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Az előadás eredeti címe:
Membrán mikrodomének, nanocsövek és 

extracelluláris vezikulák: szerepük a sejtfunkciókban. 
Példák az immunrendszer működéséből



Témakörök:

Ø A sejtmembrán ultrastruktúrája

Ø A membrán mikrodomének (lipid tutajok, 
caveolák), avagy a „lipidek és fehérjék
társas élete”

Ø Egyéb membránstruktúrák (mikrovezikulák és
membrán nanocsövek) 
és szerepük a sejtkommunikációban: 
példák az immunrendszer működéséből



A membrán globális szerkezete

A „folyékony mozaik modell” több mint 50 éves, de mai ismereteink szerint 
is helyesen írja le a membrán mint foszfolipid kettősréteg alapszerkezetét...
Nicolson GL. The fluid-mosaic model of membrane structure: still relevant to understanding the

structure, function and dynamics of biological membranes after more than 40 years.
Biochim Biophys Acta Biomemb. 2014; 1838:1451–1466.
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A membránfehérjék globális szerkezete és kapcsolódása a
lipid kettősréteghez:

Ext.

Int.

8

1.) antigének, receptorok (single helix)
2.) ‘multi-span’ fehérjék
3.) transzport fehérjék (multi-alegység komplexek)
4.) glikozil-foszfatidilinozitol (GPI) horgonyzott perifériás fehérje
5.) zsírsavval (mirisztoil-, palmitoil-, prenyl-) acilált perifériás fehérje
6.) sejtváz struktúrfehérje (pl. spektrin és analógjai, aktin filamentumok)
7.)  dinamikus kapcsoló fehérjék (pl. ERM fehérjecsalád)
8.)  transzmembrán v. membrán asszociált adaptor /pányvázó fehérjék 



Homogén-e a lipidek eloszlása a kettősrétegben?

A plazmamembrán külső fele szfingolipidekben, belső fele glicerin-foszfolipidekben gazdagabb, de a belső és
külső félmembrán a glicerin-foszfolipid-összetételben is markánsan különbözik. A foszfatidil-szerin elsősorban a
belső membránban található, has mégis megjelenik (kifordul) a külső membránban, az biológiai jel-értékű...

!?



Homogén-e a lipidek eloszlása a kettősrétegben?

A plazmamembrán és a belső kompartmentumok membránjai más-más, az adott membránra tipikus lipid-
összetétellel jellemezhetők (jobb oldal). A zsírsav-láncok telített / telítetlen jellege és a fejcsoportok különböző
fizikai-kémiai tulajdonságai rendezettebb / rendezetlenebb kettősréteg-struktúrát eredményeznek (bal oldal).



Homogén-e a lipidek eloszlása a kettősrétegben?

(A) DOPC:DPPC 1:1 (mol:mol) GUV showing gel (dark)/fluid (bright) phase separation. (B)
fluorescence lifetime (FLIM) image and (C) its lifetime distribution histogram of the equatorial
section of GUV. Fluorescence intensity image (D), FLIM image (E), and its lifetime distribution
histogram (F) of DOPC, DPPC, and Chol of 0.44:0.44:0.12.

Spontán fázis-
szeparáció már
egyszerű, két
illetve három
komponensű
membránokban
is megfigyelhető
(biológiai
membránokban
több-száz lipid 
speciesz is 
előfordulhat!)



Homogén-e a lipidek eloszlása a kettősrétegben?
Ø Lipid mikroheterogenitás többkomponensű mono- és bilayerekben, liposzómákban

(LUV): fluoreszcencia-életidő, mikrokalorimetria, FRAP, ESR
Ø Spontán GSL, SM szegregáció két/háromkomponensű PC lipid kettősrétegekben
Ø A koleszterin egy kritikus stabilizáló faktor

Fluid (zöld) és gél fázisú (piros) 
lipid domének kétkomponensű 
liposzóma modellmembránban
(SNOM, Kinnunen, 2002)

5 µm

(17–34) x-ray scattering (20,35–40), atomic force micro-
scopy (AFM) (18,37,41,42), NMR (24,30,32,43,44), inter-
ferometric scattering (45), and Raman spectroscopy
(46,47), allowing us to achieve a general concept of ternary
lipid mixture phase diagrams (Fig. 1).

