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Bevezetés

A kiillonboz6 membrdnok alapszerkezetét a
lipidek hatdrozzak meg, a biolégiai memb-
rdnok valtozatos funkci6jt azonban a fehér-
jekomponensek biztositjdk. Szdimos fehérje
vesz részt a membranon keresztiil lejatsz6dd
jeldtvitelben és transzportfolyamatokban. A
biolégiai membranok fehérjéit csoportosita-
ni lehet az alapjén, hogy milyen kélesonhatds
tartja fenn a membrdn és a fehérje kozott
kapcsolatot. Az integralis vagy transzmemb-
rén fehérjék dtivelik a lipid kettGsréteget, és
kolcsonhatdsban vannak a membrén hidro-
f6b magjaval is. A periféridlis fehérjék nem
1épnek kapcsolatba a lipid kettésréteg hidro-
f6b magjaval, hanem fehérjén keresztiil vagy
elektrosztatikus kolesonhatas révén kapeso-
l6dnak a membrinhoz. A fehérjék harmadik
csoportjiban lipidek kapcsolédnak kovalen-
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sen kozvetlentil fehérjékhez, és ezen fehérjck
kihorgonyzdsaa membrinhoz alipidmoleku-
lan keresztiil valésul meg,

A Singer—Nicolson-membrianmodell
(Singer — Nicolson, 1972) kimondta a memb-
ranfehérjék véletlenszer, folytonos eloszldsit
egy rendezetlen lipid kdrnyezetben, de nem
vizsgdlta, hogy a fent emlitett fehérjék vagy
fehérjecsoportok (klaszterek) milyen dinami-
kai sajdtossigokkal rendelkeznek. A Singer—
Nicolson-féle folyékony mozaikmembrin-
modell azt hangsilyozta, hogy a szabad dif-
fzi6 a meghatdrozé tényezd a fehérjék late-
ralis mobilitdsiban. Bér az eredeti kozlemény
nem hangsilyozza, de a membranfehérjék
szabad diffizidja egyértelmiien része az elmé-
letnek, hiszen a fehérjék nem véletlenszerti
eloszldsa korldtozott szabadsigu diffiziét
feltételezne. Az elmult hdrom évtizedben
szdmos kisérleti tény halmozddott fel arra

1046

Matyus et al. ¢ Membranfehérjék...

nézve, hogy gitak léteznek a membranban,
és szimos esetben a fehérjék szabad mozgisa
korltozott. Ezek az eredmények azt sugalltak,
hogy a fehérjék eloszlisa a sejtmembranban
nem egyenletes, és a fehérjék szigetekbe,
klaszterekbe szervezé6dnek. A membranalko-
t6k meghatarozottstruktirdkba (doménekbe)
torténd rendez8dése mai ismereteink szerint
dltaldnos jelenség, amely alapvetd fontossdgui
lehet mind az adott molekuldk, mind a sejt
egészének mikodése szempontjdbol.

A membrénfehérjék nem véletlenszer(i
sejtfelszini eloszldsanak kialakitdsaban szdmos
tényezd vehet részt. Ezek egyikét jelentik az
an. lipidrutajok, a sejtmembrin specidlis dssze-
tételti (koleszterinben és [gliko]szfingolipidekben
gazdag) régidi (membran mikrodomének)
(Simons— Tkonen, 1997). Alipidtutajok a fehér-
jék membranba illeszkedd részétdl fuggéen
azok adott membrénteriileten t6rténd feldd-
suldsdt, illetve kiilén doménekbe torténd
szegregdciojat egyardnt lehet6vé teszik, elGse-
gitve ezzel a megfeleld kolesonhatdsok kiala-
kulasdt. A lipidtutajok 6sszetett és dinamikus
struktdrdk, amelyek méretiiket és Gsszetételii-
ket tekintve is igen vdltozatosak lehetnek. A
benniik feldtsulé fehérjék jelentds része a
transzmembran jeldtvitel kulcsszereplgje (re-
ceptorok, ioncsatorndk, kapesolédé jeldtvive
molekuldk). Komponenseik dinamikus cseré-
16dése, valamint a kisebb mérett lipidtutajok
nagyobb méretti doménekké t6rténd ,Ossze-
olvaddsa” kitiintetett szerepet tolt be szimos,
a plazmamembranban lejétsz6dé jeldtviteli
folyamat tér- és id6beli szervezésében.

