5. Fehérjék vizsgalata a biologiai funkcidk

alapjan

KELLERMAYER MIKLOS

Minden fejezetben, mint a legalapvetébb, a leglénye-

gesebb kiindulasi pontot, a név, a fogalom eredetét,

tartalmat célszer(i jra meg Ujra elismételni. A pro-

tein, fehérje (gorogiil mpwteivn — elsé szamu alkoto-

elem) név, fogalom 1838-ban sziiletett. JONS JaAKOB

BERZELIUS irta le el@szor az 1838. julius 10-i kelte-

7¢s(l, GERHARDUS JOHANNES MILDERNEK cimzett le-

velében. Arra a kérdésre, hogy mi a fehérje, harom

meghatarozas, harom definici6 van:

1. Az eredet szerinti meghatarozas: A fehérjék az él6
sejtek termékei (produktumai).

2. A molekularis anatéomiai meghatarozas: A fehérjék
moddosult aminosavpolimerek.

3. A funkciondlis meghatdrozas: A fehérjék olyan
molekulak, amelyeknek sajatos biologiai funkcidik
vannak.

Az els6é meghatdrozds kifejtése

Az eredet szerinti meghatarozas azért olyan fontos,
mert magara a lényegre, az anyag él6vé szervezddésé-
re mutat ra. Elettelen anyagbdl, még a sejteket felépi-
t6 makromolekulakbol sem tudott élélényt, él6 sejtet
eddig soha senki létrehozni! Tehat az élet maga a foly-
tonossag! Az elsé egyetlen él6 sejttdl, a leg6sibb 6s-
sejtt6l, DARWIN elnevezésében a ,,progenitortol” eltelt
3,5-4 milliard éves folytonossag. Ez egyben a fehér-
je-ujdonképzddés, a fehérjeszintézis folytonossagat is
jelenti. Igy a ,mi az élet” kérdésre az egyik lehetséges
valasz, hogy az élet = folytonos fehérje-tijdonképzddés!
Azt, hogy mennyire lényegi megallapitas ez, bizonyit-
ja a peptidkémia, a szintetikus peptidgyartds méret-
hatara. Ugyanakkor 20 perc alatt (ennyi a megketts-
z0dési, a generacids ideje) a székletiinkben tenyészo,
1-2 um nagysagu prokaridta Escherichia coli bacilus
tobb szdz, akar ezer aminosavbdl allo fehérjékbol
tobb mint 1000 félét gyart. Ez maga a csoda, az élet
csodajal Az €16 sejtek fehérjegyartasardl nagyon so-
kat tanitunk, de a hogyanrél(?), magarél a mecha-
nizmusrol azonban sajnos nagyon keveset, majdnem
semmit sem tudunk!

A masodik meghatdrozds kifejtése

A masodik, a molekularis anatomiai meghatarozas
szerint a fehérjék modosult aminosavpolimerek. Az
egyes részletek megismerésébdl, az adatokbol elmé-
leti kiegészitésekkel valamiféle ,egyezség” sziiletett a
polimerképzddésre és a polimerek modositasara is.
Ezt az ,egyezséget” — a polimer képzddésére és mo-
dositasara, vagyis magdra a fehérjék gyartasara meg-
szerkesztett és altalanosan elfogadott leirast — sajnos
ténynek kezeljiik, tuddsnak, tudomanynak tartjuk.
Igy keriilt be a tankényvekbe, igy kell megtanulni, igy
kell tudni a felnovekvd fiataloknak kozépiskolas és
egyetemi szinten egyarant.

Az emberi szervezetet felépitd 10" él6 sejtben 20
aminosav polimerizacidjabdl keletkeznek a fehérjék.
A 20-bol 11-et a sejtek szintetizalni tudnak, mig ki-
lencet — ezeket esszencidlis aminosavaknak nevezziik
— kiviilrél, a taplalékbol kell megkapni. Vagyis a fe-
hérjéink felépitéséhez sziikséges épitdelemek (ami-
nosavak) majdnem felét csak mas él6lények tudjak
szamunkra el6éllitani. A fehérjéinkben a-aminosavak
vannak, amelyek optikailag aktiv molekulak. Az elsé
(a helyzetii) szénatomhoz kapcsolédé amino- és kar-
boxilcsoportok elhelyezkedése hatarozza meg az op-
tikai aktivitast, a polarizacios fény elforgatasat, amely
lehet jobbra és balra forgatas. A fehérjéinkben csak az
egyik, csak a balra forgato, L-aminosavak fordulnak
el6. Az aminosavak amfotérek, ikerinonos szerkeze-
tlek, azaz disszocialé amino- és karboxilcsoporto-
kat tartalmaznak. Ebbdl a tulajdonsagukbol és abbdl,
hogy egyes aminosavak még egy karboxil- és mdsok
még egy aminocsoportot is tartalmazhatnak, a poli-
meriik, a peptidlanc olyan amfotér, ikerionos termé-
szetli molekula, amelynek pH 7 vagy a pH 7-tl elté-
ré sajat izoelektromos pontja van, azaz olyan pontja,
ahol semleges, ahol nincs toltése a molekulanak. Az
egyes aminosavak peptidkitéssel kapcsolodnak egy-
mashoz és képeznek lancot. A peptidkétés egy kar-
boxil- és egy aminocsoport kozott egy vizmolekula
kilépésével jon létre.
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Az aminosavak lancca, polipeptiddé fiizése az €16
sejteken beliil specialis ,,szerelémiihelyekben’, a ribo-
szomdkban folyik. A hogyan(?), vagyis a mechaniz-
mus itt sem teljesen ismert! A leiras szerint, amelyet
viszont a didkoknak meg kell tanulni, a fehérjék lét-
rehozdsaban szdimos RNS-molekulacsalad vesz részt.
Szamos RNS ,,iranyitja” a riboszomékban végbemend
polipeptidlanc-szintézist. Az rRNS-molekuldk (a ri-
boszomalis RNS) a riboszomak szerkezeti felépité-
sének fontos alkotoi. A tRNS molekulak (a transzfer
RNS) az aminosavak ,kivalasztasat”, ,kinalatanak”
biztositasat végzik. Az aminosavak sorrendjét, az
aminosavszekvencidat, amelyett a fehérjelancok elséd-
leges szerkezetének neveziink, az mRNS-molekuldk
(a messenger — hirvivé — RNS-ek) hatdrozzdk meg
a kodonjaik, bazis-,harmasaik” altal. A kodonok, az
aminosavak sorrendjét meghatarozé bazisharmasok
16s DNS-bél, DNS-b4zishdrmasokbodl szdrmaznak. A
négyféle bazist, az A-T (U) és G-C bazist figyelembe
véve elméletileg 4° = 64 kodon (bazistriplet) létezne.
Valdjaban 61 ,,é16” kodonrdl tudunk, ami azt jelenti,
hogy tbb kodon van, mint aminosav. Igy lehet, hogy
van olyan, amelyet csak egy, és van olyan, vannak
olyanok, amelyeket tobb bazistriplet hataroz meg. Va-
léban van olyan aminosav, pl. a metionin, amelynek
csak egy meghatdrozd kodonja van (AUG), és vannak
olyanok, pl. a leucin és az arginin, amelyeknek 6-6
meghatarozé kodonjuk van. Az mRNS-, az rRNS- és
a tRNS-molekuldkon kiviil az dtirds (transzkripcio)
és a polipeptidlanc-szintézis (transzlacio) véghezvite-
léhez tovabbi RNS-molekulak, mint a kis molekula-
tomegli mag-RNS-ek (snuRNS és srpRNS), valamint
mikro-RNS-ek (miRNS) vesznek részt. Mindazon-
altal magat a munkat, a fehérjeldncok szintézisét egy
sereg fehérje vezérli és hajtja végre.

Igy a molekuléris anatomiai definicié mar az ami-
nosavpolimerek keletkezésénél ,,atfed” a 3. definicio-
val, vagyis azzal, hogy a fehérjék specialis bioldgiai
funkcidkat végzé molekuldk. Az atfedés a molekuld-
ris definicid mdasodik részénél, a mddosuldsok tobb-
ségénél is tetten érhetd. Az ujdonképzdott polipep-
tidlanc elsé mddosulasanal, vagyis akkor, amikor a
lanc megcsavarodik, amikor LINUs PAULING szerint
az a-hélix kialakul, nem sziikségeltetik egy masik fe-
hérje vagy fehérjék. Viszont a peptidlanc kinyujtott
allapotban tartasa, az un. elongacié is mas fehérjé-
ket igényel. Altalanos elvként fogadhaté el, hogy az

él6 sejten beliili torténések koziil egyetlenegyre se
lehet bizonyossaggal kimondani, hogy mas fehérjék-
tol figgetlen. A fehérjelanc felcsavarodasat, az a-hé-
lix kialakuldsat a folyamat felfedez6i, LiNnus PAULING
és ROBERT COREY is és azdta a tudomany is spontan
folyamatnak, az aminosavak peptidkotéssel torténd
lancca formalasa ,,kotelezd” kovetkezményének tart-
jak. Az a-hélix-konfiguraciét a CO- és NH-csoportok
kozt kialakult hidrogénhidak stabilizaljak ugy, hogy
a hélix tengelyében a szomszédos aminosavak 1,5 A
tavolsagban vannak egymastol, és egy teljes fordu-
lathoz 3,6 aminosav sziikségeltetik. Tehat 3,6 amino-
savanként ismétlddnek a fordulatok az a-hélix-ben.
Ezt a konfiguraciot nevezziik a fehérjék, a polipep-
tidlancok mdsodlagos szerkezetének. LINus PAULING
és ROBERT COREY az a-hélixen kiviil még egy masik
standard konfiguraciot is felfedezett, amelyet 3-redd-
zott rétegnek neveztek el. Ez a konfiguracid eltér az
a-konfiguraciétél mar csak azért is, mert ebben a két
szomszédos aminosav kozti tavolsag nagyobb, az 1,5
A-mel szemben 3,5 A. A masik lényeges kiilonbség,
hogy a B-red6zott rétegben a hidrogénhidak két egy-
mas melletti peptidlancot kapcsolnak egybe, mig az
a-hélixben a hidrogénhidak a lancon beliil vannak.
Ami még lényeges, hogy mindkettd , az « és a 3 kon-
figurdcié egyiitt jelenti a fehérjék mdsodlagos szerkeze-
tét, és mindkett6t a fehérjelanc sajat belsé tulajdonsa-
ga eredményének lehet felfogni.

A fehérjelancok harmadlagos szerkezete, amely
szintén a mdédosuldsok része, az egymastol tavol esd
aminosavak kozti kotések, pl. diszulfidkotések dltal
jon létre.

A negyedleges szerkezet, amikor tobb fehérjelanc
kapcsolodik egymashoz. Az egymashoz kapcsolodd
fehérjéket altaldban a fehérjekomplex alegységeinek
nevezziilk. A modosuldsok kiilon csoportjat képezik
a szabdlyozott hasitdsok. Kilonosen az él6 sejtekbdl
kikertilt peptidhormonok, a peptid novekedési fakto-
rok, k6zos néven ,,biologiai valaszmodositok” (biolo-
gical response modifiers) keletkeznek igy. Még a sej-
teken beliil vagy a sejtek felszinén specifikus protedz
enzimek hatasdra képzédnek a specialis funkcidkat
végz0, kicsi, aktiv molekulak. A mddosuldsok har-
madik nagy csoportja, amikor bizonyos nem fehérje
természeti molekuldk reakcidkba lépnek a peptid-
lancokkal, majd hozzajuk kapcsolédnak. Ilyen pl. a
glikoproteinek nagy csoportja, amikor is a szénhidra-
tok csoportjaba tartozé molekulak kovalensen a pep-
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tidlancokhoz kapcsolédnak. A mddosulasok wjabb
kiilon csoportjat képezik azok a kapcsolatok, amikor
anorganikus elemek kétddnek a fehérjékhez. Ezek al-
taldban metalloproteinek.

A molekuldris anatémiai definicid, vagyis az, hogy
a fehérjék moddosult aminosavpolimerek, lehetévé
tette szamunkra, hogy bizonyos fokig megismerjiik,
megértsiik a lehetséges mechanizmusokat, amelyek
az €16 rendszerekben a fehérjék felfoghatatlan sokasd-
gat eredményezik. A kodonok szama és a 20 amino-
sav egyiitt a lanc méreteinek véltozhatésagaval mar a
primer szerkezetiik alapjan végtelen nagy szamu pep-
tidlanc szintézisét adja. A modosulasok sokfélesége
még tovabb biztositja, hogy a ma él6 él6lényekben,
kiilonosen az emberi szervezetben végteleniil nagy
szamu fehérje képzodhessék, és valoban képzddik is.

A harmadik meghatdrozds kifejtése

A fehérjék meghatarozott, sajatsagos bioldgiai
funkciokkal rendelkez6é molekuldk. Mivel ez a meg-
hatarozas adja ennek a fejezetnek az alapjat, érdemes
alaposabban megvizsgalnunk. Mar az el6z6 két meg-
hatarozas is sejteti, hogy a fehérjéknek bizonyosan
vannak olyan funkcidi, amelyeket kozvetlenill még
nem tudunk vagy egyaltalan nem tudhatunk vizsgal-
ni, csak kovetkeztetni tudunk rajuk az ,eredménybél”.
Késébb olyan vizsgalati mdodszereket is targyalunk
majd, amelyeket magaban az érintetlen él6 sejtekben
tudunk elvégezni, de ,a fehérjék vizsgalata biologiai
funkcidik alapjan” — ami a fejezet cime — mégis azt je-
lenti, hogy az él6 sejtekbdl fiziologidsan kikeriilt vagy
az €l sejtek elpusztitasa utan kivett fehérjéket vizs-
galunk. Az, hogy vannak olyan fehérjékhez kapcsolt
bioldgiai, sejtélettani funkciok, amelyek csak az él6
sejteken beliil zajlanak, és nincs mddszeriink, amely-
lyel ezek kozvetlentil vizsgalhatok lennének, konnyen
elfogadhato. Az a feltételezés, hogy egy fehérje az é16
sejten belill mas funkciot is betolt, mint amit a sej-
tekbdl kivéve bizonyithatunk réla, ma mar elfogadott.
Elfogadott, mert tobb bizonyiték is van arra, hogy pl.
az mRNS védelmét az él6 sejtekben bdségben eléfor-
dulé RNS-bonté enzimektél (RN-dz molekulaktol)
bizonyos glikolikus enzimek is végzik.

A harmadik 4llitas, hogy az €16 sejten beliil a fe-
hérjéknek van egy lényegi funkcidjuk, ami nem mas,
mint maga az él6 dllapot (a ,living state”) biztositd-
sa(!), ma még nincs széles korben elfogadva. Mint-
ha az élettudomany félne a ,vis vitalis” elmélet visz-

szacsempészésétél. Ugyanakkor sokkal tobb adat,
kozvetlen megfigyelés szl amellett, hogy van ,living
state”, hogy van a fehérjéknek ,,dinamikus €16 allapo-
ta’, mint ellene. Ezért helyes, ha minden fiatal ugy te-
kint a fehérjékre, mint az €16 sejtek azon alkotéelemé-
re, amelynek nem 2, hanem 3 allapota van:
o EI§ dllapot (living state).
o Nativ dllapot, ami az é16 sejtekbdl kikeriilt vagy
altalunk kivett fehérjék allapotat jeloli.
o Denaturdlt dllapot. Ezt a denaturalt allapotot
hével, savval, luggal laboratériumban koénnyen
elé lehet idézni. Ekkor a fehérjék elveszitik a
bioldgiai funkcidjukat.

