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VEZIKULARIS TRANSZPORT A,KEZDETEKT6L
A 2013-AS NOBEL-DIJIG!

Fari Karolina, Homolya LaszIlo6
MTA TTK, Molekularis Farmakoldgiai Intézet,
Molekularis Sejtbioldgiai Laboratorium

A sejten bellli transzportfolyamatok molekularis mechanizmusanak megérté-
sére iranyuld kutatasok majd 50 évvel ezeldttre vezethet6k vissza, és manapsag
is kitlintetett érdekl0désre tartanak szamot. Ezen a terilileten az elsd attérést
George E. Palad munkdassaga hozta (orvosi-élettani Nobel-dijban részesilt 1974-
ben), aki kimutatta, hogy a sejtben a szekretalt fehérjék transzportvezikulak
segitségével jutnak az endoplazmas halézatbdl (ER) a Golgin keresztil a sejtfel-
szinre [1]. Ez a felismerés, illetve a molekuladris bioldgiai, biokémiai kutatasok
forradalma hozta magaval azt a szemléletmddot és eszkdztarat, ami tovabbi fel-
fedezésekhez vezetett, és aminek kdszonhetjlik mai ismereteinket a sejten belili
vezikularis transzportrél. A téma kiemelkedé jelentoségét bizonyitja az is, hogy
az orvosi-élettani Nobel-dijat idén a vezikuldris transzport teriletén folytatott
kutatdmunkaért és meghatarozd felfedezéseiért kapta megosztva harom ku-
taté: Thomas C. Sidhof, Randy W. Schekman és James E. Rothman. Vajon miért
olyan fontos ezeknek a folyamatok megértése? Miként latjuk ma, és milyen ut
vezetett a megismerésiikh6z? Irdsunkban ezekre a kérdésekre probalunk meg
valaszt adni, kilon hangsulyt fektetve a 2013-as orvosi-élettani Nobel-dijban
részesllt kutatok életmivére, mellyel megalapoztak és formaltak a vezikularis
transzport tertletén folyé kutatasokat.
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1.abra. A sejten beliili transzport molekularis mechanizmusanak felderitése; a 2013-
as orvosi-élettani Nobel-dijasok (portré grafika: Homolya Maté).

1 A 2013-as kémiai Nobel-dijat megosztva Martin Karplus, Michael Levitt és Arieh Warshel kap-
ta az Osszetett kémiai folyamatok szamitdgépes modellezésében végzett Uttéré munkajaért. A
témardl a Biokémia 2014. marciusi szamaban Fuxreiter Ménika, mint a szakterilet egyik jeles
hazai képviseldje irdsat olvashatjuk (a szerkeszt6bizottsag megjegyzése).

BIOKEMIA
XXXVII. évfolyam 4. szam 2013. december

27



I A TUDOMANY HIREI Féri Karolina, Homolya L&szlé

Transzportfolyamatok a sejten bellil

Az eukaridta sejtek jellemz6 tulajdonsaga, hogy membrannal hatarolt tér-
részekre, sejtorganellumokra tagozddnak. A kompartmentalizalt felépitésnek
koszonhetben a sejten bellli biokémiai folyamatok térben és idében egymastol
elkllondlten folyhatnak. A kilénbdz6 térrészek kdzott a kapcsolatot, az anyag-
és informacidaramlast sok esetben kisméretli, membrannal korilvett specialis
Jtaroldk”, transzportvezikuldk teremtik meg. A donor kompartment membran-
jabdl lef(iz6dve a vezikuldk diffuzéval vagy a sejtvaz (mikrutubulus vagy aktin-
halozat) felhasznalasaval jutnak el a célkompartmenthez, ahol a target-memb-
rannal fuzionalva juttatjak el szallitmanyukat a megfelel6 helyre [2]. Az egyes
vezikulak Utja a sejten belll eltér6 lehet, mind a transzport iranyat, mind a do-
nor-, illetve akceptor kompartmentet tekintve. Anterograd transzportnak nevez-
zUk a sejtmag feldl az endoplazmatikus halézaton, Golgi komplexen keresztil
az extracellularis tér irdnyaba torténd transzportot. Ilyen irdnyban mozognak
példaul a szekrécids vezikulak. A visszafelé, a sejtmag iranyaba torténd tran-
szportot pedig retrogradnak nevezzik. Példaul az endoszdmak haladnak ilyen
iranyban. Az alapvet6 molekularis mechanizmusok, melyek ezeket a transzport-
folyamatokat szabalyozzak, sok esetben megegyeznek. A vezikula kialakulasat
(budding), és hogy mit szallit (cargo selection) az Un. coat vagy mas néven bu-
rokfehérjék hatarozzak meg. A target-membran kivalasztasaért, illetve a vezi-
kula vele torténd fazidjaért pedig a megfeleld0 SNARE fehérjék, a SNARE kom-
plex kialakulasa felel6s [3].

