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Bevezetés

Szervezetiink védekezoképességét a kiilonbozd korokozok ellen immunrendszeriink
biztositja. Az immunrendszer miikodésében a természetes és adaptiv immunvéasz vesz részt,
melyek kialakulasahoz és megfelelé miikodéséhez elengedhetetlen az immunsejtek kozotti

kommunikacio.

Rustom és munkatérsai 2004-ben egy Uj intercellularis kommunikaciés formérol

szamoltak be, a *nanotubular connections’ (NTs), vagyis a membran nanocs6 hidakrol.

A membran NT-k nagy tavolsagokat 0sszekoté kommunikacids csatornak, melyek
esetén kiilonbségek lehetnek a kialakulasi folyamataikban, funkcionalis tulajdonsagaikban és
szerkezetiikben egyarant. Az NT-k hossza és mérete széles skdldn mozog, szél essegik 50 nm-
t6l elérheti az 1000 nm-t, mig hosszuk altalaban 5-100 um ko6zotti értékek lehetnek, de leirtak

extrém hossza, 300 um hosszusagi NT-ket is.

Egy altalanosan hasznalt osztalyozas megkiilonbozteti a 700 nm-nél vékonyabb, aktin
filamentumot (F-aktin) tartalmazd vékony, valamint 700 nm-nél vastagabb F-aktint és

mikrotubulust is tartalmaz6 vastag membran NT-ket.

A vekony NT-k felszine patogének transzportjat teszi lehetévé, mig a vastagabb NT-k
(,,alagut nanocsovek”, TNT) belsejében sejtorganellumok ¢és vezikulumok transzportja valdsul
meg. Bar elég sok mindent tudunk mar az NT-k keletkezési mechanizmusairdl, nagyrészt nem
immunsejteken tortént vizsgalatokbol, a B sejteket 0sszekotdé NT-K tulgjdonsagai, a rajtuk
keresztUl zgjlo transzport folyamatok részletei, ill. azok jelentésége az immunfolyamatok

szabalyozasaban még kevéssé ismert.

Célkitiizések

1) Feltérképezni B sejteken az NT-k kialakulasdhoz optimalis paramétereket, ugy, mint
az extracellularis métrix (ECM) (matrix fehérje-sejt kapcsolat), kultaraban eltoltott idd
¢és a hdmérséklet, valamint megvizsgalni, hogy a sejtadhézionak milyen szerepe van az
NT képzésben.
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Megvizsgalni, hogy a sejtmembran lipid Osszetételének, fluiditdsainak moddositasa
befolyasolja-e az NT-k mechanikai tulajdonsagait (rugalmassag, AFM technoldgiaval

kihuzott NT-k tartasahoz sziikséges erdprofil).

Vizsgalni kivantuk, hogy az extracellularis térbol szarmazd vagy az intracellularis
raktarakbol felszabaditott megemelkedett citoplazmatikus Ca®* koncentracié hogyan
befolyasolja a membran NT kialakulas gyakorisagat, valamint a mar kialakult NT-k

szamat.

Megvizsgalni a citoszkeleton F-aktin és mikrotubulus komponenseinek jelenlétét az
érett B sejtekben és az altaluk képzett NT-kben, valamint specifikus polimerizacio
gatlasi kisérletekben azt, hogy ezen komponensek milyen szerepet jatszanak az NT-k

novekedésében ¢€s a rajtuk keresztiil zajlo intercelluldris transzport folyamatokban.

Megvizsgani, hogy milyen nem-izom miozin (NM) aosztayok taldhatok meg az
érett egér B limfocitakban (A20) és azok NT-iben, ill. hogy ezen motorfehérjék
aktivitasa befolyasolja-e az NT képzddést.

Végul vizsgalni kivantuk, hogy milyen NT képzési tulgjdonsagal vannak az érett egeér
B (2PK3) antigénbemutatoé sejtekbdl és ,,cognate” T-sejtekbdl (IP12-7) allo ko-
kultrdnak, mely korabbi eredményeink szerint j6 modellje a nyirokcsomdban
képzddé immunologiai sznapszisoknak. A ko-kultirdban tanulmanyozni kivantuk
mindkét sejttipus homo-cellularis NT képzési tulgdonsagait, valamint azt hogy
kial akulnak-e hetero-cellularis NT kapcsolatok, és ha igen milyen feltételek mellett.