Lezarva a ,mi a fehérje(?)” kérdésre adhaté 3 valaszt,
korvonalazddik, hogy ez a ,, A fehérjék vizsgalata bio-
légiai funkcioik alapjan” cimt fejezet elsddlegesen az
él6 sejtekbdl kivett vagy fiziologiasan kikeriilt fehér-
jék bioldgiai funkcidi alapjan vald vizsgalatardl fog
szolni, és csak roviden utalunk majd olyan kutatasi
iranyokra, amelyek kozvetleniil az él6 sejteken beliil
vizsgaljak, regisztraljak a fehérjefunkciokat.

Az emberi test 10" €16 sejt ,tarsadalma”. Az élta-
luk termelt 9-12 kg teljes fehérjeallomany funkcidik
alapjan 10 csoportba lett felosztva, és a kovetkezok-
ben e csoportokat ismertetjiik:

+ Immunglobulinok, antitestek és a komplement-

rendszer.

+ Motorfehérjék, kontraktilis fehérjék, intracellu-
laris vazfehérjék (citoszkeleton).

o Enzimek, biokatalizatorok.

« Hormonok.

+ Sejtnovekedést befolydsolok, sejtnovekedési
faktorok, ,,bioldgiai valasz modositok” (biologi-
cal response modifiers).

o Extracellularis szerkezeti elemek.

+ Raktarak.

o Transzportérok (szallitofehérjék).

o Ligandumok.

+ Esszencialis taplalékok.

Az egyes fehérjecsoportok ismertetésének menete:
rovid torténeti attekintéssel kezd6dik, majd kovetke-
zik a leiras, molekularis sajatossagaik ismertetése, ez-
utan funkcidik bemutatasa, végiil a funkcidik alapjan
végezhetd vizsgalatuk bemutatdsa kovetkezik.
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Immunglobulinok, antitestek
és a komplementrendszer

TORTENETI ATTEKINTES

Az antitestek, az immunglobulinok és a komplement-
rendszer felfedezésének, elnevezésének torténete ter-
mészetesen bele van agyazva az egész immunoldgia
torténetébe. Lehetne és talan kellene is EDWARD
ANTHONY JENNER (1749-1823) munkassagaval kez-
deni, hiszen méltan nevezik 6t az ,,immunolégia aty-
janak” Minden kétséget kizaréan 6 volt az elsd, aki
tudatosan immunizélt, védéoltast (vakcinaciot) al-
kalmazott. Hiressé valt a kertészének 8 éves fia, James
Phipps, akit 1796. majus 14-én beoltott egy fej6lany,
Sarah Nelmes kezén 1évé tehénhimlSholyagbol vett
folyadékkal. A fit bizonyitottan védetté valt a himld
ellen. Sok mas ériast, koztiik Louts PASTEURT (1822-
1895), RoBERT KocHoT (1843-1910), Irja Irjics
MEcsNYIKOVOT (1845-1916) kellene feltétlentil em-
liteni és felfedezéseiket ismertetni, a kitizott konkrét
cél, az antitestek felfedezésének torténete szempont-
jabol mégis mindenekel6tt PAuL EHRLICHET (1854-
1915), az 6 munkassagat kell részletesebben ismertet-
ni. Igazi kutatd volt, akinek orvosdoktori diplomaja
is volt! El6szor patologus, és a hisztoldgiai festések
érdeklik. Harminckét éves, amikor KocH ROBERT
Berlinbe, a Charite-re hivja. Egyiitt dolgozott ekkor
ADOLF VON BEHRINGGEL, a diphtheriaellenes szé-
rum kifejlesztésén. Ekkor hasznalja el6szor az antitest
(»antikorper”) fogalmat, és alkotja meg a humoralis
immunitas tandt, az ,,oldalldnc-tedriat”, miszerint a
toxinok, mint ,kulcs a zarban” kapcsolddnak a kri-
tikus sejtek felszinéhez. Ez a kotddés indukalja a spe-
cidlis antitest termelését. MECSNYIKOVVAL kozdsen
kapott 1908-ban orvosi-élettani Nobel-dijat. Ezt ko-
vetéen Dr. HATA SAHACHIROVAL, tanitvanyaval ki-
fejlesztették a syphilis elleni hatékony gydgyszert, a
Salvarsant. Fontos tudni, hogy jollehet az antitest (an-
tikorper) elnevezés EHRLICHTOL szarmazik, az elsé
rendszeres kutatasokat az antitestekkel, ill. az un. hu-
moralis immunitassal kapcsolatban EMIL ADOLF vON
BEHRING (1854-1917) és KITASATO SCHIBASABURO
(1853-1931) végezte. Kimutattak, hogy passziv im-
munizalas (védettség) érhetd el a kérokozoval fertd-
zott allati vér szérumanak befecskendezésével. EmiL
ADOLF vON BEHRING kapta az elsé orvosi-élettani
Nobel-dijat éppen az antitestekkel kapcsolatos kuta-

tasaiért 1901-ben, azaz 8 évvel kordbban, mint a név-
ad6 PauL ExrLICH. Tudomanytorténeti szempontbol
érdekes, hogy amig az antitest (antikorper) fogalmat
minden bizonnyal PAuL EnrLICcH alkotta, haszndlta
elGszor, az antigén fogalmat, elnevezést viszont a ma-
gyar DETRE (DEUTSCH) LAszL6 (1874-1939) mikro-
biolégus. Nagyon fontos, hogy egy ilyen kivalé tudos-
rél, mint amilyen DETRE LAszLO volt, mindenki, aki
az orvostudomany és az egészségtudomany terén sze-
rez felséfoka képzettséget, alapos ismeretekkel ren-
delkezzék. Nagysuranyban (ma Szlovékia) sziiletett
1874-ben, 1895-ben avattak orvosdoktorrd Budapes-
ten. A Kdrbonctani Intézetben lett asszisztens, majd
Bécsben LANDSTEINER mellett, valamint Parizsban, a
Pasteur Intézetben, MECsNYIKOV laboratériuméban
dolgozott. Itt a Pasteur Intézetben a typhus elleni im-
munitast tanulmanyozva dolgozta ki a specifikus el-
lenanyagok keletkezésének ,,antigén-tedriajat’, amely
szerint a fert6zéssel szembeni immunitas sajatos anti-
géningerre jon létre. Az ,,antigén-tedriat” a tudomany
altalanosan elfogadta, nevét azonban nem emlegetik
méltdéan. Az els6 magyar szérumintézetet, a Jenner—
Pasteur Intézetet is 6 alapitotta és vezette. Az els6 ma-
gyar nyelvli immunolégiai 6sszefoglalé munkat, ,,A
gyakorlati immunizalds tana” cimmel 1906-ban szin-
tén 6 irta. 1939-ben Washingtonban (USA) halt meg.

Az 1900-as évek elején sok tudds volt mar meg-
gy6z8dve arrdl, hogy az allatok és igy az ember véré-
ben is szabad antitestek sokasaga kering. ALMROTH
WRIGHT (1861-1947) feltételezte és bizonyitotta,
hogy a specifikus antitestek kotddnek a kivéltd bakté-
riumok felszinéhez, amely a fagocitdzisukat és ezaltal
az elpusztitasukat eredményezi. Ezt a folyamatot & ne-
vezte el opszonizacionak. MICHAEL HEIDELBERGER
(1888-1991) és OswaLD AVERY (1877-1955) figyelte
meg eldszor, hogy az antigén kicsaphaté antitesttel,
és azt is, hogy az antitest fehérje. ASTRID FAGREAUS
1948-ben fedezi fel, hogy a B-sejtekbél képzodo plaz-
masejtek termelik az antitesteket, az immunglobuli-
nokat. Az antitestek (immunglobulinok) kénnytlan-
cat GERALD EDELMAN és JosEPH GALLY fedezte fel a
hatvanas évek elején. GERALD EDELMAN és RODNEY
ROBERT PORTER megosztva kapta az orvosi-élettani
Nobel-dijat 1972-ben az antitestek, elsédlegesen az
IgG- és IgM-molekuldk szerkezetének kutatasaért.
Az IgA felfedezése THOMAS Tomasi, az IgD-é Da-
wID ROWE és JoHN FAHEY, az IgE-é KIKISHIGE IsHI-
ZAKA és TERUKI IsH1zAKA nevéhez kapcsolhato. Az
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immunglobulinok termelésének cellularis hatteré-
nek kutatidsdért, az immuntoleranca felismeréséért,
pontosabban a klonelméletért az orvosi-élettani No-
bel-dijat 1960-ban FRANK MACFARLANE BURNET
(1915-1985) és PETER BRIAN MEDAWAR (1915-1987)
kapta. Az immunglobulin-termelés genetikai hatteré-
nek kutatasaért, a variabilitas hatterében 1évé génat-
rendez6dés felfedezéséért Susumu TONEGAwA kapott
orvosi-élettani Nobel-dijat 1987-ben. Arra a kérdés-
re, hogy melyik a legmeghatarozobb felfedezés és ki
a legjelentGsebb felfedez6 az immunoldgia terén, le-
hetetlen valaszolni! Ma azt kell mondanunk, hogy az
antitestek kutatdsi, diagnosztikai és terdpias haszno-
sitdsa szempontjabol van elsd, van legkiemelkedébb
technikai vivmany! Ez - minden kétséget kizaréan
- a monoklondlis immunglobulin (antitest) termelés
technikdjanak kimunkaldsa, amelyért NieLs K. JER-
NE, GEORGES J.E. KOHLER £s CESAR MILSTEIN kapta
meg az orvosi-élettani Nobel-dijat 1984-ben.

Ami a komplementrendszer felfedezésének rovid
torténeti dttekintését illeti, HaNs ERNST AuGUST
BUCHNER (1850-1902) német orvos, bakteriologus
volt az elso, aki felfedezett egy anyagot a vérszérum-
ban, amely képes volt baktériumokat elpusztitani.
Ezt az anyagot alexinnek nevezte el, ennek adta ké-
s6bb PAuL EHRLICH a ,complement” nevet. JULES
BURDET (1870-1961) bizonyitotta be eldszor, hogy
a vérszérumban 1év6, a baktériumokat elolni ké-
pes anyag kétkomponenst. Van egy hdrezisztens és
egy hoérzékeny része. A héérzékeny frakeid az, amit
EHRrLICH komplementnek nevezett el. JACKIE STAN-
LEY és munkatarsai szereztek kiemelked6 érdemeket

a komplementfunkcié pontosabb megismerésében,
eszerint a komplementrendszer a specifikus antites-
tekkel egytitt funkcional, kozosen fejtik ki hatasukat,
de van amikor a komplement egyediil, nem specifi-
kus moédon is hat.

AZ IMMUNGLOBULONOK, AZ ANTITESTEK
ES A KOMPLEMENTEK SZERKEZETE, MOLEKULARIS
SAJATOSSAGAI

Az immunglobulinok szerkezeti sajatossagainak tel-
jes ismertetése messze meghaladja ennek a konyvnek
a kovetelményeit és ennek a fejeznek a terjedelmét. Itt
csak a lényegi sajatossagok ismertetésére keriilhet sor.
Az egyik legf6bb kozos tulajdonsaguk, hogy glikopro-
teinek. El6fordulasuk és fizikai allapotuk alapjan két
f6 csoportba sorolhatok:

« Szabad, oldat fazisban lévé immunglobulinok
(antitestek), amelyek legféképpen a vérplazma-
ban és sokkal kisebb mennyiségben, koncentra-
ciéban a kiillonboz6 testnedvekben, pl. nyalban,
horgévaladékban stb. vannak jelen.

+ Kotott formaban bizonyos B-lymphocyta-sejtek
periférids zonajaban, amelyeket ezért felszini
(sIg) vagy membran-immunglobulinnak (mIg)
neveznek.

Az alapszerkezet két nehézlancbol és két konnytilanc-
bdl diszulfidhidakkal 6sszekapcsolt Y alaka moleku-
la. Ez a molekula, jollehet 4 polipeptidlancbdl 6ssze-
kapcsolt komplex, mégis monomer (Ig-monomer) a

5-1. tabldzat. Az emberi immunglobulinok fizikai-kémiai tulajdonsagai

Immunglobulin IgG, | G, | IgG, | IgG, | gM | IgA, | IgA, sIgA IgD IgE

nehézlanc Y, Y, Y, Y, i Q a, a vagy |6 €
(12

nehézlancdomének szama 4 4 4 4 4 4 4 4 4 5
nehézlanc-molekulatémeg 51 51 60 51 65 56 52 52-56 | 69,7 | 72,5
(kilodalton)
molekulatomeg (kilodalton) 146 146 170 146 | 970 | 160 160 385 184 188
atlagos szérumkoncentracio (g/1) | 9 3 1 0,5 L5 |30 0,5 0,05 0,03 | 0,00005
szénhidrat (%) 2-3 2-3 2-3 2-3 12 7-11 | 7-11 | 7-11 9-14 | 12

(Forrds: Petranyi, Benzur, Falus: Klinikai Immunolégia. 38. old. Medicina Kényvkiad6, Budapest, 1988.)
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neve. Az emberi szervezetben fellelheté immunglo-
bulinokban &tféle nehézlanc (g, §, y, a, €) és kétféle
kénnytlanc (k, A) fordul el6. A nehézlancokban az
aminosavak szama 450-550 kozott, mig a konnyd-
lancokban 210-220 kozott valtozik. Mivel az emberi
szervezet fehérjéit felépité 20 aminosav atlagos mole-
kulatomege 100 koriil van, az aminosavak szamabdl,
ha megszorozzuk 100-zal, j6 megkozelitéssel meg-
kaphatjuk az egyes lancok, s6t az egész immunglo-
bulin-molekula (Ig-monomer) nagysagat, molekula-
tomegét is (5-1. tabldzat).

Az 6sszes immunglobulint (antitestet) osztdlyok-
ba vagy mas néven izotipusokba soroljuk. Az emberi
szervezetben, egyiitt az Osszes placentaris emldssel,
a nehézlancok eltérésébdl fakaddéan 5 izotipus (osz-
taly) van, amelyeket nagybetiikkel, abécésorrendben
a kovetkezoképpen jelolink: IgA, IgD, IgE, IgG, IgM.
Az IgD, IgE és IgG csak monomer forméban fordul
el6, az IgA lehet monomer vagy dimer. Az IgM, amely
messze a legnagyobb méreti immunglobulin, penta-
mer, azaz 5 monomer egymasba kapcsoldédasa altal
képzddott molekulakomplex. Az IgM lehet kotott
formaban az effektor B-lymphocyta sejtek felszinén
vagy szabadon a vérplazmaban. Azok az immunglo-
bulinok, amelyek sejtek felszinéhez kotottek, mint pl.
az IgM és az IgD, tartalmaznak un. ,transzmembran”
régidt. Azokban viszont, amelyek csak szabadon, ol-
dott allapotban vannak jelen a vérplazmaban vagy a
kiilonbozb testnedvekben, nincs ,transzmembrin”
régié. Az 5 immunglobulin-osztalyon belill az IgG
immunglobulinokat 4 alosztilyba (IgG, ), az IgA
immunglobulinokat 2 alosztilyba soroljuk. Mivel az
IgA monomer és dimer formaban is el6fordul (f6ként
a testnedvekben), hdromféle IgA van. Igy a teljes im-
munglobulin (osztaly-alosztaly) szam 10(!) (lasd 5-1.
tablazat).

