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BEVEZETES

A sejtek kozott megvalosulo informécidatadas hozzédjarul a kornyezetbdl érkezd ingerek
érzékeléséhez, a sejtek gyors kommunikacidjahoz, dsszehangolt miikodéséhez, és a magasabb
allapotanak fenntartasahoz is nélkiilozhetetlen. Ennek a fajta informacidcserének a biztositasara
szamos mechanizmus és strukttra alakult ki. Ilyenek példaul az egymassal érintkez6 sejteket
kozvetleniil 6sszekotd szoros réskapcesolatok [1-4], vagy az egymastol tdvolabb elhelyezkedd
sejtek kommunikacidjat biztositod extracellullaris vezikulumok [5,6], illetve a filopédiumok [7].
Egy ilyen, alapesetben egymassal nem érintkez0 sejteket fizikailag is 6sszekotd, 2004-ben leirt
[8], dinamikus, csére emlékeztetd, hengeres sejtnytlvany, a membran nanocsé (NT az angol
nanotube elnevezésbol). Az NT-k jelenlétét mara in vitro [9—11], ex vivo [9,12,13] és in vivo
[14-16] is bizonyitottdk, de eukariotakon kiviil az archeédkban [17] és a baktériumok kozott is
eléfordulnak [18,19].

Az NT-k citoszkeletalis filamentumokbdl épiilnek fel. F6 sejtvaz elemiik a filamentalis
aktin (F-aktin), amely kialakulasukhoz és egyes bioldgiai funkcidikhoz is nélkiilozhetetlen
[8,9], de szamos NT-ben a mikrotubulusok [9,11] és az intermedier filamentumok [20,21] is
megtalalhatoak, amelyek szerepe egyelore kevéssé ismert, de elsdsorban az NT-k stabilitdsdhoz
¢s élettartamuk noveléséhez jarulhatnak hozza [20,22].

Az NT-k tobb szempontb6l is hasonlitanak mas sejtnyalvanyokhoz (pl. a
lamellipodiumokhoz, streamerekhez, citonémakhoz, filopédiumokhoz [23-25]), és mind
kialakulasukat, mind morfologiajukat tekintve heterogén struktarak, amely megneheziti
azonositasukat. Egyéb sejtnyulvanyoktol valo elkiilonitésiik nem konnyt, mert jelenleg nem all
rendelkezésre olyan specifikus marker, amely kizaroélag az NT-ket tenné lathatova
mikroszkopos vizualizdcido soran. A nagyfelbontasi mikroszkopokkal végzett vizsgalatok
vezettek egy olyan kritériumrendszer megalkotdsdhoz, amely az NT-k mas
sejtkitiiremkedésektdl valo elkiilonitését lehetové teszi. Ezek a morfologiai jegyek az alabbiak:

1.) az NT-k sejttenyészeteken végzett kisérletek alapjan nem tapadnak az aljzathoz, hanem

inkabb kifeszitett allapotban ,,lebegnek™ a tavoli sejtek kozott [8],

2.) két vagy tobb sejtet fizikailag is képesek egymassal Osszekapcsolni, ezaltal

folytonossagot kialakitva a sejtek citoplazmadja kozott [8,9],

3.) mindezek mellett intenziv transzportfolyamatokat bonyolitanak le [8].
Kialakuldsuk pontos mechanizmusa részleteiben napjainkban sem ismert.
Formalodasukat alapvetden két modellel magyarazzak. Az egyik az iigynevezett aktin-vezérelt

kitliremkedésen alapuld elmélet, amikor egy filopédium-szeri nyulvany az aktin elongécioja
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révén képes megnytlni, és egy masik sejt membranjahoz (vagy egy masik sejt altal ndvesztett
sejtnyulvanyhoz) hozzakapcsolddni [26]. A masik a sejttavolodason alapul6 elmélet, amelynek
soran két, egymassal elézéleg kontaktusban 1évo sejt szétvalik, majd ellentétes iranyu
mozgasuk soran kialakitjdk az Oket 0sszek6td membranhidat [11]. Az NT-k biogenezisét
szamos tényez0 befolyasolhatja, vagy segitheti, ilyenek a kiilonb6z0 stressz hatdsok, mint pl. a
hémérsékleti valtozasok, a hipoxia, a szérum-megvonas, a glikéz koncentracid
megemelkedése, a kiillonbozd bakteridlis és virdlis fertézések vagy az UV-sugarzas [27-31].
Ezek mellett bizonyos fehérjék vagy fehérjekomplexek is hat(hat)nak az NT-k kialakuldsara
(pl. Eps8 [32], I-BAR [33], LST-1 [34], miozin X [35], M-sec [36], CDC42/VASP/IRSp53
[32]), ugyanakkor ezen molekularis és szabalyozasi folyamatokat feltarni probald kisérletek
eredményei még meglehetdsen ellentmondasosak [37,38].

Fentebb mar emlitésre keriilt, hogy az NT-k nemcsak kialakuldsukat tekintve
heterogének, de megjelenésiik is nagyon sokféle lehet. Igy ismeriink nyitott és zart végii NT-
ket, de mindegyikben tobb alcsoportot is megkiilonboztetiink. A nyitott végliek, amelyek az
Oket kialakito sejtek citoplazmajat fizikailag is 0sszekatik, lehetnek pl. vékonyak (700 nm-nél
kisebb atmérdjiiek, altalaban csak aktin tartalmtiak) [11], vastagok (700 nm-nél vastagabbak,
az aktin mellett mikrotubulust is tartalmazdk) [11] és un. individualis NT-k (amelyek kiilonb6zd
NT-kotegek Osszekapesolodasabol, egybecsavarodasabol alakulnak ki) [39]. A zart végliek
ténylegesen nem kotik Ossze a sejtek citoplazméjat [39-—41], de olykor szinapszissal
kapcsolodhatnak a masik sejt membranjahoz [42].