A sejtekben zajlé vezikularis transzportfolyamatokrdl mara kialakult képliinkhoz
azonban egy hosszu, tobb évtizedes Ut vezetett, aminek minden egyes allomasat
kivételes kutatok munkaja fémjelzi.

A kezdetektdl a 2013-as Nobel-dijig

A harom, idén orvosi-élettani Nobel-dijjal kitlintetett kutatd mindegyike kulén-
kdlén nagy eldrelépést hozott a sejten bellli transzportfolyamatok molekularis
mechanizmusanak felderitésében. A folyamat egészét elemi biokémiai reakcidk
sorozataként vizsgaltdk és mas-mas kisérleti rendszerek hasznalataval, gene-
tikai és biokémiai modellek felallitdsaval, egymastdl fliggetlendl jutottak el a
vezikularis transzport alapvetd mechanizmusanak megismeréséhez.

A trafficking mutans sec élesztbk, Schekman munkassaga

Randy Wayne Schekman homérséklet szenzitiv Saccharomices cerevisiae mu-
tansokat vizsgalt. Huszonharom olyan kiilonb6z6 komplementacids csoportot ta-
lalt, melyek mindegyike a sejten bellli transzport egy-egy Iépésében volt hibas.
A vezikulak szekrécioja ezekben a mutansokban valamelyik stadiumban gatolva
volt, ami a vezikulak sejten bellli felhalmozddasaban nyilvanult meg. Az egyes
mutans fenotipusokat Schekman a szekrécids Utvonal egy-egy allomasaval azo-
nositotta (sec mutansok) [4].

A sec mutansok genetikai vizsgalatai elvezettek a vezikularis transzportban
résztvevl fehérjékhez és fehérjekomplexekhez, tébbek kozott kis GTPazok, ki-
horgonyzd fehérjék és nem utolsésorban a Coat protein complex II felfedezé-
séhez (COPII), mely a vezikulak kialakulasaban és a cargo szelekciéban jatszik
szerepet.
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Késobb vilagossa valtazis, hogy a vezikularis transzport, melyet 6 Saccharomices-
en vizsgalt, magasabbrend(i éldlényekben is hasonléképpen szervezbdik, az
egyes sec gének termékei megfeleltethetoek az emlds sejtekben a masik két No-
bel-dijas kutatd, Rothman, illetve Stdhof altal vizsgalt folyamatok szerepldivel.

sejtmembran | extracellularis
transz - Golgi szekrécios tér

COPI
coat

halézat vezikulak

- @“'—"' NE»

reciklizalé
endoszoma ——

lathri
endoplazmatikus Golgi 2 :nartn
héldzat komplex — pin
\ >
' endoszémak $TT
lizoszéma
retrograd anterograd
transzport € > transzport

2. abra. A sejten beliili transzportfolyamatok attekintése. Az abran a burokfehérje kom-
plexeket zélddel (clathrin), rozsaszinnel (COPI), illetve sargaval (COPII) jelbltiik. A membranfe-
hérjéket, a szekretalt és a lebontasra kerlil6 proteineket a piros, kék, illetve oliva szinek kiilén-
béztetik meg.

