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Roviditések jegyzéke

ROVIDITESEK JEGYZEKE

EGF: epidermalis novekedési faktor (epidermal growth factor)

FACS: fluoreszcencia aktivalt sejt szortirozas

FCET: aramlasi citometrids energia transzfer (Flow Cytometric Energy Transfer)

FCS: Fetal Calf Serum

FITC: fluoreszcein-izotiocianat

FRET: fluoreszcencia rezonancia energia transzfer

GAMIgG: kecskében termeltetett egér ellenes antitest (Goat anti-Mouse Immunglobulin)
HPB-ALL: Human Peripherial Blood — Acute Lymphoid Leuchemia

ITAM: Immunoreceptor Tyrosine-based Activation Motif

Lck: p56'*

MHC: {6 hisztokompatibilitdsi komplex (Major Histocompatibility Complex)

PBL: peripherial blood lymphocyte

PTPaz: fehérje tirozin foszfatdz (protein tyrosine phosphatase)

RAMIgG: nyilban termeltetett egér ellenes antitest (Rabbit anti-Mouse Immunglobulin)
TCR: T sejt receptor

TRITC: tetrametil-rodamin-izotiocianat

B2m: béta-2-mikroglobulin

Vo/P: T sejt receptor varidbilis alfa és béta lanca



Bevezetés

1. BEVEZETES

A fehérje-fehérje kolcsonhatdsok a makromolekulds szerkezetek és enzim-
komplexek kialakuldsatol kezdve egészen a jelatviteli folyamatok szabdlyozdsdig
kulcsszerepet toltenek be a legtobb bioldgiai folyamatban. A sejten kiviili kornyezet és a sejt
belsd tere kozott a kiillonbozd szignalok, ionok €s tdpanyagok allando cseréje jatszodik le, ami
alapvetéen meghatdrozza a sejtek miikkodését. A mar meglévd vagy ligandum hatdsara
kialakulé6 membrén fehérje kolcsonhatasok kulcsfontossdguak a fenti folyamatokhoz.

A CD45 fehérje tirozin foszfatdz az egyik legnagyobb szamban megtaldlhat6
glikoprotein az immunsejtek felszinén, melynek eltérd méretli és glikozilaltsagu izoformai
igen valtozatosan, de szigorian szabdlyozva fejezodnek ki a T sejtek fejlodése sordn. Bar az
immunoldgiai kutatdsoknak gyakran képezte targyat, a CD45, kiilondsen pedig kiillonbozo
izoformdinak pontos szerepét a mai napig nem ismerjiikk pontosan. Feltételezik, hogy a TCR
jelatvitel szabdlyozdsat ,.feliilr6l” végzi: negativ és pozitiv regulator funkciét egyaréant
betolthet, igy a jelatviteli folyamatok er6sségének a kiiszobértékét hatirozza meg.

Ahhoz, hogy a membranfehérjék, mint példaul a CD45, szerepét meghatarozzuk, a
funkciondlis vizsgdlatok mellett a molekula sejtfelszini topogrifidjdnak, més lehetséges
fehérjékkel képzett asszocidcidinak vizsgalata sziikséges. A membranfehérjék kapcsolatainak
feltérképezésére a fluoreszcencia rezonancia energia transzfer mérés dramldsi citometrids
(FCET) modszerét irtdk le, amely nagy szamu él6 sejten, nagyon jO statisztikdval teszi
lehetévé a molekuldk szoros kolcsonhatdsdnak nyomon kovetését (Tron L és mtsai, 1984).

Bar a CD45 és mas molekuldk kolcsonhatasait illetden vannak mar ismereteink,
ezeket elsOsorban invaziv, a membrin struktirdjdnak megOrzését figyelmen kiviil hagyo
modszerek szolgaltattdk. A FCET technikaval a fehérjék topografidja azok in vivo membran-
kornyezetében vizsgédlhatd, azonban a felhasznaldsdnak nagymértékben hatart szab az, hogy a

vizsgalt molekula viszonylag nagy szami kifejez0dését igényli.
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Munkdnk sordn kiillonb6zd CD45 izoformak szerepét vizsgaltuk a TCR jelatviteli
folyamatokban. A CDA45 részvételével kialakitott fehérjemintdzatok karakterizdldsa révén
kivantuk megmagyardzni az egyes izoformdk esetlegesen eltérd szabdlyoz6 szerepét a
jelatvitel kiiszobértékének meghatdrozdsaban. Ehhez a kordbbindl érzékenyebb FCET
mddszerre volt sziikség, amit az autofluoreszcencia sejtenkénti korrekcidja révén kivantunk
elérni.

A sejt autofluoreszcencia csokkentésének elsé 1épéseként a FRET vizsgalatokban
kordbban elterjedt fluoreszcein-rodamin festékpar helyett olyan fluoroférokat alkalmaztunk,
amelyek a voros tartomédnyban fluoreszkélnak, s igy emisszids spektrumuk kis atfedést mutat
az autofluoreszcencidval. A mérések jel-zaj ardnydnak tovdbbi novelése érdekében az
autofluoreszcencia detektdldsara egy fiiggetlen fluoreszcencia paramétert vezettiink be,
aminek segitségével az autofluoreszcencia sejtenkénti korrekcidjara alkalmas matematikai
algoritmust fejlesztettiink ki.

Mivel a sejtfelszini fehérjék immunfluoreszcens jelolésére bizonyos esetekben
(megfeleld fluoroférral jelzett monoklondlis antitest hidnya; fluoreszcens jel erdsitése) direkt
helyett indirekt médszert haszndlnak, ezért vizsgalni kivantuk, milyen hatdsa van a kiilonb6z6

jelolési protokolloknak az energia transzfer hatékonysagara.



Irodalmi attekintés

2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1 A CD45 tirozin foszfataz feltételezett szerepe a TCR jelatvitelben

A CD45 tirozin foszfatdz az egyik leggyakoribb glikoprotein az immunsejtek
felszinén. Nagyméretli, receptor-szerli struktirdju kiilsé doménnel rendelkezik, bar
fiziologidsan relevans ligandumjiat még nem azonositottak. Szerepét elsdésorban abban latjdk,
hogy a T illetve B sejt receptoron (TCR illetve BCR) keresztiil lezajlo jelatvitel kiiszobértékét
hatdrozza meg az Src csalddba tartozd tirozin kindzok, a p56'* és p59™" szabalyozésén
keresztiil (Alexander, D. R., 2000; Ashwell, J. D. és D'Oro, U., 1999; Frearson, J. A. és
Alexander, D. R., 1996; Thomas, M. és Brown, E., 1999).

A CD4 illetve a CD8 koreceptorokhoz kapcsol6dé p56'* kindz a TCR( illetve a
CD3e lancén taldlhatd6 ITAM-ek (Immunoreceptor Tyrosine-based Activation Motif)
foszforildlasan keresztiil a TCR jelatviteli kaszkdadot inditja el (Chan, A. C. és mtsai, 1994;
van-Oers, N. és mtsai, 1996). Nyugalmi dllapotban a CD45 alapszinten fenntartja a CD4-hez
kotott p56'* aktivitdsat, ami elegendd a p21 TCR-{ foszfoizomerjeinek 1étrehozdsihoz. Az
MHC-peptid komplex hatasdra a CD4 és a TCR 0Osszekapcsolodik, ami az alapaktivitdsu
p56'“-t kozel viszi a CD3/TCR-{ molekuldhoz. Mindezek eredményeképpen teljesen
foszforildlt p23 TCR-( foszfoizomerek képz6dnek, illetve minden ITAM motivum ZAP-70-

nel kapcsolddik Ossze (1. abra).
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1. abra: A CD45 fehérje tirozin foszfatdz szerepe a TCR jeldtvitel folyamatdban a p56'*
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szabdlyozdsa révén