Az NT-k szdmos anyag transzportjaban jatszanak szerepet [43], kiilonboz6 fiziologias és
patologias folyamatokat befolyasolva [29,44]. Igazoltdk részvételiiket a jelatvitelben, pl.
kalcium-szignal tovabbitasaban [45], apoptotikus folyamatokban [46] és baktériumok [11,31],
illetve orvosbioldgiai szempontb6l kiemelkedd jelentdséggel bird virusok [28,47]
intercellularis terjesztésében. Ez azért érdekes, mert a korokozok NT-k belsejében torténd
mozgasuk altal elrejtézhetnek az immunrendszer sejtjei eldl, rdadasul alapesetben az adott
patogénre nem fogékony sejteket is megfertdzhetik [48], ezaltal befolydsolva egyes betegségek
kimenetelét és a kapcsolodd szovodmények sulyossagat. Ezeken tal az NT-k bizonyos
neurodegenerativ kérképek kialakuldsaban, illetve sulyosbitdsaban is érintettek lehetnek hibas
térszerkezetli fehérjék, prionok (pl. tau [49], alfa szinuklein [49] és huntingtin [50])
tovabbitasaval, ezaltal befolyasolva az Alzheimer-, a Parkinson-, vagy a Huntington-kor
lefolyéasat [51]. Raadasul az NT-k valdsziniisithetden befolyasoljak a daganatos betegségek
progredidlasat [52] és kemoterdpids szerekkel szembeni ellenalloképességét [53] is,

amelyekben szerepe lehet mitokondriumok NT-k segitségével megvalosulo kicserélddésének a
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tavoli sejtek kozott [54]. A mitokondriumok sejtek kozotti atadasa viszonylag gyakori jelenség,
¢s tobbféle utvonalon keresztill is megvaldosulhat, pl. extracelluldris vezikulumok [54] vagy
réskapcsolatok [54] segitségével, de miutdn szamos esetben figyelték meg szallitasukat NT-
kben is [46], a mitokondriumok transzportjanak tanulmanyozasa az NT kutatisok egy
fokuszteriiletévé valt [11,55]. Igy deriilt fény arra, hogy a mitokondriumok NT-n keresztiili
szallitdsa kulcsszerepet tolthet be pl. kérosodott sejtek megmentésében, energiahdztartasuk
javitasaban [29]. Az NT-k azonban nemcsak mitokondriumok, hanem mas sejtalkotok (pl.
vezikulumok, lizoszémak, autofagoszomak [8,9,56], endoszomak [10], endoplazmatikus
retikulum (ER), Golgi [10,28], sejtmag [57]) intercellularis szallitasdban is aktivan részt
vesznek. Fentieken til az NT-knek az immunrendszer szabalyozasaban, hatékony miikddésében
is szerepiik lehet [58], és a trogocitdzis egy olyan formajat jelentik, amely lehetdséget teremt
egymastol nagy tavolsdgokra elhelyezkedd immunsejtek fehérjedllomanyanak intercellularis
tovabbitasara [59]. Az NT-k immunfolyamatokban (pl. a makrofagok fagocitald képességének
fokozasaban [58] vagy a T-sejtek aktivalasaban [60]) betoltott funkcidja sziikségessé teszi

szamos jelenleg érvényes és elfogadott immunologiai alapfogalom ujraértelmezését [61].



CELKITUZESEK

Habér a nanocsdkutatasok jelentds része az immunrendszer sejtjein tortént, a humoralis
immunvalaszban kulcsfontossagu szerepet betoltd B-sejtek NT-irdl, kiilondsen funkciondlis
jelentdségiikrol nagyon kevés informacio all rendelkezésre, holott a B-sejtek fontos cellularis
funkciodkat is betoltenek, szerepiik van a korokozok T-sejtek szamara torténd bemutatasdban (az
antigénprezentacioban) és a T-sejtek aktivalasaban, amelyben nélkiilozhetetlenek a B-sejtek
felszinén expresszalodo kostimulacios molekulak.

Ismert, hogy a B-sejtek NT formalo képességét befolyasoljak a kornyezeti paraméterek,
a sejtek érettségi allapota, a felszinlikon talalhato integrinek kolcsonhatasa az extracellularis
matrix fehérjéivel és a sejtmembran lipid dsszetétele [9,62]. Tudjuk, hogy a B-sejt NT-k zOme
mikrotubulus tartalmu. Ugyanakkor ezeknek NT-ken beliili szerepérdl immunsejteknél alig
[11], B-sejteknél pedig egyaltalan nem rendelkeziink informécioval [9]. Valoésziniisithetd
ugyanakkor, hogy a B-sejtek kozotti NT-k kozremiikodésével kiilonbozé sejtalkotok
adodhatnak at az NT-vel 0sszekotott tavoli sejtek kozott. Ezeket azonban eddig még nem
azonositott molekuldris mechanizmusok medialhatjak.
Ezek ismeretében az alabbi kérdésekre kerestiik a valaszt:

1. Mi a funkciondlis szerepe a B-sejtek kozott spontan kialakuldé NT-knek? Van-e
intercellularis anyagtranszport (mikrovezikulumok, sejtorganellumok) ezen csdveken
keresztiil? Jellemezni kivantuk a transzport tulajdonsagait (irdnyitottsadg, sebesség,
mozgasi mintdzat) is.

2. Melyek a B-limfomakat Osszekoté NT-kben a transzportfolyamatokat kontrollalo
elsddleges motorfehérjék?

3. Hogyan szervezddnek térbelileg a B-limféma sejtek NT-iben a fo citoszkeletalis
polimerek (aktin filamentumok, mikrotubulusok)? Ezt elsésorban szuperfeloldasu
mikroszkdpiaval kivantuk vizsgéalni és a megfigyelt mintazatokat értelmezni.

4. Hogyan orientalddnak az aktin ktegek és a mikrotubulusok az NT-k biogenezise soran,
€s mi ezen sejtvaz elemek funkciondlis feladata a B-limfoma sejtek NT-iben?

5. Milyen valtozasokat hoz létre éretlen és érett B-sejtek membranjaban, illetve NT
formalasaban a bakterialis toxinokkal torténd kolcsonhatas? Képesek-e transzportalni
ezen toxinokat a B-sejtek NT-ken keresztiil?

6. A T-sejtek fel¢ antigénbemutato sejtként miikodo B-sejtek és makrofagok képesek-e a
CD86 immunkostimuldtor membranfehérje NT-ken keresztiili intercellularis

transzportjara, és ez milyen mechanizmussal megy végbe?



