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KIVÁLASZTÓSEJTEKKEL AZ ENDO-LIZOSZÓMÁLIS
PÁNYVÁZÓFAKTOROK ÉS MÁS FEHÉRJÉK NYOMÁBAN

Bevezetés

Az eukarióta sejtek összetett és dinamikusan változó szerkezettel bírnak. Belső

membránjaik különféle tereket zárnak közre, amelyekben a sejt többi részétől

elzártan, a sejt életéhez szükséges folyamatok (pl. fehérjeszintézis, lebontás

stb.) zajlanak. A belső membránok által alkotott sejtszervecskék viszont nem

egymástól elkülönülten léteznek, hanem folyamatos kapcsolatban és kölcsön-

hatásban állnak, bizonyos kompartmentek dinamikusan egymásba alakulni

képesek. Ez sok esetben azt jelenti, hogy az adott kompartment egy másikkal

egyesül, fúzionál. Ennek első lépése a membrán fehérje és lipid összetételének

változása, amely során a membrán más identitást nyer és ezért ahhoz olyan

effektor fehérjék toborzódnak, amelyek végső soron meghatározzák a sejt-

szervecske további sorsát [1].

Endocitózis során igen látványosan tetten érhető ez a folyamat, ugyanis amikor

a sejt anyagokat vesz fel, a kialakuló sejtszervecske - az endocitotikus veziku-

lum - a fejlődése során sok, a sejtbiológusok számára nagyon látványos változá-

son megy keresztül. Ennek megértéséhez röviden nézzük át az endoszómális

utat.

A Rab kis GTPázok és a klatrin mediált endocitózis

Az endocitózis egyik legáltalánosabb formája, a receptor mediált endocitózis során

a ligandkötött receptorok alatt a membrán betűrődik és egy klatrin burkos

mélyedés alakul ki, amelyet aztán a dinamin fehérje lecsíp, a mélyedés tehát

internalizálódik és innentől klatrin burkos vezikulumnak hívjuk. A klatrin burkot
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a vezikulum gyorsan elveszíti, a kialakult képlet neve korai endocitotikus

vezikulum, amelynek a membránját meghatározó legismertebb fehérje a Rab5

kis GTPáz [2, 3].

Mielőtt azonban tovább mennénk az endocitotikus vezikulum sorsát illetően,

tekintsük át röviden mik is azok a Rab kis GTPázok. A Rab fehérjék a Ras kis

GTPázok közé tartozó monomer G fehérjék és az Arf kis GTPázokkal (amelyek

szintén a Ras szupercsaládba tartoznak) együtt a sejten belüli membránforga-

lom legfőbb szabályozói. Lényegében időzített molekuláris kapcsolóknak

tekinthetők, amelyek bekapcsolt állapotban GTP kötöttek és membránokhoz

asszociálódnak, míg kikapcsolt állapotban GDP kötöttek és a citoszólban szolu-

bilisen helyezkednek el. A bekapcsolásukat GEF (Guanine nucleotide Exchange

Factor) fehérjék végzik úgy, hogy az inaktív Rab fehérje által kötött GDP-t GTP-re

cserélik, ami elősegíti a Rab - itt nem részletezett módon történő -

célmembránhoz asszociálódását. A Rab-ok azért tekinthetőek időzített kap-

csolóknak, mert GTPáz aktivitással bírnak, azaz a megkötött GTP-t képesek

elhidrolizálni, így csak korlátozott ideig képesek aktív állapotban maradni. A GTP

hidrolízisét, azaz a Rab kikapcsolását GAP (GTPase-Activating Protein) fehérjék

segítik, majd az inaktív Rab fehérjét GDI (GDP Dissociation Inhibitor) fehérjék

jutattják vissza a citoszólba és a ciklus kezdődhet előlröl (1.A ábra). Az aktivált

Rab fehérje legfontosabb tulajdonsága, hogy számos effektor fehérje tud hozzá
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kapcsolódni, amelyek a membrán további sorsát fogják meghatározni. A teljesség

igénye nélkül ilyen effektorok lehetnek különféle motorfehérjék, kiná- zok,

foszfatázok, pányvázófaktorok [1, 3, 4].