In Fig. 1, we briefly summarize the current picture of
ternary phase diagrams. At relatively lower T (or higher
Tm), the So phase is evidenced to exist as a macroscopic
phase-separated state via fluorescence experiments, AFM,
and NMR. The So phase can disappear at physiological tem-
peratures because of the presence of Chol (11,48–51) or un-
saturated lipids (52–55), which lower the Tm of saturated
lipids. At high (T40 mol%) Chol concentrations, macro-
scopic phase separations disappear. Critical fluctuations in
domain mixing manifest at one or two points in ternary
phase diagrams, depending on whether the immiscible re-
gion is open or closed because of the lack or presence of
the So phase (27,30,56–59). Modern fluorescence (34,60),
x-ray (39,61), and AFM experiments (41,42) have shown
that nanoscopic ordered and disordered domains coexist
outside of the miscibility gap centered around 1:1:1-ratio
mixtures because Chol appears to never truly induce the
Lo phase in unsaturated lipids. X-ray scattering experiments
have revealed that !60 nm diameter domains of pure Chol
domains can coexist with domains of saturated and unsatu-
rated lipids at these high mol% Chol compositions
(37,50,62,63). Beyond the !66 mol% solubility limit of
Chol in bilayers (4–7), Chol forms anhydrous crystals in so-
lution (50,64). Additionally, though the main phase transi-
tion (So to La) is first order, phase transitions from Ld to
Lo and Lo to Chol domains seem to be continuous.

Spatially resolved knowledge of domain both composition
and phase in both membrane leaflets is currently limited.

Strong registration of domains between lipid leaflets has
been experimentally quantified (65); however, this registra-
tion is only confirmed for macroscopic phase separations of
symmetric bilayers and likely does not occur in mixtures in
which smaller domains are observed because of complicated
surface energies and interleaflet interactions.

Many theoretical works have considered the interleaflet
coupling of lipids and domains, and arguments in favor of
interleaflet registration or antiregistration of domains have
been presented. Preference of domains for local curvature
of the membrane surface as well as interleaflet interaction
between domains can significantly impact the free energy
of the membrane. Small, microscopic domains can form
that preferably register or antiregister with domains of the
opposing leaflet depending on the relative degree of local
curvature (66–73).

Typically, experimental approaches cannot discern the
thermodynamic phase and degree of mixing of both lipid
leaflets in bilayers of symmetric leaflet composition.
Much work has been done to consider interleaflet interac-
tions of domains using bilayers of strictly asymmetric leaflet
composition in which interleaflet domain registration has
been observed (65,74–76). However, the methods em-
ployed, such as use of supported lipid bilayers, may limit
the generality of the conclusions of these studies. It is known
that Chol strongly prefers to partition to regions of concave
curvature (77). That preferential partitioning may play a role
in domain formation and registration that cannot be
observed using supported bilayers.

MD simulations employing the MARTINI coarse-grained
(CG) model, capable of producing various thermodynamic
phases of lipids (78,79) and lipid phase separation
(80–92), have provided structural insight to interleaflet
domain interaction. Perlmutter et al. observed the enhanced
local curvature of membranes in the presence of antiregis-
tered domains (90), and Fowler et al. found that domain
registration may occur via a two-step kinetic process of anti-
registered domain formation preceding the formation of
registered domains (82). Additionally, Yesylevskyy et al.
demonstrated the preferential partitioning of Chol to regions
of locally higher curvature using simulations employing the
MARTINI model (93).