ANYAGOK ES MODSZEREK
Alkalmazott sejtvonalak és fenntartasuk

Vizsgalataink soran éretlen 38C13 — B-limfoma, érett A20 — B-limfoma (TIB208) és Raw
264.7 — Abelson egér leukémia virus altal indukalt tumor makrofag (TIB-71) egér sejtvonalakat
hasznaltunk. Fenntartasuk steril koriilmények kozott RPMI-1640 médiumban tortént, 2 mM
ultraglutaminnal, 1 mM Na-piruvattal, 50 uM merkaptoetanollal, 9,8 uM HEPES-sel és 10%
FBS-sel kiegészitve. A sejteket 37 °C-on, 5% CO» jelenlétében, 25 cm?-es flaskaban tartottuk
fenn. A sejteket rendszeresen teszteltilk mikoplazma jelenlétére, €s vizsgalatainkban kizarolag

mikoplazma mentes kultarakkal dolgoztunk.

Reagensek és festékek

Az extracelluldris kornyezet megteremtése érdekében a mikroszképndl hasznalt
(coatolas). A sejtek jelolését vagy sejtszuszpenzidban végeztiik el, és ezt kovetden helyeztiik at
coatolt Petri-csészére, vagy a mar eldre fibronektinre kitapasztott sejteket jeloltiik.
A vezikularis transzport vizsgalatara a sejteket Alexa Fluor (AF) 488 és/vagy 647 kolera toxin-
B-vel (késdbbiekben CTX-B; 40 ng/ml) jeloltik. A jeldlt sejteket iiveg alji, FN-nel bevont
Petri-csészében, termosztalt koriilmények kozott tartottuk fenn. A mitokondrialis transzport
tanulmanyozasara fluoreszcensen konjugalt MitoTracker Orange CMTMRos festeket (50 nM)
alkalmaztunk. A jeldlt sejteket coatolt Petri-csészén inkubaltuk. A vezikularis és mitokondrialis
transzport gatlasara kiilonbozé motorfehérjékre specifikus és szelektiv inhibitorokat
alkalmaztunk (/. tablazat). A motorfehérjék kiilonbozd sejtalkotokkal vald egylittes
eléfordulasat, a CD86 endogén megjelenését ¢és kaveolakba torténd esetleges
kompartmentalizaciojat immunfluoreszcens technikaval vizsgaltuk. Az aktin jelolésére AF 568
falloidin festéket, a mikrotubuluséra immunfluoreszcenciat hasznaltunk. A B-limféma NT-kben
1év0 aktin és mikrotubularis rendszer tanulmanyozasat éldsejtes koriilmények kozott végeztiik,
kiilonbozd szilikon rodamin alapu (SiR aktin/SiR tubulin) fluorogén prébakat és szerves
festékeket (Live 510/560 tubulin) is kiprobalva. A festékeket minden esetben 1 puM
koncentracioban adtuk az €16 sejtekhez, 20 pM verapamil jelenlétében. A jelolés egyik nagy
hatranya, hogy a festék néhany ora elteltével nehezen, majd egyaltalan nem vizualizalhato, ami
a B-limfoma sejtek dinamikus miikodésének és aktiv pumpafunkcioinak tulajdonithat6. fgy a
citoszkeletalis polimerek ¢és iranyultsdguk tanulmanyozasara elsdsorban plazmidokat

alkalmaztunk.



Plazmidok, transzformalas, géncsendesités és elektroporacio

Az endogén aktin vizsgalatdhoz LifeAct RFP és GFP, a mikrotubuluséhoz mTagRFP-T-
Tubulin-6 (http://n2t.net/addgene:58026) és EGFP-Tubulin-6 (http://n2t.net/addgene:56450)
[63] plazmidokat alkalmaztunk. Kontrollként pmax-GFP vektort hasznaltunk.

A CD86 immunkostimulator fehérje vizsgalatira pCMV6-AC-GFP plazmidot, mig
kontrollként pCMV6-AC-GFP inszert nélkiili vektort hasznaltunk.
A plazmidokat kémiai transzformalds soran juttattuk be a kémiai kompetens TOP10 E. coli
sejtekbe. A transzformalt sejteket Luria Broth médiumban szaporitottuk, és a megfeleld
antibiotikum tartalmu agarra valo6 szélesztést kvetden, a kin6tt rezisztens telepek felszaporitasa
utan nyertiik ki a DNS-t a tenyészetbol NucleoSpin plazmid EasyPure kit hasznalataval. A

A kinezin (KIF5B) és miozin VI mitokondridlis transzportban betoltott szerepének
tanulmanyozasara fluoreszcensen konjugaltatott kisméretli interferadld6 RNS (siRNS)
molekuldkat terveztiink. A vizsgélatainkhoz a kovetkezd szekvencidkat alkalmaztuk
(QIAGEN): KIF5B siRNS#3 — célszekvencia: 5’-CAGCAAGAAGTAGACCGGATA-3’,
KIF5B siRNS#4 — célszekvencia: 5’-AACACGAGCTCACGGTTATGC-3’, MYO VI
siRNS#3 — célszekvencia: 5’-CAAGTTCAAGACACAATTAAA-3' és MYO VI siRNS#4 —
célszekvencia: 5’-CAGCAGGAGATTGACATGAAA-3’. Az A20 sejtvonal alacsony
transzfekcidés hatékonysadga kovetkeztében a szekvencidk 3’végéhez AF 488 fluorofort
konjugaltattunk a tervezés soran. Negativ, pozitiv és mock kontroll kisérleteinkhez All Stars
Negativ siRNS-t (QIAGEN), Mm/Rn sejthalalt kivaltd siRNS-t (QIAGEN), illetve PBS-t
alkalmaztunk.

A plazmidok és siRNS-ek bejuttatasa elektroporacioval tortént (Amaxa Nucleofector 2b,
ill. 4D késziilékek segitségével). A mikroszkopos vizualizacid az elektroporaciot kdvetden 24
(plazmidok), ill. 72 (siRNS-ek) ora elteltével valosult meg, heterokultirak esetén a kiilonb6zo

plazmidokkal elektroporalt sejtek 1:1 aranyu keverékét hasznaltuk.

