Membran mikrodomének, mikrovezikulak,
membran nanocsovek és szerepiik a
sejtfunkciokban
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> A sejtmembran ultrastruktiaraja

> A membran mikrodomének (lipid tutajok,
caveolak), avagy a lipidek és fehérjék
tarsasélete”

> Egyéb membranstruktirak (membran
mikrovezikulak és membran nanocsovek)
szerepe a sejtkommunikacioban: példak
az immunrendszer életébol

A membranfehérjék globalis szerkezete és kapcsolédasa a

lipid kettdésréteghez:

membran

1.) antigének, receptorok (single helix)

2.) ‘multi-span’ fehérjék

3.) transzport fehérjék (multi-alegység komplexek)
4.) glikozil-foszfatidilinozitol (GPI) horgonyzott periférias fehérje

5.) zsirsavval (mirisztoil-, palmitoil-, prenyl-) acilalt periférias fehérje

6.) sejtvaz strukturfehérje (pl. spektrin és analdgjai, aktin filamentumok)
7.) dinamikus kapcsol6 fehérjék (pl. ERM fehérjecsalad)

8.) transzmembran v. membran asszocialt adaptor /panyvazo fehérjék

Homogén-e a membran lipid kettosréteg?

>Lipid mikroheterogenitas tébbkomponens(i mono- és bilayerekben, liposzdmakban

(LUV): mikrokalorimetria, FRAP, ESR
> Spontan GSL, SM szegregacio két/haromkomponensti PC lipid kettGsrétegekben
> A koleszterin egy kritikus stabilizalo faktor
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Fluid (z6ld) és gél fazisu (piros) lipid domének
kétkomponensii liposzoma modellmembranban
(SNOM, Kinnunen, 2002)
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A ,Caveola mikrodomének”
elektronmikroszkdpias képe

Fibroblaszt sejtek fagyasztva tort
bels6 membranfelszinének elektron-
mikroszkopos képe

A ,caveola” membran mikrodomének szerkezete

; Membrane protein

sphingolipid = \glycerophospholipid
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ﬁ = structural/scaffolding protein
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“caveola”

50-80 nm

— Vraft” (20 nm-1pm) —,

“liquid ordered” (Lo) fazis
gangliozid
(GM1,GM3)
GPI-fehérje

fluid fazis (L,)

glicero- koleszterin szfingomielin

foszfolipidek: acilalt fehérjék
PC,PE,PS... (pl. Src kinazok)

A 'GSL domének’ stabilitasa membranokban: kiterjedt

H-hid halézat




A membran mikrodomének , detergens-rezisztensek”

i ?7 T -“er6s”/ ionos detergensek:
pl. oktil-glikozid, SDS

wagas detrrgens kuncensraria

W kioldas /szolubilizacio/
' y -“gyenge”/nem ionos
esy g detergensek:

Kencen iricin wimluhilizaris

Pl il pl. Triton X-100, CHAPS, NP-
Brij 97, Lubrol

Részleges vagy teljes rezisztencia
foszfolipid

A lipid ,tutajok” (raftok)
kémiai definicioja

=3

NE » koleszterin
detergens-érzékeny Jipid raft

A sejtmembran lipid raft dinamikajanak modellje

“kis GPI domének”
(fehérjék+lipid shell)

kiilso, belso6 rétegben, 3
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“core raftok”

(kiils6 réteg stabilizalt

ligand v. antitest kotés “signaling raftok”

és crosslinking altal) (illeszkedo kiils6 és bels6

stabilabb (T: ~ s) rétegbeli domének)
stabil (1: ~perc)
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“ tutajozo fehérjék”: - GPI-horgonyzott (EC oldal)
) - acilalt (dupla palmitoilalt, mirisztoilalt, prenilalt stb.) (IC oldal)
- transzmembran fehérjék (ED, TRMD, CPD)