It should be noted that a particular CG lipid may behave
differently from its atomistic equivalent (87). As such, the
MARTINI model may be considered as an advanced toy
model suitable for understanding general concepts in lipid
biophysics, though atomistic models have been shown to
reasonably reproduce ternary phase diagrams (94). With
this caveat in mind, CG simulation has contributed to
our current understanding of complex membrane phase
behavior, though no detailed investigation of the depen-
dence of phase separation and liquid Ld þ Lo phase coexis-
tence in ternary mixtures on Chol has been performed.

Here, we investigate complex phase coexistence as a
function of Chol concentration in ternary mixtures with

FIGURE 1 General phase diagram of phase coexistence in ternary lipid
bilayers of saturated lipids, unsaturated lipids, and cholesterol (Chol) form-
ing liquid-disordered (Ld), liquid-ordered (Lo), gel (So), and pure Chol do-
mains. Black phase boundaries are based on macroscopically observable
phase separations in experiments. So phase is not present if temperature
(T) or main phase-transition temperature of saturated lipid (Tm) are high
enough. Regions where nanoscopic lipid domain coexistence have been
experimentally observed are noted. Stars indicate where critical lateral
mixing is observed in these phase diagrams. To see this figure in color,
go online.

Pantelopulos and Straub

2168 Biophysical Journal 115, 2167–2178, December 4, 2018

Általános fázisdiagram háromkomponensű 
(telítetlen és telített lipidek, koleszterin) 
kettősrétegekben.

Ld: rendezetlen (liquid-disordered),
Lo: rendezett (liquid-ordered),
So: gél (gel),
Chol: tiszta koleszterin domének.



Homogén-e a lipidek eloszlása a kettősrétegben?

DPhyPC homogén kettősréteg szilárd tartón, 1 mol% DPPE-N-biotin-arany 20 nm-es 
nanogömb (a). Az egyedi arany nanogömbök mozgásának követése 50000 kép/mp 
lépésekben ~3 nm laterális felbontással ~3 mp-en keresztül (b). Jól megfigyelhető a 
DPPE-lipid laterális diffúziós mozgása a kettősrétegben.

Wu HM, Lin YH, Yen TC, Hsieh CL. Nanoscopic substructures of raft-mimetic liquid-ordered membrane domains revealed by high-
speed single-particle tracking. Sci Rep. 2016; 6:20542.



Homogén-e a lipidek eloszlása a kettősrétegben?

Wu HM, Lin YH, Yen TC, Hsieh CL. Nanoscopic
substructures of raft-mimetic liquid-ordered
membrane domains revealed by high-speed

single-particle tracking. Sci Rep. 2016; 6:20542.



Homogén-e a lipidek eloszlása a kettősrétegben?

DPhyPC/DPPC/Chol = 40/40/20 kettősréteg, amely spontán fázis-szeparációt mutat 
(kék: Lo gél-fázis, e, piros: Ld fluid-fázis, f). Egy részecske trajektóriája a diffúziós 
együtthatóban nagyságrendi különbséget mutat, amint spontán bolyongás során 
átkerül a gél-fázisból a fluid-fázisba (g).

Wu HM, Lin YH, Yen TC, Hsieh CL. Nanoscopic substructures of raft-mimetic liquid-ordered membrane domains revealed by high-
speed single-particle tracking. Sci Rep. 2016; 6:20542.



Fibroblaszt sejtek fagyasztva tört
belső membránfelszínének elektron-
mikroszkópos képe 

Cav
CHCP Cav

CHCP

A „Caveola mikrodomének”
elektronmikroszkópiás képe

Cav: kaveola
CHCP: klatrin-burkos gödör



Membrane protein

A „caveola” membrán mikrodomének szerkezete

50-80 nm

Caveolin cholesterol-binding
structural/scaffolding protein

glycerophospholipid

cholesterol

sphingolipid

“caveola”



“liquid ordered” (Lo) fázis

glicero-
foszfolipidek:
PC,PE,PS…

szfingomielinkoleszterin

“raft” (20 nm-1 μm)

acilált fehérjék
(pl. Src kinázok)

gangliozid 
(GM1,GM3)