Damjanovich Sdndor és munkatdrsai mdr
1981-ben megjosoltik ezeket a nem véletlen-
szer(i fehérjemintdzatokat a transzmembrdn
fehérjék genetikailag meghatdrozott, memb-
rant dtivel6 részeinek a lipid kettGsréteggel
val6 kolcsonhatdsa alapjan (Damjanovich et

al., 1981). Hipotézisiik egybecseng a lipidtutaj
hipotézissel, amely kimondja, hogy specidlis
tartalm lipidszigetek (lipidraftok), j6l meg-
hatdrozott transzmembran fehérj¢ket fogad-
hatnak be. A Debreceni Egyetem Biofizikai
és Sejtbioldgiai Intézet munkatdrsai kiterjedt
vizsgalatokat végeztek a sejtfelszini fehérjék
eloszlasinak felderitésére. Ennek érdekében
az immunolégiai technikék és modern biofi-
zikai médszerek széles tarhdzdt alkalmaztak
kisérleteik sordn. A kiilonboz6 fehérjék
egytittdlldsdnak meghatdrozdsra a klasszikus
immunoprecipitdcié mellett alkalmaztik a
fluoreszcencia rezonancia energia transzfer
(FRET) médszert, amelynek segitségével a
fehérjék dimerizciéjit, molekularis asszoci-
4cidjat lehetett kimutatni nanométeres skaldn,
az 1-10 nanométeres tartomanyban. Konfo-
kalis 1ézerpdsztizé mikroszkSpidval (CLSM)
a fehérjék egytittdlldsa (kolokalizdcidja), a
mikroszkép optikai feloldéképessége dltal
meghatdrozott fél-egy mikrométeres szinten
hatdrozhaté meg. A két mérettartomdny
kozott Gj mikroszképos technikakkal, mint
pésztazé atomerd mikroszkdpia (AFM), pasz-
tézé kozeli mezd mikroszképia (SNOM)
vizsgalhatjuk a fehérjeaggregitumok, klasz-
terek valédi méretét. Fluoreszcencia korreld-
ci6s spektroszkdpidval (FCS) egyediilallo,
monomer fehérjék, illetve asszocidlt fehérje-
komplexek dinamikai tulajdonsdgait lehet
vizsgalni, amelyekbdl ismét lehet kdvetkezni
az egylitt mozgb komplexek méretére. Mind-
ezeket a kisérleti megkozelitéseket az intézet
munkatdrsai sikerrel alkalmaztak sejtfelszini
fehérjék szervezddésének vizsgdlatdra, tobbek
kozott az 8 hisztokompatibilitdsi komplex
(MHC) klaszterképzd tulajdonsdgainak meg-
hatdrozasira, az eml6tumorban fontos szere-
pet jdtsz6 receptor tirozinkindz csaldd (ErbB)
hierarchikus szervezédésének kideritésére és
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az ioncsatorniak membrinban torténd elosz-
lasdnak, az immunolégiai szinapszisban be-
wltott szerepének tanulmdnyozdsdra. A to-
vabbiakban ezeket a bioldgiai problémdkat
szeretnénk tdrgyalni, anélkiil, hogy az infor-
miciét szolgdlé biofizikai médszerek részle-
teire kitérnénk.

F3 hisztokompatibilitdsi komplex (MHC)
sejtfelszini eloszldsa

Larry D. Frye és Michael Edidin klasszikus
kisérlete bebizonyitotta, hogy a {6 hisztokom-
patibilitdsi komplex (MHC — az immunolé-
giai védekezés egyik kulesmolekuldja) fehérjék
mozognak az egér- é human sejtek egyesitése
sordn keletkezé hibrid sejtek membranjiban
(Frye — Edidin, 1970). Ez a kovetkeztetés szol-
gilta Seymour J. Singer és Garth L. Nicolson
dltal leirt folyékony mozaikmembran-modell
alapjdul, amely hangstlyozta a fehérjék vélet-
lenszer(i eloszldst és szabad difftzidjit. Az
Ujabb kisérletes bizonyitékok azt sugalltik,
hogy a fehérjék bizonyos membranteriilete-
ken korldtozott mozgékonysdggal rendelkez-
hetnek. Szdmos fontos sejtfelszini fehérje,
példaul a fent emlitett MHC két specidlis
fajtdja, az MHC-I és MHCHI, valamint szin-