T sejteken a CD45 fehérje tirozin foszfatdz eddig azonositott szubsztratja a tirozin
kindzok Src csalddjaba tartozo p561Ck (6sszefoglaldt 1d. Thomas, M. és Brown E., 1999). A
CD45 kozel keriilve a CD4/CD8-asszociélt p561°k—hoz, azt defoszforildlt édllapotban tartja.
CD45 hidnydban a p56'* gitl6 foszforildcids helye hiper-foszforildlt dllapotban van, és a
kindz sajat SH2 doménjéhez kapcsolddik, igy mikodésképtelen, ugynevezett zart
konforméciét alakit ki. A gatld tirozin hiperfoszforildlt allapota mar a CD45 expresszio
helyredllitdisdval is megsziintethetd, defoszforildléddsukhoz nem sziikséges antigén
stimulécid, integrin receptorok vagy egy esetleges CD45-ligandum kétddése sem (Sieh, M. és
mtsai, 1993; Stone, J. D. és mtsai, 1997). CD45 negativ egerekben a T sejt fejlodés zavara
figyelhetd meg (Byth, K. F. és mtsai, 1996; Kishihara, K. és mtsai, 1993), ezen kiviil a
milkodésképtelen p561°k, és ennek kovetkeztében a TCRC lanc hidnyos foszforildciGja és a
ZAP-70 felallas zavara miatt jelentdsen megemelkedik a TCR jelatvitel kiiszobértéke (Stone,
J. D. és mtsai, 1997). Ezek a fejlodési és milkddési zavarok helyredllithatéak a Tyr-505-nél
mutdlt aktiv Ick transzgén kifejezésével (Pingel, S. és mtsai, 1999; Seavitt, J. R. és mtsai,
1999), ami szintén azt tdmasztja ald, hogy a p56'* C-termindlisa a CDA45 fiziologids

szubsztratja.
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A CD45 pozitiv és negativ hatast is képes kifejteni a p561Ck kindzra. Egyrészt a gitlo
C-termindlis pTyr-505 defoszforildldsa révén pozitivan (Hurley, T. R. és mtsai, 1993;
McFarland, E. D. és mtsai, 1993; Ostergaard, H. L. és mtsai, 1989), mig a pTyr-394
autofoszforilacios hely defoszforildlasdval negativan szabdlyozza a kindz aktivitasit (D'Oro,
U. és Ashwell, J. D., 1999).(Baker, M. és mtsai, 2000) Ugy tinik azonban, hogy a CD45
legfébb szabdlyoz6 hatdsa a T sejtek fejlddésére a pTyr-505 helyhez kotddik. A CD45 és
p561Ck kozott lejatszodo folyamatok CD4 pozitiv T sejtekben egyértelmiien azokra a kindzokra

korl4dtozédnak, amelyek CD4 molekulédval asszocidlddtak (Biffen, M. és mtsai, 1994).

N-terminalis

Exon 4 (A)
O-cukrokban Exon 5 (B)
gazdag domén Exon 6 (C)

N-cukrokban és
ciszteinben
gazdag domén

X
0

Protein DOMEN 1 (PTP4z)

tirozin
foszfataz DOMEN 2 (PTPaz)

C-terminalis

2. abra: A CD45 molekula domén stuktiirdja

A CD45 molekuldk extracellularis része az alternativ hasitidsnak (RNS splicing)
koszonhetden 8 kiilonbozd izoformaként fejezOdhet ki a T sejtek felszinén (Ralph, S. J. és
mtsai, 1987) (Streuli, M. és mtsai, 1987) (2. dbra), melyek koziil szdmottevé mértékben 5
taldlhat6 meg T sejteken (Rogers, P. R. és mtsai, 1992). Mindegyik T sejt tobb mint egy

CD45 izoformat fejez ki, azonban ezek expresszidja szigordan szabdlyozott a sejtek
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aktivacidja és differencidciéja sordn. A naiv CD4" T sejtek magas molekulasilyd CD45
izoformakat (A, B, C) fejeznek ki. Az érett CD4" memoria T sejtek megvaltoztatjdk CD45
izoforma-mintazatukat, és elsdsorban egy alacsony molekulasilyd, a harom exon 4ltal kédolt
szekvencidk koziil egyiket sem tartalmazé CD45R0 vagy null-izoformat expresszdlnak
(Akbar, A. N. és mtsai, 1988; Sanders, M. E. és mtsai, 1988). A CD45 hasitas ezen kiviil a T
sejtek fejlddése sordn is szabdlyozott: a timocitdk tilnyomoérészt CD45R0 izoformét, mig az
érett T sejtek tobbféle izoformét fejeznek ki felsziniikon (Hathcock, K. S. és mtsai, 1992;
Lefrancois, L. és Goodman, T., 1987). Annak a molekuldris magyardzata azonban, hogy az
egyes CD45 izoformak miként hatnak a TCR jeldtvitelre, mindeddig tisztazatlan. Kiilonbdzo
CD45 izoformékkal transzfektalt CD45-negativ patkdny sejteken végzett kisérletek igazoltdk,
hogy TCR és az MHC-peptid komplex Osszekapcsolasaval kivaltott interleukin-2 szekrécid
nagyobb mértékii a CD45R0 izoformét kifejezd sejtek esetén, mint mds izoformaknal (Novak,
ki kiillonbozd CD45 izoformdkkal transzfektalt timéma sejteken (Leitenberg, D. és mtsai,
1996). Tovabbi, részletesebb ,,co-capping” és immunprecipiticios kisérletek ellenben a
CDA45R0 izoforma és a TCR kozott mutattak ki egy alapszintii, a CD4 expressziotdl fliggetlen
kolcsonhatdst. Mindez arra utalhat, hogy a CD4 és a CD45R0 egyiittdlldsa a mar meglévo

TCR-CD45R0 asszocidcid hatdsara jott 1étre (Leitenberg, D. és mtsai, 1999). Mindemellett

mtsai, 1997; Mittler, R. S. és mtsai, 1991). Kiilonb6z6 CD45 izoformakkal transzfektalt T
sejteket Osszehasonlitva a CD45R0 pozitiv sejtekben nagyobb interleukin-2 szekréciot
mértek, mint a CD45RABC-t kifejez0 sejtekben. Azonban a TCR altal kozvetitett fehérje
tirozin foszforilaci6 a CD45RABC” sejtekben 4ltaldban nagyobb volt, mint CD45R0" sejtek

esetén (McKenney, D. W. és mtsai, 1995).
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A CD45 molekuldk dimerizdcidjanak is fontos szerepe lehet a TCR altal kozvetitett
jelatviteli folyamatok szabalyozdsaban. Kordbbi kisérletek alapjan valdsziniisithetd, hogy a
CD45 homodimerizacidja a tirozin foszfatdz funkciét gitolja (Majeti, R. és mtsai, 1998;
Majeti, R. és mtsai, 2000). Ennek in situ vizsgélatdhoz epidermdlis ndvekedési faktor (EGF)
receptor kiilsé doménbdl és CD45 citoplazmatikus részbdl 4ll6 kiméra receptort hasznéltak.
Mig a kiméra receptor expresszidja képes volt a TCR jeldtvitelt helyredllitani CD45-
sejtvonalban, addig EGF hozzdadasa, valdszinilileg a receptorok dimerizacidja miatt, a TCR
jelatvitelt rovid idon beliil gitolta (Desai, D. M. és mtsai, 1993). Egy mésik transzmembrin
fehérje tirozin foszfatiz, a PTPa kristdlyszerkezetét tanulmédnyozva szimmetrikus dimer
struktdrakat taldltak, amelyekben az egyik monomeren taldlhaté ék alaku ,,helix-turn-helix”
elem rdilleszkedett a masik monomer aktiv helyére. Az aktiv helyek ilyen moédon torténd
kolcsonos lefedése gatld hatdssal bir (Bilwes, A. M. és mtsai, 1996; Jiang, G. és mtsai, 1999).
Az epidermdlis novekedési faktor-CD45 kiméra receptor az el6zdvel analég ék alaku
csokkentette az EGF gatlé hatdsat a TCR altal kozvetitett jelatviteli folyamatokra (Majeti, R.
és mtsai, 1998). Ugyanez a pontmuticié egerek autoimmunitdsat okozta, amit a CD45 fehérje
tirozin foszfatdz funkcié gatlasdnak a megsziinése magyardzhat meg (Majeti, R. és mtsai,
2000). CD45 molekuldk dimerizdlt formdit néhany esetben mar kimutattdk: kémiai
keresztkotéses kisérletekkel (Takeda, A. és mtsai, 1992), illetve azéltal, hogy a CD45
transzmembranhoz kozeli extracelluldris doménjéhez ciszteint kapcsoltak, ami a homodimert
stabilizdlta a kialakult diszulfid-kotéseken keresztiil (Majeti, R. és mtsai, 2000). Feltételezik,
hogy a CD45R0 izoforma spontdn, vagy esetleg egy exogén ligandum kotddésének a hatdsara
képes dimerizalodni, igy ez az izoforma lehet a negativ szabélyozas kulcsfigurdja (Majeti, R.
és mtsai, 2000). Ez a modell tehat azt sugallja, hogy a CD45R0 homodimerek negativ hatést

gyakorolnak a TCR altal kozvetitett jelatvitelre.