Sejtbioldgia cell-free rendszerekkel, Rothman munkassaga

James Edward Rothman az 1970-es évek végén kezdett el foglalkozni a sejten
bellli transzportfolyamatok kérdésével. Legels6ként arra kereste a valaszt, hogy
hogyan jutnak el a transzportvezikuldk az egyik sejtorganellumtél a masikig.
Elegendd-e a kiindulasi és a target kompartment fizikai kozelsége, vagy mas,
bonyolultabb mechanizmus szilkséges ahhoz, hogy a fehérjéket szallitd veziku-
lak a megfelel6 helyen legyenek a megfeleld id6ben.

Ennek a problémanak a megvalaszolasahoz egy olyan in vitro rendszert alkal-
mazott [5], mely segitségével specifikusan tudta mérni az egyes kompartmentek
kozotti transzportot. Ezen kisérleti rendszert alkalmazva, képes volt az egyes
Golgi ciszternak kozti fehérje transzport vizsgalatara is, és eredményeibdl arra,
az akkor megdobbent6 kovetkeztetésre jutott, hogy nem a fizikai kdzelség, ha-
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nem biokémiai tulajdonsagaik alapjan fuzionalnak a megfeleld target-membran-
nal a vezikuldk [6, 7]. Ebben az attér6 jelentoségl kisérletben két kiilonb6zo
sejtbdl szarmazd Golgi homogenatumot kevertek dssze, melyekben a Vesicular
Stomatitis Virus (VSV) altal termelt G-protein transzportjat vizsgaltak. Az elso
homogenatumot (donor) olyan, VSV virus altal fert6zott sejtekbdl izolaltak, me-
lyekben egy mutacié miatt a G-protein glikolizaciéjat végzo N-acetylglucosamyne
(GIcNAc) transzferaz enzim nem volt jelen. A masik, akceptor homogenatum a
GlcNAc transzferazt tartalmazo, de VSV virussal nem fert6zott, igy G-proteint
nem kifejez0 sejtekbdl szarmazott. Mivel az 6sszekeverést kévetben a G-pro-
teinen kimutathatd volt a radioaktivan jelolt GIcNAc, ez bizonyitotta azt, hogy
a donor homogenatumbdl szarmazé vezikula képes volt fuzionalni az akceptor
homogenatummal [7].

A vezikulak kialakulasa, specifitasa

Ezeknek a kutatdsoknak egy alapvetd kérdése volt az is, hogy hogyan alakul-
nak ki a kiindulasi membranbdl a vezikuldk, és vajon honnan tudjak, hogy mit
kell szallitaniuk? Mind a vezikuldk kialakuldasanak, mind a szallitandd fehérje
kivalasztasanak folyamataban meghatarozd szerepet jatszanak a coat fehér-
jék. Ezek a fehérjék megfelel6 kis GTPazok segitségével gyllnek a citoszolbdl a
csupasz donor membranfellletre, majd dsszeszerelddve egy burokkal korilvett
vezikulat hoznak létre, amely aztan a donor membranrdl lefizédve indul el a
célallomasa felé. A coat fehérjék ezen felll a vezikula szallitmanyanak kivalasz-
tasdban is szerepet jatszanak, mégpedig annak a citoszolikus doménjén valé
jel felismerésével. Természetesen mind a transzport iranyatdl, mind a donor és
az akceptor kompartmenttdl fliggden mas-mas coat fehérjék vesznek részt a
vezikula kialakitasaban, és mas-mas szelektiv markereket ismernek fel, attél
figgden, hogy mit kell szallitaniuk [3].

Az el6sz6r megismert vezikula coat komplex a clathrin volt [8], amir6l ma mar
tudjuk, hogy funkcidja a transz-Golgi halézathoz (TGN), az endoszémakhoz és a
plazmmamembranhoz kotodik. Késdbb azonositottak a vezikuldkon tovabbi, nem
clathrin tipusu burokfehérje-komplexeket is. Rothman nevéhez flizédik a COPI
(coat protein complex I), Schekman nevéhez pedig a ma COPII (coat protein
complex II) néven ismert burokfehérje-komplex felfedezése. Ezek a clathrin bu-
rokkal ellentétben a szekrécids Utvonal korai szakaszaban, foként a Golgin belli,
illetve az ER és a Golgi kdzotti transzportban vesznek részt.