A ,tetraspan web,: TM4-SF fehérjékhalozata a membranban

e 34 tetraspan fehérje ismert emlGsokben, ebbdl 33 human is

® Képesek ,konformacids panyvazoként” (scaffolding) tobbféle fehérje szelektiv
horgonyzasara a membran egy tertiletén. A kapcsolodé fehérjékkel nagyobb,
tobb szaz fehérjébdl allé *haldzatot’ is tudnak képezni a membranban

-glikozilacié A ”
TM4-SF specifikum: _ o e s ~TEM domének

erésen konzervativ
szekvencia/motivum
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A kortikalis szkeleton és a membranfehérjék kapcsolatrendszere

a sejtmembranban: a “kerités” modell

transzmembran
.~ fehérje

Extracell.

plazma
membran

kapcsolo
adaptor fehérjék membranfehérje
(p!. Ezrin, Radixin, Moezin,...)

ERM fehérje csalad

Kortikalis szkeleton
halé
(spektrin, non-erythroid

analégok: pl. fodrin) aktin filamentumok




Az ERM fehérjecsalad és a citoszkeletalis kapcsolatok

FERM domén linker aktin-kot6 domén
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defoszforilacio

membran fehérje

Ezrin “zart”
konformacio

geee 0 Ooobgg.ogooo — aktin mikrofilamentum

A plazmamembran jelentos /ateralis
és vertikalis heterogenitast,
mikrodomén szerkezetet” mutat
eukaryota sejtekben

A bioldgiai membranok finomszerkezete

> mikroheterogenitas: membran mikrodomének (20 nm-
akar ~ym atmeéro), dinamikus, tranziens
molekulacsoportosulasok (specifikus lipid és
fehérjedsszetétel)

> lipid-lipid és fehérje-lipid kélcsonhatasok, fehérje
konformacio és TRMD (transzmembran hélix)-hossz
dominadl a lipid raft doméneken beliil

> fehérje-fehérje kolcsonhatasokon alapulo
mikrodomének is vannak, mint pl. , Tetraspan-web”
(TEM)

A membran mikrodomének

funkcionalis jelentosége:

>Jelatvitel, sejtkommunikacio ,térbeli és
idobeli” kontrollja (immunrendszer,
idegrendszer)

> Kiilonféle mikrobak (virusok, prionok,
baktériumok, protozoak) transzportja
sejtekbe/sejtek kozott




Lipid raftok és a limfocita jelatvitel

- kompartmentalizacio: ,,toborzas/kapcsolas”
® - izolalas, kinetikai szabalyozas
® - szignal integralas (P13-K/Vav/Rac; raft-
aggregacio, receptor clustering)
- fehérje szelekcié/szortirozas

aktin filamentumok-
citoszkeleton

s

PI3-K— Vav —,» Rac

geén transzkripcio, sejtvalasz

A membran mikrodomének kiilonféle mikrobak célpontjai

Bacteria Viruses
FimH+ E.coli 5V40 Parasites Other _
M. Bovis BCG Kanyaré P. falciparum Cholem_ foxin
C. jejuni Influenza Pore-forming toxins
HIV Lipoplysaccharides
Bdrdnyhimlé Antigen...
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A raftok szerepe az allergén-valasz kialakulasaban
(RBL-2H3 mucosa hizésejtek/leukocytak)

- tirozin foszforilacio
- kalcium szignal
- granulum/hisztamin felszabadulas
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clexatdr ok gyulladasos/allergias tiinetek

A HIV és egyéb virusok (pl. kanyard, influenza és

himlovirusok) célsejtbe jutasa: ,raft-fliggo” folyamat

>A virus sejtfelszinhez torténo kapcsolodasa,
rogziilése, a membranfizio és internalizacio:
- fligg a virusreceptor(ok) raft-lokalizaciéjatol

- koleszterinfiiggo

- fligg a kortikalis citoszkeleton és a raftok integritasatol




A HIV-1 fertozés molekularis modellje

Célsejt

= HIV-1 Env
—.Q.CD4
CXCR4
Lipid raft

T sejtek, monocitak, DC fert6zése HIV virussal

>A raftok destabilizalasa vagy a virus
3@ CCR5 (CXCR4 rgceptor izc’)la'lasa a raftoktf)l’gatolje'l a
CD4 y ( ) virus bejutasat, ill. a replikalodott virus

kemokin receptorok | . i fs
Odsszeszerelodesét !