Alkalmazott modszerek

A sejteket a fluoreszcens jelolést kovetden fixalva vagy ¢élo sejtes képalkotdssal
vizsgaltuk, kultaraban vagy ko-kultaraban, ECM fehérje aljzat (fibronektin/laminin)
alkalmazasaval. A sejteket kiilonféle sejtnyomjelzé (Cell-Tracker) fluoreszcens
markerekkel, a sejtmembrant esetenként gangliozid-specifikus fluoreszcens cholera-
toxin B alegységgel, ill. néhany célfehérjét immuncitokémiai (primer fluoreszcens
ellenanyag vagy primer jeloletlen ellenanyag és fluoreszcens szekunder ellenanyag

szendvicse) uton jeloltiink.



A sejtek citoplazmatikus Ca®*-szintjét ionoforok, ill. SERCA (sarco/endoplasmic
reticulum Ca?*-ATPase) kalcium pumpagatlé alkalmazasaval maodositottuk, mig az
aktin polimerizacidé/degradacio egyensulyt gatloszerekkel (latrunculin B, cytochalasin
D) ill. stabilizalo/”befagyasztd” reagenssel (jasplakinolide) modositottuk. A miozin 2
aktivitas gatlasara indirekt (ROCK kinaz gatloszer) ill. direkt (p-nitro-blebbistatin)
modszereket alkalmaztunk. A sejtmembranok fluiditasat tobbszordsen telitetlen
zsirsavak (linolsav, dokozahexaénsav (DHA)) beépitésével, rendezettségének
csOkkentését pedig koleszterin  kivonassal (methyl-beta-ciklodextrin  (MBCD))

valositottuk meg.

A sejtkultirdk mikroszkopids vizsgalatara leggyakrabban konfokalis lézer péasztazo
mikroszkopiat (confocal laser scanning microsope, CLSM, Olympus FLUOView500
inverz mikroszkép) alkalmaztunk, a sejteket specialis, termosztalhato (37°C)
kamraban (5% CO2 atmoszféra, alland6 paratartalom mellett) éldsejtes képalkotas
koriilményei kozott vizsgaltuk, mely a hosszabb idejii megfigyeléseket is lehetové

tette.

A sejtkultardk nagyobb térbeli feloldast (digeraiss 80-90 nm) tanulményozasara,
ugyancsak ¢élosejtes képalkotasi koriilmények kozott, ,,szuper-rezolicids” un.
,structured-illumination” (SR-SIM) optikai mikroszképiat hasznéaltunk (Zeiss Elyra S1
mikroszkopra épitve; Pécsi Tudomdnyegyetem, Szentagothai Kutatokdzpont/

Biofizikai Intézet)

Fixalt limfocita sejtkultirak NT hélézatairdl pasztazd elektron mikroszkopiaval
(Scanning Electron Microscopy, SEM, ZEISS EVO 40XVP) is készitettiink
felvételeket az Anyag- és Kornyezetkémiai Intézet (AKI), MTA TTK munkatéarsa, Dr.

Németh Péter segitségével.

A sejtek membranjanak/NT-inek mechanika tulgdonsagait atom-eré (Atomic-Force
Microscopy, AFM) mikroszkopiaval (MFP3D késziilék, Asylum Research), az NT-k
morfologigéa Cypher S AFM (Asylum Research) tipust atomeré mikroszkopiaval,
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Biirker altal gyartott MSCT ti ,,D” jelzési rugélapkaval, a Semmelweis Egyetem

Biofizikai és Sugarbioldgiai Intézetének munkatarsai kozremiikodésével vizsgaltuk.

crer

Reflection Fluorescence” (TIRF) mikroszkopiat alkalmaztunk (YAG lézer, Milpitas,
TIRF objektiv, Olympus, EMCCD kamera, Andor Technology), a Semmelweis

Egyetem Biofizikai és Sugarbioldgiai Intézetének munkatarsai segitségével.

Az aramlasi citometrias fehérjeexpresszios ill. jelatviteli vizsgalatokat BD FACS
Calibur és BD FACSAria III aramlasi citométereken (Becton—Dickinson, San Josg,
California, USA) végeztiik.

Eredmények

Az érett egér B (A20) sejtek nem képeznek NT-ket a sima boroszilikat felszinen, poly-
L-lizinnel vagy kollagénnel bevont felszinen. A fibronektin (FN) és laminin
felszineken a sejtek letapadnak, megfigyelheté ¢és kvantitativan mérhetd is a

széttertilés/,,spreading” és kb. 10-15%-uk képez spontan NT-ket.