A korai endocitotikus vezikulum membránjához asszociált Rab5 fehérje tehát

olyan fehérjéket toboroz a membránhoz, amelyek a vezikulumot tovább irányítják

az endo-lizoszómális út következő állomása felé, amely a korai en- doszóma. A

korai endocitotikus vezikulumok egymással és magával a korai endoszómával is

képesek egyesülni. A korai endoszóma membránjában főleg még Rab5 fehérjét

találunk, de bizonyos membránrészletek Rab4 vagy Rab11 kis GTPázt is

tartalmaznak. Ugyanis a korai endoszóma az a sejtszervecske, amelyben a felvett

receptorok, ligandumok stb. további sorsa eldől. Azok a receptorok (és ligandjaik),

amelyek a fentebb említett két Rab fehérje által meghatározott membránrészekbe

kerülnek, visszajutnak, azaz reciklizálódnak a plazmamembránba, míg a többi

sorsa a lizoszómális lebontás. Ugyanis az aktív Rab5 olyan fehérjéket is köt,

amelyek a membránhoz egy másik Rab fehérjét, a Rab7-et toborozzák. Amire

az endoszóma membránja már kizárólag Rab7-et tartalmaz, addigra az

endoszóma morfológiája markánsan megváltozik: a mem- bránban megtalálható

ligandum-receptor komplexek apró intraluminális veziku- lumokba kerülnek, így

a kialakult organellumot már multivezikuláris testnek, más néven késői

endoszómának nevezzük. A Rab7 fehérje pedig olyan ef- fektorokat képes

toborozni, amelyek a késői endoszóma-lizoszóma fúziót hajtják végre, így a

felvett anyag megemésztődhet [2, 3].

Fúziós lépések az endo-lizoszómális rendszerben

Mint a fenti bevezetőből kitűnik az endoszómális út számos fúziós lépést

tartalmaz: a korai endocitotikus vezikulumok egymással és a korai endo-

szómákkal, a különféle endoszómák pedig egymással és lizoszómákkal képesek

fúzionálni. A lizoszóma a sejt számára nagyon fontos organellum, amelybe

nemcsak az endoszómális rendszer szállítmánya érkezik, hanem többek között

a sejt által lebontásra ítélt saját anyagokat (autofágia) és szekréciós granu-
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lumokat (krinofágia) is a lizoszómális rendszer bontja le. A lizoszómális fúziókat

a Rab7, Rab2 és az Arl8 kis GTPázok szabályozzák [5-11].

A vezikulafúziók a legtöbb esetben hasonlóan zajlanak, és egyik fontos kezdeti

lépésük az, hogy az aktivált Rab fehérjéhez pányvázófaktorok toborzódnak. Ezek

állhatnak egy fehérjéből vagy lehetnek több alegységes fehérje komplexek

egyaránt. Az viszont közös bennük, hogy Rab-GTP kötésre képesek, így a

fúzionálandó membránokat/vezikulumokat egymáshoz rögzítik. Ezt követően ide

SM (Sec1/Munc18) fehérjék toborzódnak és összeszerelődik a 3 vagy 4

alegységből álló, de minden esetben 4 SNARE (Soluble NSF Attachment protein

REceptor) domaint tartalmazó transz-SNARE komplex. A SNARE fehérjék közül

az egyik az egyik membránban, a többi pedig a másikban helyezkedik el, és

egymásra tekeredve képesek a két membránt összenyomva egyesíteni. Ezt a

folyamatot az SM fehérjék, vagy bizonyos esetekben maga a pányvázó komplex

is katalizálja (1.B ábra) [1, 12].

Ezáltal belátható, hogy a fúziós eseményeket irányító fehérjék nélkül veziku-

lafúzió, tehát a dinamikus sejtműködés elképzelhetetlen. Ma már több mint 60

SNARE fehérjét és számos pányvázó faktort ismerünk, amelyek a sejten belüli

membrántranszport folyamat valamelyikére többé kevésbé specifikusak. Így

ismerünk pl. a Golgi készülék (pl. COG (Conserved Oligomeric Golgi Complex)

vagy exocitózis/szekréció (pl. exocyst complex) specifikus komplexet is [13, 14].

Tanszékünkön nagy hagyománya van az egyik fő lizoszómális út, az autofágia

tanulmányozásának. Ahogyan azt fentebb is láthattuk, lizoszómába nemcsak

autofág, tehát saját eredetű anyag érkezik, hanem pl. endoszómális eredetű is,

így az utóbbi években egyre inkább az autofág és endocitotikus folyamatokat,

mint egymástól nem teljesen elválasztható lebontó útvonalakat vizsgáljuk. A

munkánk kezdetén viszont azzal a problémával szembesültünk, hogy míg az

elmúlt évtizedekben az autofágia vizsgálatára a lárvális muslica zsírszövet szinte

tökéletes modell szervnek bizonyult és számos riporter, reagens és metódus áll
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rendelkezésünkre [15, 16], addig az endocitózis, különös tekintettel az en-

doszómális fúziók vizsgálatára ilyen jól használható eszközkészletünk nem volt.