10
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2.2 A fluoreszcencia rezonancia energia transzfer elmélete és

alkalmazhatdésaga

A sejtfelszini fehérjék kolcsonhatdsai kulcsszerepet toltenek be a transzmembran
jelatvitel folyamataiban. A receptorok csoportosuldsa illetve konformaciéjuk valtozasa
gyakran nélkiilozhetetlen tényezok a ligandum-receptor kapcsolédds végkimenetelét illetden.
Bar a leginkébb elterjedt biokémiai és immunoldgiai vizsgdlé médszerek (,,co-capping”, ,,co-
precipitacié”, kémiai keresztkotés) értékes informécidt szolgéltatnak a sejtfelszini fehérjék
topografidjardl, szamos hatrannyal rendelkeznek. A sziikségszeriien alkalmazott kivondsi és
izoldlasi eljardsok eleve megakaddlyozzak azt, hogy a fehérjéket sajat kornyezetiikben
vizsgaljuk. Emellett ezek a mddszerek megbonthatjdk a fehérje-fehérje kolcsonhatdsokat,
masrészt mesterséges protein-aggregatumok kialakuldsat okozhatjak (Shiroo, M. és mtsai,
1992). Ezzel szemben a fluoreszcencia rezonancia energia transzfer (FRET) kivdl6 megoldést
jelent a fenti problémara, mivel €16 sejteken alkalmazhaté anélkiil, hogy a sejtek fiziol6gids
allapotaba jelent6sen beavatkoznank.

A Forster tipust rezonancia energia transzfer sordn egy gerjesztett dllapotd donor
festékmolekula egy kozeli akceptor festékmolekulanak adja 4t az energidjit sugdrzdsmentes

dipdlus kolcsonhatdson keresztiil (6sszefoglalét 1d. Stryer L., 1978). A donor és az akceptor

fluoroférok energiaszintjeit és lehetséges atmeneteit foglalja 0ssze a 3. 4bra.

11
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3. abra: Donor (D) és akceptor (A) fluoreszcens festékmolekuldk energiaszintjei

A 4

és lehetséges dtmenetei. A folytonos nyilak a donor abszorpcidjat illetve a
gerjesztett allapotd donor és akceptor molekuldk emisszidjat jelolik. A pontozott
vonalak az egyéb belsé legerjesztddési folyamatokat mutatjdk. A szaggatott
vonalak utalnak a donor emisszié valamint az akceptor abszorpcid atfedd energidju

atmeneteire, amelyek révén az energia transzfer 1étrejohet.

Egy donor és egy akceptor molekula k6zott lezajlo energia transzfer valdsziniisége
(kr) foként a donor molekula emisszids spektruma és az akceptor molekula abszorpcids
spektruma kozotti atfedés mértékétol (J), a donor emisszids dipdlusdnak és az akceptor
abszorpcids dip6lusanak relativ orientdcidjatdl ( &%) valamint a két fluorofér tdvolsdgatol (R)
fligg:

by =< JR 0K’ (1)

A donor és akceptor molekuldk energiaszintjei kozotti atmenetek (3. dbra) sebességi

allandoit figyelembe véve, az energia transzfer hatasfoka (E) a kovetkezd egyenlettel irhat6

le:

__ kr 2)
kT +kF +kE

ahol krp és kg a donor emisszidjdnak és egyéb legerjeszt0dési folyamatainak sebességi

allanddja. E kozvetleniil fiigg a fluoroférok tavolsagatdl (R):
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__ R}
RS +R°

3)
ahol Ry az a tavolsag, amelynél az energia transzfer hatdsfok 50%. Az egyik legfontosabb, az

energia transzfer hatdsfokat befolydsold tényezd, a donor €s akceptor molekuldk tdvolsidga

(R): az energia transzfer hatékonysdga a donor és akceptor tavolsdg hatodik hatvanyanak

reciprokdval ardnyos és meredeken valtozik 1-10 nm tdvolsdgon beliil, igy mintegy

,»spektroszképids vonalzoként” haszndlhaté és molekuldris asszocidcidok becsiilhetok meg a

segitségével (Stryer L., 1978).

Az idedlis FRET festék-par esetén a donor emisszids spektruma étfed az akceptor
molekula gerjesztési spektrumdval. Az energia transzfer eredményeként a donor molekuldk
kioltédnak (donor quenching), mig az akceptor molekuldk gerjesztett allapotba keriilnek és

sajat kvantum-hatékonysagukkal fluoreszkdlnak. Az utébbi folyamat a szenzitizalt emisszio

(4. dbra).
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em

normalizalt intenzitas

400 450 500 550 600 650 700 750 800

hullamhossz (nm)

4. abra: Egy idedlis donor-akceptor pdr normalizdlt fluoreszcencia gerjesztési és
emisszios spektrumai. A | jel a donor kioltdst mutatja, mig a 1 jel az akceptor
szenzitizélt emisszidjdra utal. A kioltds és a szenzitizdlt emisszi6 mértéke a

szemléletesség érdekében torzitott.

Az dramlasi citometridra kifejlesztett fluoreszcencia rezonancia energia transzfer
mddszer (FCET) rendkiviil nagy szamu sejten, révid idon beliil nydjt informdciét a
membranfehérjék sejtfelszini eloszlasardl és a bioldgiailag aktiv molekuldk konformacidjanak
véltozasairdl. Ezt a modszert szdmos biologiai rendszeren sikerrel alkalmaztdk mar: példaul
membréanfehérjék asszocidcids dllapotdnak nyomon kovetésére immunoldgiailag kompetens
vagy kiilonféle tumorsejtek esetében (Osszefoglalot 1d. Szolldsi J és misai, 1998). Bar a FCET
modszer nagy érzékenységgel és statisztikdval hasznalhaté a molekuldk laterdlis
elrendez6désének vizsgélatdra, széles korl elterjedése két f6 okbdl nem valdsulhatott még
meg:

» Kautatasi célokra kifejlesztett, bonyolult miszert igényel, amely a donor-

akceptor festékparra specifikus gerjesztési hullimhosszal rendelkezik. Bar a
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FRET-indukélt donor kioltds méréséhez nem sziikséges két 1ézerrel felszerelt
miiszer vagy bonyolult kiértékelés, a donor kioltds nem haszndlhaté a FRET
hatékonysag sejtenkénti meghatarozasdra (Szollosi J és mtsai, 1998).

» A FRET méréseknek mind a pontossagat, mind a reprodukéalhatdsagat
veszélyezteti, ha a fluoreszcens probaval megjeldlt fehérje expresszids szintje
alacsony. Ilyen esetekben az autofluoreszcencia részesedése igen jelentOs lehet
a teljes fluoreszcencia jelhez képest.