Az immunglobulinok alapegysége, a két nehéz- és
két konnyilancbol felépilt immunglobulin-monomer
(Ig-monomer) két 6 részbol dll, az F (fragment
antigen binding) és az F_ (fragment crystallizable)
régiobol. Az F_ - és F -régi¢ kozti szakasz (kapocs-
vagy csuklo- (hinge-) régio) bizonyos proteazokkal
(pl. papain) széthasithatd, és igy kiilon-kiilon részle-
tesebben tanulmdnyozhatok.

Az Ig-monomerek felépitését ugy is vizsgalhatjuk,
hogy kiilon a nehézlancokat és kiilon a konnytilanco-
kat osztjuk régiokra szerkezetiik és funkciojuk alap-

jén. Igy a nehézlancokban is és a kénnytlancokban is
megkiilonboztethetiink konstans (allando) és varia-
bilis (valtozd) régiokat. A nehézlancokban a konstans
régio azonos az Osszes idiotipusu (osztalyu) antitest-
ben. Ami a konnytilancokat illeti, a két lanctipus (k és
\) ugy fordul el6, hogy egy antitestben vagy az egyik,
vagy a masik van jelen, azaz egy monomerben mind
a kett6é mindig azonos.

A komplementrendszer (complement system) mo-
lekuldris sajatossdgai dltalanossagban ugy jellemez-
heték mint proteazkaszkad, amely az immunreakcid,
az antigén-antitest kapcsolddas hatdsara aktivalodik.
Kiilonos jelentdsége van fert6z6 agensek (baktériu-
mok, virusok) elpusztitasaban. A komplementrend-
szer tagjai kiillonb6zé nagysagu, molekulatomegii
fehérjék. Elsédlegesen a maj termeli ezeket, de mas
sejtekben is, pl. macrophagokban, monocytakban,
a gyomor-bél és az urogenitalis traktus epithelialis
sejtjeiben is termelédnek. Stimulus nélkiil nyugalmi
(proprotein) allapotban keringenek a vérben. Mai is-
mereteink szerint tobb mint 25 fehérje alkotja a tel-
jes rendszert. Az aktivalasnak 3 utjat kiilonboztetjiik
meg:

« Klasszikus ut.

o Alternativ ut.

» Mannozkoto lektinindukalt ut.

Mivel a komplementrendszer valdjaban proteoliti-
kus rendszer, az enzimek kozott lenne/lehetne a he-
lye. Azért keriilt mégis ide, az immunglobulinokhoz,
mert a szervezetet kiils6 hatasoktdl, elsddlegesen fer-
t6zésektél védé mechanizmushoz tartozik.

AZ IMMUNGLOBULINOK, AZ ANTITESTEK
ES A KOMPLEMENTRENDSZER FUNKCIOI

Az antigénstimulusra aktivalt B-sejtek, a B-lympho-
cytak antitesttermelé plazmasejtté vagy memoriasejt-
té differencidldodnak. Az utdbbiak ,emlékeznek” az
antigénre, igy a kovetkezé talalkozaskor gyorsabb és
intenzivebb védekezésre lesz képes az egész szervezet.
A termel8kbdl, a plazmasejtekbdl, a szintézis helyérél
kikeriilt antitestek szabadon usznak a véraramban, az
oldott antitestek a ,,humoralis immunitas” (védeke-
zés) legmeghatarozobb szerepldi.
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5-2. tabldzat. Az emberi immunglobulinok funkcionalis tulajdonsagai

Immunglobulin IgG, IgG, | IgG, | G, | IgM | IgA | gD | IgE
komplementaktivalas (klasszikus tt) ++ + +++ - +++ - - -
atjut a placentan + + + - - - -
monocytahoz kot6dik + - + - - - - +
granulocytahoz kotédik + - + + - + - ,
hizésejthez kotédik - - - . - - T+
lymphocytédhoz kétddik + + + + + + - +
thrombocytdhoz kotddik + + + + - - - ?

(Forrds: Petranyi, Benzur, Falus: Klinikai Immunoldgia. 46. old. Medicina Kényvkiadd, Budapest, 1988.)

Az antitestek 3 mdédon vesznek részt a szervezet
védekezésében:

1.) Kotédnek a fert6z6 agensekhez megakada-
lyozzva belépésiiket és elszaporodasukat a szervezet-
ben. 2.) Stimulaljak a macrophag, a fagocita és mas
sejteket a patogénnek eltavolitasara 3.) Beinditjak a
patogén destrukcidjat, lebontasat elvégzé rendszere-
ket, pl. a komplementrendszert. Az egyes immun-
globulinokra lebontva az antitestek funkciéi az 5-2.
tdblazatban vannak 6sszefoglalva.

A komplementrendszer konkrét funkcidja tobbré-
td. El6szor is meg kell emliteni az ,,opszonizaciot’,
ami eldsegiti az antigén, a patogén kérokozé fagoci-
tozisat. A kemotaxis az a mechanizmus, amely a mac-
rophagok és a neutrophil leukocytak mozgositasat
stimulalja. A lizis maga a kérokozok feloldasat, szét-
roncsolasat jelenti. A komplement virusok molekula-
ris strukturajat képes megvaltoztatni, és igy az antige-
nitds megvaltoztatasaval a védekezést hatékonyabba
teheti.

AZ IMMUNGLOBULINOK ES AZ ANTITESTEK
VIZSGALATA

Az immunglobulinok és az antitestek funkcidira ira-
nyul6 vizsgalatok (A tipusua). Az egész teriilet részle-
tes leirasa tobb kézikonyv terjedelmi lenne. Az anti-
testek funkcidira irdnyul6 vizsgalatok ma egy kiilon
tudomanyteriiletet, magat az immunologiat jelentik.
Az immunolégia ma mar teljes 6nallé tudomanyterii-
let, amelynek kutatasi, diagnosztikai és terapias olda-

la egyarant van. Azok a vizsgalatok, ahol antitesteket
kiilonb6z6 molekuldk azonositasara, vérben, szévet-
nedvekben, sejtekben, sejtek felszinén az antigén ki-
mutatdsara, mennyiségi meghatarozasara hasznalunk,
tobb kutatasi teriiletetet, tobb orvosi diszciplinat érint.
Ezek: laboratériumi medicina, patoldgia, mikrobiold-
gia. Ma, a monoklondlis antitesttechnika bevezetése
6ta, mindhdrom diszciplina kutatasi és diagnosztikai
tevékenységében az antigénmolekuldk felismerése,
meghatarozasa — az immuntechnoldgia elvének alkal-
mazasa altal — egyike a legfontosabb mddszereknek.
Mindebbdl kovetkezik, hogy itt, ebben a fejezetben
csak roviden, az elvek rovid ismertetésével lehet az an-
titestekre funkcidik alapjan iranyulé vizsgalatokrol (A
tipusu vizsgalatok) szolni, illetve azokrdl a vizsgalatok-
rdl, ahol célzatosan termelt monoklondlis antitesteket
hasznalnak az antigénmolekuldk azonositdsara, méré-
sére (B tipusu vizsgalatok).

« Az antitestek vizsgalatanal elséként az egyes
osztalyokba tartozé immunglobulinok mennyi-
ségi meghatdrozdsdt emlithetjik (Al-es vizsga-
lat). Ezekhez a mérésekhez az osztalyokba tarto-
zast meghatdrozé nehézlanc konstans régidja
ellen termelt ellenanyagot hasznalunk. Maga a
meghatarozas valamelyik immunkémiai mod-
szer. A mérési eredmény a humoralis immun-
status allapotardl adhat altaldnos, nem specifi-
kus informaciét. Bizonyos betegségekben, pl.
egyes majbetegségekben diagnosztikai értékii is
lehet, ill. a betegség sulyossagardl is informalhat
az IgA, IgM, IgG immunglobulin-osztaly meny-
nyiségi meghatdrozasa.
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o Immunszerolégia vagy egyszertien csak szerolo-
gia (serology; A2-es vizsgalat). A szeroldgia az
immunoldgia tudomanydganak egyik részterii-
lete. Osszefoglalé neve azoknak a vizsgalatok-
nak, ahol diagnosztikai céllal (lehet kutatasi
céllal is) az antigén-antitest kapcsolodast, az
antitesteket, az antigén-antitest komplexumokat
hatdrozzak meg. Konkrétan a szeroldgia kereté-
ben azt vizsgaljuk, hogy van-e specialis ellen-
anyag, antitest és immunkomplex jelen a vér-
plazmaban vagy barmely testfolyadékban egy
specialis antigén ellen. Az antigén lehet barmely
kérokozd, virus, baktérium, gomba, parazita
stb., de lehet csupan idegen fehérje- vagy nem
fehérje molekula is. Bizonyos patoldgias allapo-
tokban, pl. az autoimmun betegségekben sajat
molekuldk, fehérjék és nem fehérje molekulak is
lehetnek antigének, amelyek ellen ellenanyagok
(antitestek, immunglobulinok) termelédnek.

Az immunreakcid, vagyis az antigén-antitest kapcso-
lédds felismerése, kimutathatésaga, bizonyithatosa-
ga modszertani értelemben elsédlegesen attdl fligg,
hogy az antigén alakos (korpuszkularis) elemen
van-e, vagyis szuszpenzié formdban van-e jelen a
kérdéses mintaban, vagy oldottan, valodi oldat fa-
zisban. Az alakos elem természetesen lehet sejt vagy
mas, mint pl. latexszemcse, amelyre az antigén rd van
kotve. Az antitest az antigént magan visel6 (prezenta-
16) alakos elemeket képes egymashoz kapcsolni, azaz
a szuszpendalt (lebegd) allapotbdl csapadékka for-
malni. Ezt az atalakulast agglutindcionak nevezziik.
Amikor valédi oldat fazisban 1év6 antigént kapcsol-
nak az antitest molekulak csapadékka, precipitacio-
rol beszélink! Direkt agglutindciordl, precipiticiordl
vagy egyaltalan immunreakciorél beszéliink, amikor
egyetlen antitest vesz részt a reakcioban, ez altaldban
az IgM antitestek esetében van igy. Indirekt a reakcio,
amikor masodik antitest hatasara kovetkezik be az
agglutinacio, precipitacio vagy csak az immunreakcid
detektalasa. Az agglutindcio aktiv, ha az antigén ele-
ve rajta vagy benne van a sejt periférias zonajaban, a
membranjaban vagy mads alakos elem felszini rétegé-
ben. Passziv agglutindciérol akkor beszéliink, ha vala-
milyen alakos elemhez (pl. latexszemcse) mi magunk
kotjiitk az antigént. Az agglutinaciot és a precipitaciot

kiilénboz4 tényezdk befolydsoljik. Igy a hdmérséklet,
a pH, az inkubdcids id6, az antigén-antistest arany, az
ionerdsség, a kiilonbozo feliiletaktiv (detergens ter-
meészet(i) molekuldk jelenléte stb. Az antigén-antitest
aranyban van ,kritikus arany”. Ez az az arany, ami-
kor az agglutinacio, ill. a precipitacié bekovetkezik.
A ,kritikus ardny” bizonydra a viz miatt van, hiszen a
viznek, a fehérjék vizburkanak meghatarozé szerepe
van az antigén-antitest kapcsolddasban. Sajnos azon-
ban a részletek itt sem pontosan ismertek.

Az agglutindcion alapuld tesztek, vizsgdlatok — tel-
jesség nélkiil - a kovetkezok:

 Vércsoport-szerolégia.

« Bakteridlis antigén-antitest vizsgalatok.

« Autoantitestek kimutatdsa.

« Kiilonféle hemagglutinacids tesztek.

« Coombs-teszt.

o Latexszemcsékhez kotott antigének és antitestek

alkalmazasa stb.

A precipitdcion alapulo szerologiai tesztek is sokfélék.
Részletes leirasuk a moddszertani részben taldlhatd
meg. Itt csak rovid felsorolasukra keriilhet sor:

» Mancini-technika.

« Ouchterlony-modszer.

 Immunelektroforézis.

o Immunfixacio.

+ Rakéta-immunelfo stb.

A szuszpendalt (lebegd) dllapotban marado immun-
komplexek direkt vizsgdlata altalanossagban a ne-
felometria  (tényszoras)
lehetséges. Kiilon érdemes megemliteni a ,,lézer-ne-

elvének alkalmazasaval
felometriat” és a turbidimetriat. A fluoreszcens pola-
rizdcié elvén alapuld technikdk is a lebegé immun-
komplexek kozvetlen vizsgalatat jelentik. Fontos
megjegyezni, hogy ezek a mddszerek, ezek a tech-
nikak, ahol a lebeg6, szuszpenziéban maradé anti-
gén-antitest komplexek direkt vizsgalatara keriil sor,
nem kizaroélagos szerologia (A2) modszerek, hanem
széles korben alkalmazhatok és alkalmazzak oket a
specidlisan termelt monoklondlis immunglobulino-
kat felhasznal6 (B tipusu) vizsgalatokhoz is.

A szerolégiai vizsgalatokhoz (A2) kell sorolni azo-
kat az immunfluoreszcens mikroszkdépos vizsgala-
tokat is, ahol direkt vagy indirekt modszerrel mik-
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roszképos preparatumokon vizsgaljuk az antitestek
specifikus kotédését bizonyos sejtorganellumokban
1év6 antigénekhez.

Az antitestek molekulafelismerd funkcidit felhasz-
nalé vizsgalatok (B tipust). Mint elébb mar emlitet-
tilk, részben ide tartoznak a szuszpendalt allapotban
maradé immunkomplexeket vizsgalé nefelometria,
turbidimetria, és a fluoreszcens polarizacion alapu-
16 eljarasok alkalmazhatok a specidlisan termelt mo-
noklonalis immunglobulinokat felhasznalé (B tipu-
su) vizsgalatokhoz is.

A kiilénb6z6 ELISA (enzyme-linked-immuno-sor-
bent-assay) technikak, a RIA (radioimmunoassay)
modszerek, a magas érzékenységli ,immunochemi-
luminescence” technikdk dontéen nem a szeroldgiai
modszertani arzenalhoz tartoznak, vagyis mar szoro-
san nem az immunoldgia teriiletének, hanem sokkal
nagyobb aranyban az altalanos laboratériumi diag-
nosztikdnak, a klinikai biokémidnak a mddszerei. Hi-
szen céljuk nem a vérben fellelhetd specidlis antitestek
kimutatdsa, meghatarozasa, hanem az antigének, a kis
koncentracidban jelen 1év6 peptidek, hormonok, szer-
ves molekulék pontos mérése a feladat. Igy e technikai
eljarasokat az immunmodszerek B tipusanal alkalmaz-
zak, vagyis ott, ahol a vizsgalatot végz6 termel magas
specificitdsi monoklonalis ellenanyagot, antitesteket
pontosan azzal a céllal, hogy nagy érzékenységgel és
specificitassal tudja az antigént meghatarozni, akar
diagnosztikai, akar kutatdsi célra.