Viszont egy szerencsés véletlen következtében, amely egy különleges pányvázó

faktornak köszönhető, a helyzet mára sokat javult.

A több alegységes endoszómális-lizoszómális pányvázófaktorok - COR-

VET és HOPS

Az endoszómális-lizoszómális pányvázófaktorok és számos egyéb fehérje több-

ségét élesztőben azonosították először, amelyek a legtöbb esetben konzerváltak

többsejtűekben is. Így pl. az említett Rab5 és Rab7 fehérjék, a Rabenosyn-5

(Rbsn-5) fehérje (amely Rab5 tartalmú membránok, azaz korai endoszómák és

endocitotikus vezikulumok pányvázója) vagy a hat alegységes HOPS (HOmotypic

fusion and vacuole Protein Sorting, a Rab7, Rab2 és Arl8 tartalmú membránok,

azaz a Golgi vezikulumok, késői endoszómák, autofagoszómák és lizoszómák

pányvázója) homológjai mind megtalálhatóak magasabb rendű élőlényekben [6,

17, 18]. Azonban volt egy viszonylag későn azonosított komplex, amelynél a

konzerváltság egyáltalán nem egyértelmű. Ez a komplex a CORVET (class C cORe

Vacuole/Endosome Tethering) nevet viseli és hasonló a HOPS komplexhez.
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Élesztőben mindkét komplex tartalmaz 4 közös alegységet, a Vps (Vacuolar

protein sorting) 11, 16, 18 és 33 fehérjéket, és közülük a Vps33 SM fehérje

aktivitással is bír, tehát a komplexek a pányvázáson kívül a SNARE működéshez

is fontosak [12, 19].

A 4 alegységes „class C” mag két ellentétes végén pedig Rab kötő alegységek

találhatóak: a CORVET-ben a Rab5 kötésért felelős Vps8 és Vps3, a HOPS-ban

pedig a Rab2, illetve Rab7 kötő Vps41 és Vps39 (2. ábra) [5, 8]. A két komplexet

alkotó fehérjék egy kivételével mind konzerváltak, azonban a CORVET specifikus

Vps3 kizárólag gombákban van jelen. Így a CORVET létezése magasabb

rendűekben erősen kétséges volt. Nemrég mutatták be, hogy talán a Vps39

paralógja, a TGFBRAP1 töltheti be emlősökben a hiányzó Vps3 funkcióját, de

hogy pontosan mit is csinál az emlős CORVET és pontosan milyen endoszómákat

pányváz, az kérdéses [20, 21].
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Muslicában viszont az a különleges, hogy genomjában sem sem

nincs jelen, de a gén igen. Ezért azt szerettük volna

kideríteni, hogy mi a funkciója a Vps8-nak muslicákban, illetve létezhet-e

valamilyen más komplexforma az élesztő és emlős CORVET komplexen kívül. Első

lépésben riportert készítettünk, amely a gén promótere által szabályozottan

fejeztet ki Vps8-HA (HA: hemagglutinin) fúziós fehérjét. Viszont, amikor a

hemagglutinin-tagre specifikus ellenanyaggal megfestettük a lárvális muslica-

szerveket kiderült, hogy szinte az összes szervben a festhetőség alatti szinten

fejeződött ki a riporter. Ez alól a vérsejtek (és lárvális nyirokszervek), valamint a

lárvális kiválasztó sejtek kivételnek bizonyultak (3.A ábra) [22]. Ez nagyon fontos

nyom volt a számunkra, ugyanis ezek a sejtek végeznek legintenzívebben

endocitózist a muslica lárvákban. A vérsejtek elsősorban fagocitálnak, és a

fagocitózis vizsgálatának fontos modelljei. A kiválasztó sejtek pedig, ahogy a

nevük is mutatja a kiválasztó rendszer részei, de több szempontból is különböznek

a gerincesek hasonló funkciójú sejtjeitől.

A rovarok különleges kiválasztó sejtjei

Az emlősöktől eltérően a rovarok kiválasztó rendszere két részből áll. A szélesebb

körben ismert Malpighi edények a nitrogén-, víz- és ionháztartásáért felelősek,

míg a kiválasztó sejtek elsősorban a testfolyadékban található fölösleges/káros

anyagokat próbálják meg eltávolítani vagy legalább izolálni [23]. A kiválasztó

sejtek a szívcső falában és a nyelőcső körül koszorúszerűen helyezkednek el.