Mikroszkopia

A mikroszkopos vizualizdcidhoz minden esetben boroszilikat alji, 0,17 mm vastagsagu,
FN-nel bevont Petri-csészéket hasznaltunk. A sejtorganellumok mozgasat, illetve az NT-k
biogenezisét ¢éldsejtes koriilmények kozott vizsgaltuk (37 °C, 5% COz). A mitokondrialis
transzportot és az NT-k ndvekedését Zeiss 1ézer pasztazoé konfokalis mikroszkoppal (LSM-710)
kovettiik nyomon. A felvételek 63 x nagyitasu olajimmerzids objektiv lencsével késziiltek (NA..:

1,4), 1 Airy unit alkalmazasaval. Az NT-k morfologiai valtozasait a Zeiss Elyra S1 SIM


http://n2t.net/addgene:58026
http://n2t.net/addgene:56450

mikroszkop widefield modjaban vizsgaltuk, 40x objektiv nagyitds mellett (NA.: 0,75), a
motorfehérjéket és a vezikularis transzportot SR-SIM mikroszkoppal vizsgaltuk, 63x objektiv
nagyitas (olajimmerzios lencse, NA.:1,4) és 5 racsforgas mellett. A mikroszkopos vizualizacio
soran optikai szeletelést (,,optical slicing”, Z-stack) hasznaltunk, LSM-nél 0,67 um, SIM-nél
0,80 um 1épéskozzel. A transzportfolyamatok vizsgalatakor a sejtorganellumok mozgasat 40
cikluson keresztiil kovettiikk, az egyes ciklusok kozott 8 masodperces iddintervallumot
alkalmaztunk. Az NT-k kialakulasat és a citoszkeletalis filamentumok iranyultsaganak
vizsgalatat 6-12 oran keresztiil monitoroztuk, 5, illetve 10 perces idokézonként. Az aktin és
mikrotubulus egymdashoz viszonyitott helyzetének vizsgalatara STEDYCON mikroszkopot
hasznaltunk (100% olajimmerziés objektiv, NA.: 1,45).

Statisztikai analizis
A mikroszkopos képanalizist Fiji, Imaris 8.2, Zen Black 2.1 SP3, illetve Zen Blue 2.3

szoftverekkel végeztik. Az NT-kben taldlhatdo mobilis vezikulumok ardnyat a

NT—-ben lévé mozgé vezikulumok szama

mobilis vezikulumok aranya (%) = * 100 képlettel

NT—-ben talalhat6 6sszes vezikulum szama

szamoltuk. A dekonvoluciéhoz constrained iterative algoritmust hasznaltunk. Az NT-k

atmérdjének és hosszanak meghatarozasa a korabban publikaltak szerint tortént [64]. A sejtek
cirkularitasat az fcirc = 411)7_2,4 képlet segitségével hataroztuk meg (ahol A: sejtek teriilete, P: sejtek

keriilete). Méréseinket triplikatumban végeztiik.

A statisztikai elemzéseket Origin 2020 és IBM SPSS v26 szoftverekkel végeztiik. Az
adatok normal eloszlasanak meghatarozasahoz Kolmogorov-Smirnov tesztet alkalmaztunk.
Normal eloszlas esetén ANOV A-tesztet, a normal eloszlastol eltérd eloszlast mutatod adatoknal
Kruskal-Wallis alkalmazasaval post-hoc teszteket végeztiink a kezelt és kontroll mintak
Osszehasonlitdsara. Normal eloszlasndl a teszt megerdsitésére és a masodfaji hiba
megallapitasara Student-féle T-probat, a Kruskal-Wallis utdn pedig Mann-Whitney féle U-
probat alkalmaztunk a Kruskal-Wallis analizis altal javasolt szignifikancia értékek

megerdsitésére. A szignifikancia szintet p < 0,05-nél hataroztuk meg.



EREDMENYEK
B-limfoma sejtek kozotti vezikularis transzport

A B-sejtek NT kialakitdé képessége szorosan 0Osszefligg sejtmembranjuk lipid
Osszetételével, kiillonosen a GM1/GM3 gangliozid tartalommal. Az éretlen B-sejtek membranja
gangliozidokban rendkiviil szegény, igy NT-t nem alakitanak ki egymas kozott, szemben a lipid
tutajokban gazdag érett B-sejtekkel [62]. A Vibrio cholerae baktériumbol izoladlt CTX-B a
GM1/GM3  gangliozidokban, illetve lipidraftokban gazdag membranokhoz képes
hozzako6tddni. A CTX-B-vel vald kezeléssel egy olyan mindennapos in vivo eseményt
modelleztiink, mint a bakterialis toxinok B-sejtekkel valo kolcsonhatdsa. A fluoreszcensen
konjugéalt CTX-B a sejtmembranban taldlhaté gangliozidokhoz valé kotddést kovetden
internalizalddott a sejtek citoplazmajaba, és hatasara az érett B-limfoma (A20) sejtek 100-1000
nm atmérdjii mikrovezikulumokat alakitottak ki, amelyek a CTX-B hozzaadasat kovetd 2.
perctél véltak lathatova, és szamuk 30-40 perc elteltével szaturalodott. (Eretlen B-sejteknél
(38C13) nem tapasztaltunk ilyen hatast.) A kialakult vezikulumok a B-limfoma sejtek kozotti
NT-kben mind egy-, mind kétiranyban kozlekedtek, sét olykor ki is cserélédtek az NT-vel
Osszekotott sejtek kozott. A mobilis vezikulumok sebessége meglehetdsen heterogénnek
bizonyult (1. tablazat), mozgasuk nem feltétleniil volt folytonos, hanem abban olykor aktivnak
¢s passzivnak tiné szakaszok valtakoztak. Ezt a jelenséget a transzportfolyamatokban gyakran
azonositott motorfehérjékre szelektiv ¢€s specifikus inhibitorok alkalmazasaval végzett
kisérleteinek alapjan elsdsorban az aktin fiiggé miozin II motorfehérje medidlja, amelynek
gatldsa nemcsak a transzport sebességének szignifikans csokkenését idézte eld, de a
vezikulumok mozgési mintazata is megvaltozott. Ugyanakkor a kinezin, a miozin V és VI
gatlasa ellentétes hatast valtott ki, és a mozgasi sebesség jelentds novekedését okozta (/.
tablazat), utalva arra, hogy ezek a fehérjék is szerepet jatszhatnak a vezikulumok NT-ken
keresztiili  szallitdsaban. Transzportgatlasos kisérleteink eredményeit kolokalizaciods
vizsgalatainak is megerdsitették, pozicids kapcsolatot mutatva a vezikulumok €s a miozin II,

valamint olykor a kinezin, miozin V és VI kdzott.