Kiil6n csoportba tartoznak az un. blott, immuno-
blott technikak. Koziiliik ki kell emelni a kétdimenzids
poliakrilamid-gélelektroforetikus elvalasztast kovetd
immunoblottot. A lényeg, hogy a nagyfelbontasu két-
dimenzids poliakrilamid-gélelektroforézis gyakorlati-
lag individualis fehérjék elvalasztasat teszi lehet6vé.
Ha az elvalasztott egyedi fehérjéket harmadik dimen-
zi6s elektroforézissel nitrocellulézmembran felsziné-
re viszik, a specialis monoklonalis ellenanyaggal az
egyes fehérjék kozvetlen detektalasa végezhetd el.

A komplementrendszer funkciondlis vizsgdlata valo-
jaban a szerologia targykorébe, s igy az immunolo-
gia teriiletére tartozik. Részletesebb ismertetésére a
konyv mas fejezetében keriil sor.

Motorfehérjék, kontraktilis fehérjék,
intracellularis vazfehérjék (citoszkeleton)

TORTENETI ATTEKINTES

Az ember 6sidoktdl észlelte, tudta, hogy 6nmaga és
minden mas él6lény is, kiillondsen az allatok — szem-
ben az élettelen anyagi vilag szerepldivel - mozognak.
Olyannyira, hogy a mozgas maga az élet meghataro-
z6ja lett(!) EL, ami 6nmagaban, 6nmagat6l mozog! A
legelsé mikroszkopos megfigyelések, amelyeket AN-
TONI VAN LEEUWENHOEK (1632-1723) végzett, azt
bizonyitottak, hogy koriilottiink a vizekben és ben-
niink paranyi, szabad szemmel nem lathat6, 6nma-
guktdl, onmagukban mozgé létezdk, él6lények (pro-
tozoonok, spermiumok, baktériumok stb.) vannak.
Azt is koran felismerték az emberek, hogy a nagyobb
(soksejttl) élolényeknek, az allatoknak és természe-
tesen onmaganak, az embernek mozgasahoz kiilon
szerve van. Ez az izomzat, ami egyben mint hus a leg-
fobb taplaléka is az embernek.

Arra a kérdésre azonban a valasz, hogy pontosan
milyen anyag/anyagok és milyen mechanizmus fe-
lelds az izomzat mikodéséért, az izomzat vezérelte
mozgasokért, a negyvenes évekig gyakorlatilag tel-
jesen ismeretlen volt. Nagy biiszkeséggel kell min-
den magyar embernek, minden magyar diaknak fo-
gadnia azt a tényt, hogy az izommukodésért felelds
anyag, molekulak és a mechanizmus atfogé kutatasat
el6szor magyar kutatocsoport kezdte el és ért el ki-
magaslo eredményeket. 1940-1945 kozott Szegeden.
SZENT-GYORGYI ALBERT — miutan a C-vitaminnal
kapcsolatos kutatdsaiért 1937-ben megkapta az élet-
tani-orvosi Nobel-dijat -, munkatarsaival egytitt j
teriiletre, az izomkutatasra tért 4t. Bizvast lehet al-
litani, hogy 1938-1945 kozott Szeged, pontosabban
SzZENT-GYORGYI ALBERT intézete a Szegedi Tudo-
manyegyetemen volt a vildg izombiokémiai kutata-
sanak legjelent6sebb kozpontja [1]. Igaz, a miozin
felfedezése sokkal kordbbra, 1864-re tehetd, és WiL-
HELM KUHNE nevéhez kothetd [2], és az is igaz, hogy
a bizonyitékot arra, hogy a miozin ATP-4z funkciéval
rendelkezik, nem 6k, hanem ENGELHARDT és LYuBI-
movA fedezte fel [3], SZENT-GYORGYI ALBERTNEK és
munkatdrsainak munkaja, eredeményei 6rokérvényt
mérfoldkovek az izom, az izom biokémigja, a kont-
raktilis fehérjék kutatdsa, megismerése szempontja-
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boél. Az aktomiozin izolaldsa, majd a miozin mellett a
kontrakcidért felel6s masik fehérje, az aktin felfedezé-
se, sOt a névadas maga SZENT - GYORGYI ALBERTNEK
és munkacsoportjanak, az aktinkutatas tekintetében
kiemelten STRAUB F. BRUNONAK tulajdonithaté. Ok
fedezték fel azt is, hogy az aktin monomer, a G-aktin,
a kozeg ionerdsségétdl fiiggéen polimerré, F-aktinna
alakul.

Az izomkutatas a II. vilaghabort utan Szegeden
ugyan megszakadt, de a vildg szamos kutatéintéze-
tében, laboratériumaban tovabb folytatodott és ma
is nagy intenzitdssal folyik. A kutatasok egyszer-
re terjednek ki a szervek, a szovetek (harantcsikolt,
sima- és szivizom), a molekuldk és a mechanizmu-
sok megismerésére. A miozin-aktin-ATP rendszer
megismerése mellett az ionizalt kalciumot regulald
troponinok, a tropomiozin megismerése, a 200-at
meghaladé aktinkot6 fehérje (aktin-binding pro-
teins) leirasa, a mioglobin és az elaszticitas biztosita-
saért felelGs oriasi fehérjemolekula, a titin felfedezése
a legjelentésebb. Kiilon ki kell emelni azt a lényegi
felismerést is, hogy aktin nem csak az izomsejtekben,
hanem minden ¢él6 sejtben jelen van! Az izom-0sz-
szehuizddds, az izomkontrakcid mechanizmusara, bar
mas elméletek is 1éteznek, bizonyos mddositasokkal
a HUXLEY, NIDERGERKE és HaNsoN altal kidolgozott
csuszd filamentum modell a legelfogadottabb [4].

Az €6 sejtek bels6 vazfehérjerendszerének kutata-
sa, sOt diagnosztikai célu vizsgalata az elmalt 50 év-
ben a fehérjebiokémia, a fehérjeanalitika egyik jelen-
tOs teriiletévé lett. Az €16 sejtek belsé fehérjevazat, a
citoszkeletont harom fehérjecsoport épiti fel:

« Mikrotubularis rendszer.

o Intermedier filamentumrendszer (kozti; 100

A-5s).

» Aktinfilamenentumok, a mikrofilamentumok

rendszere.

Nem-ionos detergensekkel kezelve egyrétegli (mono-
layer) sejtkulturak sejtjein a vazfehérjerendszer egyes
alkotdelemei ellen termelt ellenanyagokat hasznalva,
indirekt immunfluoreszencia technikaval a harom-
dimenzids vazrendszer jol detektalhat6. Mivel deter-
genskezelés, vagyis a monomerek eltavolitasa utan
lehet a filamentumokat jol latni, a sejtvazat detergens-
rezisztens citoszkeletonnak szokas nevezni. Az igazsag
érdekében meg kell emliteni, hogy a sejtmagokat a
kornyezethez kipanyvazé detergensrezisztens cito-

szkeletont mi lattuk és irtuk le elséként a vilagon Pé-
csett [5]. A kontraktilis fehérjék kutatasanak legtjabb
és leggyorsabban béviilg tertilete a ,,molekularis mo-
torok, a ,,motorproteins” kutatdsa, vizsgalata.

A KONTRAKTILIS FEHERJEK, A MOTORFEHERJEK
ES A CITOSZKELETONFEHERJEK SZERKEZETE,
MOLEKULARIS SAJATOSSAGAI

A kontraktilis és a motorfehérjéket ma egységes rend-
szerben lehet és érdemes vizsgalat ala venni: a mole-
kuldris motoroknak tobb tipusat kiilonitik el:

« Aktin alapi motorok.

« Mikrotubularis filamentum alapti motorok.

+ DNS alapti motorok.

+ Rotaciés motorok, baktériumokban.

» Mechanoenzimek.

Aktin alapt motorok

Az aktin alapt motorok a miozinmolekulakkal ké-
peznek mikédé molekularis motorokat. Az aktin,
ahogyan vizsgalni tudjuk, 42 000 dalton (42 kDa)
molekulatomegti globularis fehérje (G-aktin). Fizio-
l6gias ionerdsség mellett in vitro is polimerré, F-ak-
tinna alakithato.

Ma az aktint tekintjiik az egyik leg6sibb, leggyak-
rabban el6forduld és legtomegesebb fehérjének az
egész élovilagban. Gyakorlatilag minden €16 sejtben
el6fordul, és a sejt Ossz-fehérjetartalmanak 15%-at
vagy még nagyobb hdnyadat teszi ki. Jelenlegi tuda-
sunk szerint minden sejtben monomer (G-aktin) és
polimer (F-aktin) formaban is jelen van. Az F-aktin
a nem izomsejtekben mikrofilamentum formaban, az
izomrostokban vékony, 9 nm (90 A) filamentum for-
maban van jelen. Az aktinkotd fehérjék (actin-bind-
ing proteins, ABP) szdma rohamosan novekszik. A
Wikipedia (free encyclopedia) 2010. november 8-i
kozlésében az dbécé bettii alatt tobb mint 280 specia-
lis aktinkotd fehérje van felsorolva. Az izom funkcio-
ja, a kontrakcid, az aktin alapt motorfehérje munkaja
szempontjabdl a miozin a legjelent6sebb az aktinko-
t6 fehérjék koziil. Ezért itt részletesen csak a miozin
molekularis sajatossagait ismertetjilk. Csak felsoro-
lasszinten azért érdemes néhany egyéb, ismertebb
aktinkoto fehérjét megemliteni: aldoldz, angiogenin,
annexin, brevin (gelzolin), kalpain, kaldezmon, diszt-
rofin, endosszin, fondrin, fimbrin, glikogenin, gluko-
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kinaz, hexokinaz, hsp 70, integrin, inzertin, kaptin,
miopodin, myelin basic protein, nebulin, neurokal-
cin, plasztin, p53, protein-kinaz C, porin, rapszin,
szinaptopodin, szpektrin, titin, tau, utrofin, vinkulin,
villin, WASp, cipper protein stb.

Ahogy a kontraktilis fehérjék torténeti leirasanal
korabban emlitettiik, a miozin (myosin) volt az elsé
fehérje, amelyet az izom kontraktilis apparatusabol
izolaltak, megismertek [6]. A harantcsikolt izombdl
izolalhaté miozin, amely az izom alegységében, a
miofibrillumban vastag (15 nm, 150 A) filamentum
formdban van jelen, 520 kDa nagysagu fehérjekomp-
lexum. Ma a miozinrol azt kell tudni, hogy nem egy-
séges Osszetett fehérje, hanem nagyon sokféle miozin
van. Az alegységek felépitettsége, aminosavszekven-
cidja alapjan tobb mint 100 féle miozint kiilénboz-
tetink meg. E nagyszamu miozint nehézlancaik
aminosav-0sszetétele alapjan csaladokba osztjuk.
Jelenleg 18 miozincsaladot kiilonboztetiink meg, és
azokat, romai szammal jeloljiik. Azt, amelyet els6ként
harancsikolt vazizombdl izolaltak (a 520 kDa nagysa-
gu miozin), a II. csaladba soroltak be, és a miozin II.,
ill. konvencionalis miozin nevet kapta. Ennek a beso-
rolasnak az a ,,logikaja“, magyarazata, hogy a harant-
csikolt izombdl izolalt miozinnak két ,fejrésze” van,
mikozben a nem izomsejtekbdl izolaltnak egy. Ebbol
kovetkezett, hogy a nem izomsejtekbdl izolalt ,,egyfe-
ji“ miozin keriilt az I. osztalyba miozin I., ,nem kon-
vencionalis miozin néven. A miozinokat alapvetéen
3 részre osztjuk: fej, nyak, farok. A fejrész tartalmazza
az ATP-kotd helyet, az ATP-az centrumot és az ak-
tinkotd helyet. A nyaki rész a flexibilitast adja. Ki-
16nb6z6 konnytlancok kapcsolédnak ide, ill. itt van a
kalmodulin (Ca**-regulator) fehérje kapcsolédasi he-
lye is. A farki rész molekularis 6sszetételének eltérései
miatt térnek el az egyes miozin-molekulacsaladok. A
miozin I, a konvencionalis miozin, amely idében és
mélységében a legismertebb, két (220 kDa) nehéz-
lancot (egyenként 2000 aminosavat) és négy kony-
nyt- (20 kDa) lancot tartalmaz, igy 520 000 dalton
(520 kDa) nagysagu. Az aktin alapi motorok, mint
altalaban a molekuldris motorok, kézvetleniil in vitro
kisérleti koriilmények kozott vizsgalhatok. Torténe-
tileg el6szor aktinfilamantumokon miozinnal fedett
gyongyok mozgasat kovették. Manapsag inkabb mio-
zinnal fedett targylemezen aktinfilamentumok (F-ak-
tin) mozgasat tanulmanyozzak.

Mikrotubularis alapi motorok

A mikrotubularis rendszer a citoszkeleton fontos
Osszetevdje. Rajta mint ,,sinpalyan” kétféle motorfe-
hérje mozgasat irtak le az él6 sejteken beliil és in vitro
kisérleti feltételek kozott. Ezek a dineinek és a kine-
zinek.

Magarol a ,,sinpalyardl’, a tubularis rendszerrdl,
annak molekularis sajatossagairdl azt kell tudni, hogy
két kozel azonos, 50 kDa nagysagu alegységbdl, a- és
B-tubulinbdl felépiilt, 25-30 nm atmérdjii csavaro-
dott csérendszer.

A dineinmotorok felelsek a ciliumok és a flagel-
lumok mozgasaért. A dinein (dynein) fehérjecsalad
Osszetételében és szerkezetében eltér a miozinoktdl.
1000-2000 kDa nagysagu orids molekulakomplex,
ATP-az tunkcioéval rendelkezik, azaz az ATP-vel ko-
z0lt energiat hasznalja a mikrotubularis kabelén,
»sinpalydjan” valé mozgashoz, ami a ciliumok és a
flagellumok mozgasat biztositja.

Az elmalt évtizedekben valt ismertté, hogy a mik-
rotubularis rendszernek fontos szerepe van minden
eukaridta sejtben a vezikulumok és a kiilonb6z6 or-
ganellumok mozgasaban, és ezeket a mozgdsokat a
kinezinmotorok vezérlik. Kiilonosen jelentds a vezi-
kulumok transzportja a neuronokban, ahol akar egy
meéter tavolsagot is meg kell tenni a transzport soran.
Az in vitro technikdk alkalmazaséaval sikeriilt a vezi-
kulak és a sejtorganellumok mozgatasaért felelés ki-
nezin motorfehérje-csaladot mélyebben megismerni.
A kinezinmolekula két 110 kDa nagysdgu nagyobb és
két 70 kDa nagysagu kisebb fehérjébdl all. Alakjat te-
kintve hosszukds, hossza 110 nm. Van mikrotubuld-
ris koto- és organellum-, ill. vezikulum koétdhelye, és
mint a motorfehérjék altalaban, ATP-az aktivitassal
rendelkezik.

DNS alapu motorok

A DNS alaptd mechanoenzimek mint motorfehér-
jék kutatdsa, motorként vald elfogadasa teljesen uj.
Maguk a polimerazok, az izomerazok, a girazok me-
chanikai munkat végeznek. A puszta tényt ismerte a
tudomdny kordbban is, de hogy maga a mechanika, a
mikodo erd kozvetleniil analizalhato, valoban telje-
sen Uj. Az Uj technikak tették, teszik ezt lehet6vé.