Az 4ramlési citometrids mérések sordn a sejtek autofluoreszcencidja a mérési zaj
legfobb forrdsa. Az autofluoreszcencia fOként a citoplazmdabdl szdrmazik. Ismert, hogy
oxidativ folyamatok, illetve specifikus molekuldk (pl. NADH és katekolaminok)
hozzéjarulnak a magas autofluoreszcencidhoz (Aubin JE, 1979). Az autofluoreszcencia szintje
tehat erdsen fiigg a sejtek metabolikus allapotatol és még azonos eredetli sejtkultirdk esetében
is nagyfokd heterogenitdst mutathat. Szdmos kozleményben szdmolnak be olyan
megoldasokrol, amelyekkel az autofluoreszcencia zavard hatdsdt csokkentik és igy
megnovelik a specifikus fluoreszcencia jel detektdlasdnak hatékonysagit. Alveolaris
makrofagokat kék fénnyel gerjesztve magas autofluoreszcencia tapasztalhatd, amit
kristdlyibolydval sikeresen kioltottak, azonban a kristilyibolya a specifikus jelet is gyengitheti
(Hallden G és mtsai, 1991). Natrium-tetrahidridoborat alkalmazasidval redukalni tudtik
immunfluoreszcens mddszerrel festett sejtek autofluoreszcencidjat (Beisker W és mitsai,
1987).  Eurdpium-keldtok fluoreszcencidjat ido-felbontdssal detektdlva nagymértékben
javitottdk a jel-zaj ardnyt még glutaraldehiddel fixalt mintdk esetében is, ahol az
autofluoreszcencia mindig magas. Ezt gy érték el, hogy a hosszi élettartami eurdpium
lumineszcenciat elkiilonitetten detektaltdk egy id6ablakban, ahol a rovid-élettartamu
autofluoreszcencia maér lecsengett (Seveus L és mitsai, 1994). Kifejezetten 4ramlési

citometrids alkalmazdsokra fejlesztettek ki egy olyan matematikai modellt, amely az
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autofluoreszcencia és a specifikus fluoreszcencia kozotti lehetséges korreldciora épiil (Corsetti
J.P. és mtsai, 1988). Ez a modell azonban sejtenkénti autofluoreszcencia korrekciéra nem
alkalmas, csak az eloszlas hisztogramok korrekcidjat végzi az tigynevezett pozitiv és negativ
sejtek jobb elkiilonitése érdekében (Corsetti J.P. és mtsai, 1988). Az autofluoreszcencia
sejtenkénti ,,tobb-szin” (multicolor) kompenz4cidjét fejlesztették ki dramldsi citométerre egy-
(Roederer M és Murphy RF, 1986; Schreiber S és mtsai, 1991), illetve két-1ézeres gerjesztés
alkalmazaséaval (Alberti S és mtsai, 1987; Alberti S és mtsai, 1991; Malley A és mtsai, 1988;
Steinkamp JA és Stewart CC, 1986). Ezek az eljardsok azon a megfigyelésen alapulnak, hogy
az autofluoreszcencia és a specifikus fluoreszcencia gerjesztési €s emisszids spektrumai
kiillonbozéek. Az autofluoreszcencia legalabb két spektrdlis tartomédnyban jelentkezik
eroteljesebben. Az egyik 365 nm-en gerjeszthetd és 445 nm kortil detektalhat6 (kék), mig a
masik komponens 440 nm-en gerjeszthetd €s 520 nm-en emittal (zold). A zold emisszid
kiilonosen zavarja a fluoreszcein emisszidjat. Mivel a kék és zold spektrélis tartoményokban
az autofluoreszcencia magasabb, mint a vorosben, ezért a hosszabb hullimhosszokon torténd
gerjesztés és emisszid detektdlds csokkenti az autofluoreszcencia részesedését a specifikus
fluoreszcencia jelhez képest (Fuchs HJ és mtsai, 1988; Loken MR és mtsai, 1987). Igy azok
az ujonnan kifejlesztett fluoreszkalo festékek, amelyek gerjesztési és emisszids spektruma a
voros régidban van, alkalmasabbak FRET vizsgilatokhoz, mint a sokkal népszeriibb,
konvenciondlisan haszndlt fluoreszcein-rodamin péar. Ebben a vonatkozdsban igéretesnek
bizonyulnak a karbocianin Cy3, Cy5 és Cy7 festékek, melyeket FRET mikroszkopias
mérésekhez kordbban mar sikeresen alkalmaztak (Bastiaens PI és mtsai, 1996; Kenworthy

AK, 2001; Ng T és mtsai, 1999; Wouters F.S. és mtsai, 1998).
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3. CELKITUZESEK

Munkénk sordn elsédleges célunk az volt, hogy megismerjiikk a CD45 fehérje tirozin
foszfatdz kiilonboz6 izoformdinak — feltehetden eltéré - szerepét a TCR éltal kozvetitett
jelatviteli folyamatok szabdlyozasdban. Ezt az aldbbi kérdésekkel kivantuk megkozeliteni:

» Kimutathat6-e fizikai kapcsolat a CD45 és a CD4/CD8 ko-receptorok kozott a
membran intakt struktirdjit megérz0 moddszerrel? Van-e eltérés a CD45RO0,
CD45RBC és a CD45RABC izoformdk kozott a fenti heteroasszocidciot
tekintve?

» Megfigyelhet6-e a CD45 molekuldk homoasszociacidja, és ez hogyan véltozik
az egyes izoformdk esetén?

» Van-e funkciondlis kovetkezménye az egyes CD45 izoformdk esetében
megfigyelhetd hetero- €s homoasszocidcios eltéréseknek? Kiilonbozik-e az
egyes CD45 izoformdkat kifejezd sejtvonalak esetében a TCR jelatvitel
erossége?

» Az aramlasi citometrids fluoreszcencia rezonancia energia transzfer modszer
az alacsony szamban kifejezodo sejtfelszini molekuldk (mint példdul a CD45
izoformdk expresszidja transzfektalt HPB-ALL T sejteken) esetében nem
szolgaltat megbizhaté eredményt a membréanfehérjék asszocidcidjarol. Ezért
célul tlztik ki egy 1j, €rzékenyebb mddszer kidolgozasit, ahol a magas
autofluoreszcenciéat sejtenként lehet korrigélni.

» Mivel a fluoreszcensen jelolt elsddleges antitestek hidnydban, illetve a
fluoreszcencia jel novelése érdekében gyakran indirekt immunfluoreszcens
jelolés hasznalata indokolt, ezért meg kivantuk vizsgdlni, hogy ugyanazon

intramolekuldris tdvolsdg esetén hogyan valtozik az energia transzfer
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hatékonysdg ért€ke, ha az epitdépokat kiilonbozd direkt illetve indirekt

modszerekkel jeldljiikk meg.
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4. ANYAGOK ES MODSZEREK

4.1 Sejtek tenyésztése

Kisérleteinkhez CD45 negativ  HPB-ALL sejtekb6l CD45R0, RBC és RABC
izoformdk stabil transzfekcidjaval nyert sejtvonalakat haszndltunk. Az egyes sejtvonalakat
aramldsi citometrids moddszerrel szortiroztdk, melynek eredményeképpen az egyes klénok
CD3, CD4, CD8 és CD45 expresszidja osszemérhet6 lett. A HPB-ALL T sejtvonalakat és az
EBV transzformdlt JY humdn B sejtvonalat (Frances Brodsky ajandéka, UCSF, San
Francisco) RPMI 1640 médiumban tenyésztettilk 10 % FCS és antibiotikumok jelenlétében
(Hederer, R. A. és mtsai, 2000). A stimulacios kisérletekhez a HPB-ALL sejteket FCS-mentes
RPMI-ben felszuszpendaltuk majd 20 percig 37 °C-on tartottuk. Ezutdn a sejteket biotinnal
jelzett anti CD4 antitesttel, vagy biotin-anti-CD3 és biotin-anti-CD4 antitestek keverékével
(1png/ml) 2 percig inkubdltuk, majd a szuszpenzidhoz sztreptavidint adtunk (20 pg/ml).