B-limfoma sejtek kozotti mitokondrialis transzport

A vezikularis transzport mellett intenziv egy- és kétirany mitokondrialis transzportot is
megfigyeltiink a B-limfoma sejtek kozott, amely még kevésbé tlint szabalyosnak, a folyamat
egyértelmiien elkiiloniilé aktiv és inaktiv fazisok valtakozasabol tevodott Ossze, ahol az aktiv
fazisban a mitokondriumok ugrésszertien elmozdultak, az inaktiv fazis soran pedig egyhelyben

alltak, atlagos sebességiik jelentdsen eltért a vezikulumok esetében megfigyelt értekektol (1.



tablazat). Feltételeztiik, hogy a mitokondrium transzport hatterében egy komplexebb folyamat
all. Ezt — a vezikuldris transzport vizsgalatdhoz hasonléan — az egyes motorfehérjékre
specifikus inhibitorok alkalmazasaval vizsgaltuk meg. Eredményeink alapjan a kinezin és a
miozin VI fehérjék csokkentették szignifikdnsan a mitokondriumok mozgasi sebességét, €s
altaluk az NT-kben megtett utat, illetve hatdsukra az organellumok mozgasi mintazata is
megvaltozott. Ugyanakkor a dinein, a miozin I és V gatlasa a mitokondridlis transzport
sebességének jelentds novekedését vonta maga utan (/. tablazat), és az organellumok mozgési
trajektoriai egyenletesebb transzportra utaltak. A kinezin és a miozin VI mitokondrialis
transzportban betoltott szerepét géncsendesitéssel is bizonyitottuk, mindkét motorfehérje

expressziojanak csokkenése lelassitotta a mitokondriumok mozgasat (2. tablazat).

Kezelés és o Mobilis Vezikularis transzport Mitokondrialis transzport
alkalmazott Célfehérje  vezikulumok aranya  sebessége (nm/sec) és sebessége (nm/sec) és
koncentraciok (%) mintaelemszam (db) mintaelemszam (db)
15,00 + 8,57 28,16 £11,42
- - 83 +24,27 > > ’ ’
’ 69 40
mikrotubulus alapu motorfehérjék gatlasa
Nocodazol : 25,52 + 18,42 *1 21,06 7,65 *|
mikrotubulus 82 £26,06 > > ’ ’
10 és 20 uM ’ 53 40
Ciliobrevin-D dinein 73 £ 36,03 15,73 £9,58 33,51+ 18,42 1
20 uM 64 38
Ispinesib Kinezin 76 + 31,42 30,15+ 18,26 *1 20,86 + 12,89 *|
15 uM 60 40
aktin alapu motorfehérjék gdtldasa
paraNitro- 5524424 % 31,89+ 12,43
blebbistatin miozin Il 13+£20,12 *| ? 677 l ’ 40 431
40 és 20 uM
MyoVin-1 miozin V 84+ 19,71 42,40 +24,03 *1 33,63 +£22,28 1
30 uM 60 38
TIP miozin VI 66 +23.16 31,73 £15,28 *1 23,19 £ 14,17 *|
30 uM 63 38
Ispinesib-TIP kinezin- ) _ 12,93 £4,82 *|
15 uM-30 uM miozin VI 46

1. tablazat. Transzportgdtlasos kisérleteink eredményeinek osszefoglalo tablazata
A szignifikancia szintet (*) p < 0,05-nél hataroztuk meg, * | : a szignifikans csoékkenést, *1: a
szignifikans novekedest, 1: a kismértékii novekedést mutatjak az egyes kezeléseknél a kontrollhoz
képest. A tablazatban az atlag + SD értékeket tiintettiik fel. A tablazatban szereplo TIP a 2,4,6-
triiodophenol roviditése.



siRNS Célfehérje Mitokondrialis transzport sebessége Mintaelemszam
(nm/sec) (db)
36,27 +20,59 40
KIF5B siRNS#3 kinezin 5B 23,58 £ 12,62 *| 40
KIF5B siRNS#4 kinezin 5B 17,11 £6,62 *| 40
MYO VI siRNS#3 miozin VI 23,57 £13,47 *| 40
MYO VI siRNS#4 miozin VI 18,21 + 8,15 *| 40

2. tdblazat. Osszefoglalo tablizat a kinezin és a miozin VI csendesitésének mitokondridlis
transzportsebességre gyakorolt hatdsarol
A szignifikancia szintet (*) p < 0,05-nél hataroztuk meg, *|: a szignifikans csokkenést mutatja a
kontrollhoz képest a kiilonbozo célszekvenciak hasznalata mellett. A tablazatban az atlag + SD
értékeket tiintettiik fel.

CD86 immunkostimulator fehérje NT-n keresztiili transzportja kiilonb6z6 APC-k esetén