20
(®)

tén az immunolégiai védekezésben szerepet
jatszé interleukin-2-receptor alegységei (IL-
2R) kiilonbozd osszetételli asszocidcidkban

vesznek részt. FRET-kisérletek tanulsiga

szerint ezek a fehérjék 1-10 nm tdvolsdgra

vannak egymdstdl. A fehérjék ilyen kisméretd,
néhdny tagbdl 4ll6 csoportosuldsait nanoklasz-
tereknek nevezziik. Ezen asszocidcik mellett

a fehérjék szervezédésének egy magasabb,
mésodik szervez8dési szintje is kimutathaté

a konvenciondlis optikai mikroszképok felol-
déképességét meghaladé optikai és nem

optikai mikroszképidk, példdul elektronmik-
roszképia, pasztdz$ atomerd mikroszkopia,
illetve pdsztdzo kozeli mezd optikai mikroszké-
pia alkalmazdsdval. Ezek az Gn. mikroklasz-
terek néhdny szdz nanométer dtmérdjtiek, és

10-1000 fehérje molekulat tartalmazhatnak
(1. dbra).

A Singer—Nicolson-membrinmodell ki-
mondta a membrinfehérjék véletlenszerti,
folytonos eloszldsdt egy rendezetlen lipid
kornyezetben, de nem vizsgdlta, hogy a fent
emlitett fehérjeklaszterek milyen dinamikai
sajatossdgokkal rendelkeznek. A Frye—Edi-
din-kisérlet bebizonyitotta a plazmamemb-
rin fehérjék Gjracloszldsit a mikrométeres

1. dbra » Az MHC-I- és MHC-II-molekuldk szervezddésének két hierarchikus szintje
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skdldn, de nem tudott kiildnbséget tenni az
aldbbi két lehetdség kozott: (i) afehérjeklaszte-
rek Ssszetétele dllando, és a fehérjék dsszekeve-
redése az intakt mikroklaszterek mozgdsanak
akovetkezménye, vagy (ii) a fehérjék dinami-
kus disszocidcids jelenségek révén a klaszterek
kozott kicserélédnek. A mdsodik lehetéséget
dinamikus 6sszetételnek nevezziik.

Az intézet munkatdrsai dltal végzett szisz-
tematikus FRET-mérések azt bizonyitottdk,
hogy a rovid tavii rendezettség (kisméreti
fehérjeklaszterek létezése), nem szokatlan
jelenség a membranfehériék esetében. Ujab-
ban fejlettebb mikroszképos technikakkal
megerdsitették ezeket a megfigyeléseket, és
megdllapitottdk, hogy a rendezettség na-
gyobb tdvolsdgskaldn is dltaldnos jelenségnek
tekinthetd (Vereb et al., 2003). A hagyomd-
nyos fluoreszcencia mikroszképia, melyet a
Frye—Edidin-kisérletben hasznaltak, nem
képes feloldani a nano- és mikroasszocidcidk
dinamikus véltozésait, azaz nem lehetséges
eldonteni, hogy a nanoasszociaciokban részt
vevd fehérjék képesek-e kolesonhatdsaikat
megsziintetni, és mds sszetételben Gjra dssze-
szerelédni a plazmamembrdnban. Hasonlé-
képpen, a membrénteriiletek Gsszekeveredé-
se létrejohet a mikroklaszterek 6sszekevere-
désének folyomanyaként (a klaszterek 6ssze-
keverednek, de a benniik lev fehérjék nem
cserélédnek ki egymassal), vagy masik lehe-
téségként a mikroklasztereken belil a jel6lt
fehérjék is kicserélédhetnek. A fenti kérdések
megvilaszoldsira SNOM-, konfokdlis és
elektronmikroszkdpias kisérleteket végeztiink.
Ezen technikak koziil a SNOM volt megks-
zelitésiink elsdleges eszkoze. A SNOM fel-
old6képessége jobb, mint a konfokalis mik-
roszkdpé, és egyértelmdien a felszint vizsgdld
technika, amely a sejtfelszin vizsgdlatit rela-
tive egyszer(ivé teszi. Ezekkel a modern bio-

fizikai médszerekkel gyakorlatilag részleteseb-
ben elemeztiik a klasszikus Frye—Edidin-ki-
sérletet.