Egészséges donorokbdl PBL-eket (peripherial blood lymphocytes) izoldltunk és
egyldnci (sc) TCR:CD3( kiméra gén konstrukciét vittiink be retrovirusos transzdukciéval. A

T limfocitak tenyésztésére/felndvesztésére 25 mM Hepes, L-glutamin, 10 % humén szérum és

360 U/ml rIL-2 tartalmd RPMI 1640 médiumot hasznaltunk (Willemsen R.A. és mtsai, 2000).

4.2 Antitestek

4.2.1 Antitestek a rutin FACS analizishez és sejt szortirozdshoz

A CD3 ellenes UCHTI1, a CD45 ellenes pan-CD45-FITC (F10-89-4 klon), a
CDA45R0 izoforméra specifikus UCHLI1-PE, a CD45RA ellenes CD45RA-PE (F8-11-13 kl6n)

illetve a CD45RC (YTHS80.103 klon) ellenes monoklondlis antitestek a Serotec-t6l
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szarmaztak; a CD4 ellenes mAb-t (13B8.2 kl6n) a Beckman Coulter-tol; a CD8 ellenes UCT4

mAb-t a Sigma-t6l; mig a CD45RB ellenes PD7/26 antitestet a DAKO-t6] szereztiik be.
4.2.2 Antitestek a FCET kisérletekhez

A CD3 (MEMS57, IgG2a), CD4 (MEM115, IgG2a) és CD8 (MEM31, IgG2a) ellenes
monoklondlis antitestek Prof. Vaclav Horejsitdl szdrmaztak (Praga, Cseh Koztarsasig); a pan-
CD45 ellenes antitest (CD45.2, IgG1) S. Meuer (Heidelberg, Németorszdg) ajaindéka volt.

Az MHC-I molekuldk nehéz lanca (W6/32, IgG2ak) és a f2-mikroglobulin (368,
IgG1x) ellenes antitestek Frances Brodsky ajandékai voltak. Az affinitds kromatografidval
tisztitott, nyulban termeltetett, egér ellenes y2a lidncra specifikus IgG2a, és a nytlban
termeltetett, egér ellenes Y1 lancra specifikus IgG1 a Rockland-tdl szarmazott (Gilbertswille,
PA.). Az affinitds kromatografidval tisztitott, Cy3- és Cy5-jelolt kecskében termeltetett, egér
ellenes antitestek (konnylli és nehéz lanc specifikus) Fab fragmentumait a Jackson
ImmunoResearch-t8] (West Grove, PA.) kaptuk. Az OKT-3 (CD3 ellenes) antitest a European
Collection of Cell Cultures—t6l (Salisbury, Nagy-Britannia), mig a T sejt receptor VB1 ldnca

ellenes antitest (TCR V1, IgG1) az Immunotech-t6l szarmazott.
4.2.3 Antitestek a stimuldcios Western blot kisérletekhez

A CD3-biotin (MCA-463B klén) és a CD4-biotin (MCA-1267B) antitestek a
Serotec-t6l szarmaztak. Az antitesteket streptavidinnel (Sigma) kotottik keresztbe. Az
immunprecipitdcidhoz Fb2 foszfotirozin, CD4 (QS4120) monoklonélis antitesteket és kecske
anti- N39 (CT-11) antiszérumot hasznéltunk. A Western blot kisérletekhez foszfotirozin
(4G10), Vav és c-Cbl, ERK-1, ERK-2 és syk, p59fyn, foszfo-p44/42 MAP kindz, LAT és

p56'* , SLP-76, ZAP-70, TCR-{ lanc ellenes antitesteket hasznaltunk.
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4.2.4 Fab fragmentumok prepardldsa

Az antitestek Fab fragmentumait egy méar kordbban ismertetett modszer szerint
allitottuk eld (Szolldsi és mtsai, 1996). A teljes antitestet pH = 8.00 PBS-be (100 mM
Na,HPO,, 50 mM NaCl, 1 mM EDTA, pH 8.0) atdializaltuk, majd L-cisztein jelenlétében (11
percig 37 °C-on) papainnal emésztettiik. Az emésztést jodacetamiddal allitottuk le, az Fab és
Fc fragmentumokat tartalmazoé frakcidkat Sephadex G-100 oszlopon vélasztottuk el. Végiil az

Fab fragmentumokat protein A oszlop alkalmazasdval szeparaltuk el az Fc résztdl.
4.2.5 Antitestek és Fab fragmentumok konjugdldsa fluoreszcens festékekkel

Az antitesteket vagy azok Fab fragmentumait fluoreszcein-izotiocianéttal (FITC)
vagy tetrametil-rodamin-izotiocianattal (TRITC) illetve szulfoindocianin festékek (Cy3 és
Cy5) szukcinimidil észter szarmazékaival jeloltiik kordbban leirt modszerek alapjan (Jenei, A.
és mtsai, 1997; Szollosi J és mtsai, 1989; Szollosi, J. és mtsai, 1987). Az antitesthez nem
kotodott festéket gél-sziiréssel tavolitottuk el Sephadex G-25 oszlop segitségével. A festék-
fehérje jelolési aranyt spektrofotometridsan hatdroztuk meg, melynek értéke koriilbeliil 3:1

volt teljes IgG esetében, mig Fab fragmentumoknal 1:1.

4.3 Sejtfelszini antigének jelolése antitestekkel FCET mérésekhez

A sejteket kétszer mostuk hideg PBS-ben (pH 7.4), majd kb. 1 millidé sejtet
szuszpendaltunk fel 100 ul 1% BSA (Bovine Serum Albumin) tartalmi PBS-ben. A sejteket
ezutan 40 percig, jégen, sotétben jeloltik a megfeleld fluoroférral konjugalt monoklondlis
antitestek vagy azok Fab fragmentumainak telitd koncentracidjdval. Indirekt jelolés esetén a
sejteket jeloletlen monoklondlis antitestekkel inkubdltuk, majd kétszer mostuk hideg PBS-

ben, ezutdn jeloltiik Cy3- vagy Cy5-konjugalt poliklondlis, mdsodlagos (nytlban termeltetett,
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egér ellenes IgG 7yl vagy Y2a lancra specifikus) antitesttel. Az alosztdly specifikus médsodlagos
antitesteknél nem tapasztaltunk kimutathaté keresztreakciét mds IgG alosztdlyokkal. Ezt
megfeleld kontroll mintdkkal igazoltunk (elsédleges antitest [gG1, masodlagos antitest [gG2a-
ellenes). Azokban az esetekben, amikor kecskében termeltetett egér ellenes, nem alosztély
specifikus poliklondlis antitestek (GAMIgG) Fab fragmentumait hasznéltuk indirekt jelolésre,
az aldbbi jelolési szekvenciat alkalmaztuk: (1) jeloletlen W6/32 antitest; (2) Cy3-jelolt
GAMIgG Fab fragmentumok; (3) jeloletlen GAMIgG Fab fragmentumok 50 ul/ml
koncentracioban (célja a W6/32 antitesten megmaradt szabad masodlagos antitest kotohelyek
blokkoldsa). A kovetkezd 1épésben (4) a sejteket L368 monoklondlis antitesttel jeloltiik, amit
(5) Cy5-konjugdlt GAMIgG Fab fragmentumaival valé jelolés kovetett. A CyS-jelolt
masodlagos antitest nem kotodott a W6/32 antitesthez, amit megfeleld kontroll mintakkal
igazoltunk (els6dleges monoklondlis antitest, Cy3-konjugélt mdsodlagos Fab fragmentumok,
blokkolas, Cy5-jelolt masodlagos Fab fragmentumok). Végiil a sejteket hideg PBS-ben
mostuk és 1%-os hideg formaldehidben fixéltuk. Az éI6 illetve a formaldehiddel fixalt

sejteken kapott eredmények kozott a mérési hibdn beliil nem volt eltérés.