Előbbiek neve perikardiális nefrocita, utóbbiak a garland nefrociták (a garland

angolul koszorút, girlandot jelent). A két sejtféleség lényegében ugyanazt a

feladatot végzi, a felépítésük szinte teljesen azonos, különbség az

elhelyezkedésük mellett a sejtmagok számában (a perikardiális sejt egy, a

garland sejt két magvú) és a sejtalakban (az előbbi elnyújtottabb) van (3.A ábra)

[23].

Elhelyezkedésükből következik, hogy nem csatlakoznak csőrendszerhez, így a

„kiválasztandó” anyagokat a szó szoros értelmében nem képesek kiválasztani.
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Mivel a rovar keringési rendszer nyílt, így a hemolimfa nyomása nem elégséges

ahhoz, hogy a szűrőmembránon keresztül egy kiválasztó csőbe préselje a

szűrletet. A megoldást a sejt felszínén kell keresnünk: a sejtfelszínük rendkívüli

mértékben lakúnákkal (a plazmamembrán árkaival, betűrődéseivel) borított,

amelyek nyílását ultraszűrő membrán zárja le (3.B ábra). Ez a membrán

ultrastruktúráját és fehérjekészletét tekintve szinte azonos az emberivel, nagyon

szép példát mutatva arra, hogy olyan élőlényekben és szervekben találhatunk

homológiát, amelyben első ránézésre nem is várnánk [24]. A lakúnák,

betűrődések mélyén pedig rengeteg klatrin burkos mélyedés található, amely

mutatja, hogy itt igen intenzív endocitózis zajlik, tehát lényegében a sejt

folyamatosan veszi fel innen a hemolimfát, az ultraszűrő membránon mintegy

„átszívva” (3.B ábra). A felvett anyagot azután vagy reciklizálja, vagy lizoszómá-

lis rendszere segítségével bontja le. Azokat az anyagokat, pl. nehézfémeket,

amikkel nem tud mit kezdeni, a lizoszómáiban elraktározza (3.D ábra).
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Emiatt a rovar kiválasztó sejtek összességét a klasszikus irodalom „raktározó

típusú” vesének nevezi [25, 26]. Bár sok különbség van a rovar és a gerinces

vese között, az ultraszűrő membrán homológiája miatt a rovar nefrociták a

kiválasztó funkciók vizsgálatának kedvelt modelljei, de ahogy azt alább látni

fogjuk, másra is kitűnően alkalmasak.

Egy különleges pányvázókomplex, a miniCORVET azonosítása

A Vps8-HA riporter mutatta meg nekünk, hogy nefrocitákkal kell dolgoznunk, ha

a CORVET funkcióit szeretnénk muslicában tanulmányozni. Ez a sejtféleség

folyamatos, tehát nem indukált endocitózist végez, ráadásul viszonylag állandó

sebességgel. Ennek köszönhetően a garland nefrocita mind fény, mind elektron-

mikroszkópos szinten nagyon jellegzetes és szép felépítést mutat: a sejtmemb-

rán alatt közvetlenül a korai endoszómák és endocitotikus vezikulumok rétege

található, alatta a nagyobb átmérőjű Rab7 pozitív késői endoszómák rétege

található, és ezzel részben átfedve, de a sejtmagokhoz közelebb pedig a

lizoszómák és Golgi készülékek rétege van (3.C ábra, 4. ábra). A sejtben legbelül

nagy kiterjedésű ER és két sejtmag található. Mivel ezek a rétegek normálisan

mindig jelen vannak az állatban, így bármi, ami az endocitózis/lizoszóma képződés

folyamatát megzavarja igen látványos és jól detektálható fenotípust okoz.

Felismertük, hogy a Vps8 hiányában a késői endoszómák mérete igen apró lesz,

míg a korai endoszómák mérete lényegében nem változik (5.A, B ábra). Mivel a

Vps8 korai endoszómákon Rab5-öt köt, így feltételezhető, hogy ilyenkor a korai

endoszómák kialakulnak, a korai endocitotikus vezikulumok tudnak egyesülni,

de a korai endoszómák fúziója hiányában azok csak apró késői endoszómákká

képesek alakulni [22].

Mivel a fenotípus alapján a Vps8 szükséges az endoszómális fúziókhoz, ezért a

HA-tag-et csaliként felhasználva ko-immunoprecipitációs és tömegspetrometriás

vizsgálatokat végeztünk, hogy megállapítsuk, hogy vajon létezik-e CORVET a
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muslicában. Meglepetésünkre sikerült kifognunk a Vps8-HA-val a CORVET és HOPS

közös alegységeit, azaz a class C Vps fehérjéket, de csak hármat!