Az MHCHI Klaszterizécidja igen jol ka-
rakeerizlt, és nagyon valészind, hogy ennek
a jelenségnek fontos szerepe van az idegen
anyagok bemutatdsiban az immunolégiai
védekezés sordn. Eredményeink alapjin az
MHCHI nano- és mikro-homoasszocidciéi
dinamikusak, azaz a klaszterek 6sszetétele
valtozik az utdn is, hogy a fehérjeszintézist
kovetSen a sejt membrdnjdba kertilnek (Nagy
et al., 2001). Az MHC-I-oligomerizicié két
hierarchikus szintjének [étezését Damjanovich
és munkatdrsai mdr kordbban kimutattdk.
Ujabb kisérleteink azt bizonyitjak, hogy eza
hierarchia a klaszterek dinamikus 4trendezé-
désében is megfigyelhetd.

Az MHC-II mikrohomoklaszterei szin-
tén dinamikusnak bizonyultak, 4m a nano-
homoklaszterek az MHC-II esetén statiku-
saknak; az MHC-II-molekuldk nem cseré-
16dtek ki. Nem tudjuk az okat annak, hogy
az MHC-II-molekuldk miért nem cseréléd-
nek ki a nanoklaszterekben. Vannak olyan
jelek, hogy az MHC-II-molekuldk pérosdval
dllnak 6ssze, mig az MHC-I-molekuldk in-
kébb nagyobb komplexekben, amelyek 6t
tiz fehérjébdl dllnak. Hozzd lehet még tenni,
hogy a MHC-I két membrant dtivel® résszel
rendelkezik, mig az MHC-I-nek csak egy
transzmembrdn doménje van, amibél az ké-
vetkezik, hogy az MHC-II-molekula forga-
saban korlitozottabb, ezaltal kisebb valdszi-
niiséggel jon létre a szomszédos molekuldkkal
valé kapcsolédashoz szitkséges megfelel6
orientacio.

A mi kisérleteink ezt a modellt a fehérjék
dinamikus kicserél6désével a kis skdldja (na-
nométer nagysgu) és a nagy skaldju (mikro-
méter nagysagt) fehérjeklaszterek kozote
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terjesztették ki. Hangsulyozni kell azonban,
hogy a dinamizmus nem 4ltalinos jelenség a
kis skdldju fehérjeasszocidciok esetén. Mind
amai napig nem ismeretesek pontosan azok
a tényezk, amelyek meghatdrozzdk, hogy
egy adott fehérje nanoklaszterei dinamikusak
vagy statikusak-e. Modelliink két nagyon
fontos tényezdre hivija fel a figyelmet: a fehér-
jék koncentracidjdra a mikroklaszterekben és
adiffuizi6 jelentGségére az azonos lipidkornye-
zetben levs fehérjeklaszterek esetén. Nagyon
valészintitlen, hogy a fehérjék membranban
t6rténd difftzidja klaszterizacié nélkiil olyan
magas lokalis receptorsiirtiségeket hozzon
létre, ami elégséges a sejt akdvaldsahoz. Mds-
részrdl a statikus klaszterek 1étezése nehezen
egyeztethetd ossze azokkal a gyors fehérjedt-
rendez8désekkel, amelyeket fizioldgids folya-
matok sordn megfigyelhetiink.

Az ErbB-tirozinkindzok sejtfelszini szervezd-
dése és szerepiik a tumoros transzformdcidban

A receptor tirozinkindzok ErbB csalidja fon-
tos szerepet jatszik a sejtdifferencidcids folya-
matokban, az apoptézisban, valamint a fizi-
oldgids és patoldgids sejtosztodasban. A csaldd
négy tagbdl dll, ezek az epidermdlis noveke-
dési faktor receptoraként (EGFR-ként) is is-
mert ErbB1, az ErbB2, ErbB3 és ErbB4. A
specifikus ligandum bekdt6désének hatdséra
a receptorokbdl homo- és heterodimerek
képzddnek, vagy a mdr létez receptor-aggre-
gacidk dtrendezdnek, ami a tirozin-oldalldn-
cok foszforildciéjahoz, majd ezt kovetden a
mdsodlagos jelpdlydk beindulisihoz vezet. A
daganatok széles skéldjénal megfigyelhetd az
ErbB-receptorok ttlzott mértékii kifejezédé-
se. A tumorok elleni elsé humanizalt mono-
klonalis antitest Herceptin®, vagy mds néven
atrastuzumab volt, az ErbB2-receptort célzé
egyfajta ,okos” gy6gyszer. A vélaszték azéta