2 HIV
gp120 A

“bimboézas”
Ag

CD4+ T limfocita b

“A CD4 virus receptor-iranyitasa /

non-raft membran régiéba”

LDL-R TRMD/CPD CD4-mutanssal transzfektalt T limfocita

A T-sejt - APC immunszinapszis: funkcionalis modell

T limfocita
raft

jel erosites

CSK-Myo

jel dekodolas

ICAM-1

Tolerancia ill. immunvalasz (priming) indukciéja egérben antigén-

targeting révén — a nyirokcsomé 2PM ,,jn vivo dinamikus képalkotasa

a-DEC205-OVA
+12 h, Ujraoltas), OT-1 OVA-specifikus CD8+
( ) ) T sejt (CellTracker) adaptiv transzfer

A) (+ adjuvénsgs\ Z
T seitprolferacié 7,29 IFN-y-termel CTL
(3 nappal Ujraoltas utan)

PRIMING

nyirokesomo (LN) —, 2P-MIKROSZKOPIA

a-DEC205-OVA
(+12 h, Ujraoltas), OT-1 OVA-specifikus CD8+
(_ adjuvéns) T sejt (CellTracker) adaptiv transzfer

4 Sl Rl fpracty deletio, proliferacié hianya
az Ujraoltas utan
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simmunogenitas”

A membran nanocsovek kialakulasa, tipusai

a.) F-aktin/tubulin tartalmd ,,protrizié” képzédése és ndvekedése révén

”w_

b.) Két el6zdleg kontaktusban levo sejt eltavolodasakor (pl. osztodas utan)

Figure 2 | Two distinct processes can lead to
membrane nanotube formation. Schematic

D.M Davis, S. Sowinski: Nature Rev Mol Cell Biol 9:431, 2008.

A T-sejtek kozotti ,nanocsovecskék halézata”

Sowinski et al, 2008, Nature Cell Biol

f Jurkat T cells g Primary T cells h Jurkat T cells i Primary T cells

»A nanocsovek kontaktusba 1€pd (in vitro: 12-15 éra) ferté6zott és nem fertézott T sejtek
kapcsolatanak megsziinése utan alakulnak ki

»AT sejt nanocsovek, szemben mieloid nanocsévekkel, nem mikrotubulus hanem
F-aktin-tartalmd membrannyulvanyok

> A T-sejt nanocsévek nem ,nyitott végii csatornak”, anyagtranszport nincs

,Baktérium szorfozés” a makrofagok kozott

Mycobacterium bovis bacillus Calmette-Guérin (BCG)* expressing GFP,

Onfelt et al, J Immunol 2006. 177: 8476-83




Tunelling nanocsovek (TNT): anyagtranszport,
vezikulatranszport, halézatok...

Section 1

GFP-EB1 membran protein

Onfelt et al, J Immunol 2006. 177: 8476-83

Intercellularis transzport a ,tuneling

nanocsoveken” at:

- lipid vezikulak

- membran részek

- endoszoma, lizoszoma

- mitokondrium, miRNA

- aktiv kaszpaz-3, endogén membran kotott FasL
- receptorok (CD59, CD81, MHC-I)

- prionok
I\ TNT-like structure /
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Szekretalt membran mikrovezikulak: a
sejtek ,tavkommunkacios eszkozei”

o».-'lc.'o-.-?s.ci-; OO Exosome-like
vesicles

Crtiax \_/ Z)
vesicle ——Q [@] Multivesicular O
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particles

Cytoplasm

Figure 1| Different types of secreted membrane vesicles. Intracellular trafficking

A membran mikrovezikulak exoszomak szabalyozé6

funkcioi: példak az immunszabalyozasra
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