétele és fizikai 

állapota központi szereppel bírhat a stressz szignál érzékelésében, a 

stresszelhárító (adaptív) mechanizmusok mőködtetésében. A felvázolt 

modellben a membránok a következı visszacsatoláson alapuló körben 

szabályozzák a hısokk fehérjék termelıdését. A stressz hatására 

bekövetkezı membrán állapotváltozások (mint például a membrán 

fluiditásának növekedése, és mikrodoménjeinek átrendezıdése) 

indukálják a hsp gének expresszióját. A termelıdı Hsp-k egyrészt 

védik/helyreállítják a károsodott fehérjéket, másrészt a 

membránokhoz kapcsolódva stabilizálják a membrán szerkezetét. A 

stabilizációval megszőnik a membrán-szenzor jelképzése, ami a 

hısokk válasz lecsengését eredményezi. 
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CÉLKITŐZÉSEK 

 

Munkám során az emlıs sejtek membránjainak szerepét vizsgáltam 

a stresszválasz folyamatában. A következı kérdésekre kerestünk 

választ: 

1) Igazolható-e emlıs sejteken a “membrán, mint stressz-szenzor” 

hipotézis?  

2) Milyen membrán állapotváltozások hozhatók összefüggésbe a 

stresszválasz indukciójával?  

3) A stresszválasz kezdeti szakaszában milyen, a membrán által 

közvetlenül érintett jelátviteli események zajlanak? 

4) A HSF1 szabályozza-e a hsp gének indukcióját a membrán-

eredető stresszválasz során? 

5) A membránstressz hatására védetté válik-e a sejt egy következı, 

egyébként letális stresszel szemben?  

 

MÓDSZEREK 

 

Emlıs sejtek tenyésztése, tranziens transzfekciója 

Fehérjék in vivo radioaktív jelölése, Western blot technika 

Kvantitatív polimeráz láncreakció 

DNS-fehérje komplex kimutatása gélretardációs technikával 

Kromatin immunoprecipitáció 

Riporter fehérje aktivitás mérés 

Membránfluiditás mérés 
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Fluoreszcencia kioltás mérése egyrétegő lipid vezikulákban 

Koleszterin gazdag plazmamembrán domének fluoreszcens jelölése 

és konfokális mikroszkópia 

Intracelluláris szabad Ca2+ koncentráció mérése 

Termotolerancia meghatározása (kolónia képzı képesség alapján) 

 

EREDMÉNYEK 

 

1. Elsı lépésként tisztázni kívántuk, hogy emlıs sejtekben is 

érvényes-e a „membrán, mint stressz-szenzor” hipotézis. Befolyásolja-

e a hısokk válasz folyamatát a membránok fizikai állapotának 

módosítása? A kérdés megválaszolásához a membránok állapotát egy 

jól jellemzett membránfluidizáló szerrel, benzil-alkohollal (BA) 

módosítottuk, majd követtük, hogy a membránperturbáció képes-e 

kiváltani a Hsp-k termelıdését. Több emlıs sejtvonalban kimutattuk, 

hogy a BA kezelés már a növesztési hımérsékleten is indukálja a hsp 

gének kifejezıdését. 

2. A membrán-szenzor hipotézis igazolása szempontjából központi 

jelentıségő kérdés, hogy a BA fokozza-e a celluláris fehérjék 

denaturációját. A szentjánosbogár luciferáz riporter enzim 

aktivitásának követésével megállapítottuk, hogy a BA nem okoz 

jelentıs mértékő fehérje denaturációt.  

A következıkben információkat szerettünk volna kapni azokról a 

stressz hatására bekövetkezı membrán állapotváltozásokról, amelyek 

összefüggésbe hozhatók a Hsp válasz indukciójával. 



 6 

3. Elıször teszteltük, hogy a membránok rendezettségének kritikus 

érték alá csökkenése elégséges jelként szolgál-e a Hsp-k termeléséhez. 

Ehhez egy BA-lal szerkezetileg rokon vegyülettel (fenetil-alkohollal) 

ugyanakkora membránfluiditás növekedést idéztünk elı, mint a hsp 

expressziót fokozó BA-lal. Azonban várakozásainkkal ellentétben az 

„izofluid membrán állapotot” létrehozó fenetil-alkohol kezelés 

hatására nem tapasztaltuk Hsp szint növekedést. 