htisznal is tébb ErbB-ellenes antitesttel béviilt,
amelyek koziil sok mar a klinikai tesztelés
stddiumaban tart. A palettdn ezen kiviil tsbb
kismolekuldji ErbB-kindz inhibitor is szere-
pel. Sajnos azonban az ezen anyagok elleni
rezisztencia széles korben eléfordul (beleértve
a trastuzumab elleni rezisztencidt is).

Munkank sordn kimutattuk, hogy hason-
16an az el6z6 alfejezetben térgyalt MHC-mo-
lekuldkhoz, az ErbB2-receptorok asszocidcié-
jaszintén két szinten szervezddik. A jol ismert
direkt asszocidcié (azaz dimerek) mellett
nagyobb méreti, csoportonként koriilbeliil
ezer ErbB2-molekuldbdl 4llé klaszterek is
képzédnek (Nagy et al, 2002). Ezek a klaszte-
rek kolokalizdlédnak a lipidtutajokkal, a
méretiik pedig a receptorstimulalds sorin
tovabb né. Megmutattuk, hogy az ErbB2-
lipidtutajon beliili elhelyezkedése fontos
funkciéja megfeleld betoltéséhez, valamint
az ErbBz2 elleni antitestek hatdshoz is. To-
vabbd, egy dramldsi citometrids, fluoreszcen-
cla-polarizdcién alapulé modell segitségével
megdllapitottuk, hogy az ErtbB1- és az ErbB2-
receptorok viselkedése kozott alapvetd eltérés
van: mig a hatalmas ErbB2-klaszterek az in-
aktiv receptorok tdrhdzaként szolgdlnak, és
stimuldcié hatdséra disszocidlnak, addig a
joval kisebb méretti ErbB1-homoklaszterek
a ligandum bekotddését kovetben csatlakoz-
nak egymdshoz, és magasabb rend(i oligome-
reket képeznek (Szabé et al, 2010).

Az ErbB2 elleni antitestes terdpia irdnti
rezisztencidban érintett egyéb jarulékos mo-
lekuldk is hangstlyozott figyelmet kaptak
kutatdsainkban. A Pr-integrinek az ErbB2-
receptorokkal asszocidlédnak, és versengenek
az ErbB-molekuldkért mds ErbB-molekulak-
kal, dthelyezve a hangstlyt az ErbB-homo-
asszocidcidkrol az integrin-ErbB-heteroasszo-

cidcidkra, ezzel egyiitt pedig dthangoljdk a
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sejt jeldtviteli mechanizmusdt a sejeealélés
irdnydba (Fazekas et al., 2008).

A JIMT-1 nevii, trastuzumab-rezisztens
eml6rik sejtvonalban a MUC4-mucin tilter-
melddik, és expresszids szintje forditottan
ardnyos az egyes sejtek trastuzumab-kotd
kapacitdsaval. A MUC4-termelés siRNS 4l-
tali leszoritdsa fokozta a trastuzumab kotdé-
sét, igazolva ezzel, hogy a MUC4 valészind-
leg sztérikus gatldssal akadalyozza a trastuzu-
mab bekotddését. Ezen a trastuzumab-rezisz-
tens sejtvonalon a CD44-transzmembrdn
fehérje is tiltermelddik, sejtfelszini kifejezd-
dése a tobbi sejthez képest meglepden magas.
A CD44 az extracelluldris métrix egyik fontos
komponensének, a polimer tulajdonsigt
hialuronsavnak a receptora. Ha a CD44-li-
gandum hialuronsav szintézisét 4-metilum-
belliferon (4-MU) segitségével gitoljuk, a
trastuzumab a sejtfelszini ErbB2 molekulak
nagyobb hdnyadihoz tud kétédni, ugyanak-
kor a 4-MU-kezelés hosszabb tavon csokken-
tette a ErbB2-molekuldk sejtfelszini kifejezd-
dését. A jelenség els6 része sztérikus gads
csokkenésével magyardzhatd, hiszen keve-
sebb hialuronsav polimer hdlézza be a sejtek
felszinét. A jelenség masodik része a CD44
az ErbB2-molekuldval sszekapesold belsé
szabdlyozasi rendszer jelenlétére utal (Pélyi-
Krekk et al., 2008).