Membranfuzio, a SNARE hipotézis

A vezikularis transzportfolyamat utolsd |épéseként a vezikuldk az akceptor kom-
partmenthez érkeznek, ott fuzionalnak a target-membrannal, igy juttatva el a
célallomasra szallitmanyukat. Felmeril viszont az a kérdés, hogy hogyan ismerik
fel a vezikuldk a célt, és milyen mechanizmus sziikséges a target-membrannal
valo fuzidjukhoz?

Rothman és kutatdcsoportja alkotta meg az un. SNARE hipotézist, mely valaszt
ad erre a kérdésre. A hipotézis szerint, minden egyes vezikula rendelkezik sajat
SNARE fehérjével (v-SNARE), ahogyan a target-membran is (t-SNARE). A vezi-
kuldk specifitdsahoz, vagyis hogy milyen kompartmenthez kétddnek, sziksé-
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ges, hogy a transzport vezikulan jelenlévd fehérje, a v-SNARE felismerje a tar-
get-membranon jelen 1évo megfeleld parjat, a t-SNARE proteint [9, 10]. A két,
egymashoz kapcsolddd SNARE fehérje kozdsen egy termodinamikailag stabil Un.
SNAREpin strukturat alakit ki (az elnevezés viradlis hairpin-nel valé analdgiara
utal, ami a virus sejtbe valé bejutasat szolgalja) [11]. A vezikuldk membran-
az N-ethylmaleimide sensitive factor (NSF), melynek neve arra utal, hogy képes
helyredllitani az N-ethylmaleimide altal gatolt transzportot [12], a masikuk, a
soluble NSF attachment protein (SNAP) az NSF membranhoz vald kdtodéséért
felel6s. NSF hianyaban a vezikulak membranfuzidéja nem torténik meg [13]. Az
NSF és SNAP funkcidja azonban a membranfuzidoban csak kbdzvetett, feladatuk
a megfelel6 v- és t-SNARE stabil komplexének felbontasa, melyhez energiat
ATP hidrolizisével nyer a rendszer. Ez a |épés teszi lehetové a SNARE fehér-
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3. abra. A vezikulak fuzioja a target membrannal, a SNARE komplex. A donor
kompartmentbdl lefiz6d6 vezikula (a sarga szin a coat komplexet jeléli) az akceptor kompart-
menthez vandorol, ahol kihorgonyzo fehérjék és Rab GTPaz fehérjék (tiirkiz és lila) segitségével
a membranhoz kétédik, majd kialakul a membran fuziéért felelés SNARE komplex. A komplex
kialakulasaban v-SNARE (lila), t-SNARE (magenta), NSF (sététkék) és SNAP (narancssarga) fe-
hérjék vesznek részt.
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Vezikularis transzport az idegsejtekben, Stidhof munkassaga

Thomas Christian Siidhof a vezikularis transzportfolyamatok egy specialis
esetét, a preszinaptikus idegsejtekbdl a neurotranszmitterek felszabadulasanak
molekularis mechanizmusat tanulmanyozta. Az idegsejtekben a neurotranszmit-
tereket szallitd vezikulak membranfuzidja, igy a neurotranszmitterek szinaptikus
résbe vald Urllése Ca?*-figgd folyamat. Stidhof a Ca?*-szabalyozta exocitdzist
tanulmanyozva rataladlt a synaptotagminokra, melyek - kalcium megko6to képes-
ségik révén - szenzorként mikoédnek a neurotranszmisszié folyamataban [14].
A Ca?*-jelet a synaptotagminok forditjak le az idegsejtek szamara oly modon,
hogy ezek a fehérjék kalcium-kotott formaban a vezikulakat a preszinaptikus
idegsejt membrénjéhoz rbgzitik eI6idézve a neurotranszmitterek szinaptikus
szikség van még a VAMP 2 fehérjére is, mely a neurotranszmittereket szallité
vezikulakban a v-SNARE funkciét latja eI, illetve a SNAP-25 és syntaxyn 1A fe-
hérjékre, melyek a preszinaptikus membranban t-SNARE-analégokként a VAMP-
2-vel kozbdsen alakitjak ki a membranflzidhoz sziikséges SNARE komplexet [15].

preszinaptikus
idegseijt

U szinaptikus rés

posztszinaptikus
idegseijt

o N\

4. abra. A synaptotagminok szerepe a preszinaptikus idegsejtekbdl torténé neuro-
transzmitter felszabadulasban.

