Membran mikrodomének, nanocsovek és

extracellularis vezikulak: szerepiik a
sejtkommunikacioban.

Példak azimmunrendszer miikodésébal
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A membranfehérjék globalis szerkezete és kapcsolodasa a
lipid kettésréteghez:

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 analogjai, aktin filamentumok)
7.) dinamikus kapcsol6 fehérjék (pl. ERM fehérjecsalad)

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

> A sejtmembran alkotdelemeinek
architektaraja

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

> Egyéb specialis membranstruktiarak
(mikrovezikulak és membran nanocsovek)
és szerepiik a sejtkommunikacioban:
példak az immunrendszer miikodésébol

Homogén-e a membran lipid kettosréteg?

> Lipid mikroheterogenitas tébbkomponensii mono- és bilayerekben, liposzomakban

(LUV): mikrokalorimetria, FRAP, ESR
> Spontan GSL, SM szegregacio két/haromkomponens(i PC lipid kettGsrétegekben

> A koleszterin egy kritikus stabilizald faktor

Fluid (zold) és gél fazisu (piros) lipid
domének kétkomponensii liposzéma
modellmembranban

(SNOM, Kinnunen, 2002)
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A ,Caveola mikrodomének”

elektronmikroszkodpias képe

gangliozid
(GM1,GM3)

glicero-
foszfolipidek:
PC,PE,PS...

et Fibroblaszt sejtek fagyasztva tort
bels6 membranfelszinének elektron-
mikroszkoépos képe

“raft” (20 nm-1 pm) —,

“liquid ordered” (Lo) fazis

GPI-fehérje
fluid fazis (L)

koleszterin i L szfingomielin
acilalt fehérjék

(pl. Src kinazok)

A ,caveola’” membran mikrodomének szerkezete
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\ glycerophospholipid

50-80 nm

A ‘GSL domének’ stabilitAsa membranokban: kiterjedt
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A sejtmembran lipid raft dinamikajanak modellje

“kis GPI domének”
(fehérjék+lipid shell)
kiilsd, belsé rétegben,
instabil (1' ~ms) Ab

Jellemzd: detergens rezisztencia

kondenzalt
koleszterin-
GSL komplex

" tutajozo fehérjék”: - GPI-horgonyzott (EC oldal)
- acilalt (dupla palmitoilalt, mirisztoilalt, prenilalt stb.) (IC oldal)
- transzmembran fehérjék (ED, TRMD, CPD)

4%

“core raftok”
(kiilsé réteg stabilizalt
ligand v. antitest kétés “signaling raftok”
és crosslinking altal) (illeszkedé kiilsé és belsé
stabilabb (1: ~ s) rétegbeli domének)
stabil (1: ~perc)

Az ERM fehérjecsalad és a citoszkeletalis kapcsolatok

FERM domén linker aktin-k6to domén

Ezrin < AN~
Moesin < 85 >
Radixin
Merlin
Band 4.1 31 oA~ |

| plazma membran

foszforilacié (PIP2)

Ly See—

defoszforilacio

membran fehérje

Ezrin “zart”
konformacio

9% — aktin mikrofilamentum

A kortikalis szkeleton és a membranfehérjék kapcsolatrendszere

a sejtmembranban: a “kerités” modell

transzmembran

Extracell.

kapcsolo
adaptor fehérjék membranfehérje
(pl. Ezrin, Radixin, Moezin,...)

ERM fehérje csalad

Kortikalis szkeleton
halé
(spektrin, non-erythroid

analégok: pl. fodrin) aktin filamentumok

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




A membran mikrodomeének Lipid raftok és a limfocita jelatvitel

funkcionalis Jel entosege: - kompartmentalizacio: ,toborzas/kapcsolas”
® - izolalas, kinetikai szabalyozas
® - szignal integralas (PI13-K/Vav/Rac; raft-

aggregacio, receptor clustering)
> Jelatvitel, sejtkommunikacio ,térbeli és
idobeli” kontrollja (immunrendszer,
idegrendszer) M

> Kiillonféle mikrobak (virusok, prionok,
baktériumok, protozoak) transzportja \

sejtekbe/sejtek kozott l “

aktin filamentumok-
citoszkeleton

®
PI3-K— Vav —» Rac

gén transzkripcio, sejtvalasz

A raftok szerepe az allergén-valasz kialakulasaban

4 - r . - 4 - 4 ry ry - -
(RBL-2H3 mucosa hizosejtek/leukocytak) A membran mikrodomenek kiilonfele mikrobak célpontjai
Bacteria Viruses
FimH+ E.coli SV40 Parasites Other _
M. Bovis BCG Kanyaré P. falciparum Cholera toxin
C. jejuni Influenza que-formlng foxins
HIV Lipoplysaccharides
Bdrdnyhimlé Antigen..

|

Extracellular
space

Lipicl raft

- tirozin foszforilacié

- kalcium szignal i
- granulum/hisztamin felszabadulas "\k\‘ e — Internalization
e et Signal Transduction
| | S
cytoplasm