Rotacios motorok
A rotéciés motorok a prokaridtakban, a baktériu-
mokban mikodd motorok. A baktériumok ostoraik-
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kal (flagellum) mozognak. A flagellumokban a fila-
mentumok 53 kDa nagysagu flagellin alegységekbdl
éptilnek fel. A baktériumok ostoraiban m(ikodé mo-
tor teljesen eltér az eukaridtak flagellumaiban vagy
ciliumaiban mik6dé motoroktdl (lasd a spermiu-
mok vagy a bronchialis csillok mozgasat). Elszor
is az energiat nem ATP, nem ATP-az enzim aktivi-
tas adja. Nem bels6 része a sejteknek, hanem ,ext-
racellularis” képz6dmény. A motor hatékonysagara
jellemzd, hogy a baktériumsejt energidjanak csupan
1%-at hasznalja ostoranak mozgatasara. A baktérium
haladasi sebessége viszont meglehetésen nagy, 25
pm/s. Méretére vetitve és az emberrel 6sszehasonlitva
a baktérium mozgasaval azonos sebesség azt jelente-
né, hogy a 100 m-es sikfutast az embernek 5,5 ma-
sodperc (s) alatt kellene teljesitenie. A baktériumok
ostoraiban ,,protonvezérelt” motor végzi a munkat. A
protongradiens, a protondram rotaciés mozgassa val-
tozik. A hogyanra(?) biztos ismeretiink nincs, de tobb
elméletet is kialakitottak.

Mechanoenzimek csaladja

Az 6todik motorfehérje-féleség. Elsddlegesen a
szintézisnél, a riboszémakban irtak le az ilyen motor-
fehérje-mikodést. Teljesen Uj, de kétségbevonhatat-
lanul igaz, és még sok ujabb és tjabb ismeretet igérd
gondolkodast kivan a fehérjeszintézist, a transzlaciot
mechanikai eseménynek is tekinteni. Ugyancsak he-
lyes mechanikai eseményként felismerni, vizsgalni a
DNS és az RNS enzimatikus hasitasat, pl. a restrik-
ci6s endonukleazok hatasmechanizmusanal, de vala-
mennyi proteolitikus hasitasdnal is. Uj vilag tehat a
molekuldris mechanika, a molekularis motorok kuta-
tasa és j szemléletet is igényel téliink is az él6 sejtet
nem csak kémiai és fizikai rendszernek, hanem dina-
mikusan mtikddé mechanikai(!) molekularis gépe-
zetnek is tekinteni.

A KONTRAKTILIS FEHERJEK, A MOTORFEHERJEK
ES A CITOSZKELETONFEHERJEK FUNKCIOI

A torténeti részben és a molekularis sajatossagok le-
irasanal is azt kellett, azt lehetett észrevenni, hogy a
fehérjekutatds teljesen j teriiletérdl van itt sz6. Uj
szemlélet, Uj kutatdsi modszerek. Eppen ezért se a
torténeti leirast, se a molekuldris sajatossdgokat nem
lehetett a funkcid leirdsa, a funkciora utalds nélkiil

targyalni. A motorfunkci6, a mechanika mikéntjére
sok elképzelés van. Ezeknek ismertetésére azért sem
kertl itt sor, mert ma még nyilvanvaléan bizonytalan
és terjedelmes is. Maga az energia, az ATP-4z, a mak-
roerg foszfat emlegetése is ismeretnek hangzik, holott
a puszta szavak évtizedek 6ta nem visznek kozelebb
a mechanizmus mélyebb megismeréséhez. Tehat ugy
helyes elfogadni, hogy a funkci6 leirasara az el6z6 két
alfejezetben mar sor keriilt, hiszen tényszer(ien jelen-
leg tobbet allitani nem lehet.

A KONTRAKTILIS FEHERJEK,
A MOTORFEHERJEK ES A CITOSZKELETONFEHERJEK
FUNKCIOIRA IRANYULO VIZSGALATOK

A soksejtti él6lények, els6dlegesen az allatok és ter-
mészetesen az emberek mozgdsanak szerv szin-
tl vizsgalata tobb tudomanyteriiletet érint. Ezek a
vizsgalatok kiterjednek a vazizom funkcidjanak, tel-
jesitoképességének vizsgalatara. A szivmikodés, a
szivizom-kontrakcid vizsgalata a kardiologia targy-
korébe tartozik. Azoknak a szerveknek a vizsgalata,
amelyekben a mozgast simaizomsejtek 6sszehangolt
mikodése adja, a fizioldgia és az orvoslas kiillonboz6
agazataihoz tartozik.

Az egyes sejtek mechanikajanak vizsgalata nyil-
vanval6an olyan specialis mikroszkopos technikahoz
kotott, ahol az €16 sejtek kozvetleniil és folytonosan
tanulmanyozhatok. Ilyen a faziskontraszt-mikro-
szkopia, az interferenciamikroszkopia, a fluoreszcens
mikroszkodpia és a konfokalis mikroszkdpia is.

Az izolalt fehérjék mechanikajanak kozvetlen vizs-
galata teljesen Uj vilag. Kimondottan a kutatas vilaga!
Lézer alapti és fluoreszcens technikai eljarasok szelle-
mes, sokszor egyéni Otvozete adja itt a mddszertani
arzenalt.

Enzimek, biokatalizatorok

Az enzimekkel foglalkoz6é tudomaényteriiletet enzi-
moldgianak nevezzitkk. Az enzim masik, szinonim,
alternativ neve ,biokatalizator”. Molekuldris termé-
szetliket tekintve az enzimek fehérjék. Ezen allitas
igazsagtartalman semmit sem véltoztat az, hogy bi-
zonyos kisérletekben az RNS-ek enzim sajatossagat
ismerték fel. Ennek alapjan az enzimaktivitast mu-
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tatd RNS-eket ribozimnak nevezték el. A ,biokatali-
zator” elnevezés jol kifejezi, hogy az enzimek kémiai
reakciokat befolyasolnak, serkentenek, gatolnak vagy
maguk hajtanak végre. Amikor igaz allitasnak fogad-
juk el, hogy minden enzim fehérje, érdemes megvizs-
galni az allitas forditottjat is. Azt, hogy igaz lehet-e,
hogy minden fehérje enzim? Latva a sokféle fehérje
sokféle funkcidjat, elsore a valasz egyértelmiien nem!
Nem minden fehérje enzim - allitanank, azonban jol
kell tudnunk, hogy egy fehérje a léte soran tobbféle
funkciot is betdlthet, kiilondsen, amikor darabolddik.
Mas a funkcidja egészben, mint darabolédas utan.
Ismert, hogy szintéziskor minden kialakul6 peptid-
lanchoz ATP kapcsolédik. Ez jol bizonyitott az un.
elongacios fazisban. Az 4j peptidlanchoz kapcsolodo
ATP ,sorsa” haromféle lehet:

o Hasitatlanul lekeriil a lancrol.

o Elhasitodik és a foszfat a lancon kotve marad.

o Elhasitodik és az ADP marad a fehérjéhez

kotve.

Barmelyik torténik is, maga a fehérjelanc részt vesz a
reakcioban, vagyis valamilyen mdédon katalizalja azt.
Ebbdl a ténybdl fakad, hogy a léte soran legalabb egy-
szer, a kezdetnél minden fehérje enzimként is viselke-
dik. Tehat helyes ugy tekinteniink minden fehérjére,
hogy éltalanos tulajdonsaguk, ATP-kotd képességiik
miatt, mindegyik képes enzimként is viselkedni.

TORTENETI ATTEKINTES

Minden kétséget kizaréan Loulrs PASTEUR (1822-
1895) francia mikrobiologus és kémikus volt az elsd,
aki a cukor alkoholld erjesztését tanulmanyozva be-
bizonyitotta, hogy az élesztégombakbol szarmazd
anyag, amit fermentnek nevezett, felel6s a fermen-
tacidért. WILHELM KUHNE (1837-1900) német élet-
tanasz volt az elsd, aki az enzim elnevezést (,,élesztd-
bél” - gorogiil évivpo) haszndlta. EDUARD BUCHNER
(1860-1917) bizonyitotta és kozolte elséként (1897),
hogy az élesztésejtek jelenlétére nincs sziikség, hogy
a sejtekbol szarmazo anyag, amelyet ,,sucrose zyma-
se”-nak” nevezett, végrehajtsa a cukor > alkohol at-
alakitast. E felfedezéséért, nevezetesen azért, hogy
els6ként irta le a sejtmentes fermentaciot, kémiai
Nobel-dijat kapott 1907-ben. Ezt kovetden a XX.
szazadot a biokémia, az él6vilag kemizmusat felta-

ré tudomany szdzadanak szoktak tekinteni, ami vi-
szont elsédlegesen az enzimeknek, a biokatalizator
fehérjéknek a kutatasat, megismerését, felfedezését
jelentette. Az elnevezés, az enzimek ndmenklatura-
ja egyszerilen a szubsztratmolekula neve, amelynek
valamilyen atalakuldsat segiti el6, serkenti, az ,,4z”
képzovel kiegészitve.

AZ ENZIMEK, BIOKATALIZATOROK MOLEKULARIS
SAJATOSSAGAI

Az a meghatarozas, hogy az enzimek fehérjék, egy-
értelmiien meghatarozza molekularis sajatossagaikat.
Egyszoval az enzimek sokfélék (heterogének). Valo-
ban a legegyszertibb fehérjétsl, 50-100 aminosavbol
felépiilt peptidtdl (lasd bizonyos proteazok és a rest-
rikcidés endonukleazok) a sok-sok alegységbdl fel-
éptilt és nem fehérje alkotokat (pl. nyomelemeket)
is tartalmazd, tobbszazezres molekulatomegli oOrids
molekulakomplexekig, mind, mind eléfordulnak az
élovilagban. Viszont érdemes az enzimeket, mint
ahogy az Osszes fehérjét, termel6désiik logikai rend-
jében megvizsgalni. Kiilondsen érdemes ezt a logikai
rendet kovetni a diagnosztikus célu enzimoldgiaban.
Mint minden fehérjét, az enzimeket is, él6 sejtek ter-
melik. Tehat az enzimek az €16 sejt produktumai. A
masodik fontos logikai dllitas, tény, hogy az €16 sejt az
enzimeket is, mint minden fehérjét, két célbol terme-
li. Sajat hasznalatra, sajat alkotoelemének vagy ,ex-
portra’, azaz sejten kiviili felhasznalas céljabél terme-
li. Mivel a diagnosztikai célu vizsgalatokhoz a minta
altalaban a vérszérum vagy a vérplazma, fontos tudni,
hogy a vizsgalni kivant enzim vagy barmely fehérje
a két lehetdség koziil hova tartozik. Azért termeld-
dott-e, hogy maganak a sejtnek alkotdrésze legyen,
vagy azért, hogy a sejten kiviil végezzen katalitikus
vagy barmilyen mas funkciot? A sejtalkotok ugyan-
is csak a sejtek elhalasa vagy haldoklasa, atereszt6vé
valasa idején jutnak az extracelluldris teret jelentd
vérplazmdba, a kiilsé hasznosuldsra termelt fehérjék
viszont fizioldgiai uton valasztédnak ki (szecerna-
lédnak) a termel6 sejtekbdl. A vérplazmaban vagy a
vérszérumban mért aktivitasuk vagy koncentraciéjuk
jol értékelhet6é informaciot ad a termeld sejtek alla-
potarol. Azok az enzimek és mas fehérjék, amelyek
amugy sejtalkotok, magasabb aktivitassal, magasabb
koncentracioban lesznek jelen a plazmaban, amikor a
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termel6 sejteknek fokozott a kdrosodottsaga, fokozott
az elhalasi ratdja, mig a kiils6 haszndlatra termelteké
ilyenkor alacsonyabb.

AZ ENZIMEK FUNKCIOI

A pontosabb eligazodas érdekében a funkciok alap-
jan a belathatatlanul sok enzimet 6 osztalyba sorol-
juk. Az osztalyokon belill vannak csoportok, majd
maguk az egyes enzimek.

Az egyes enzimosztalyokat az 5-3. tdbldzat tartal-
mazza.

Mar a XX. szdzad kezdetén kimutattak, hogy az
enzimreakciok nem egyszerii masodrendd reakci-
ok. Tobb megfigyelésbdl azt a kovetkeztetést vontak
le, hogy az enzim komplexet kell hogy képezzen a
szubsztratjaval miel6tt atalakitja. A legegyszertbb,
két egymast kovetd 1épésbdl allé enzimfolyamat fel-
tételezett mechanizmusat és kinetikdjat MICHAELIS
és MENTEN irta le 1913-ban. Az igazsaghoz hozzatar-
tozik, hogy VicTor HENRI (1849-1933) volt az els6,
aki 1902-ben kidolgozott egy kvantitativ enzimkine-
tikai elméletet, a teljes bizonyossagot azonban a né-
met kémikus, LEONOR MICHAELIS (1875-1949) és az
6 fiatal kanadai munkatarsa, MAUD LEONORA MEN-
TEN (1879-1960) adték. Eppen ezért helyesebb Hen-
ri-Michaelis—-Menten enzimkinetikdnak, mint csak
Michaelis-Menten kinetikanak nevezni. Ezen elmé-
let szerint a legegyszertibb enzimreakci6 a kovetkezd
egyenlettel irhato le:

kl kZ
E+S <= ES ——> E+P
k _

-1

5-3. tabldzat. Enzimosztalyok

E az enzimet, S a szubsztratot, P az enzimreakcid
termékét (a produktumot) jelenti. A nyilakhoz irt
sebességi allandok indexébe irt szam a reakcidlépés
szamat, elGjele a reakci6 iranyét jeloli. Altalanossag-
ban az enzimek, a biokatalizatorok funkciojardl nem
csupan azt a tényt kell tudni, hogy kémiai reakcid-
kat katalizalnak, gyorsitanak fel, hanem a gyorsitas
mértékét is. Ez elképesztéen, megdobbentSen nagy,
a spontan atalakulds sebességének 10°-10'-szerese is
lehet. (Illusztralasképpen csak egy példa egy kozle-
ménybdl: az orotidin-5’-monofoszfat nem katalizalt,
spontan dekarboxildcidjanak féléletideje 78 milli6 év
lenne, ha viszont az orotidin-5’-foszfat-dekarboxildz
jelen van, a reakcid 25 ms alatt végbemegy [7]).