4.4 Aramlasi citometrias energia transzfer mérések

A fluoreszceinnel €és rodaminnal jelzett antitestek kozotti energia transzfer
mérésekhez FACScan (Becton Dickinson) aramldsi citométert hasznaltunk. A donor
fluoreszcenciat egy argon ion lézer 488 nm-es vonaldval gerjesztettiik, és 530130 nm-es
savsziird alkalmazédsaval detektdltuk. A donor fluoreszcencidjat hasonlitottuk 6ssze duplén
jelolt (donor és akceptor) sejtek, illetve olyan mintdk kozott, ahol az akceptoros antitestet

annak jeloletlen formdjdval helyettesitettiik. Igy ki tudtuk kiiszobolni a donor és akceptor
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antitest esetleges kompeticidja okozta hatdsokat. Az energia transzfer hatékonysiagot a donor
fluoreszcencidjdnak az akceptor jelenlétében tapasztalt szazalékos csokkenésébdl szamitottuk.

A Cy3 és Cy5 festékpar alkalmazdsakor kisérleteinkhez a Becton Dickinson
FACSCalibur tipusd dramlasi citométerét (Becton Dickinson, San Jose, CA) hasznéltuk. Négy
fluoreszcencia intenzitdst mértiink, melyek paramétereit az 1. tdblazat foglalja 6ssze. Az eldre
€s oldalra irdnyul6 fényszords alapjan kapuztuk ki a sejttormeléket és az é€lettelen sejteket. A
donor és akceptor jelolt antitestek dtlagos tdvolsdgat jellemzo energia transzfer hatékonysigot
a detektalt négy fluoreszcencia paraméterbdl sejtenként szamoltuk ki. Az energia transzfert
10000 sejten szdmolt értékek atlagaként adjuk meg. A sejtenkénti autofluoreszcencia

korrekciot az eredmények fejezetben targyaljuk.

csatorna gerjesztési hulldimhossz | emissziés hullimhossz
FL1 (autofluoreszcencia) 488 nm 530+15 nm
FL2 (donor) 488 nm 585121 nm
FL3 (energia transzfer) 488 nm 670 nm felett
FL4 (akceptor) 635 nm 66118 nm

I. tablazat Az dramldsi citometrids energia transzfer mérések sordn haszndlt

detektdldsi csatorndk gerjesztési és emisszios jellemzoi.

4.5 Az antitesthez konjugalt fluoreszcens festékek abszorpcios és

gerjesztési spektrumanak meghatarozasa

A FCET szamitdsok az ugynevezett effektiv jelolési ardnyon alapulnak, ami a
fluoreszkélé konjugatum festék részének kvantum hatékonysag valtozasait veszi figyelembe.
A fluoreszcensen jelolt IgG-k és Fab fragmentumok relativ kvantumhatdsfokat
spektrofluorimetridsan hatdroztuk meg. El6szor a jelolt antitest oldat abszorbancidjat

hatdroztuk meg a festék gerjesztési hullimhosszan. Ezutdn a jelolt antitest korrigalt
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fluoreszcencia emisszids spektrumat vettikk fel, majd a teljes emissziés hulldmhossz
tartomanyra integraltuk. Standardként 0.1 M NaOH-ban feloldott fluoreszceint hasznéltunk,
aminek a fluoreszcencia kvantumhatdsfoka ilyen koriilmények kozott a hulldmhossztol
fiiggetleniil 0.92 volt. Az ismeretlen fluoreszcencia kvantumhatdsfokit az (1.4) egyenlet

szerint szamitottuk ki:

Ed e A
Q e = Y . st . Q (4)
o Est Adye ot

ahol az Eg. és Ey, a jelolt antitest és a fluoreszcein standard integralt fluoreszcencia
intenzitdsat jeloli, az A €és Ay az antitest és a standard festék oldat abszorbancia értékeit
mutatja, amit a fluoreszcencia emisszids spektrum meghatdrozdsdndl haszndlt gerjesztés

hulldamhosszan mértiink, és a Q,; a standard fluoreszcencia kvantum hozama.

4.6 Immunprecipiticiéo és immunoblotting

A stimulalt sejteket 10 percig, 4 °C-on az alabbi oldatban lizéltuk: 1 % Nonidet P-40,
20 mM Tris-HCI, pH 7.4, 150 mM NaCl, 2 mM EGTA, 1 mM Na-ortovanadat és protedz
gatlok. A sejtmagokat és a sejttormeléket centrifugaldssal (10 perc, 10,000 rpm, 4 °C)
tavolitottuk el. A teljes sejtlizditum immunoblot analiziséhez a mintikat (10° sejt) Laemmli
pufferbe tettiikk és 5 percig féztik. A TCR{ immunprecipiticiéhoz a mintdkat 40 pl 50 %
protein G-Sepharose Bead-del forgattuk. Az igy eldtisztitott lizdtumokat 4 °C-on 60 percig
vagy egy ¢€jszakdn keresztiil inkubdltuk az immunprecipitdlé antitesttel. Az immun-
komplexek kinyeréséhez 50 % G-Sepharose Bead-eket hasznaltunk. A pelletet lizis pufferben
mostuk, majd szepardldsdhoz 7.5-15 % gradiens gélt haszndltunk. A CD4
immunprecipitidcihoz a sejteket CD4 antitesttel fedtiik. Az in vitro kindz mérés sordn az

immun-komplexeket kindz pufferben mostuk (Pipes, MnCl2, MgCl2, Na-ortovanadat,
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AEBSF). A kinaz reakci6 elinditasat ditiotreitol, ATP és [y—SZP]ATP tartalmu kindz pufferrel
végeztilk. 10 perces szobahOmérsékleten valé inkubdlds utdn a reakciét Laemmli puffer
hozzdadéasaval és, forraldssal allitottuk le. Az immunoblotok és autoradiografok kiértékelését

LAS-1000 CCD kamera és AIDA képelemzd szoftver segitségével végeztiik.
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5. EREDMENYEK ES MEGBESZELESUK

5.1 Aramlasi citometrias energia transzfer mérések sejtenkénti

hattérlevonassal

Az dramlési citometrids energia transzfer (FCET) mérés a sejtfelszini molekuldk
kozotti, illetve a molekuldkon beliili tavolsdgviszonyok vizsgalatira alkalmas érzékeny
moddszer. Azokban az esetekben, amikor a vizsgalt sejtfelszini receptorok szama megfeleléen
magas, tehdat a sejtek autofluoreszcencidja csak kis mértékben jarul hozzd a mért
fluoreszcencia jelhez, a hagyomanyosan haszndlt fluoreszcein €s rodamin, vagy az ezekhez
hasonlé spektralis tulajdonsagokkal rendelkezd festékek jol alkalmazhat6ak donor-akceptor
parként. Az olyan vizsgalati rendszerekben azonban, ahol a jel/zaj ardny alacsony (példaul az
HPB-ALL T sejteken), tapasztalataink szerint a kordbban kifejlesztett FCET mddszer nem
alkalmazhat6. Cy3 és Cy5 festékeket haszndltunk donor/akceptor parként, melyek voOros
tartomanyba esO emisszidja nagymértékben csokkentette a sejtek autofluoreszcencidjat. Mivel
a donor emisszids spektruma és az akceptor abszorpcids spektruma kozotti atfedés mértéke a
Cy3 és Cys5 illetve a fluoreszcein €s rodamin festékparok esetén igen hasonld, igy az Ry
értékeik is igen kozeliek (5.0 nm és 5.6 nm) (Bastiaens PI és Jovin TM, 1996; Kosk-Kosicka,
D. és mtsai, 1989).

Ezen kiviil, a FCET moddszert egy olyan matematikai 0sszefiiggéssel egészitettiik ki,
amely lehetové teszi az autofluoreszcencia sejtenkénti korrekcidjat. A konvenciondlis
alkalmazds ugyanis minden jelolt sejt fluoreszcencidjabol egy konstans autofluoreszcencia
értéket vont le, amelyet a jeloletlen sejtek esetében mért autofluoreszcencia atlagértékébol
szamitanak. Mivel az autofluoreszcencia minden egyes sejt esetében kiilonb6z0, a fenti

korrekcié jelentOsen torzithatja a specifikus fluoreszcencia értékét. Egyrészt az atlagosnal
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alacsonyabb autofluoreszcencidju sejtek igy tdlzott korrekciét szenvednek, ami alacsony
specifikus jel esetében még negativ FRET értékeket is eredményezhet. Masrészt a magas
autofluoreszcencidval rendelkezo sejtek alul-korrigaltak. A fluoreszcencia jelek ilyen modon
torténd pontatlan korrekcidja jelentds mértékben hathat az energia transzfer értékére, mivel a
mért paraméterek egymdssal torténd osztisa elengedhetetlen, ami végiil tobbszords hibat
eredményez a szarmaztatott paraméterekben.