Viratlan felfedezésnek mindsiil, hogy az
in vitro trastuzumab-rezisztens JIM T-1-sejtek
a SCID- (stilyos kombindlt immunhidnyos)
egerekbe val6 juttatiskor elimindlédtak a
trastuzumab-medidlt ADCC (antitestftiggé
sejtkozvetitett citotoxicitds) sordn, azonban
kizdrélag kisméretd tumorok, illetve vérben
kering® vagy mikrodttétet képzé tumorsejtek
esetében. A trastuzumabnak ezt az ADCC-
alapt gdtlé hatdsit szignifikdnsan fokozta a
4-MU, aldtdmasztva azt az elképzelést, misze-

rint a massziv extracelluldris matrixok nagy-
ban hozzdjarulhatnak a terdpids antitestek
elleni rezisztencia kialakuldsihoz. A kisérleti

adatok arra utalnak, hogy a CD 44—hialuron-
sav jeldtviteli Gtvonal igen fontos lehet a tu-
morsejtek receptororientalt terdpids kezelések
aldli kibtvasiban; valamint hasonléan nagy

jelentSséggel birhat az ErbB-receptorokat

célzé antitestek — mindezidaig figyelmen kiviil

hagyott, dm potencidlisan jelentés —ADCC-
kozvetitett hatdsa, ami az extracelluldris

mdtrix mennyiségének, zstfoltsdginak csok-
kentésével fokozhat6 (Barok et al., 2007).

Az ioncsatorndk sejtfelszini
szervezidése és szerepe
az immunoldgia-szinapszis kialakitdsdban

Az adaptiv (szerzett) immunvalasz a szerve-
zetre potencidlisan veszElyt jelentd struktdrak
(tovébbiakban antigének) elleni specifikus
védekezést, valamint a hosszt1 tavi védelmet
biztosité immunoldgiai meméria kialakuld-
sét foglalja magdban. Lebonyolitdsdban koz-
ponti szerepet jdtszanak a T-sejtek, amelyek
— tipustdl fiiggden — szabdlyozd, illetve végre-
hajté funkciét egyarant betolthetnek. Az
antigén felismerés¢hez az adott antigénre
specifikus receptorral (T-sejt receptor komp-
lex — TCR) rendelkezd T-sejt és az antigén-
prezentdlé sejt kozvetlen kdlesonhatdsa szitk-
séges. A folyamat sordn a TCR az antigénnek
az MHCHehérjékhez kapesol6dé kis részletée
(peptid fragmentum) ismeri fel. A felismeré-
si folyamat a két sejt kozote kialakulé kon-
takerégiéban (immunoldgiai szinapszis — IS)
jatszédik le, amelyben a TCR és az MHC/
peptid komplex mellett szimos egyéb, a ha-
tékony antigén-felismeréshez, illetve az azt
kovetd jeldtviteli folyamatok kivéltdsihoz
sziikséges fehérje feldusuldsa tapasztalhato.
Mis molekulik ugyanakkor kizirédnak az
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immunolégiai szinapszisbol. Az IS elemeinek
jOl szervezett, ugyanakkor dinamikus szerve-
z6dése alapvetd szerepet jétszik ezen moleku-
lik egytittmikodésében.

Bar az IS végs6 szerkezetének kialakuldsa
a két sejt kapesoléddsat kovetden torténik
meg, az IS t6bb elemének nem véletlenszerti
sejtfelszini elrendez8dése egyediildllé sejteken
is kimutathat6. Az MHC-1 és -11 kordbban
emlitett homo- és heteroklasztereit, valamint
a sejtek kapesoldddsit elésegité ICAM-1-
molekuldkkal val6 kolesonhatdsukat szimos
sejttipus felszinén kimutattdk. Logikusnak
tlinik a feltételezés, hogy a fenti molekulak
dltal kialakitott asszocidcids mintdzatok fon-
tos szerepet jétszhatnak az antigén-prezentd-
cié hatékonysdginak szabdlyozdsiban: a
klaszterek jelenléte megkonnyitheti a T-sejt-
tel kialakitott kapcsolatok létrejottét, elGse-
gitve ezzel a kontakerégi6 kialakitdsdt, azaz
végs soron befolydsolhatja az immunvalasz
hatékonységt. Ezt a hipotézist erdsitik meg
azok az adatok, amelyek szerint a T-sejtben
kivaltott vélasz fligg az MHC I-oligomerizdcié
(azaz a Klaszterekbe t6rténd csoportosulds)
mértékétdl (Bodndr et al., 2003).