A Vps18, Vps33A és Vps16A komplexben volt a Vps8-al, de a Vps11 nem.

Ráadásul, míg a Vps8-al kölcsönható három class C fehérje hiányában a Rab7

mintázat a Vps8 mutáns fenotípussal megegyezőnek bizonyult, addig a Vps11

mutáns állatok késői endoszómái nemhogy nem kisebbek, hanem pont

ellenkezőleg, hatalmasak. Ez a fenotípus pedig teljesen megegyezett a Vps39 és

Vps41 HOPS specifikus alegységek funkcióvesztéses fenotípusával (5.A,D,E ábra).

Ez arra utal, hogy muslicákban létezik ugyan CORVET, viszont az kisebb - hat

helyett négy alegységes - ezért miniCORVET-nek neveztük el (2. ábra). Az, hogy

hogyan is működhet ez a kisebb komplex, az még nyitott kérdés. Eredményeink

alapján azt feltételezzük, hogy más pányvázófaktorokkal (pl. Rabenosyn-5)

működhet együtt, de ennek a lehetőségnek az igazolása/vizsgálata még hátra

van [22].
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A miniCORVET azonosítása egy további fontos jelentőséggel bírt: kezünkbe került

az a sejttípus, amely kitűnően alkalmas az endoszómális transzport és lebontás

vizsgálatára. Viszonylag könnyen preparálható, folyamatos endocitózist végez és

benne az organellumok olyan méretűek és elhelyezkedésűek, hogy azok fény-

és elektronmikroszkópiával egyaránt könnyen azonosíthatóak. Korai endoszómális

fúziók hiányában kisebb endoszómák keletkeznek (ez megjelenhet a korai, illetve

késői endoszómák szintjén is). Lizoszóma biogenezis és fúziós hiba esetén, a

lebontás hiánya miatt a késői endoszómák és hibás lizoszómák óriásira nőnek

[22].

Nefrociták használata a jövőben

A fentebbiek ismeretében egyértelműnek tűnik, hogy ezek a sejtek endocitózis

vizsgálatára kitűnőek, ennek ellenére meglepő, hogy nagyon kevés

endocitózisról/lizoszómákról szóló cikk született ennek a sejttípusnak a tanul-

mányozásával. Ezek azonban egyáltalán nem elhanyagolható jelentőségűek:

ebben a sejttípusban ismerték fel pl. az elsők között, hogy a dinamin csípi le az

endocitotikus vezikulákat a membránról [27, 28], vagy hogy az ESCRT-0

alegysége, a Hrs szükséges az endoszómák által felvett receptor-ligandkomple-

xek intraluminális vezikulákba történő felvételéhez, azaz a multivezikuláris test

képzéshez [29]. Egy későbbi munkánk során többek között a muslica nefro-

citákkal sikerült igazolnunk, hogy a Rab2 Golgi Rab kis GTPáz szükséges a

lizoszóma biogenezishez, így az endoszómális és autofág lebontáshoz [6].
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A fentieken kívül számos génről és fehérjéről feltételezzük, hogy a fentebb leírt

folyamatokban szükségesek, így az ezzel a sejtféleséggel végzett munkáink nem

fejeződtek be, sőt ugyancsak a véletlennek köszönhetően új távlatok is

megnyíltak előttünk: néhány törzsben a két sejtmag mellett apró DNS festékkel

festhető rögöket találtunk, amelyekről kiderült, hogy azok 

[30] baktériumok (6. ábra).

A Wolbachia egy Gram negatív intracelluláris baktérium, amely a Föld egyik

legelterjedtebb parazitája. A szárazföldi ízeltlábú fajok 40%-ából kimutatható,

de más gerincteleneket, pl. emberi kórokozó féregfajokat is fertőz. [31]. Obligát

parazita, azaz gazdaszervezet nélkül életképtelen, ezért endoszimbiontának vagy

reproduktív parazitának tekintik [32]. A túlélésért cserébe a gazdaszervezet más

patogénekkel szembeni ellenállóképessége látványosan megnövekszik [33, 34].

A feltételezések  szerint a baktériumot a sejtek valószínűleg receptor-mediált

endocitózissal veszik fel. [35] Az, hogy hogyan is alakulnak ki a Wolbachia

tartalmú vakuólumok, még egyáltalán nem ismert, véleményünk szerint ennek

a kérdésnek a megválaszolására is alkalmas lehet a garland nefrocita.
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