A hagyomdnyos alkalmazasban a kozvetlen donor fluoreszcenciét és a szenzitizalt
emissziot egyardnt egy argon ion lézer 488 nm-es vonala, mig az akceptor kozvetlen
emisszidjat egy 514 nm-es lézervonal gerjeszti, igy Osszesen hdrom fluoreszcencia jel
detektalasa sziikséges. A modositott FCET mddszerben egy negyedik fluoreszcencia jel
mérését vezettik be, amely fliggetlen paraméterként a sejtenkénti autofluoreszcencia
meghatdrozasit tette lehetdvé. Mivel Cy3 és Cy5S festékeket hasznaltunk donor-akceptor
parként, ezek gerjesztésére egy argon ion lézer 488 nm-es vonalét illetve egy vords didda
1ézer 635 nm-es vonaldt hasznéltuk. A Cy3 emissziés maximuma (565 nm) az FL2 csatorna
detektdlasi tartomdnydba esik, mig a CyS emissziéjanak maximuma (667 nm) az FL3 és FL4
csatorndkban detektdlhaté. Az autofluoreszcencia detektdldsdra haszndlt FLI csatorndba
(530 nm) a CyS5 egyéltalan nem, mig a Cy3 csak kis mértékben vilagit at.

Az (1.6-1.9) egyenletek a négy detektdlt intenzitds Osszetételét irjdk le abban az
esetben, amikor minden egyes fluoreszcencia komponens minden csatorndban vilagit. A
zéréjelben 1évé szamok az FLI-FL4 csatornidkban mért fluoreszcencidk gerjesztési és
detektdlasi hulldmhosszdra vonatkoznak. AF az 1. csatorndban mért autofluoreszcencia
intenzitast, Ip a 2. csatornaban mért kioltatlan donor fluoreszcenciat, I, a 4. csatorndban mért

direkt gerjesztett akceptor intenzitdst, mig E az energia transzfer hatékonységat jeloli.
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S

FLI(488,530) = AF +Ip(1-E)-Ss5 +14-Ss +Ip E-a ¢ (5)
2
FL2(488,585) =AF -B, +In(1-E) +14 -S; +1Ip Eaz—" (6)
2
FL3(488,>670) = AF -B; +Ip(1-E)-S; +14 -S, +Ip -E -« (7)
1 &P el
FL4(635,661) = AF -B, +Ip(1-E)-S; +14 +Ip E-o-— 2033 ~488 (8)

D _A
S; €488 " €635

Az S;-S¢ és B,-B; faktorok az egyes csatorndk kozotti un. spektrdlis Aatvilagitast

A D
2 e E,493€, cp e 2 + . z . 2 . z
szamszerisitik. A —5-%5 kifejez€s a donor €s akceptor gerjesztési hullimhosszain (488 €s
&
635%488

635 nm) meghatarozott moldris abszorpcids egyiitthatok hdnyadosa. Az « paraméter a donor
és az akceptor detektdlasdnak relativ hatékonysdgat és relativ kvantum hasznositasat irja le,
pontos meghatdrozasa ,,Az & faktor meghatdrozdsa” cimi alfejezetben taldlhatd. Az S, S; és

S5 meghatarozésat csak Cy3-mal (donor) jelolt sejteken végeztiik az alabbi egyenletek szerint:

FL3

I €))
FL4

5 =12 (10)
FLI

5= FL2 (In

Az S, Sy és Sg faktorokat csak Cy5-tel (akceptor) jelolt sejteken hataroztuk meg az aldbbi

egyenletek szerint:

FL3
S, = — 12
2" FL4 (12)
FL2
S, =—= 13
4" FL4 (13)
FLI
2= 14
Ss FL4 14
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5. abra: Az egyes csatorndkban detektdlt autofluoreszcencia jelek korreldacioi. Az
autofluoreszcencia spektrum egyes csatorndkban jelenlévd frakcidinak ardnyai a B
faktorok, melyek megfelelnek az illesztett egyenesek meredekségeinek. Az FLI jelet
488 nm-es gerjesztésnél és 530+15 nm emissziondl mértik, az FL2-t 488 nm-es
gerjesztésnél és 585121 nm-es emissziondl, az FL3-at 488 nm-es gerjesztésnél és 670
nm feletti emisszidndl, mig az FL4-et 635 nm-en gerjesztve 66118 nm-es emisszidnal

detektaltuk.

29



Eredmények és megbeszélésiik

A B,, B; és B4 faktorokat jeldletlen sejteken hataroztuk meg az aldbbi egyenletek szerint:

FL2

27 FLI (1)
FL3

3T FLI (16)
FL4

=L (17)

Az FL2 és az FL3 is jo korrelaciot mutatott az FLI-gyel (r=0.91 az FL2-FLI korrelacié
esetében, r=0.85 az FL3-FL-1 esetében, p<0.001 mindkét esetben), ami a B, és B; dllandok
haszndlhatdsdgat hitelesiti a sejtenkénti autofluoreszcencia korrekcidban. Az FL4 és FLI
kozotti korrelacid szintén j6, azonban az FL4 csatorndban mérhetd autofluoreszcencia olyan
alacsony, hogy a By elhanyagolhaté lenne (5. édbra). A B, konstanst ennek ellenére
felhaszndljuk a szamitdsban a minél pontosabb energia transzfer hatékonysag értékek
meghatdrozasa érdekében. A sejtenkénti autofluoreszcencia korrekcié az FL2 és FL3
csatorndkban a legfontosabb, mivel ezekben a csatorndkban, szemben az FL4 csatorndval az
autofluoreszcencia nem elhanyagolhat6. Ezen kiviil az FL2 jel pontatlan meghatdrozasa
jelenti a legnagyobb hibaforrést az energia transzfer szdmitasaban (Szollosi J és mtsai, 1987).

A FACSCalibur szilir6 és dikroikus tiikor szettjét haszndlva az S3, Ss és Ss faktorok

A _D
E o€
nullanak bizonyultak, az —‘f‘g 033 hanyados értéke szintén nulla volt, ami a (1.5)-(1.8)

€635€488
egyenleteket nagymértékben leegyszeriisitette. Az egyenletek megolddsa az A paramétert

eredményezi:
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(18)

| FLI-(B,S,+B,S, - B;)+FL2-(B;Ss S, - B,S,S;)+FL3-(1-B,S;)+FL4-S, -(B,S;5 - )
a FL2-FLI B,

A fenti egyenletbdl a FRET hatékonysag (E) értéke az alabbi médon fejezheto ki:

E = A
1+ A

(19)

5.2 Az o faktor meghatarozasa

Az o faktor egy gerjesztett akceptor molekula fluoreszcencidjanak detektdldsi
hatékonysdgat hatdrozza meg egy gerjesztett donor molekula emisszidjanak detektalasi
hatékonysdgara vonatkoztatva. A szenzitizalt akceptor emissziébol szarmazoé jel a donorrdl az
akceptorra atszéllitott gerjesztd kvantumok szdmaval ardnyos, igy ardnyos az IpE kifejezéssel.
Az o mint ardnyossagi faktor kisérletesen is meghatarozhaté az aldbbi fluoreszcencia jelek
aranyabol: az FL3 jel N szamu gerjesztett akceptor molekulédtdl, mig az FL2 jel N szamu
gerjesztett donor molekulatdl szarmazik. Az « fiigg a festékek kvantum hasznositasatdl (a
donor esetében (Qp, az akceptor esetében (Q4), €s a megfeleld csatorndk detektaldsi

hatékonysagatdl, amint az aldbbi egyenletben lathato:

_ QA77A (20)
Qp’ip

o

ahol 7D és mA a 2. és 3. csatorndk detektaldsi hatékonysdgit mutatjdk azon fotonokra
vonatkozva, melyek a donor illetve akceptor emisszié hullimhossz eloszlasat mutatjdk. Az o
paramétert kisérleti uton ugy hatdroztuk meg, hogy a csak donorral jelolt minta FL2 jelét a

csak akceptorral jelolt minta FL3 jeléhez viszonyitottuk:
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a=""A PD =D ‘D 1)

ahol B jeloli a megfeleld antitesttel megjelolt fehérje sejtenkénti atlagos szamat, L mutatja a
festékmolekuldk datlagos szaméat egy antitest molekuldn, mig € a festékek 488 nm-en
meghatdrozott moldris abszorpcids egyiitthatdja; az A és D indexek a donorra illetve az
akceptorra vonatkoznak. A B, L és € paraméterekbdl képzett ardnyok a csak donorral, illetve a
csak akceptorral megjelolt mintdk dltal elnyelt fotonok szamanak kiilonbségét korrigéljak.