Az antigén-felismerés dltal kivaltott T-sejt-
aktivaciéhoz nélkiilozhetetlenek a membrdn-
potencidl- (a sejtmembrin két oldala kozote
mérhetd fesziiltségkiilonbség) és kalciumfiig-
g6 jelatviteli ttvonalak. A T-sejtek ioncsator-
ndi, igy a Kvr.3 elnevezést, fesziiltségkapuzott
kéliumcsatorna, kulcsfontossiga szerepet
jétszanak mind a membranpotencidl, mind
pedig a kalciumfliggé jelatviteli folyamatok
szabdlyozdsiban. A Kvi.3 csatorndk gitldsa
gyengitheti a T-sejtek antigénre adott valaszdt,
vagy akdr annak teljes elmaraddsdt is eredmé-
nyezheti, azaz immunszupresszié (csokken-
tett immunvdlasz) érhetd el. Ennek megfele-
16en a Kvr.3-csatorna fontos célpontot jelent-

het a T-sejtekhez kéthetd autoimmun beteg-
ségek terdpidjaban.

Kolloidalis aranygombbel megjelolt csa-
torndkat tartalmazé sejtekrdl késziilt eleke-
ronmikroszkdpids felvételek analizdldsa sordn
megmutattuk, hogy —hasonléan a kordbban
emlitett fehérjékhez —a Kvi.3-csatorna elosz-
lisa sem véletlenszer(i a sejtek plazmamemb-
ranjiban. CLSM és FRET méréseink feltdr-
tdk, hogy a Kv1.3-csatorndk a TCR integréns
részét képezd CD3-fehérje fizikai kozelségé-
ben taldlhaték T=sejteken (Panyi etal., 2003).
Emellett immunoldgiai szinapszist kialakit6
T-sejteken — a T-sejt-receptorhoz hasonléan

— megfigyelhetd a Kvi.3-csatorna felddsuldsa
a T-sejt és a célsejt kozotti kontakerégioban
(Panyi et al., 2004).

A Kv1.3-csatorndk aktivitdsdnak szabdlyo-
zdsdban fontos szerepet jitszik a membrdn
osszetétele: a membran koleszterintartalmé-
nak csokkentése megvaltoztatja a csatorndk
biofizikai paramétereit. Emellett szimos adat
utal arra, hogy a Kv1.3-csatorndk lipidtutajok-
ban helyezkednek el, ezeket sajit eredménye-
ink is megerésitették (Panyi et al., 2003). A
csatorndkat tartalmazé kisméret(i tutajok na-
gyobb méretti, ceramidokban gazdag memb-
rindoménekbe t6rténd dinamikus dtrende-
z8dése figyelhetd meg T-sejek apoptdzisa
sordn. Mindezek alapjdn feltételezhetd, hogy
aKv1.3-csatorndk immunoldgiai szinapszisba
orténd dtrendezédése szintén a lipidtutajok
kozremikodésével torténik.

A Kv1.3-csatornak immunolégiai szinap-
szisba torténd dtrendezddése felveti az IS
funkcidjdnak és a csatorndk aktivitdsinak
kolesonos szabalyozdsi lehetéségét (Panyi et
al., 2004). A csatorndk IS-ba t6rténd akku-
muldcidja sordn jelentésen megvaltoznak a
Kvr.3 miik6dését jellemz6 kinetikai paramé-
terek, amelyet az dtrendezddés kovetkezmé-
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nyeként a Kv1.3-csatorndk kozelségébe kerti-
16 szabdlyozé fehérjék okozhatnak. A Kvi.3-
csatornak aktivitdsdnak véltozdsa a memb-
ranpotencidl és a kdliumfluxus szabalyozdsdn
keresztiil médosithatja az IS fehérjéinek tér-
beli elrendezédését, igy miikodését. Kimutat-
tak, hogy bizonyos autoimmun betegségek-
ben megyvltozik a Kvi.3 immunolégiai szi-
napszisba val6 dtrendezddésének dinamikéja.