A sejtalkotok transzportjanak tanulmanyozasa mellett kivancsiak voltunk arra is, hogy az
immunsejtek kozott 1étrejové NT-k képesek-e kostimulacios fehérjék szallitasara és sejtek
kozotti ataddsara, ugyanis azok az immunvalasz kialakuldséban, illetve annak eldsegitésében
fontos szerepet jatszanak. A kostimulacio soran az APC-k felszinén kifejez6d6 kiilonbozo
kostimulator fehérjék (CD86/B7-2 és a CD80/B7-1) a T-sejt receptorahoz kapcsolodva
kozvetitik az antigént a T-sejtek szdmara. A kostimulacids fehérjék expresszids szintje a
kiilonb6zé APC-k kozott eltérd [65,66], makrofagokban alacsonyabb, mint B-sejtekben [65],
¢s aktualis szintjiik az APC-k membranjaban alapvetéen meghatarozza ezen sejtek helper vagy
citotoxikus T-sejtek aktivalasanak képességét €s igy a késobbi immunvalasz hatékonysagat.
Megallapitottuk, hogy a B-limféma sejtekben az endogén és az exogén CD86 megjelenési
mintdzata eltérd: az endogén fehérje homogén eloszlast mutatott a citoplazmaban, az exogén
féként a sejtmembranban lokalizalodott. Ezzel szemben makrofagoknal az endogén és exogén
CD86 kolokalizalt egymassal, €¢s megjelenésiik a sejtek membranjahoz volt kothetd. Ez a
megfigyelés nem meglepd, hiszen a CD86 molekulak endoplazmatikus retikulumban torténd
szintézisiik utan vezikulumokba csomagolva széllitddnak a citoplazmabol a sejtmembranba,
tovabba, makrofagokban a CD86 expresszidja Iényegesen alacsonyabb. Bar videdfelvételeink
alapjan a CD86 transzportja mindkét sejttipus NT-iben megfigyelhetd volt, eltéré mintazatot
mutatott. Amig B-limfoma sejteknél a CD86 molekuldk mozgasa az NT-k membranjaban
zajlott, addig a makrofagok egy részében féleg nagyméretii, megnyult struktirak formajaban
szallitddtak az NT-k lumenében. Bizonyos esetekben az exogén CD86 mikrovezikulumokra
emlékeztetd megjelenést mutatott a makrofagok citoplazméjdban. Eredményeink alapjan a
CD86 molekulak nem kaveoldkban vagy GM1/GM3 tartalmu vezikulumokban szallitddnak az
NT-ken keresztiil.
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B-limfoma sejtek kozotti N'T-k citoszkeletalis elemeinek vizsgalata

A mikrotubulus polimerizacio gatlasakor az NT-k morfoldgiailag megvaltoztak. A
nocodazolt magas koncentracidban alkalmazva (20 pM) ezek a valtozéasok hirtelen kovetkeztek
be, a csdvek 27%-a mar a kezelés kezdeti szakaszéban elszakadt, megnehezitve a mikroszkopos
aranyban maradtak épek (12,5%-uk szakadt el). A nocodazol hatdsdra bekovetkezd
mikrotubulus depolimerizacidonak, fragmentacionak a hatdsara az NT-k 4&tmérdje mar a kezelés
5. percénél szignifikdnsan csokkent, kb. 20 perc utan a csdvek vastagsaga mar nem valtozott
szamottevoen. A kezelés nem volt hatdssal sem az NT-k hosszara, sem a sejtek ellipticitasara.
Eredményeink alapjan a kizarolag aktint tartalmaz6, vékony NT-k rovidebb ¢élettartamuak, 20-
30 perc elteltével szétesnek, elszakadnak. Ezzel szemben a vastagabb, mikrotubulust is
tartalmazok ordkon 4t fennmaradhatnak, ugyanakkor lassabban alakulnak ki, ill. ezekben az
NT-kben a mikrotubulusok mar az NT kialakulas kezdetén megjelennek. Megallapithat6, hogy
a B-limfoma sejtek N'T-i a benniik talalhato citoszkeletalis filamentum rendszerek mintazata
alapjan is sokfélék. Az NT-k egy csoportja csak a csovet kialakitd sejtek egyikének aktin
halézatat tartalmazza, mig masik csoportjukban mindkét — a cs6képzésben szerepet jatszo —
sejt aktin halozata megfigyelhetd, amelyek olykor teljesen elkiiloniilnek egymastol, de akar
részlegesen at is fedhetnek egymadssal. Az aktinhoz hasonléan a mikrotubulusoknal is
kiilonb6z6é novekedési mintazatokat €s iranyultsagokat figyeltiink meg. Az NT-k egy részében
a mikrotubulusok csak a csovet létrehozd sejtek egyikébdl szarmaznak, de olykor nem
talalhatoak meg a csovek teljes hosszaban. Ezen nyulvanyokba a tdvolodd sejt mikrotubulusai
ndnek bele. Bizonyos esetekben a mikrotubulusok mindkét sejtbdl szarmazhatnak és az NT-k

teljes hosszaban megtalalhatoak, egymassal atfednek.

Eredményeink rovid osszegzése

A B-limfoma sejtek NT-iben az aktin kozvetleniil a sejtmembran alatt fut és a csovek
vazat adja. A mikrotubulusok az NT-k centralis részén taladlhatoak, és tobbnyire parhuzamos
lefutastiak (mert nagy perzisztencia hosszuk kovetkeztében érzékenyek a sejtek geometridjara,
ahhoz axidlisan igazodnak, amely a filamentumok egyenes szerkezeti elemek mentén torténd
elrendezddéséhez vezet [67]), ritkdn megcsavarodnak. Az NT-k citoszkeletalis Gsszetétele
mindkét, az NT kialakitdsaban szerepet jatszo sejt részvételével kialakulhat, az eltérd sejtekbdl
szarmazo citoszkeletalis filamentumok akar részlegesen at is fedhetnek az NT-ben. A B-
limfoma sejtek nanocsdveiben végbemend transzportfolyamatokat aktin és mikrotubulus éltal

kozvetitett mechanizmusok egyarant eldsegithetik. A miozin II az aktin plusz vége felé szallitja

11



a mikrovezikulumokat, amelynek kétirdnyban torténd szallitasaért nagy valoszinliséggel az
atfed6 aktin halézatok felelések. Azt gondoljuk, hogy a mikrovezikulumok mas
motorfehérjékhez (pl. a dineinhez, a kinezinhez, a miozin V-héz és VI-hoz) is egyidejlileg
kapcsolddhatnak mozgasuk inaktiv fazisaban. A mitokondriumok mozgasa két motorfehérje
segitésével valosul meg: a kinezin a mitokondriumokat a mikrotubulusok plusz vége fel¢, a
miozin VI az aktin filamentumok mentén az ellenkezd (minusz) irdnyban szallitja. A
mitokondriumok mozgasa er0sen szabalytalan; ,,ugrasszerii” (aktiv, mozgd) és inaktiv (allo)
fazisok valtakozasa jellemzi. Azt feltételezziik, hogy az inaktiv fazisért a dinein, a miozin II és
a miozin V motorfehérjék feleldsek, amikor a mitokondriumokat rogzitik vagy dokkoljak az
NT-k citoszkeletalis filamentumainak mentén. A mitokondrium a transzport inaktiv, nyugalmi
fazisdban a szallitasért felelés motorfehérjékhez és a megfelelé dokkold motorfehérjékhez is
kot, igy valamely filamentum mentén kotott allapotban marad. A B-limfoma sejteknél a CD86

transzportja a membran felszinéhez kotott.
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DISZKUSSZIO

