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Az eldadas eredeti cime:
Membran mikrodomének, nanocsovek és

extracellularis vezikulak: szerepuk a sejtfunkciokban.
Példak az immunrendszer mukodesebol

Matko Janos, ELTE, Immunoldgia Tanszek



Témakorok:

> A sejtmembran ultrastrukturaja

> A membran mikrodomeének (lipid tutajok,
caveolak), avagy a , lipidek és fehérjék
tarsas élete”

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



A membran globalis szerkezete
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A ,folyékony mozaik modell” tobb mint 40 éves, de mai ismereteink szerint

is helyesen irja le a membran mint foszfolipid kett6sreteg 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.



A membranfehérjék globalis szerkezete és kapcsolédasa a

lipid kettosréteghez:

membran
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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 kapcsolé fehérjek (pl. ERM fehérjecsalad)

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



Homogén-e a lipidek eloszlasa a kettosrétegben?
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A plazmamembran kulsé fele szfingolipidekben, belsb fele glicerin-foszfolipidekben gazdagabb, de a belsd és
kulsé féelmembran a glicerin-foszfolipid-osszetételben is markansan kilonbozik. A foszfatidil-szerin elsésorban a
belsd membranban talalhatd, has mégis megjelenik (kifordul) a kiilsé membranban, az bioldgiai jel-értékd...



Homogén-e a lipidek eloszlasa a kettosrétegben?
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A plazmamembran és a belsé kompartmentumok membranjai mas-mas, az adott membranra tipikus lipid-
Osszetétellel jellemezhetdk (jobb oldal). A zsirsav-lancok telitett / telitetlen jellege és a fejcsoportok kiulonbézé
fizikai-kémiai tulajdonsagai rendezettebb / rendezetlenebb kettésréteg-strukturat eredményeznek (bal oldal).



Homogén-e a lipidek eloszlasa a kettosrétegben?
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(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.



Homogén-e a lipidek eloszlasa a kettosréetegben?

> Lipid mikroheterogenitas tobbkomponensli mono- és bilayerekben, liposzomakban
(LUV): fluoreszcencia-€életido, mikrokalorimetria, FRAP, ESR

> Spontan GSL, SM szegregacio két/haromkomponenst PC lipid kettosrétegekben

> A koleszterin egy kritikus stabilizalo faktor

Chol
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domain phase
coexistence
(AFM & x-ray)

Nanoscopic L +L

Altalanos fazisdiagram haromkomponensi
(telitetlen és telitett lipidek, koleszterin)
kettGsrétegekben.

+Chol domains
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S.asampeas as Lg: rendezetlen (liquid-disordered),
Tincreasesor | - rendezett (liquid-ordered),

S,: gél (gel),

Chol: tiszta koleszterin domének.

Unsat. Lipid Sat. lipid

Fluid (zold) és gél fazisu (piros)
lipid domének kétkomponensti
liposzoma modellmembranban
(SNOM, Kinnunen, 2002)




Homogén-e a lipidek eloszlasa a kettosrétegben?

20 nm
gold particle

c.“‘c. A’ qu u}t‘c
;‘: AT 'ﬁ{iﬁ
hM&i\ 'mwf\}tf ‘IJ:MQ

LM fvw

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

DPhyPC homogén kettésréteg szilard tarton, 1 mol% DPPE-N-biotin-arany 20 nm-es
nanogomb (a). Az egyedi arany nanogombok mozgasanak kovetése 50000 kép/mp
lépésekben ~3 nm lateralis felbontassal ~3 mp-en keresztil (b). J6I megfigyelhetd a
DPPE-lipid lateralis diffuziés mozgasa a kettésréetegben.



Homogén-e a lipidek eloszlasa a kettosrétegben?
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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.

DPhyPC/DPPC/Chol = 40/40/20 kett6sréeteg, amely spontan fazis-szeparaciot mutat
(kék: Lo gél-fazis, e, piros: Ld fluid-fazis, f). Egy részecske trajektoriaja a diffuzios
egyutthatoban nagysagrendi kulonbseget mutat, amint spontan bolyongas soran
atkerul a gél-fazisbal a fluid-fazisba (g).