Zdrszo

A fenti hdrom rendszer bemutatdsaval illuszt-
rdlni szerettiik volna a sejt felszinén taldlhaté

mintdzatok fiziolgiai és patoldgiai jelent-
ségét. Szdmos részlet még feltdrasra var, de
meggy6zédésiink, hogy a molekuldris kol-
csonhatdsok részleteinek megismerése hama-
rosan segitséget nyujt hatékony bioldgiai
terdpidk tervezésében, és a kissé tavolabbi jo-
vében pedig akdr a személyre szabott orvos-
lasban is.

Kulcsszavak: receptormintdzat, nanoklaszter,
mikroklaszter, o hisztokompatibilitdsi komplex,
receptor tirozinkindzok, ioncsatorna, immuno-

logiai szinapszis
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»Hiszem, ha ldtom”, tartja a hétkdznapi logi-
ka. Valéban, a lathaté érvek mintha minden-
nél meggyézébbek volndnak. Nincs ez
mishogy a természettudomdnyokban sem.
Egyedi molekuldk kdzvetlen megfigyelése,
tovibbd manipuldldsa és mozgatdsa tudomd-
nyos elméletek egyértelmii bizonyitékdul
szolgdl, de egytttal olyan jelenségek és folya-
matok felfedezését is lehet6vé teszi, amelyek
a molekulasokasigban rejtve maradnak. A
hagyomdnyosan alkalmazott biokémiai és
szerkezeti eljarisokban ugyanis molekulaso-
kasdgot vizsgdlunk, melyek a vizsgdlt tulaj-
donsag vagy kisérleti paraméter dtlagértékérdl
adnak informdci6t. Ezzel szemben egyedi
molekuldk vizsgilata lehetdséget ad a vizsgalt
paraméter molekuldk szerinti eloszldsanak
megismerésére. A modszerrel eddig soha nem
tapasztalt bepillantdst nyerhetiink a biomole-
kuldris szerkezet és miikodés kiilonbozd as-
pektusaiba, és bizonyos tulajdonségok, pél-
ddul a mechanikai jellemzdk, csupan ilyen
modszerekkel vizsgalhaték. Az utébbi két
évtizedben egyrészt a technikai fejldédésnek,
mdsrészt izgalmas, Gjonnan felmerild és kii-
16ndsen bioldgiai jellegli problémaknak ko-
szonhetéen az egyedi molekulakutatds fejlé-
dése nagy sebességgel tortént. Egy 6j diszcip-
lina jote létre, amely egymolekula biofizikaként
valt ismertté. Az aldbbi Gsszefoglaléban elsé-

sorban sajat eredményeken keresztiil mutat-
juk be az egymolekula biofizikdt, ezen beliil
is koncentralva az egymolekula mechanikéra.

Az egymolekula biofizika rivid torténete

A molekuldk megragaddsa és egyenként tor-
t¢n6 manipulilisa alig egy emberdltével ez-
elétt még szinte a tudomdnyos fantasztikum
vildgdba tartozo, hihetetlennek ttiné dlom
volt. Bér egyedi DNS- és fehérjemolekuldk-
16l mér az 1960-as években is késziiltek képek
elektronmikroszkdp segitségével, ezekben az
esetekben a molekuldk vizualizildsa kémiai
fixdlds, dehidrdlds, és festés vagy mds kont-
rasztnéveld eljdrds utdn oreént. Ezzel szem-
ben az egymolekula biofizikai médszerekben
a molekuldkat vizes kozegben, lehetdség
szerint a fiziolégids viszonyoknak leginkdbb
megfeleld koriilmények kozote vizsgaljuk.
Néhdny mérfoldkd az egymolekula biofizika
torténetébdl (Kellermayer, 2005): 1976-ban
egyetlen antitest-molekuldrdl készitettek fluo-
reszcencia mikroszkdpos felvételt; 1986-ban
egyedi, fluoreszcensen jelolt aktin filamen-
tumok motilitdsit kovették miozinnal bori-
tott feliileten; 1991-ben sikertilt megmérni
egyetlen miozinmolekula mechanikai lépését,
majd 1994-ben egyetlen kinezinmolekulét;
1996-ban a DNS rugalmasségit irték le egye-
di molekuldk manipuldcidja alapjin; 1997-
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