GPI

GPI-fehérje 

fluid fázis (Ld)

pl. CD48



A ‘GSL domének’ stabilitása membránokban: kiterjedt
H-híd hálózat



A membrán mikrodomének „detergens-rezisztensek”

-“erős”/ ionos detergensek: pl. 
oktil-glikozid, SDS

-“gyenge”/nem ionos 
detergensek:
pl. Triton X-100, CHAPS, NP-40,
Brij 97, Lubrol

kioldás /szolubilizáció/

Részleges vagy teljes rezisztencia
foszfolipid

koleszterin

szfingolipid

„lipid raft”detergens-érzékeny

Ld Lo

A lipid „tutajok” (raftok) 
kémiai definíciója



A sejtmembrán lipid raft dinamikájának  modellje 

kondenzált
koleszterin-
GSL komplex

1.

2.

“kis GPI domének”
(fehérjék+lipid shell)
külső, belső rétegben,
instabil (τ: ~ms)

3.
Ab

L

“core raftok”
(külső réteg stabilizált
ligand v. antitest kötés
és crosslinking által)
stabilabb (τ: ~ s)

“signaling raftok”
(illeszkedő külső és belső
rétegbeli domének)

stabil (τ: ~perc)

4.

“ tutajozó fehérjék”:     - GPI-horgonyzott (EC oldal)
- acilált (dupla palmitoilált, mirisztoilált, prenilált stb.) (IC oldal)
- transzmembrán fehérjék (ED, TRMD, CPD) ?



A „tetraspan web„: TM4-SF fehérjékhálózata a membránban

(SED)

(LED)

●

●

34 tetraspan fehérje ismert emlősökben, ebből 33 humán is

erősen konzervatív
szekvencia/motívum

N-glikoziláció

Képesek „konformációs pányvázóként” (scaffolding) többféle fehérje szelektív
horgonyzására a membrán egy területén. A kapcsolódó fehérjékkel nagyobb,
több száz fehérjéből álló ‘hálózatot’ is tudnak képezni a membránban 

palmitoiláció

TM4-SF specifikum: „TEM domének”



plazma
membrán

Extracell.

Intracell.

A  kortikális szkeleton és a membránfehérjék kapcsolatrendszere
a sejtmembránban:  a “kerítés” modell

transzmembrán
fehérje

kapcsoló
membránfehérje

aktin filamentumok

Kortikális szkeleton
háló
(spektrin, non-erythroid
analógok: pl. fodrin)

adaptor fehérjék
(pl. Ezrin, Radixin, Moezin,...)
ERM fehérje család

Kusumi A(1), Suzuki KG, Kasai RS, Ritchie K, Fujiwara TK. Hierarchical mesoscale domain
organization of the plasma membrane. Trends Biochem Sci. 2011; 36(11):604-15.



Az ERM fehérjecsalád és a citoszkeletális kapcsolatok

FERM domén linker aktin-kötő domén

Ezrin
Moesin
Radixin
Merlin

Band 4.1

85

84

61

31

75

71

44

Ezrin “zárt”
konformáció

plazma membrán

aktin mikrofilamentum

membrán fehérjefoszforiláció (PIP2)

defoszforiláció



A plazmamembrán jelentős laterális
és vertikális heterogenitást, 

„mikrodomén szerkezetet” mutat 
eukarióta sejtekben



A membrán mikrodomének 
funkcionális jelentősége:

Ø Jelátvitel, sejtkommunikáció „térbeli és
időbeli” kontrollja (immunrendszer,
idegrendszer)

Ø Különféle mikróbák (vírusok, prionok,
baktériumok, protozoák) transzportja
sejtekbe/sejtek között  



R

M

JK

Raft 1

Pi

gén transzkripció, sejtválasz

Lipid raftok és a limfocita jelátvitel
- kompartmentalizáció: „toborzás/kapcsolás”
- izolálás, kinetikai szabályozás
- szignál integrálás (PI3-K/Vav/Rac; raft-
aggregáció, receptor clustering)