Kimutattuk, hogy az NT formalas er6sen fiigg a sejtstiriségtl: A segjtkoncentracio
csokkenésével drasztikusan lecsokken az NT-t képz6 sejtek szama. Amig 0,5-2x10°
cells/em? sejtsiirliség esetén az NT-t képzd sejtek gyakorisaga minddssze 1-3%, addig
a 3x10° cells'em? sejt koncentréciond a sejtek 10-15%-a képez spontan NT-t. Ennél
magasabb, akar 9x10°-1,5x10° cells/cm? sejt siirliségnél is lathatoak NT-k, azonban a
sejtek ’atfedik egymast’, ezért az NT-t képz6é sejtek szamat nem lehet pontosan
meghatéarozni. Az in vitro kutatésinkhoz a 3x10° cells'em?® sejtkoncentréciot allitottuk
be.

A B sejtek NT formalasa fligg tovabba a hdmérséklettdl és az inkubacios id6t6l: Amig
24°C-os szobahdmérsékleten a sejtek NT képzd képessége 0-5%, a limfoid sejtek
membran fazisadtmenete alatti hdmérsékleten 0%, addig a magasabb, mar 30°C-on az
NT képz6 sejtek szama 5-10%, 37°C-on pedig a sejtek 10-15% képez NT-t. Ennél
magasabb hémérséklet (40-42°C) letalisnak bizonyult a sejtek szamara. Az NT-t

képzd sejtek gyakorisdga az id0 eldrehaladtaval emelkedik. 1 és 2 oOras inkubalas
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hatasara a sejtek 10-15%-a képez NT-t, 4 és 7 Ora elteltével ez csak kissé emelkedik,
15-20%-ra. Magasabb inkubacios id6knél a sejtek osztddasa miatt a sejtsiirliség
drasztikusan megemelkedik, amely kovetkeztében a sejtek és NT-k nehezen
vizsgdhatdéak valamint fennall a sejtpusztulas lehetdsége. Ezen eredmények alapjan

vizsgalataink sordn az 1 6ras inkubacids id6t alkalmaztuk.

Az érett egér B sgjitek (A20) magasan expresszaljak a FN receptoraként ismert a5/p1,
valamint a laminin receptoraként ismert a6/p1 integrineket. Ezzel ellentétben, az NT-t
nem képz6 illetve adhéziot és “spreading”-et nem mutatd éretlen egér B sgtek
(38C13) nem expresszalnak egyetlen FN-t vagy laminin-t ko6té integrin receptor
kombinéciot sem. Az a5 vagy Pl lancok blokkoldsa minimalisan, mig a lancok
egylittes blokkolasa jelentdsen lecsokkenti az NT-t képzd sejtek szdmat valamint a
sejtek kontakt teriiletét az ECM-el (,spreading”). Ezen eredmények aapjan
elmondhatd, hogy az ECM — sgjttipus specifikus integrin kapcsolatnak kritikus szerepe

van az NT novekedés elinditasaban.

A limfoid sejteken végzett morfologia tanulmanyaink sordn  az  alabbi
kovetkeztetéseket vontuk le: Az érett egér B sejitek (A20) mellett megfigyeltiink
membran NT-ket Dil festékkel jelolt Jurkat humén T limféma és JY human B
limfoblasztok kozott is. Morfologiailag a Jurkat sejtek kozott kialakuld NT-k
hasonldak az A20 B sejtek altal képzett NT-khez, mig a JY sejtek kozott vékony,
extrém hossza NT-ket detektal tunk.

A B sejtek kozott kimutattunk egy- és kétiranyud, osztodast kovetden kialakult és
elagazd, valamint nyitott és zart végli membran NT-t.

Az A20 B sgjt NT-k vastagsidga 5 um és 65 pum Kkozott valtozik, étlagos szélességik
~22 um. Hosszusaguk szintén valtozatos, atlagosan 650 nm, azonban 200 nm-t6l

elérheti egészen az 1400 nm-t.

A B sejt NT-k mechanikai tulajdonsdgai megvaltoznak a membran
fluiditas/rugalmassag modositasanak hatasara:
A membran lipid raftot alkot6 koleszterin deplécidja MPBCD-vel csokkenti az egy NT

kihuzésahoz sziikséges erot.
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A szfingolipid szintézist gatlo fumonizin hatdsara szintén csokken, mig a gangliozidok
keresztkotése kovetkeztében nem valtozik, vagy csekély mértékben né az egy NT
kihuzéasahoz sziikséges erd mértéke.