A sejtfelszini membranfehérjék és a vezikularis transzport

Idén a Nobel Bizottsag az orvosi-élettani Nobel-dij odaitélésével ismerte el
az emlitett harom kutaté meghatarozé jelentdségl sejtbioldgiai felfedezéseit.
A szekrécids uUtvonal és azt szabalyozd mechanizmusok alapvetd fontossaga
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megmutatkozik abban, hogy a sejtekben termelt és azokbdl kiliriild, szekre-
talt molekuldk a legklilonb6zdbb élettani folyamatokban meghatarozd szerepet
jatszanak. A szamos példa kozll emlithetjik az emésztést, a véralvadast, az
immunrendszer mikodését, vagy a korabban részletezett idegi jelatvitelt. Az
idei Nobel-dijjal elismert felfedezések még szélesebb 6sszefliggéseire mutat ra
az, hogy a szekretalt anyagokon tul a sejtfelszinen megjelend membranfehér-
jék (pl. receptorok, transzporterek) sejten belili vandorlasaban is hasonlé sza-
balyozé mechanizmusok érvényesiilnek. Ezen fehérjék tobbségének célallomasa
a sejtfelszin, de taldlunk arra is példat, hogy a sejtfelszint csak ideiglenesen
megjarva mas sejt-organellumban érnek célba, és latjak el ott feladatukat. A
membran-fehérjék sejtfelszinre jutdsat korabban kevésbé szabalyozott, konsti-
tutiv folyamatnak gondoltak. Mara mar arnyaltabba valt az elképzelésiink a sejt-
felszini membranfehérjék vandorlasardl, mely folyamatban az endo-lizoszdma
rendszernek meghatarozd szerepe van (lasd 2. abra). Ez a szintén vezikulakbol
feléplild, burokfehérjéket alkalmazd, vezikula-lef(iz6dést és membranfuziot fel-
hasznal6 o6sszetett, dinamikus rendszer a membranfehérjék anterograd és ret-
rograd transzportjaban egyarant részt vesz. A receptorok és transzporterek sej-
ten bellli mozgasardl, az endo-lizoszdma rendszer mikodésérdl szintén egyre
tobb, fi-gyelemre méltd felfedezés Iat napvilagot, azonban ezeknek a folyama-
toknak sok lépését, szabalyzé mechanizmusait még nem értjik teljes mérték-
ben.

Az MTA Lendllet program tamogatasaval 2012-ben megalakult kutatd-csopor-
tunkban, az MTA TTK Molekularis Farmakoldgiai Intézetében m(ikédoé Molekularis
Sejtbioldgia Laboratériumban e széles kutatasi terllet egy kis szegmensét vizs-
galjuk. Kutatasainkban a membranfehérjék egy specialis csoportjat, az élettani
szempontbdl nagy jelent6séggel bird ABC transzportereket tanulmanyozzuk po-
larizalt, azaz aszimmetrikus sejtekben. Ezen fehérjék sejtfelszini mennyiségét
sok esetben az hatarozza meg, hogy a sejten belill elhelyezkedd, vezikulakbdl
allé rezervoar milyen iramban engedi a plazmamembran felé az adott fehér-
jét (vagy mennyire tartja vissza), illetve hogy milyen sebesen szedddik be a
sejtfelszinrdl a transzporter az endoszoémak segitségével. Munkank soran azokat
a szabalyozé mechanizmusokat prébaljuk feltarni, amelyek ezeket a folyamato-
kat meghatarozzak, remélve azt, hogy ezek a specialis vizsgalatok altalanosabb
érvény( Osszefliggesekre is vezetnek. Eredményeinkrdl a kézelmultban besza-
moltunk a BIOKEMIA ujsagban [16].
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