Raft 2

aktin filamentumok-
citoszkeleton

PI3-K        Vav          Rac   



IgE

FcεR I

DNP-BSA

A raftok szerepe az allergén-válasz kialakulásában 
(RBL-2H3 mucosa hízósejtek/leukocyták)

Alexa647-IgE
Alexa488-CTX B

- tirozin foszforiláció
- kalcium szignál
- granulum/hisztamin felszabadulás

Lyn

Syk

DNP-BSA DNP-BSA

gyulladásos/allergiás tünetek



Bacteria
FimH+ E.coli
M. Bovis BCG

C. jejuni

Other
Cholera toxin

Pore-forming toxins
Lipoplysaccharides

Antigen…

Parasites
P. falciparum

Viruses
SV40

Kanyaró
Influenza

HIV
Bárányhimlő 

Extracellular
space

Plasma 
membrane

cytoplasm

Internalization
Signal Transduction

A membrán mikrodomének különféle mikróbák célpontjai



A HIV és egyéb vírusok (pl. kanyaró, influenza és
himlővírusok) célsejtbe jutása:  „raft-függő” folyamat

ØA vírus sejtfelszínhez történő kapcsolódása, 
rögzülése, a membránfúzió és internalizáció:

- függ a vírusreceptor(ok) raft-lokalizációjától

- függ a membrán koleszterin szintjétől

- függ a kortikális citoszkeleton és a raftok integritásától



A HIV-1 fertőzés molekuláris modellje

Célsejt

DC, Mf, Th
sejtek

HIV-1 Env

CD4

CXCR4

Lipid raft



A T-sejt - APC immunszinapszis: funkcionális modell

APC

T limfocita

MHC

Tc
R

Lc
k

LA
T

LFA-1

ICAM-1

CD45,
CD43

CD
28

CD
2

raft

jel dekódolás jel erősítés

AP-raft

CSK-Myo



A membrán nanocsövek kialakulása, típusai

a.) F-aktin/tubulin tartalmú „protrúzió” képződése és növekedése révén

b.) Két előzőleg kontaktusban levő sejt eltávolodásakor (pl. osztódás után)

nyitott végű nanocső

zárt végű nanocső

bipoláris nanocső

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



A T-sejtek közötti „nanocsövek hálózata”
Sowinski et al, 2008, Nature Cell Biol

Ø A nanocsövek kontaktusba lépő (in vitro: 12-15 óra) fertőzött és nem fertőzött T sejtek
kapcsolatának megszűnése után alakulnak ki

Ø A T sejt nanocsövek, szemben a mieloid nanocsövekkel, nem mikrotubulus hanem
F-aktin-tartalmú membránnyúlványok

Ø A T-sejt nanocsövek nem nyitott végű csatornák, anyagtranszport nincs  



A T-sejtek közötti „nanocsövek hálózata”



„Baktérium szörfözés” a makrofágok között

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



Intercelluláris transzport a „tunneling
nanocsöveken” keresztül:
- lipid vezikulák
- membrán részek
- endoszóma, lizoszóma
- mitokondrium, miRNA
- aktív kaszpáz-3, endogén membrán kötött FasL
- receptorok (CD59, CD81, MHC-I)
- prionok



Színkód: Ca2+
ic szint – zöld: alacsony, vörös: magas; 

indikátor: Fluo-4, Kezelés: 4 µg/ml Ionomycin

Pl: A kalcium stressz mikrovezikula felszabadulást
vált ki B limfocitákban

Szekretált membrán mikrovezikulák:
a sejtek „távkommunikációs eszközei”



Az extracelluláris membrán mikrovezikulák főbb típusai



Az exoszómák/
extracelluláris vezikulák
pozitív/aktiváló
immunregulációs
hatásai



Az exoszóma mikroRNS profil mint 
diagnosztikus biomarker



Exoszómák a tumor-immunterápiában...



A sejtmembrán-felszín dinamikája 

Chen BC, et al. Lattice light-sheet microscopy: imaging molecules to embryos
at high spatiotemporal resolution. Science. 2014 Oct 24;346(6208):1257998.