A ,Caveola mikrodomeének”
elektronmikroszkopias képe

B i e e L ; i
o ~ " 7" Fibroblaszt sejtek fagyasztva tort
belso membranfelszinének elektron-
Cav: kaveola mikroszkopos képe

CHCP: klatrin-burkos godor



A ,caveola” membran mikrodomeének szerkezete
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50-80 nm




— raft” (20 nm-1 pm) —,

“liquid ordered” (Lo) fazis
gangliozid
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A membran mikrodomének , detergens-rezisztensek”

|
detergens-érzékeny ,,|lpld raft

ens
Szolui aclo
cella Kepzodes ne

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

kioldas /szolubilizacio/

-“gyenge”/nem ionos

detergensek:
pl. Triton X-100, CHAPS, NP-40,
Brij 97, Lubrol —

Részleges vagy teljes rezisztencia

foszfolipid

i
i

koleszterin

A lipid ,tutajok” (raftok)
kémiai definicioja
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A sejtmembran lipid raft dinamikajanak modellje

“kis GPI domének”
(fehérjék+lipid shell)
kiilso, belso rétegben,

3
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(kiilso réteg stabilizalt

ligand v. antitest kétés “signaling raftok”

és crosslinking altal) (illeszkedo kiilso és belso

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



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

@ 34 tetraspan fehérje ismert emlosokben, ebbol 33 human is

@ Képesek , konformacids panyvazoként” (scaffolding) tobbféle fehérje szelektiv
horgonyzasara a membran egy teriiletén. A kapcsolodo fehérjékkel nagyobb,
tobb szaz fehérjebdl allé ‘halozatot’ is tudnak képezni a membranban
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A kortikalis szkeleton és a membranfehérjék kapcsolatrendszere

a sejtmembranban: a “kerités” modell

extracel ' ' '

Intracell. \

transzmembran

'/ fehérje
/ plazma

/ membran
0 N
kapcsolo

membranfehérje

adaptor fehérjéek
(pl. Ezrin, Radixin, Moezin,...)
ERM fehérje csalad

Kortikalis szkeleton
halo
(spektrin, non-erythroid

analogok: pl. fodrin) aktin filamentumok

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 fehérjecsalad és a citoszkeletalis kapcsolatok

FERM domén linker  aktin-koté domén

Ezrin DA~
Moesin 75
Radixin 71
Merlin 44
Band 4.1 31 > "\ "\

plazma membran

foszforilacio (PIP2)

x| —

defoszforilacio

membran fehérje

Ezrin “zart”
konformacio
% 000 — aktin mikrofilamentum



A plazmamembran jelentos /ateralis

és vertikalis heterogenitast,
mikrodomeén szerkezetet” mutat
eukariota sejtekben




A membran mikrodomeének

funkcionalis jelentosége:

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

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



Lipid raftok és a limfocita jelatvitel

- kompartmentalizacio: ,,toborzas/kapcsolas”

- izolalas, kinetikai szabalyozas

- szignal integralas (PI13-K/Vav/Rac; raft-
aggregacio, receptor clustering)

aktin filamentumok-
citoszkeleton

s o

PI3-K— Vav —» Rac

gen transzkripcio, sejtvalasz



A raftok szerepe az allergén-valasz kialakulasaban

(RBL-2H3 mucosa hizésejtek/leukocytak)
DNP-BSA

- tirozin foszforilacié
- kalcium szignal
- granulum/hisztamin felszabadulas

{

Alexa647-IgE gyulladasos/allergias tunetek



A membran mikrodomeének kiilonféle mikrobak celpontjai

Bacteria Viruses
FimH+ E.coli SV40 Parasites Other .
M. Bovis BCG6 Kanyaré P. falciparum Cholera toxin
C. jejuni Influenza Po.r'e-formmg toxins
HIV Lipoplysaccharides
Bdrdnyhiml|é Antigen...

|

Extracellular

space .
P Lipid raft
L A
Plasma 4
membrane
Caveola

Internalization
—>

Signal Transduction

cytoplasm




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

himlovirusok) célsejtbe jutasa: ,raft-fiiggo” folyamat

> A virus sejtfelszinhez torténo kapcsolodasa,
rogziilese, a membranfizio és internalizacio:

- fligg a virusreceptor(ok) raft-lokalizaciojatol

- fligg @ membran koleszterin szintjétol

- fligg a kortikalis citoszkeleton é€s a raftok integritasatol



A HIV-1 fertozés molekularis modellje
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A T-sejt - APC immunszinapszis: funkcionalis modell
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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-DEC295-OVA / 7.2% IFN-y-termel6 CD8+
(+12 h, Gjraoltas), T sejt osztddas T sejt

(+ adjuvans) i » (3 nappal az Gjraoltas utan)

PRIMING/Cellularis Immunvalasz

nyirokcsomo (LLN)

l

2foton-MIKROSZKOPIA



s,immunogenitas”




A membran nanocsodvek kialakulasa, tipusai

a.) F-aktin/tubulin tartalmu ,protrizid” képzodése és novekedése révén

b.) Két elozoleg kontaktusban levo sejt eltavolodasakor (pl. osztddas utan)
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membrane nanotube formation. Schematic
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D.M Davis, S. Sowinski: Nature Rev Mol Cell Biol 9:431, 2008.



A T-sejtek kozotti ,nanocsovek halozata”

Sowinski et al, 2008, Nature Cell Biol

-

4 min

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

» A nanocsovek kontaktusba Iép0é (in vitro: 12-15 ora) fert6zott és nem fert6zott T sejtek
kapcsolatanak megszineése utan alakulnak ki

» AT sejt nanocsovek, szemben mieloid nanocsovekkel, nem mikrotubulus hanem
F-aktin-tartalmu membrannyulvanyok

> A T-sejt nanocsovek nem ,nyitott végli csatornak”, anyagtranszport nincs



A T-sejtek kozotti ,nanocsovek halozata”




,Baktérium szorfozés” a makrofagok kozott

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

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



Intercellularis transzport a ,,tunneling

nanocsoveken” keresztiil:

- lipid vezikulak

- membran részek

- endoszoma, lizoszoma

- mitokondrium, miRNA

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

- prionok
}{\ TNT-like structure /
F-
AR
(- Ca2*> ("r" MHC class l) ( bacteria) ( virus) Q} mitochondria E’mlRNA [IP-glycoproteln

R

[ Immune defense ] Spread of pathogens E)evelopmental" processea ’ Cancer progression ]




Szekretalt membran mikrovezikulak:
a sejtek ,tavkommunikacios eszkozei”

Pl: A kalcium stressz mikrovezikula felszabadulast
valt ki B limfocitakban

Szinkod: Ca2*,. szint — zold: alacsony, vorés: magas;
indikator: Fluo-4, Kezeles: 4 ng/ml lonomycin



Az extracellularis membran mikrovezikulak fobb tipusai
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A Activating effects of secreted vesicles on immune cells

Source of Membrane Recipient cells Effects
membrane vesicles MHC class |
vesicles Direct antigen
: : | % 4 presentation
Az exoszOmak/ A g MHC CDE" T cell
00 dlass I
extracellularis veZ|kuIak O Direct antigen
: entation
pozitiv/aktivalé O s
oC Primed CD4" T call
immunregulacios | \—-$
hatdsai ‘ R T
MHC and presentation
antigen
transfer
Indirect antigen
presentation
Naive CD4" T call
IL-1
IL-15Ra
> Activation

NKG2D ligand NK call
Exosomes

Direct antigen
@ OO = 7 presentation

B cell Primed CD4* T call



Az exoszoma mikroRNS profil mint
diagnosztikus biomarker (?)

Table 1 | miIRNAs present in exosomes isolated from the sera of

patients with specific cancers or following immunization are being

used as diagnostic biomarkers.

miRMA identified Cells ongin Reference
In eXos0mes
miR-150 CDAT T cells {700

miR-21, miR-141, miR-200a,
miB-200b, miB-200c, miR-203,
miR-205, and miBR-214

miR-205, miB-19a, miR-19b, miR-30b,

and miR-20a

let-7a, miR-1229, miR-1246, miB-150,

miR-21, miR-223, and miR-23a
hsa-miB-31, miR-185b, and miBR-34b

Ovarian cancer

L ung squamous cell
carcinoma

Colon cancer

Melanoma

{71)

{72)

{73)

440



Exoszomak a tumor-immunterapiaban...
Leukaphearests
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Figure & Clinical prade 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 M, 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.



A sejtmembran-felszin dinamikaja

Lattice SIM 3 phase

Time = 0.00 mins

Hela cell mEmerald - Lifeact

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