AZ ENZIMEK, BIOKATALIZATOROK FUNCIOIRA
IRANYULO VIZSGALATOK

Az enzimek funkcidinak, az enzimreakcidknak az el-
s6dleges vizsgald-, mérbeszkoze a spektrofotométer.
Pontosabban a fényelnyelésvaltozast (A extinkciot)
mérni képes specidlis spektrofotométer. A XX. sza-
zad a biokémia oriasi fejlédésének szazadaként fo-
gadhat¢ el. Ez egyben azt is jelenti, hogy a XX. szdzad
az enzimoldgia fejlddésének szazada is, ami egyben
a spektrofotometria fejlodését, széles kordi alkalma-
zasat is magaban foglalja. Az enzimaktivitas, vagyis
a szubsztratatalakitas sebességének mérhetdségénél
mar a kezdetekt6l azzal az alapvet6 problémaval talal-
koztak, hogy a szubsztratatalakulas a spektrofotomet-
ria mddszerével - az esetek donté tobbségében — koz-
vetleniil nem analizdlhatd, nem monitorozhatd, nem

Sorszdm Elnevezés Funkcio
L oxidoreduktazok elektron, ill. H* 4tvitele
II. transzferazok csoportatvitel egy szubsztratrdl egy masikra

I11. hidrolazok

vizbevitellel kovalens kotések hasitasa

V. lidzok a szubsztratmolekulat ugy hasitjak ketté, hogy az egyik termékben kett6s kotés
alakul ki,
vagy visszafelé: kettGs kotésre valod addici6 jatszodik le

V. izomerazok kiilonboz9 tipust izomerizaciot katalizalnak

VL ligazok

energiaigényes szintéziseket katalizalnak
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meérhetd. Viszont fokozatosan ismertté valt, hogy az
enzimreakciok igen nagy részében kapcsolddo fakto-
rok (kofaktorok) atalakuldsara keriil sor, ill. kapcso-
16d6 enzimreakciok (koenzimreakciok) zajlanak. A
kapcsolodo enzimreakcidk viszont sok esetben olyan
végterméket eredményeznek, amely kivaléan mér-
heté spektrofotometridasan. Technikailag az enzim-
diagnosztika, amely a laboratériumi diagnosztika
jelentds teriilete, a kapcsolt vagy indikator enzim-
reakciok termékeinek spektrofotometrias analizisére
épiilt, épiil. A kovetelmény tehat az, hogy a kapcsolt
indikatorreakcié végterméke vizben oldhato, stabil,
jol fotometralhaté (hatdrozott elnyelési maximuma
legyen, lehetdség szerint a lathat6 fénytartomanyban)
és a keletkezett végtermék mennyisége szigoruan ara-
nyos legyen a szubsztratatalakulassal. A diagnoszti-
kus enzimoldgidban a méréseknél azt is figyelembe
kell venni, hogy vannak enzimaktivitast befolyasolo
tényez6k. Ezek: a hidrogénion-koncentracié (pH), az
ionerdsség, az ionodsszetétel, a hdmérséklet és a kii-
16nb6z6 specifikus és kevésbé specifikus aktivatorok
és gatlok arzenalja. Az enzimdiagnosztika standardi-
zalasara nemzetkozi egyezségek léteznek. Manapsag
a megvalasztott hémérséklet, a mddszer és mas kon-
dicidk tekintetében egységes eléirasok vannak.

Kilon kell emlitést tenni az enzimhisztokémia
alapelvérdl. Itt is kapcsolt indikdtorreakciot alkal-
mazunk, de itt az az alapkévetelmény, hogy a lathatd
fénytartomanyban elnyel6 (szines) végtermék vizben
oldhatatlan legyen. Maradjon ott, ahol az enzim van.
Ezt az elvet alkalmazzuk az elektroforézissel elvalasz-
tott (membranban vagy gélben) izoenzimek detekta-
lasahoz.

Végiil az enzimek analitikai vizsgalata utan ,,szubszt-
ratfelismerd” képességiik méréstechnikai alkalmazasa-
16l kell szolni. Ennek kiemelkedd jelentdsége van a la-
boratériumi diagnosztikaban. Bizonyos kisebb mérett
szerves molekulak specifikus és érzékeny meghataro-
zasa csak az enzimfehérje szubsztratfelismerd sajatos-
sagaval lehetséges. A vércukor-meghatarozast pl. az
enzim-szubsztratfelismerés alkalmazasa nélkil, csak
kémiai reakcioval sokkal kisebb érzékenységgel és
pontossaggal lehet kivitelezni. Ilyen enzim szubszt-
ratfelismerésére épitett reakciot alkalmazunk a labo-
ratériumi diagnosztikaban a gliikézon kiviil szdmos
molekula, pl. koleszterin, triglicerid, karbamid, krea-
tinin, higysav stb. mérésekor.

Hormonok

A hormonok definiciéja nem konnyt. Egy bizonyos,
hogy kiilon ériasi tudomanyteriilet, ma is gyorsan
fejl6dé tudomanyteriilet, az endokrinolégia targyko-
rébe tartozik. Itt, a bioldgiai funkcidik alapjan valo
fehérjevizsgalatok altalanos fejezetében, annyit le kell
szogezni, hogy nem minden hormon peptid vagy fe-
hérje. Ebbdl az kovetkezik, hogy a hormonfogalom
nem analitikai, hanem fizioldgiai fogalom. Kozos
neve azoknak a molekuldknak, amelyek a szervezet-
ben képzddnek és mas sejtek, sejtcsoportok, szove-
tek, szervek mikodését befolyasoljak. A termelésiik
specialisan differencialodott sejtekben, altalaban mi-
rigyekben, a bels¢ elvalasztasu (endokrin) mirigyek-
ben megy végbe.

TORTENETI ATTEKINTES

A hormon fogalmat WiLLiIAM MADDOCK BAYLIS
(1860-1924) angol fiziologus és ERNEST HENRY
STARLING (1866-1927), szintén angol fiziologus al-
kotta és hasznalta el8sz6r1904-ben. Ok fedezték fel
egyiitt a szekretin hormont és szerepét a bélperisztal-
tikaban. A hormon név gorog szé és ,sarkantyuz” a
jelentése. Mara altalanos neve lett azoknak a mole-
kuldknak, amelyekkel az endokrinoldgia foglalkozik.
Igy a részletes torténeti ismeretek azok szdmara, akik
mélyebb ismeretekre vagynak az endokrinologiai ké-
zikonyvekben lelhetdk fel.

A HORMONOK MOLEKULARIS SAJATOSSAGAI

A hormonok a szervezeten belill a véraram utjan
kozvetitett molekuldk, amelyek a ,célsejtekhez”, a
»Célszervekhez” eljutva ott fejtik ki hatasukat. A hor-
monok targyalasanal talalkozunk azzal a molekuldris
szervezOdéssel, ugy is fogalmazhatunk, hogy fehér-
jemolekulak szervezddésével, amely biztositja a sejt
felszinén, hogy a hormont a szamara elérhetd helyen
»fogadjak’. Idegen szdval ezt a fogado fehérjét vagy fe-
hérjekomplexet receptornak(!) nevezziik. Amig a hor-
mon maga nem mindig fehérje, s6t az esetek jelentds
tobbségében nem az (lasd szteranvazas molekulak,
kortizol, Osztrogén, tesztoszteron stb.), a receptor
mindig fehérje. Ebbél kovetkezik, hogy a hormonok
vizsgalatan kiviil a receptorok vizsgalata is targya az
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endokrin kutatasnak és az endokrin diagnosztikanak
is. A hormonok molekuldris sajatossagukat illetéen
harom csoportba sorolhatok:

o Modosult aminosavak (pl. tiroxin, adrenalin).

« Peptidek, polipeptidek, fehérjék (pl. tireotrop
releasing hormon: TRH, kortikotropin: ACTH,
prolaktin).

« Szteroid hormonok.

A HORMONOK FUNKCIOI

Az 6sszes szamba vehetd, ismert hormon funkcidjat
itt felsorolni lehetetlen, és azért sem illenek ide, mert
jelentés hanyaduk nem fehérje. A peptid- és fehér-
jehormonok funkcidit kiemelten ismertetni szintén
nem célszer(i, mert egy sajatos tudomanyteriilet, az
endokrinolégia targykorébe tartoznak és funkciodikat
megérteni, megismerni csak az osszefiiggések isme-
retében lehet.

A HORMONOK VIZSGALATA FUNKCIOIK ALAPJAN

Kezdetben a hormonokat valéban funkcidik alapjan
vizsgaltak. Sok esetben maga a hormon még isme-
retlen volt, mégis vizsgalatokat végeztek tuléltetett
szervekkel vagy allatokon, pl. békakon. Manapsag
azonban hormonok kozvetlen meghatdrozasat vég-
zik kutatasi célu vizsgalatoknadl, de az egész endokrin
diagnosztika terén is. Ma dltaldban még a nem pep-
tid, nem fehérje hormonok meghatarozasara is els6d-
legesen monoklonalis ellenanyagokat felhasznal6 im-
munoldgiai modszereket hasznalnak. Természetesen
a kiillonb6z6 kromatografias eljarasok, koziilik elsé
helyen a folyadékkromatografia (HPLC) is a hormon-
analitika modszertani arzenaljahoz tartozik. Lehetsé-
ges azonban, hogy a jovében a tomegspektrometria
lesz a hormondiagnosztika elsdszama modszere.

A sejtnovekedést befolyasolo fehérjék,
peptidek, a sejtnovekedési faktorok,

a biologiai valaszmodositok

(»biological response modifiers”)

Mara ez a csoport Oriasira duzzadt fehérje-, peptid-

csoportot jelent. Kétségteleniil ez a fehérjecsoport at-
fedésbe keriilt a hormonokkal, pl. az inzulint felisme-

rése, izolalasa, szekvenalasa és terapias felhasznalasa
Gta tobb évtizeden 4t a hormonok kozé soroltdk, ma-
napsag viszont egyre tobb alkalommal sejtnovekedési
faktorként emlitik.

TORTENETI ATTEKINTES

A bioldgiai valaszmddosité anyagok (biological res-
ponse modifiers) 6sszefoglald elnevezés bevezetése a
hetvenes évek kozepére tehetd, ez fejezi ki leginkabb
az ide sorolt kis molekulatomegii fehérjék, peptidek
szerepét. A sejtnovekedési faktor elnevezés ettdl eltérd
anyagokra vonatkozik, kutatasuk a sejtbioldgia tjabb,
gyorsan boviild teriiletét adja. [gy ma az 6sszefoglald
elnevezés helyett az egyes molekulak kiilon vizsgalata
és csoportositasa a gyakorlat, mint pl. citokinek, lim-
fokinek, interleukinek, interferonok, transzformdld
faktorok stb. Stimulaléan hatott a sejtnovekedési fak-
tor kutatdsra, hogy 1986-ban az élettani-orvosi No-
bel-dijat STANLEY COHEN és R1TA LEVI-MONTALCINI
kapta sejtnovekedési faktor kutatasért. Mivel jelenleg
az inzulint, az 51 aminosavbdl all6 kett6s lancu pepti-
det is a sejtnovekedési faktorok kozé soroljak, itt em-
litendd, hogy ez volt az elsé fehérje, peptid, amit szek-
vendltak, és aki ezt tette nem mds, mint a kétszeres
Nobel-dijas FREDERICK SANGER (1918-). Az inzulin
szekvenaldsaért 1958-ban, a DNS-szekvendlds mdd-
szeréért 1980-ban kapott Nobel-dijat.

A SEJTNOVEKEDESI FAKTOROK, A ,,BIOLOGIAI
VALASZMODOSITOK” MOLEKULARIS SAJATOSSAGAI

A kozos tulajdonsaguk, hogy peptidek, kis moleku-
latomegti fehérjék. Sejteket ismernek fel, vagyis sze-
repet jatszanak a sejtek differencialédasaban. Itt is
lehet beszélni specialis kotéhelyekrol, kotéfehérjék-
rél, fehérjekomplexekrol, vagyis receptorokrdl. An-
nak demonstralasara, hogy milyen szertedgazé mo-
lekulacsaladroél van sz6 és mennyire az érdeklédés
kozéppontjaban vannak diagnosztikai, st terdpias
felhasznalasi lehetdségeik miatt, az emberi szerve-
zetben fellelhet bioldgiai valaszmoddositd peptidek,
sejtnovekedési faktorok nem teljes, angol nyelvii fel-
sorolasat illesztjiik ide be:

« Epidermal growth factor (EGF)

« Erythropoietin (EPO)
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« Fibroblast growth factor (FGF)

+ Granulocyte-colony stimulating factor (G-CSF)

« Granulocyte-macrophage colony stimulating
factor (GM-CSF)

« Growth differentiation factor-9 (GDF9)

« Hepatocyte growth factor (HGF)

« Hepatoma-derived growth factor (HDGF)

o Insulin-like growth factor (IGF)

 migration-stimulating factor

« Myostatin (GDF-8)

« Nerve growth factor (NGF) and other neuro-
trophins

o Platelet-derived growth factor (PDGF)

« Thrombopoietin (TPO)

« Transforming growth factor alpha (TGF-)

« Transforming growth factor beta (TGF-)

« Tumour necrosis factor alpha (TNF-o)

o Vascular endothelial growth factor (VEGF)

« Wnt Signaling Pathway

« placental growth factor (PIGF)

o Foetal Bovine Somatotrophin (FBS)

o IL-I- Cofactor for IL-3 and IL-6. Activates T
cells

o IL-2- T-cell growth factor. Stimulates IL-1 syn-
thesis. Activates B-cells and NK cells

o IL-3- Stimulates production of all non-lympho-
id cells

+ IL-4- Growth factor for activated B cells, resting
T cells and mast cells

o IL-5- Induces differentiation of activated B cells
and eosinophils

« IL-6- Stimulates Ig synthesis. Growth factor for
plasma cells

« IL-7- Growth factor for pre-B cells

o Adrenomedullin (AM)

 Autocrine motility factor

« Bone morphogenetic proteins (BMPs)

A SEJTNOVEKEDESI FAKTOROK, A ,,BIOLOGIAI
VALASZMODOSITOK” FUNKCIOI

Altaldban a funkcié a névbdl kikovetkeztethetd.
Részletezésiikre itt nem keriilhet sor, de nem is lenne
célszerti.

A SEJTNOVEKEDESI FAKTOROK, A ,,BIOLOGIAI
VALASZMODOSITOK” VIZSGALATA FUNKCIOIK
ALAPJAN

Vérplazmabeli, ill. szovetvaladékbeli koncentraciojuk
meghatdrozasat szinte kizarélag monoklonalis ellen-
anyagok felhasznalasaval végzik.

Extracellularis szerkezeti elemek

Az emberi szervezetben fellelhetd Osszes fehérjét
funkciéik alapjan 10 csoportba soroltuk. Minden
csoportndl el lehetett volna mondani, hogy nagyon
sokféle fehérje tartozik oda, és éppen a funkcidik 1é-
nyegének ismerete, a mechanizmus, ahogy hatasukat
az €16 szervezeten belill kifejtik, mélységében kevés-
sé vagy egyaltalan nem ismert. Mégis a sokszintisége
miatt és a hatdsmechanizmus lényegi ismerete tekin-
tetében is ez a fehérjecsoport, amely foként szerkezeti
elemként a sejtek felszinén a termeld sejtektdl kiilon-
boz6 tavolsagban, az extracellularis térben funkciona-
16 fehérjéket fogja Ossze, a legosszetettebb, funkcidjuk
mechanizmusat illeten a legkevésbé ismert. A sok-
sejtll él6lényekben, igy természetesen az emberi szer-
vezetben is az extracellularis térben féként szerkezeti
elemként funkciondlé fehérjéket a kotdszovet fehérje-
dallomdnyaként kellene, lehetne targyalni. Dontden ezt
is fogjuk kovetni, de itt kell, itt lehet arra utalni, hogy
a sejtek ,tarsadalom’-formalddasa, a sejtdifferencia-
l6das szempontjabdl a f6 meghatarozo a sejtekbdl ki-
nyul6 fehérjék szévedéke, az an. extracelluldris fehérje
madtrix. A sejtek differencidléddsat meghatdrozo ,,hely”
(Hans SPEMANN definicidja, amiért 1935-ben az or-
vosi-élettani Nobel-dijat kapta), Gjabb nevén ,niche”
ugyanis csak a sejtekbdl kinyuld fehérjék osszessége,
az un. ,extracellularis matrix” lehet. Ma, amikor az s-
sejt (stem cell) terapia ennyire az érdeklédés el6terébe
keriilt, a ,hely” ismerete, amelyet az adott helyen él6
sejtek felszinén 1évo, a sejtekbdl kinyulo extracellula-
ris fehérjék ,differencidcios szignalja” jelent, szintén
sok-sok tovabbi, mélyebb kutatomunkat kovetel. A
kotdszovetrost fehérjéinek és alapallomanyanak ro-
vid ismertetésén kiviil a fibrinogén-fibrin atalakulas
is ide kertil, mar csak azért is, mert a szévettudomany
(hisztologia) vilagaban a vért is a kotészovethez sorol-
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jak, mint ,,folyékony kotdszovet™-et. Végiil a mucin, a
nyakfehérjék csoportja is itt kertil emlitésre, mint az
extracellularis térben, bizonyos hamsejtek felszinén el-
helyezkedd, altaluk termelt, tobbréti funkciot betoltd
tomeges fehérje.