Kutatocsoportunk koriilbeliil 7 éve foglalkozik az immunsejtek kozotti NT-k
tanulméanyozéasaval. Dolgozatomban arra kerestem a vélaszt, hogy az érett B-limfoma sejtek
NT-i hozzgjarulhatnak-e az immunvalasz hatékonyabba tételéhez, valoban funkcionalis
nyulvanyok-e, ezek mellett a korabbi eredmények alapjan gyakoribbnak tiiné vezikularis és
mitokondrialis transzportot kivantuk jellemezni, illetve az ezek hatterében allé molekularis
folyamatokat feltarni.

Kimutattuk, hogy a vezikulumok ¢és a mitokondriumok NT-n beliili transzportjat a
citoszkeleton fehérjéi iranyitjak. Eredményeink alapjan azt feltételezziikk, hogy a
transzportfolyamatok irdnyitasanak hatterében tobb jelenség is allhat. Példaul az inhibitor
hozzaadasat kovetden kialakulo stresszvalasz, ahol a sejtek egymas megsegitésére intenzivebb
transzportfolyamatokkal valaszolnak. Azonban a megfigyelt eredmények egy komplex
szabalyozasi rendszert is valdszinlisithetnek, amelyben a sejtorganellumokat egy adott
motorfehérje egy citoszkeletdlis filamentumhoz rdgziti, vagyis dokkolja, hozzajarulva annak
szabalytalan mozgéasahoz. Ha a dokkolast megvaldsité motorfehérjék aktivitasat blokkoljuk,
miikddésiik zavart szenved, ami megakadalyozza, hogy a sejtorganellumot a citoszkeletonhoz
rogzitsék. Igy a sejtalkotok felszabadulnak a kotott allapotbol, ami a transzportsebesség
novekedését és a mozgdsi mintdzat megvaltozasat okozza, a transzportalt organellum
egyenletesebb mozgasat eredményezve [68]. A neuronoknal leirt hasonld dokkolasi jelenségek
példaul hozzajarulhatnak a hosszll axonok mentén a mitokondriumok megfeleld eloszldsdhoz,
ami biztosithatja nagy energiafogyasztast axonalis teriiletek helyi energiaellatast [46,68—70]. A
kisérleti eredmények alapjan ugy gondoljuk, hogy a mikrovezikularis transzportban a kinezin,
a dinein, a miozin V és VI, a mitokondridlis transzportban pedig a miozin II, V és a dinein
tolthet be dokkolo szerepet, amely a transzport egyenetlenségének, az aktiv és inaktiv fazisok
valtakozasanak az oka. A transzportfolyamatok hatterének megértését tovabb bonyolitja, hogy
mind az aktin, mind a mikrotubulus alapt motorfehérjék képesek ugyanahhoz a sejtalkotohoz
kotédni, igy a szallitds sordn atkapcsolas torténhet két kiilonbozd filamentalis rendszer
motorfehérjéi kozott [68], hozzajarulva a sejtalkoté egyenetlen mozgasdhoz. Raadasul
elektrosztatikus kolcsonhatasok kovetkeztében mikrotubulus alapti motorok aktinhoz,
miozinok pedig mikrotubulusokhoz is kapcsolodhatnak, legalabbis in vitro a kinezin és a miozin
V esetében [71], ami tovabb arnyalja az organellum transzport folyamatanak komplexitasat, és
egyben hozzajarul a sejtalkotdk effektiv szallitddasdhoz.

Az NT-ken keresztiili transzportfolyamatok lehetévé teszik a sejtek Osszehangolt

miikodését és egymas kozotti gyors kommunikéciojat. Az NT-k altal 6sszekotott sejtek képesek
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tudomast szerezni egymas energiadllapotardl, a fellépd energiahianyt pedig mitokondriumok
NT-ken keresztiil torténd atadasaval képesek ellenstulyozni. A mitokondriumok az Osszes
immunsejt szamara nélkiillozhetetlen energiatermeld sejtszervecskék, miikodésiik soran
kiilonbozo reaktiv oxigén szarmazékok (ROS) keletkeznek, amelyek ¢éberen tartjdk az
immunsejteket, befolyasoljak differencialédasukat, proliferacidjukat, a regeneraciot, vagy a B-
sejtek sorsat, tilélését, raadasul fokozzdk az adaptiv immunvalasz aktivalasat és a B-sejtek
antitest termelési képességét is [72—74]. A B-sejtek kozott NT-k kozvetitésével megvalosuld
mitokondrium transzport igy megmentheti a sejteket a sejthalaltol, hatast gyakorolva a B-sejtek
homeosztazisira. A mitokondriumok tehat nemcsak az immunsejtek megfeleld
energiaellatasahoz nélkiilozhetetlenek, de immunvalaszokat is indukalhatnak [73].