A membran fluiditast novelve tobbszordsen telitetlen zsirsav (DHA) kezeléssel
csokken a NT kihuzasahoz sziikséges erd.

Ezen megfigyelésekbdl arra kovetkeztetiink, hogy a sejt membran tulajdonsagai

nagyban befolyasoljak az NT kialakulast.

A citoplazmatikus szabad Ca®" szint dinamikus véltozésai hatéssal vannak a B sejteket
0sszekotd NT-k novekedés/visszahuzodas egyensulyara:

A citoplazmatikus Ca®* szint novelése ionomycinnal koncentraciéo filiggé modon
csokkenti az NT-t képzd sejtek szamat, tovabba a mar kialakult NT-K
visszahuzodhatnak az 6ket képzd sejtekbe, vagy membran holyagokat/vezikulakat
alkotva feldarabolodnak. A visszahtizodas és a feldarabolodas folyamata is rendkiviil
rovid (visszahtizdédas 11 sec) idon beliil bekovetkezik. Kisérleteink soran kizartuk az
ionomycin aspecifikus és citotoxikus hatdsat.

A citoplazmatikus Ca®* szint névelése (intracellularis raktarakbol) thapsigarginnal

szintén csokkenti az NT képzo6 sejtek gyakorisagat.

A citoszkeleton akotd elemei kozé tartozd F-aktin és mikrotubulusok |ényeges
szerepet jatszanak az immunsejteket 6sszek6td NT-k funkcionalis tulajdonsagaiban:

A sejtek és minden altaluk képzett NT egyarant tartalmaznak F-aktint és tobbségiik
(kiemelten a TNT-k) mikrotubulust is.

Cytochalasin D vagy latrunculin B aktin polimerizaciot gatld inhibitor alkalmazasakor
azt tapasztaltuk, hogy a sejtek NT képzd képessége az inhibitorok ndvekvo
koncentracidival aranyosan csokken. A polimer F-aktint adott allapotaban stabilizalo
(,,mintegy befagyaszt6”) jasplakinolide kezelés eredményeként a sejtek NT képzd
képessége mér alacsony koncentracional is nagymértékben csokken.

A mikrotubulus polimerizacid gatldsa nocodazole-al vagy a mikrotubulusok
stabilizalasa paclitaxel-él nincs hatassal az NT képzddésre.

Ezen eredmények alapjan a B sejt NT-kben az F-aktin kotegeknek, mint ,,vaz
fehérjéknek” van szerepiikk, mig a mikrotubulusok a transzport folyamatokban

vehetnek részt.



9) A nem-izom miozin motor fehérjéknek meghatarozd szerepik van az NT
novekedésben: Az A20 B sejtekben és az altaluk képzett NT-kben az NM 1A mellett
az NM V fehérje jelenlétét is detektaltuk SIM mikroszkop segitségével. A Rho-
asszocialt protein kinaz (Rho-associated protein kinase, ROCK) gatlasa Y-27632
inhibitorral koncentracié fiiggd modon noveli az NT képzd sejtek gyakorisagat. A
para-nitro-blebbistatin gatolja a motorfehérje aktivitasat, amely szintén megnovekedett

NT képzést eredményez.

10)A B sejtek kozott immunreguldlo fehérjék, mikrovezikuldk és sejtorganellumok
transzportja val 6sul meg:

» ,,Timelapse” SR-SIM  mikroszkopia segitségével gangliozidban  gazdag
mikrovezikul &k két iranyu transzportjat detektaltuk B sejtek kozott TNT-n keresztiil.

» Az A20 B sejtek kozott lizoszoma, mitokondrium valamint MHC-1I/CD86 molekulék
transzportjét figyeltik meg az 6ket 6sszek6té NT-k atal.

11)Az antigén prezentalo B sejtek €s T sejtek kozott kialakuld hetero-cellularis NT
képzddés tanulmanyozéasa soran az alabbi kovetkeztetéseket vontuk le:

» Az egér 2PK3 sejtek hasonld mértékben képeznek NT-t FN felszinen, mint az A20 B
sejtek. Az IP12-7 sejtek mindossze 2-3%-a képes NT képzésre azonos koriilmények
kozott.

> A 2PK3 B sejt felszine és az altaluk képzett NT-k felszine gazdag mind a CD86 mind
az MHC-II molekuldkban. Ezen molekuldk jelenlétét az NT-ken abban az esetben is
detektdltuk, amikor a B sgit és az IP12-7 T sejt kozott alakult ki hetero-cellularis NT.
Eredményeink alapjan feltételezziik, hogy Iétrejohet a molekulak B sejtbdl T sejtbe
torténd 4tadasa, mely kovetkeztében a T sejt akar antigén bemutatd funkcidt is

végezhet.