TORTENETI ATTEKINTES

Egy ilyen szerteagazd fehérjecsoporthoz tartozé tu-
dasunk, ismereteink teljes torténeti attekintése lehe-
tetlen, csak kiilon-kiilon lehetne ezeket ismertetni.
Csak példaként vegyiik a kollagénrostokhoz tartozd
ismereteink torténetét. A neve gorog eredetd, kolla
= ragasztd. Mar az egyiptomiak 4000 évvel ezel6tt is
allitottak el6 maguknak ,,zselatint”, ragasztot allatok
bérének megfézésével! Ezt tették az amerikai india-
nok is, gy 1500 évvel ezel6tt. A kollagénrostok szer-
kezetkutatdsa azonban csak a harmincas-negyvenes
években kezdédott. Elészor a polarizacids mikro-
szkop, majd az elektronmikroszkép és manapsag az
atomerémikroszkép mint a legmodernebb szerke-
zetkutatasi eszkoz hasznalatos a kiilonbozé rostok
finomszerkezetének mélyebb megismerésére. A ros-
tok és az alapallomany kémiai Osszetételére iranyuld
kutatasok az egész XX. szazadon at mind a mai napig
egyre fokozddd intenzitassal folytak, folynak.

AZ EXTRACELLULARIS, FOKENT SZERKEZETI
ELEMKENT FUNKCIONALO FEHERJEK MOLEKULARIS
SAJATOSSAGAI

Fehérjerostok

Altalénosségban a kotdszovetben, az extracellula-
ris térben haromféle fehérjerostot kiilonitiink el:

« Kollagénrostok.

« Elasztikus rostok.

« Racsrostok.

Kollagénrostok

Mara az emberi szervezetben 29 fajta kollagén-
rostot kiilonitiink el. A testiinket felépité 9-12 kg
teljes fehérjetartalom 25-35%-a kollagén. A 29 rost-
téleségbdl, az I. tipusu kollagén teszi ki az dsszkolla-
gén 90%-at, tehat messze ebbdl van a legtobb. Ezért
a kollagénrostok €16 szervezeten beliili ,,gyartasanak”
menetét képzddésének rovid attekintésével célszerti
bemutatni. A kollagén ,gyartasanak” két fazisa van:

sejten beliili (a kiilonboz6 fibroblastokban) és sejten
kiviili fazis.
« Sejten (fibroblaston) beliili folyamat:

1. A transzlacid soran a riboszomakon két peptid-
lanc, az a és a, lanc szintetizdlodik. Ezeket a
peptidlancokat nevezziik preprokollagénnek.

2. Az un. szignalpeptid lehasitasa utan kialakulnak
az un. pro-o-lancok.

3. A lizin és prolin aminosav a lancon belil hidro-
xilalédik. Ez a 1épés C-vitamin-fiiggo.

4. A kovetkez6 1épés a hidroxilizin glikozilacioja.

5. Két a-lancbol és egy a, -lancbol egy harmas, he-
likalis szerkezetii egység alakul ki.

6. A harmas helikalis prokollagén a Golgi-appa-
ratusban tovabbi lancokkal ,,csomagga” alakul,
amely exocitézis mechanizmus révén kijut a
sejtbol.

« Sejten kiviili atalakulasok:

1. A prokollagén-peptidaz enzim hatdsara az tn.
regisztracids peptidek lehasitdsa utdn tropokol-
lagén jon létre.

2. Tobb tropokollagénmolekula a lizil-oxidaz en-
zim hatdsara, amely a hidroxilizin- és lizinmole-
kulakat kapcsolja 0ssze, kialakitja a kollagénfib-
rillumokat, majd ezek kollagénrostokka allnak
Ossze.

3. A kollagénrostok a sejtekhez, a sejtek felszinéhez
szamos fehérjével vannak 6sszekapcsolva. Ilyen
pl. a fibronektin és az integrin.

A kulonbozé kotdszoveteken beliil a hdromféle rostot,
(a kollagén-, az elasztikus és a racsrostokat) sajitos
alapallomany, a ,,ground substance” veszi koriil. Ez az
alapallomany a legf6bb dsszetevdje alapjan proteogli-
kan dllomanynak, mas széval mukoproteinallomany-
nak nevezhetd. Benne mddosult poliszacharidok,
gliikkézaminoglikdn-molekulak kovalens kotésekkel
kapcsolodnak a vazfehérjékhez, gyakorlatilag a ros-
tokhoz. Az alapallomany felépitésében f6bb szerepet
jatszo6 modosult poliszacharidok, glitkézaminogli-
kianok a kovetkez6k: hialuronsav, dermatdn-szulfat,
kondroitin-szulfat, heparin, heparan-szulfat és kera-
tan-szulfat.

Elasztikus rostok

Ezek fehérjealegysége az elasztin, az elaunin és
az oxitalan fehérje. A fibroblastokban és bizonyos
mértékben a simaizomsejtekben termel6dnek. Mint
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ahogy a kollagénrostok képzédésének, ugyanugy az
elasztikus rostokénak is van sejten beliili és sejten ki-
viili fazisa. A képzdédés elsé fazisa a sejten beliil zajlik
az elasztin mikrofibrillinumok kialakitasaig, amely-
ben tobb fehérje is részt vesz, mint pl. a fibrillin, a
fibulin és az elasztinreceptor fehérje. Az amorf elasz-
tinbdl a sejteken kiviil keresztkotések sokasaganak
kialakuldsa utdn jon létre az elasztinvdz, az elasztikus
rostok struktdraja. Az elasztikus rostok szinte min-
den szervben, minden kétdszoveti dllomanyban eld-
fordulnak. Ezek a rugalmassag biztositékai.

Rdcsrostok

A récsrostok kollagénrostok. Ugy is lehet monda-
ni, hogy a sejtek kozelében, felszinén fellelhetd finom
kollagénrostok halézata.

Fibrinogén-fibrin

A fibrinogén-fibrin fehérjerendszer kiilon saja-
tos helyet foglal el az extracellularis szerkezeti elem-
ként funkcionald fehérjék csoportjaban. A fibrino-
gén nagy molekulatomegt (340 kDa) glikoprotein ,
amely harom par fehérjelancbol (a, B, y) épiil fel, és
a majsejtekben (hepatocytak), ill. a megakaryocytak-
ban termelddik. Normal tartomanya a vérplazmaban
meglehetdsen széles, 1,5-4,0 g/l, amely fiigg a valasz-
tott mddszertdl (leggyakrabban a Clauss-modszer).
A szervezetet ér6 kiillonboz6 hatasokra, pl. fert6zé-
sekben a fibrinogén plazmakoncentracioja nagy-
mértékben emelkedni tud. Ezért az akut fazis fehérjék
csoportjaba lett besorolva. A protrombinbdl keletke-
z6 aktiv szérumprotedz, a trombin hatasara peptidek
hasadnak le a fibrinogénrél, majd a maradék tobb-
lépcsds polimerizacio és keresztkotések utan fibrin-
halévd alakul. A fibrin a megsebzett erek mechanikai
»eltomeszelésének” hatékony vaza. A fibrinhal¢ fizi-
kai allapotvaltozasaban, kontrakciéjaban a haléba be-
keriilt, felnyilt vérlemezkéknek (thrombocytaknak)
fontos szerepiik van.

Mucin

A mucinok az extracellularis térben szerkeze-
ti elemként funkcional6 fehérjék csoportjaban saja-
tos helyet toltenek be. Az epithelialis sejtek termelik.
Orids méretiiek és nagyon sok szénhidrat-molekulét
tartalmaznak. A mucinok kiilénb6z6 konzisztenciaju
gélt képeznek az Gket termeld epithelialis sejtek fel-
szinén. A mucin alapszerkezetét adé peptidlancok

mindkét végiiknél, azaz a C- és az N-terminalisnal
is glikozilaltak. Gazdagok cisztein aminosavban, ami
lehetévé teszi, hogy a mucin monomerek diszulfid-
hidakkal egymashoz kapcsolddjanak. A mucin mo-
nomerek kozéps6é része gazdag szerin és treonin
aminosavban. Ide bdségesen O-kotott és N-kotott
oligoszacharidok halmozédnak fel. Tehat a mucin
monomerek génjei az epithelialis sejtek szintetikus
apparatusaval olyan peptideket termelnek, amelyek a
poszttranszlaciés modosulasok sordn extrém modon
glikozilalédnak, extrém moédon kotnek meg szén-
hidrat monomereket, oligomereket és polimereket.
A nagymennyiségli szénhidrat rendkiviili méretiire
emeli ezeknek a mucin molekulakomplexeknek a viz-
kotd képességét. A szénhidratok egyben megvédik a
peptidlancokat a proteolitikus degradaciotol. Az epi-
thelialis sejtekbdl 6rids mucinaggregatumok kertil-
nek ki a sejtek felszinére, amelyek molekulatomege
1-10 milli6 Da.

AZ EXTRACELLULARIS SZERKEZETI FEHERJEK
FUNKCIOI

A kotdszovet — mint a szervezetiinket felépité negye-
dik szovetféleség — nagyon sokrétl elhelyezkedésé-
ben és funkcidjiban egyardnt. Altaldnos funkcidja
a szervek elkiilonitése, funkcidjuk Osszehangolasa.
A kotdszovet sejtjei sajatos fehérjéket termelnek és
juttatnak ki az extracellularis térbe, amelyek ott egy-
részt rosttd, masrészt sajatos alapallomannya forma-
lédnak. Az egyes szovetekben a rostok és a specialis
alapallomany sokrétt funkcidinak puszta felsoroldsa
is meghaladja ennek a fejeznek a keretét, és helyesebb
is réluk a szervek funkcidit targyalo élettan tantargy
keretében tanulni.

AZ EXTRACELLULARIS SZERKEZETI FEHERJEK
VIZSGALATA

Az extracellularis fehérjerostok és az alapallomany
vizsgalata a hisztoldgia, ill. hisztopatolégia korébe tar-
tozik, vagyis kiillonb6z6 mikroszképos technikakkal
végzik. Kétségtelen, hogy a polarizaciés mikroszko-
pos technika jelents szerepet jatszott a rostfehérjék
szerkezeti kutatdsaban. Feltétleniil meg kell emliteni,
hogy a festésekkel kombinalt polarizaciés mikroszko-



120 5. fejezet Fehérjék vizsgalata a bioldgiai funkcidk alapjan

pos modszerek kidolgozasaban és altaluk a rostszer-
kezet-kutatasban Pécsett ROMHANYI GYORGYNEK és
munkatarsainak kiemelkedd szerepe volt. A mucinok
vizsgalata is a hisztoldgia, ill. hisztopatologia korébe
tartozik, csupdn a fibrinogén plazmakoncentracidja-
nak meghatdrozdsa és a fibrinogén-fibrin 4talakulas
folyamatos kovetése, a trombelasztogrdfia tartozik a
klinikai biokémia, a laboratériumi medicina targy-
korébe.

Raktarak

A fehérjék mint raktarak bizonyara sokkal szélesebb
és mélyebb szerepet toltenek be az él6lényekben és
természetesen az emberi szervezetben is, mint amit
eddig megismertiink e szerepiikrél. Bizonyosan van
raktaruk a szénhidratoknak, a zsiroknak, az amino-
savaknak és a kiillonb6z6 anorganikus elemeknek. A
raktarak pedig nem lehetnek masok, mint fehérjék,
fehérjerendszerek. Itt csak egy raktarfehérje, a vasat
(Fe®*) az €6 sejteken beliil raktarozo ferritin targyala-
sara kertil sor. Ez az a raktarozo fehérje, amit a jelek
szerint eddig legjobban megismertiink. Ugyanakkor
csak végiggondolasra utalok a kalcium (Ca) sokrét,
bonyolult raktarozasara, a csontokra. Az emberi test-
ben jé megkozelitéssel dtlagosan 1 kg kalcium (Ca)
van, amelynek donté hanyada, 99%-a a csontokban
van dinamikusan ,raktdrozva” Ez a ,raktiar” extra-
cellularis, mégis a sejtek — osteoblastok, osteoclastok,
osteocytak — vezérlik a Ca** felhalmozasat vagy ki-
szabadulasat kis peptidek (parathormon, kalcitonin,
oszteokalcin) ,,parancsara” a matrixfehérjék ,kozre-
mikodésével”. A kalciumraktart részletesen nem is-
mertetjiik itt, mar csak azért sem, mert ,,csontmeta-
bolizmus” cimen az élettan és a korélettan egy-egy
fejezetéhez tartozik.

TORTENETI ATTEKINTES

Azok szamara, akik a ferritinnnel kapcsolatos kuta-
tasi eredményekrdl, a felismerések id6rendi sorrend-
jérdl és a felfedez6krdl alaposabb ismeretekre vagy-
nak, az itt idézett osszefoglald kozleményben talalnak
részleteket [8].

A RAKTARFEHERJEK MOLEKULARIS SAJATOSSAGAI

Mivel itt most a raktarfehérjék egyetlen fehérje, a fer-
ritin példdjan keriilnek bemutatdsra, csak ennek a
molekuldris sajatossagait ismertetjiik roviden. A fer-
ritin nagy, 450 kDa molekulatomegi dsszetett globu-
laris fehérje. A ma létezd Osszes él6 szervezetben, a
prokaridta egysejtiiekben, baktériumokban épp ugy,
mint a soksejtli novények és allatok sejtjeiben szin-
tetizalodik, jelen van. Minden molekula 24 alegység-
bél, 21 kDa nehézlancu vagy/és 19 kDa konnytilanca
peptidbdl épiil fel. A 24 peptidlanc gombszeri struk-
turat képez, amelynek belsejében iiregek, csatornak
vannak a foszfationokkal és a hidroxidionokkal kris-
talyt képez6 Fe’'-ionok szamara. Egy ferritinkomp-
lex 4500 (Fe**)-iont képes dinamikusan térolni. A vas
nélkili ferritinmolekulat apoferritinnek nevezziik.
Az emberi vérplazmaban, ill. vérszérumban is van
ferritin, amely kevés vasat (a maximalis telitettség
10-12%-at) tartalmaz, és féleg konnytilancokbol épiil
fel.