A sejtvaz elemek nélkiilozhetetlenek az NT-k kialakuldsdban, funkcidjaban, de
mechanikailag stabilabb struktardk létrejottét is eredményezhetik [8,9,11,20]. Az NT-k
kialakuldsdhoz elengedhetetlen citoszkeletalis polimer az aktin [9], amelynek heterogén
elrendezddése lehetdvé teszi a kétiranyu mikrovezikuldris transzportot, és valoszintisithetden
hozzajarul az NT-k rugalmassdgahoz [75]. Bar az NT-k kialakuldsdhoz nincs sziikség
mikrotubulusokra [9], jelenlegi eredményeink alapjan elengedhetetlenek a B-limfoma sejtek
NT-inek funkcionalasahoz (pl. mitokondriumok szallitdsan keresztiil), és novelik az NT-k
stabilitasat, biztositva azok hosszabb élettartamat. Ismert, hogy a mikrotubulus tartalmi NT-k
intenzivebb transzportfolyamatokat bonyolithatnak le, amelynek egyik feltételezett oka, hogy
a mikrotubulusok harom nagysagrenddel merevebb strukturak az aktinnal [76], tovabba jelentds
perzisztencia hosszal rendelkeznek, ami lehetdvé teszi alakjuk és anizotropidjuk megtartasat
[67], és ez az oka annak is, hogy a mikrotubulus tartalmia N'T-k hosszabb ¢€lettartamtak, mint a
csak aktint tartalmazok [77]. Az axonok (amelyek megjelenésiiket tekintve hasonlitanak az NT-
khez) mentén fellépd eré eldsegiti a mikrotubulusok stabilizalasat, igy csokkenti a
mikrotubularis halozat atszervezddését, és megkonnyiti a mikrotubulusok felhalmozddasat, ill.
az altaluk kozvetitett transzportfolyamatokat [29,78]. A T-sejtek altal kialakitott NT-k pl. nem
tartalmaznak mikrotubulusokat, €és intenziv transzport folyamatok sem figyelhetdek meg
benniik [40]. Raadasul a mikrotubulusok plusz vége fesziilés hatasara megnyulhat, ezzel
csokkentve a mikrotubulusok depolimerizacidos sebességét, igy hozzajarulva az NT-k
mechanikai stabilitdsanak novekedéséhez [79,80]. Bar eredményeink alapjan a citoszkeleton
egyfajta szerkezeti timaszként biztositja az NT-k stabilitasat és megfeleld miikodését, szélesebb
korti vizsgalatok sziikségesek az NT-k mechanikai és elasztikus tulajdonsagainak pontos

megértéséhez.

14



A B-sejtek — amelyek onmaguk is képesek antigéneket prezentdlni — antitesteket
termelnek, és szorosan egyiittmiikddnek a velesziiletett immunrendszer sejtjeivel, valamint mas
hivatasos APC-kel és a T-sejtekkel. A kostimulacio soran az APC-k kiilonb6zé kostimulator
fehérjék részvételével képesek az antigéneket kozvetiteni a T-sejteknek, mikdzben maguk is
aktivalédnak. Eredményeink alapjan a makrofagok ¢és a B-limfoma sejtek NT-1 kostimulator
fehérjéket, pl. CD86-ot képesek hatékonyan széllitani. Ez egy 0j immunmodulator utvonal
meglétét valdszinisiti, ami az immunszabalyozé molekuldk sejtek kozotti kdzvetlen atadéasat
teszi lehetdveé, hozzdjarulva egy hatékonyabb T-sejt aktivacio és immunvalasz kialakuldsahoz

a kiilonbozo testidegen anyagokkal szemben.
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KONKLUZIO ES UJ EREDMENYEK BEMUTATASA

Eredményeink hozzéjarulhatnak az NT-k funkciondlis jelent0ségének megértéséhez,

elOsegitve azokat a torekvéseket, amelyek az NT-k késObbi terapias alkalmazasat vetitik eldre.

Vizsgalataink Uttdréek a hazai és a nemzetkdzi NT kutatdsok terén. FObb eredményeink a

célkitiizések tiikkrében az alabbiak:

1.

Megallapitottuk, hogy a B-limfoma sejtek kozti NT-k valoban aktiv kommunikacios
csatornak, és fontos szerepet tOlthetnek be mikrovezikulumok, mitokondriumok,
valamint a CD86 kostimulator membranfehérje szallitdsan keresztliil egyes
immunfolyamatok szabalyozasaban.

Bizonyitottuk, hogy a B-limféma sejtek nanocsdveiben az aktin filamentumok
kozvetleniil a sejtmembran alatt futnak és biztositjak az NT-k vazat.

Megallapitottuk, hogy a mikrotubulusok az NT-k lumenében, azok centralis részén
talalhatoak, tobbnyire parhuzamos lefutastiak, de olykor meg is csavarodhatnak.
Novelhetik az NT-k stabilitdsat és életidejét.

Feltartuk, hogy az NT-k citoszkeletalis Osszetétele mindkét, az NT kialakitdsaban
szerepet jatszo sejt részvételével kialakulhat, és az eltérd sejtekbdl szarmazo
filamentumok részben akar at is fedhetnek az NT-ben. Kovetkezésképpen a
citoszkeletélis filamentum rendszerek elrendezddése hozzéjarul az NT-kben megfigyelt
kétiranyt transzportfolyamatokhoz. A B-limféoma sejtek nanocsdveiben zajlo
transzportfolyamatokat aktin és mikrotubulus altal kozvetitett mechanizmusok egyarant
eldsegithetik.

Bakteridlis toxin sejtfelszini kotddésének hatdsara a B-limfoma sejtek intenziv
vezikulum forméaléssal reagalnak. Ezek a plazmamembranbdl fliz6dnek le, és képesek
NT-ken keresztiil akar kétirdnyban is szallitddni, igy az NT-vel 6sszekotott sejtek kozotti
kicserélodesiik is lehetséges. A mikrovezikumulok NT-ken keresztiil a miozin II
motorfehérje segitségével, aktinhoz kototten szallitodnak.

Mikroszkopos vizsgalataink sordn bizonyitottuk, hogy B-limféma sejtekben a
mitokondriumok mozgasa két motorfehérje, a kinezin és a miozin VI segitségével
valosul meg. Ezzel elsoként kotottiik 6ssze a mikrotubulus halozat szerepét a B-limfoma
NT-k funkcidjaval. Tudomasunk szerint mi vizsgéaltuk kiterjedten el0szor a
nanocsoveken  belilli  mitokondridlis  transzportot  szabdlyozd  potencidlis
motorfehérjéket. Megallapitottuk tovabbd, hogy a mitokondriumok NT-kben valo

mozgéasa nem folytonos, hanem aktiv (mozgo) és inaktiv (allo) fazisok valtakozasa
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jellemzi. Ez a mechanizmus nagyon hasonl6 az axonokban megvalosuld mitokondrium
szallitas természetéhez. Ezt a parhuzamot elséként irtuk le.

Bizonyitottuk, hogy mind a makrofagok, mind a B-limfoma sejtek NT-ken keresztiil
immunkostimulator (CD86) membranfehérjéket szallitanak. A molekula lokalizacidja
azonban eltér a két sejttipus kozott: makrofagoknal transzportja az NT belsejében, B-

limfoma sejteknél a plazmamembranban torténik.
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