M egbeszél és

Kutatasaink célja az volt, hogy jobban megismerjiik a B sejtek kozott kialakuld NT
hal6zat morfolOgiai és szerkezeti felépitését, valamint funkciondlis tulajdonsagait, amely
eddig még kevéssé tanulmanyozott tertlet volt. Kimutattuk, hogy a sejtek NT képzése fiigg az

Oket koriilvevé homérséklettdl és az inkubacios id6tol, a sejtdenzitastol valamint a sejtek és az



ECM kozotti kolesonhatédstél, mely utébbinak meghatarozd szerepe van a sejtek adhézios és
»Spreading” folyamataiban.

A sejtek membran Osszetételének pillanatnyi alapota és az ennek flggvenyekeént adddo
fluiditasa/rugalmassaga ugyancsak meghatarozo tényez6 az NT képzOédés gyakorisaga

szempontjabol.

Az intracellularis Ca®" szint dinamikus valtozasai befolyasoljak az F-aktin polimerizéciot
ill. depolimerizaciot, amely NT kindvésben vagy visszahuzodasban nyilvanul meg.
Feltételezziik, hogy az F-aktin a polimerizacioé/depolimerizacié folyamatok dinamikaja altal
szabalyozni képes az NT-k ndvekedését illetve visszahuzodéasat. Kordbbi vizsgdlataink
eredményei alapjan (Maus és mtsai, 2013 J Leukocyte Biol) jelentés szerepet jatszhatnak
ebben a Ca**-fliggd aktin-regulétor fehérjék acofillin és a gelsolin is. Mig a B sejt NT-k vézét
elsésorban az aktin filamentumok alkotjak, addig a mikrotubulusok inkdbb az intercellularis

transzportfolyamatok kdzvetitésében lehetnek érintettek.

Eredményeink alapjan az NM IIA az NT novekedés negativ szabalyozasaban jatszik
szerepet, feltehetden a sejtkontrakcio kontrollalasa révén. Ugyanakkor nem zéarhato ki szerepe
a sejtadhézio/spreading folyamatok, azaz az NT képzOdés inicidcios fazisdban sem. Tovabba
leirtak mar akto-miozin rendszer dtal kontrolldlt, intercelluléris NT-ken keresztlli transzport

folyamatokat, igy szerepiik ezen folyamatokban sem zarhato ki.

Tanulmanyaink sordn kimutattuk membrannal hatarolt mikrovezikulak, MHC-II, CD86
molekuldk valamint lizoszéma €s mitokondrium transzportjat. Mivel a B sejt hivatasos
antigén prezentald sejtnek is tekinthetd, az MHC-1I molekula intercelluléris transzportja az
NT-n keresztiil elosegitheti a kozvetitésiikkel felismerhet6 antigén terjedését az APC-k kozott

¢s fokozhatja az antigénfiiggd T sejt valasz aktivalasat.

A B sejtek kozott 1étrejovo mitokondrium vagy lizoszoma transzportnak szerepe lehet
abban, hogy az egészséges sejtek segitséget nyljtsanak mas sejteknek mintegy menekilés

utat biztositva a sejthalal folyamatatol, ez pedig befolyasolhatja a B sejtek homeosztazisat is.

Kisérleteink erdsen alatamasztjak azt a feltételezést, hogy T-B sejtek kozott valamint B-B
sejtek kozott kialakult NT-ken keresztiil képesek membran molekulak atadodni, az MHC-11 és
CD86 kostimulator molekulak transzportja pedig fokozhatja az adott antigénre adott cellularis

immunvalasz intenzitdsat. Ez a fajta kommunikdcidos forma szerepet jatszhat az



antigénprezentécié hatékonysaganak és ezen keresztlll a nyirokszervekben lejatszodd T sejt

aktivacio szabalyozasaban.

Az immunsejtek kozott 1étrejové NT-k vizsgdlata még csak aapkutatas szintjén zalik,

azonban Kkialakuldsuknak pontos megismerése, valamint a funkciondlis tuladonsagaik

feltdrasa lényeges lehet, hogy megértsiik az adaptiv és természetes immunvalaszban valamint

egyes betegségek patomechanizmusaban betdltott szerepiiket.
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