A RAKTARFEHERJEK FUNKCIOI

Nyilvanvaléan minden raktarfehérjének az a funk-
cidja, hogy amit raktdroz, sziikség esetén funkciona-
lis felhasznalasra keriiljon. Ebbdl kovetkezik, hogy a
»raktarbol” a felhasznalds helyére juttatashoz ,,szalli-
tomechanizmusra” van sziikség. Ennek az allitdsnak
kiilonosen igaznak kell lenni olyan elemek, atomok,
molekuldk esetében, amelyek szabadon toxikusak,
mérgezdk. A vas ilyen! A szabad vasion Fe’* vagy Fe?*
formaban toxikus az életfolyamatokra. Nincs is sza-
bad vas az él6lényekben. Az emberi testben, szerve-
zetben sincs, se a sejteken beliil, se az extracellularis
térben. Igy természetesen a vérplazmaban sem. A
raktarak és a felhasznalas helye kozt a transzportot,
a szallitast csak fehérjék végezhetik és végzik is. Eb-
bdl fakad, hogy a raktarozas és a transzport, a szalli-
tas osszekapcsolt. A raktdr és a szallitéfehérjék tehat
egymasra utaltak, kozos rendszert képeznek. A vas-
anyagcsere jo bizonyiték erre. Ugy szdmolunk, hogy
a 70 kg-os emberi testben 4 g anorganikus vas van. A
szervezetiinkben 1év6 0sszes vasnak 65-70%-a a vo-
rosvérsejtekben, a hemoglobinban van. Mintegy 25%
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a vasraktarakban, vagyis a ferritin molekulakomple-
xekben, 5-10% a tobbi hemfehérjében (pl. mioglobin
és a citokrom fehérjékben) van. A , hivatalos” vasszal-
lit6 fehérjéhez, a transzferrinhez kotétten csak a teljes
vas 0,1-0,2%-a van. Ami a raktdrakat, a ferritin fehér-
jekomplexet illeti, azt kell vilagosan tudnunk, hogy a
testiinket felépit6 osszes sejtiinkben, tehat mind a 10"
sejtben, st a sajat sejtjeinkkel szimbidzisban €16, ha-
sonld szamu (10') prokariota sejtben, a beliinkben, a
nyalkahdrtyainkon él6 baktériumsejtekben is szinte-
tizalédik, jelen van a ferritin, a dinamikus vasraktar.
A vas sejtfelszini ,fogadasara” és sejten beliili transz-
portjara sajatos fehérjék vannak, mint a vas-reduktaz,
a kétértékd fém transzporter, a ferroportin és a kis
molekulatomegti hepcidin. Még azt kell tudni, hogy
a vékonybél nyalkahartyasejtjeiben 1év6 ferritin a sej-
ten beliili ,,fogadd” és szallitofehérjékkel ,,védozsilip-
rendszerként” és ,tovabbpostazoként” muikodik. A
sziikségletnek megfelelden ,enged be” a szervezetbe
vasat. Ugyan minden sejtiinkben van ferritin vasrak-
tar, mégis bizonyos sejtekben, mint pl. a majsejtek,
a lép és a csontveld bizonyos sejtjeiben messze tobb
ferritin van, mint a tobbi sejtben. Ezért ugy szoktuk
tekinteni, hogy a maj, a 1ép és a csontvel§ a vasrakta-
rozas f6 szervei. Abban az esetben, amikor a ferritin
talhalmozodik, aggregalédhat, és bizonyos macro-
phag sejtekben felhalmozddhat. Ezt a felhalmozddott
fehérje-vas aggregatumot hemosziderinnek nevezziik.
Az ilyen aggregatumbdl, tehat a hemosziderinbdl a
vas felszabaduldsa nehéz, vagyis a hemosziderinné
aggregalodott ferritin elveszti dinamikus ,vaskinal6”
képességét. Egy bizonyos orokletes betegségben, a
haemochromatosisban kéros mértékben szaporodik
fel a hemosziderin.

A FEHERJERAKTARAK FUNKCIOIRA IRANYULO
VIZSGALATOK

A ferritin, a 24 peptidlancbdl (féleg konnytilancbdl:
L) felépiilt 450 kDa nagysagu 6rias molekulakomplex
szabadon jelen van a vérplazmaban. Igaz, ebben az
»Usz0” vasraktarban az ,,apoferritin” nincs telepakol-
va. A lehetséges 4500 vas (Fe**) atom helyett kevesebb
mint 10-12% van a plazmaferritinben. Monoklonalis
ellenanyagot hasznédlva a plazma ferritinkoncentra-
ci6jat nagyon pontosan mérni tudjuk. A koncentra-

ciétartomany széles, férfiakat és noket kozosen véve:
15-300 pg/l. 50 pg/l alatti érték figyelmet érdemel,
hiszen jol jelzi a vasraktarak allapotat. Csokkent ér-
tékeket mériink vashianyos anémia esetén, de alul-
taplaltsag, hypothyreosis, C-vitamin-hiany esetén és
fert6z6 betegségek utan is. Emelkedett értékeket ta-
lalunk viszont haemochromatosisban és porphyriak-
ban, de mivel a ferritin akut fazis fehérje is, megté-
vesztéen emelkedett értékeket lehet mérni fertézések,
kiilonboz6 betegségek akut fazisaban is.

Transzport6rok (szallitéfehérjék)

Rendkiviil nagy fehérjecsaldd ez is! Erdemes és kell is,
hogy két csoportra osszuk:

« Sejten beliili szallitofehérjék.

« Sejten kiviili szallitok.

Ugyanakkor aszerint is célszerti két csoportra osztani,
hogy fehérjét szallitanak-e vagy mast. A sejten belii-
li ,fehérjeszallitas” koncepcidja és kutatasa uj keletd,
alig néhany évtizedre tehetd. Kiilon neve van a fehér-
jeszallito fehérjéknek, ezek a ,,chaperonok”. A chape-
ron francia eredet(i, angolba is atvett szo, jelentése
»gardedam’, vagyis az a személy, aki a fiatal lanyokat
régen a balba elkisérte. Az él6 sejten beliil ugyanis
nagy kérdés, hogy a szintézis helyérdl a peptidlancok
hogyan keriilnek az ,0sszeszerel6 muhelyekbe’, ill.
az egyes organellumokba, a funkcié helyére, az egyes
kompartmentekbe. A citoszol elnevezés azt sugallja,
hogy a képz6dott peptidek szabadon diffundalnak,
»keresgélik” a parjukat vagy a helyiiket. Ez nincs igy!
Nincs ra id6 se! Tehat az alapgondolat bizonyossa-
got eredményezett, nagy csaladja van a sejten beliil
az olyan fehérjéknek, amelyek ,,karonfogva elkisérik’,
vagy ,elcipelik” nagy gyorsasaggal a peptideket, a fe-
hérjéket ahova kell. Ezek tehat a chaperonok. Kozéjiik
tartoznak pl. a kiilonb6z6 ,,hésokkfehérjék” A sejten
beliili transzportfehérjék koncepcionalisan olyanok
is lehetnek, amelyek valamit transzportalnak, de nem
mozdulnak el a helyiikrél. Ilyenek az elektront (e”)
transzportald citokrémok. Az el6z6 részben utaltunk
arra, hogy a raktarfehérjék és a szallitéfehérjék funk-
cionalisan altalaban dssze vannak kapcsolva. Ugyan-
ez elmondhat¢ a szallitéfehérjék és a kovetkezd cso-
portba sorolt ligandumfehérjék dsszekapcsoltsagarol
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is. A globin pl. ligandumfehérje, a ,hem” a ligandu-
ma. Viszont szallito, az egyik legfontosabb szallité a
szervezetiinkben, hiszen a minden sejtiink szamadra
nélkiilozhetetlen oxigént szallitja.

TORTENETI ATTEKINTES

A széllitofehérjékrol, a kutatdsukrol, a hozzajuk tarto-
z6 felfedezésekrdl iddrendi sorrendben szamot adni
teljességgel lehetetlen. Ha egyet, pl. az extracellularis
tér, a vérplazma fontos szallitérendszerét, a lipopro-
teineket kivalasztjuk, annyit leszogezhetiink, hogy
felfedezésiik, leirasuk az ultracentrifuga kifejleszté-
séhez, alkalmazésahoz kapcsolt. Igy THEODOR SVED-
BERG (1884-1971) munkdssdganak meghatdrozo6
szerepe volt benne, aki kémiai Nobel-dijat is kapott
1926-ban a makromolekulak, molekulakomplexek
kutatdsaért, az ultracentrifuga kifejlesztéséért. Azt
is lehetetlen lenne kinyomozni, hogy az albuminrdl
ki bizonyitotta be eldszor, hogy a vériink univerzalis
»szallitomunkasa”. Szallitja a toxikus, még nem kon-
jugalt bilirubint, a zsirsavakat, a rengeteg gyogyszert,
idegen molekulat, de, hogy ki, mikor bizonyitotta be
ezeket, nemigen tudjuk és nehéz is lenne, de felesle-
ges is kinyomozni.

A TRANSZPORTOROK, A SZALLITOFEHERJEK
MOLEKULARIS SAJATOSSAGAI

A transzportfehérjék altalanosan globularis fehérjék,
fehérjekomplexek, amelyek kiilsé felszinén ,vizszere-
t6k”, hidrofilek, mig a belsejitkben hidroféb ,,iiregek”
lehetnek.

Molekularis felépitettségét, sajatossagat tekint-
ve egyértelmuen kiilonos molekula a hemoglobin és
az izmokban az oxigén ,helyre” szallitdsat biztosito
mioglobin. A mioglobinban egy globin (151 amino-
savbol allo fehérje) és egy hem van. A hemoglobin-
ban 4 globin és négy hem, 4 oxigénmolekula (O,)
szallitasara. A hemoglobin molekulatomege tehat
64 500 dalton.

A mar emlitett lipoproteinek felépitése is rendki-
viil bonyolult, rendkiviil dsszetett. A lipoproteineket
felépit6 fehérjéket kozos néven apolipoproteineknek
nevezziik. Szdamuk ma mdr meghaladja a szdzat. Az
egyes apolipoproteineket lehet az elleniik termelt mo-
noklonalis ellenanyagokkal vizsgélni.

Az anorganikus elemek, pl. a Ca®* és a Mg** nem
specifikus szallitdja az albumin, melynek ,szallito-
kedve” érzékenyen fiigg a plazma-pH-tdl. Ha emel-
kedik a pH, vagyis alkaldzis felé tolddik el, novekszik
az albumin Ca®"-koté képessége, ami izomgorcsot,
tetaniat is eredményezhet. A kisebb koncentracio-
ban jelen 1év6 szervetlen elemeknek, a ritkafémeknek
specialis szallitéjuk van. Ilyen specialis szallit6 pl. a
70 kDa nagysagu transzferrin a vas vagy a corulo-
plazmin a réz széllitasara stb.

A TRANSZPORTEREK, A SZALLITOFEHERJEK
FUNKCIOI

Nyilvanvald, hogy a funkciéjuk a szallitds. Kiilon
részletezésre itt semmi indok nincs. Egy biztos, szer-
teagazd funkcio, és sok kutatasra varo feladat van itt.

A TRANSZPORTFEHERJEK AZONOSITASA
FUNKCIOIK ALAPJAN

A fehérje altal szallitott atom vagy molekula alkalmas
és a gyakorlatban valdban fel is hasznalt maganak a
szallitéfehérjének azonositasara. Kiilonosen jol alkal-
mazhat6 ez a fehérjék elektroforetikus elvalasztasa
utdn, ha az elektroforetikus szeparalds soran a fehér-
jérél nem valik le, amit szallit. Ekkor a szallitott anyag
detektalasa a szallitofehérjét is jeloli. Erre nagyon jo
példa a lipoidelektroforézis. A szérumfehérjék elekt-
roforetikus elvalasztasa utan lipoidfestést alkalma-
zunk, és a lipoproteineket 4 frakcioban ismerhetjiik
fel: o (HDL), B3, pre-B (LDL ES VLDL) és kilomikron.
Ezek relativ ,,mennyiségi” Osszevetése hasznos diag-
nosztikai szempontbol.

Ligandumok

Fehérjeligandumok, ligandumfehérjék egyet jelen-
tenek: fehérjéket, amelyekhez valami kapcsolddik.
Ebbdl adodik, hogy nincs messze az igazsagtol az az
allitas, hogy az él6 sejtekbdl kivett vagy fiziologias
uton kijutott fehérjék tobbsége nem csak egyszerti
polimerje az aminosavaknak, hanem moddosultak,
valami kapcsolddik hozzajuk, tehat ligandumfehér-
jék. A peptidszintézis, a transzlacié utdani médosula-
sokat kozos néven poszttranszldciés modosuldsoknak
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nevezziik. Ezek tobbségében valami kapcsolodik a
peptidlanchoz. Ligandum (kapcsolt anyag) lesz része
a fehérjéknek. Igy pl., ha cukormolekulak, monosza-
charidok kapcsolédnak abbdl a célbdl(?), hogy vizben
jobban oldottak legyenek, mint ahogy a vérplazmaba
keriilt fehérjék esetében igy van, a ligandumfehérjék-
nek glikoprotein lesz a neviik. Ha fémek kapcsolod-
nak, akkor metalloproteinek, ha lipoidok, akkor lipo-
proteinek. Ligandumfehérje a K-vitamin-dependens
moddon y-karboxilez6détt protrombinmolekula is. A
fehérjékhez atomok, molekuldk kapcsolédasa azon-
ban nem csak sejten belill, intracellularisan kovetkez-
het be, hanem sejten kiviil is. Kiilonboz6 fehérjékhez,
»receptorfehérjékhez” bizonyos molekuldk, poten-
cialis gyogyszermolekuldk kapcsolddasanak kutatasa
az egész vilagon fejlett modszerekkel, fejlett szamito-
gépes technikdkkal intenziven folyik. Néhany mod-
szer, amelyet ma a ligandumkutatasban alkalmaznak:
Raman-spektroszkopia, fluoreszcens spektroszkd-
pia, cirkularis dikroizmus, magmagneses rezonancia
spektroszkopia, tomegspektrometria, atomer6-mik-
roszkdpia, kettés polarizacios interferometria, a pa-
ramagnesesség vizsgalata stb.

Esszencialis taplalékok

Ezek a fehérjék csak azért keriiltek ide, a felsorolas
végére, hogy aldzatra figyelmeztessenek. Az emberi
test fehérjéi 20 aminosavbdl épiilnek fel. Ebbdl kilen-
cet a testlinket felépité 10™ sajat sejtiink nem tud el6-

allitani. A taplalékokkal kell megkapnunk. Ha csak
egyszerten kimondjuk, hogy 9 esszencialis aminosav
van, nem fogjuk fel eléggé az ujabb bizonyitékokat
arra, hogy az életiink mas él6lényektdl fiigg. A fak-
tol, a zold novényektdl fiigg, hogy van-e oxigén, védo
6zonpajzs a Fold koriil, van-e tiszta levegd és tiszta
vizlink. Itt azt is fel kell fognunk, hogy az, hogy az
életiinket jelentd fehérjéink legyenek, mas él6lények
1ététdl fiigg. Minden tanulds végén alazattal azt kell
megérteniink és elfogadnunk, hogy tisztelniink, vé-
deniink kell az élévilagot.
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