Alexa647-1gE

gyulladasos/allergias tiinetek



A HI1V és egyéb virusok (pl. kanyaro, influenza és

himldvirusok) célsejtbe jutasa: ,raft-fliggé” folyamat

>A virus sejtfelszinhez torténo kapcsolodasa,
rogziilése, a membranfizid és internalizacio:

- fligg a virusreceptor(ok) raft-lokalizacidjatol
- fligg a membran koleszterin szintjétol

- fligg a kortikalis citoszkeleton és a raftok integritasatol

A T-sejt - APC immunszinapszis: funkcionalis modell

T limfocita
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A HIV-1 fertozés molekularis modellje
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Tolerancia ill. immunvalasz egérben (antigén-célzas) —

a nyirokcsomé 2PM ,,in vivo dinamikus képalkotasa”

OT-1 OVA-specifikus CD8+ T sejt
(CellTrackerrel fluoreszcensen jelolt)
adaptiv transzfer

a-DEC205-OVA / 7.2% IFN-y-termel6 CD8+
(+12 h; Gjraoltss), T sejt osztodas T sejt

(+ adjuvéns) i — (3 nappal az ujraoltas utan)

PRIMING/Cellularis Immunvalasz

nyirokcsomo (LN)

2foton-MIKROSZKOPIA



¥
=3
,immunvalasz”

PC12 sejtek .

it pheochromocytoma

> Az els6 nanocsoves sejtkapcsolat leirasa PCi12 sejteken, ill.

leukocytakon (Rustom, Gerdes és mtsai., Science, 2004; Onfelt, Davis és
mtsai, J Immunol, 2004)

NanocsGképzésre hajlamos sejttipusok:
» astrocytak, neuronok, glioblasztémak...

» myeloid sejtek: DC, Mf, NK...
» lymphoid sejtek: T és B limfocitak...

Abounit, S. and C. Zurzolo, J Cell Sc

sejt-sejt kommunikaci

Eddig legjobban megismert formai:
@ gap junction (,szoros csatlakozas”)
@ kemokin-, citokin-halézatok

A sejt-sejt kommunikacié (trogocytozis) Gjabb formai:
- Nanocsovek (NT, TNT)
- Extracelluléris vezikulék (EV)
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Viruses Lysosome Viralgenome  Recipient cells  Recipient cells
Mitochondria Lipid droplets own lysosome  own mitochondria

inVs

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

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



Az érett limfocitak altal képzett nanocsovek belsejében két iranyu ~ - 2o
mikrovezikula  transzport valamint mitokondriumok és - ’ ~ - ‘
. -y o " / - - W A recent summary..
lizoszomdk transzportja figyelheté meg.
Induction s Actors
Inflammation Several diseases F-Actin Cx43
Infection Embryogenesis Myosin-Va, -X M-sec
Toxicity Morphogenesis Synaptophysin
s Transport
T Y Opzn-:nq(ejd @ cytoplasmic material
— ¢ at both sides| o Cell death signal
A Y k ? : T
B ) AR - protein
| -( ;. - §  ove orsoluble protein
A488-CTX- L A . < @ prions and amyloids
B I s
T agge Mitochondria
S I minutes in vit §  WHC classi
Y ® everal minutes /in vitro . iy

Virus spreading
Chemoresistance
Disease dissemination

Ariazi et al,

Exchange of energy
Frontiers in Mol Neuroscience, 2017.

Stress survival
Genetic disease rescue

Osteikoetxea-Molnar et al, Cell Mol Life Sci, 2016.

Szekretalt membran mikrovezikulak: a Az extracellularis membran mikrovezikuldk fébb tipusai

sejtek ,tavkommunikacios eszkozei”
30 - 100 nm 100 nm - 1 ym 1pm-5pm 8-12pum
Pl: A kalcium stressz mikrovezikula felszabadulast T ) |
valt ki B limfocitakban ogresies
viruses bacteria platelets
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exosome microvesicle apoptotic body cell

Szinkdd: Ca?*,_ szint -zold: alacsony; Kezelés: 4 pg/ml IONOMYCIN
voroés:magas; indikator: Fluo-4
Gyorgy B et al, 2011, Cell Mol Life Sci



A Activating effects of secreted vesicles on immune cells

Source of Membrane Recipient cells Effects Az eX0526ma mikrORNS prOfiI mint

membrane vesicles
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'mmuangUIacms ' - miRNA identified Cells origin Reference
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hatasai T am? o Eacniation in exosomes
antigen
transfer miR-150 CD4* T cells (70)
Indirect antigen miR-21, miR-141, miR-200s, Ovarian cancer (71)
presentation - - -
miR-200b, miR-200c, miR-203,
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L5 miR-205, and miR-214
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Exoszémak a tumor-immunterapiaban...
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Figure 6 Clinical grade exosomes in immunotherapy. The process of how DEX can
be derived, purified, and utilized in cancer treatment. Creative Commons. Reproduced
with permission from Escudier B, Dorval T, Chaput N, et al. Vaccination of metastatic
melanoma patients with autologous dendritic cell (DC) derived-exosomes: results of the
first phase | clinical trial. | Transl Med. 2005:3(1):10.