4. A fentiek alapján kérdésként merült fel, hogy a stresszválaszt 

kiváltó membránaktív kezelések a fluidizáció mellett milyen további 

változásokat idéznek elı a membránban. A membránok laterális 

mikrodomén szervezıdését vizsgálva kimutattuk, hogy a Hsp 

szintézist indukáló kezelések (BA, hıstressz) destabilizálják a 

koleszterin gazdag rendezett lipiddoméneket in vitro, és átrendezik a 

plazmamembrán koleszterin gazdag mikrodoménjeinek szervezıdését 

in vivo. A fenetil-alkohol viszont ezeket a jelenségeket nem idézi elı. 

A továbbiakban a membrán állapotváltozásától a hsp gének 

indukciójáig vezetı jelátviteli útvonal elemeit kívántuk azonosítani. 

5. Tanulmányoztuk a Ca2+, mint másodlagos hírvivı részvételének 

lehetıségét, és kísérleteinkben igazoltuk, hogy BA hatására 

megemelkedik az intracelluláris Ca2+ szint. Megállapítottuk, hogy az 

intracelluláris Ca2+ koncentráció növekedés szükséges lépés a hsp70 

indukciójához.  

6. A hısokk faktor 1 (HSF1) egy transzkripciós faktor, amely a 

stresszhatások széles körére elindítja a hsp gének fokozott 

kifejezıdését. Eredményeink alapján BA hatására is megtörténik a 
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HSF1 többlépéses aktivációja: a HSF1 DNS-kötésre képes trimerré 

alakul, hiperfoszforilálódik, a sejtekben a hsp70 promóterhez 

kapcsolódik. Igazoltuk továbbá, hogy BA kezelés során a HSF1 

nélkülözhetetlen a hsp gének indukciójához. 

A stresszhatások a sejtekben komplex válaszreakciót indítanak el. 

Ezek amellett, hogy biztosítják a károsodott makromolekuláris 

rendszerek helyreállítását, ahhoz is hozzájárulnak, hogy a stresszor 

tartós vagy ismételt fennállása esetén is túléljenek a sejtek, azaz 

stressz-toleranciát alakítanak ki. 

7. Ennek megfelelıen végül kérdésként fogalmazódott meg, hogy a 

membránokat érintı stressz is ellenállóbbá teszi-e a sejteket egy 

következı stresszhatással szemben? A termotoleráns állapot 

kialakulásának tesztelésével megállapítottuk, hogy BA 

prekondícionálást követıen a sejtek egy része képes volt megbirkózni 

egy egyébként letális hatású hıkezeléssel. 

 

Eredményeink alapján a fehérjék, a DNS és a redox egyensúly 

mellett a membránok is részt vesznek emlıs sejtekben a stresszválasz 

folyamatában. A BA által okozott membránstressz érzékelésének 

pontos mechanizmusa még nem tisztázott, de bizonyítottuk, hogy a 

membránok fluidizációja mellett a koleszterin gazdag mikrodomének 

átrendezıdése is szükséges a stressz-szignál kialakulásához. Igazoltuk, 

hogy az intracelluláris Ca2+ szint növekedés, és a HSF1 aktiváció a 

membránoktól a hsp génekig ívelı jelátviteli útvonalnak elemei. A 

membránperturbáció hatására bekövetkezı komplex válaszreakció, 
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melynek része a Hsp-k fokozott termelıdése, növeli a sejtek 

ellenállóképességét a magas hımérséklettel szemben, tehát a 

membránok szerkezetét érintı hatások is bekapcsolják a sejtek 

általános védekezı rendszerét. 

 

TÉZISPONTOK 

 

1. A membránperturbáló benzil-alkohol kezelés már a növesztési 

hımérsékleten indukálja a hsp gének kifejezıdését. 

2. A benzil-alkohol kezelés nem okoz jelentıs mértékő fehérje 

denaturációt. 

3. A membránfluiditás növekedés nem szükségszerően jár együtt a 

Hsp válasz kialakulásával. 

4. A Hsp szintézist indukáló benzil-alkohol kezelés és a hıstressz a 

membránfluidizáló hatásuk mellett átrendezik a plazmamembrán 

koleszterin gazdag mikrodoménjeinek szervezıdését is. 

5. Benzil-alkohol hatására megemelkedik az intracelluláris Ca2+ 

szint, ami szükséges lépés a hsp70 gén indukciójához. 

6. A benzil-alkohol okozta membránstressz aktiválja a hsp gének 

központi transzkripciós faktorát, a hısokk faktor 1-et. 

7. Benzil-alkohol kezelést követıen a sejtek ellenállóbakká válnak 

a magas hımérséklettel szemben. 
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