Az egyes festékek fluoreszcencia kvantum hasznositdsa fiigghet attél, hogy milyen
fajtaju antitesthez kapcsolddik, s6t ez valtozhat a jelolési ardannyal (L) is. Mindez
természetesen befolydsolja az « értékét. Egy adott donor-akceptor antitest par estében
meghatarozott ¢ faktor mas antitest parokra is hasznalhatd, ha ezek ugyanazon festékekkel
jeloltek, azzal a feltétellel, hogy az eredeti o faktor értékét korrigdlni kell a kvantum

hasznosités kiilonbségével:

(22)

ahol az ,,1” index jeloli azt az antitest part, amelyre az « faktort meghataroztuk, mig a ,,2”

index az uj antitest parra vonatkozik.

5.3 A FCET modszer megnovelt érzékenysége a hattér sejtenkénti

levonasat kovetoen

Az eredeti FCET modszer modositdsa, amely az autofluoreszcencia sejtenkénti
levondsat is magédban foglalja, a technika sokkal szélesebb korli alkalmazhatdsagat teszi
lehetévé. Olyan rendszereken is hasznalhatéva valik, ahol a vizsgélni kivant receptorok szdma

alacsony. A tovabbfejlesztett modszer érzékenységét két olyan bioldgiai rendszeren
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ellendriztiik, melyeknél a kordabbi FCET technika alkalmazasa eredménytelen volt: az egyik
receptor-szdm akadédlyozta, mig a masik esetben a sejtek heterogénnek mutatkoztak az adott

sejtfelszini molekuldk kolcsonhatésat illetden.

//////

meghatdrozdsa

Transzfektdlt HPB-ALL T sejtvonalon a CD45R0 izoforma expresszidja tdl alacsony
volt ahhoz, hogy a konvenciondlis FCET mddszert haszndlva pontosan meghatarozzuk
sejtek esetében kapott FL2 hisztogram kozépértéke ugyanis minddssze kétszerese volt a
jeloletlen sejteken mért autofluoreszcencia kozépértékének (jel:autofluoreszcencia ardnya
1:1). Vizsgalatunkban 0Osszehasonlitottuk a hagyomdnyos, illetve a sejtenkénti
hattérlevondssal moddositott energia transzfer meghatdrozdsi moédszert. A 6. dbrdn a két
mddszerrel kapott energia transzfer eloszlds hisztogramok jol demonstrdljdk, hogy a
modositott FCET mddszer megbizhatobb eredményt szolgéltat a homoasszocidcié mérésére.
A sejtenkénti hattérlevonast kovetden a hisztogram az energia transzfer hatékonysag pozitiv
gorbe esetén a hisztogram kozépértéke £ SD = 4.9 (+ 2.6) %, Osszehasonlitva a hagyoményos
hattérlevondssal kapott eredménnyel, ahol egy konstans autofluoreszcencia értéket

hasznaltunk (a b gorbe esetén a hisztogram kozépértéke = -0.1 (= 7.6) %).
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6. abra: A sejtenkénti hdttérlevonds hatisa a FRET hatékonysdg eloszldsdra alacsony jel/zaj
ardny esetén. CD45 RO izoformdval transzfektalt CD45 negativ HPB-ALL T sejteket jeloltiink
Cy3-mal és Cy5-tel konjugalt CD45 pan antitest Fab fragmentumaival. A FRET hatékonysagot
sejtenkénti autofluoreszcencia korrekcidval (vastag vonald gorbe) (hisztogram kozépértéke £ SD
= (4.9 * 2.6) %) illetve a specifikus jelbdl konstans hattér érték levonasaval is elvégeztiik

(vékony vonalu gorbe) (hisztogram kézépértéke + SD = (-0.1 = 7.6) %).

5.3.2 Endogén TCR kifejezodés, mint “kontamindcio” kimutatdsa T sejtek felszinén

s¢TCR:CD3.¢ kiméra receptor retrovirusos transzdukcidjdt kovetéen

Eld6fordulhat, hogy a biolégiai mintdk olyan sejtpopuldcidkat tartalmaznak,
amelyeken a vizsgalt fehérjék kiilonboz6 mértékben asszocidlédnak egymadssal. Bar az ilyen
sejtpopulacidk elkiilonitése rendkiviil fontos lenne, a hagyoméanyos FCET mddszerben
elterjedt festék-parok (mint a fluoreszcein és rodamin) haszndlata ezt jelentOsen

megnehezitette. Ugyanis — kiilondsen alacsony receptor expresszié esetén - az energia
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transzfer eloszldsdnak nagy szordsa miatt bonyolult az alpopuldciok megkiilonboztetése. Az
altalunk kifejlesztett 4 FCET moddszert alkalmazva sokkal pontosabban megkiilonboztethetok
az eltérd energia transzfer hatékonysagot mutato sejtpopuléciok.

Primer humén T sejteken egyszéli kiméra T sejt receptor (scTCR:CD3.{) virusos
transzdukcidjat kovetden a bevitt kiméra TCR és endogén CD3 molekula kozott végzett
FCET mérések azt mutattdk, hogy a kiviilrél bevitt kiméra TCR molekuldk membran
topoldgidja eltér a teljes lanct, modositatlan TCR lancokétdl. Az igy mddositott T sejtek nagy
része a scTCR:CD3.C lancot fejezte ki (vagyis a sejtek Val2 és VP1 antigénre is pozitivak
voltak), azonban a sejtek egy kis alpopulécidja, amely az endogén TCR lancot expresszdlta
(vagyis a sejtek csak a VP1 antigénre voltak pozitivak), a vart FRET értéket szamottevo
mértékben befolyasolta. Ebben a kiilonleges esetben az energia transzfer hisztogram eloszlasa
két csiccsal volt jellemezhetd a kordbban tapasztalt egymddusu eloszldssal szemben. Amint a
7. abran lathat6, a Cy5 festékkel megjelolt CD3 ellenes molekula és a Cy3 festékkel jelzett
TCR V1 ldnc ellenes antitest kozott meghatdrozott energia transzfer hatékonysag
hisztogramja két élesen elvdld csticecsal rendelkezik. Az elkiiloniildé csticsokhoz tartozo
kozépérték megkozelitoleg 2 és 8 %: az alacsony FRET értékii csiucs képviseli azokat a
sejteket, melyek az exogén scTCR:CD3. lancot fejezik ki, mig az endogén TCRP-t kifejezd

sejtek alkotjadk a magas energia transzfer értékii csticsot.
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7. abra: A megnovelt érzékenységii uj modszer lehetdvé teszi olyan sejtpopuldciok
megkiilonboztetését, melyek az energia transzfer hatékonysdgukban kiilonboznek.
Humén T limfocitdkon scTCR:CD3( kiméra receptor retrovirusos géntranszdukcidjat
végezték. Az energia transzfert a Cy3-mal jelzett TCR:CD3( kiméra molekuldk és a
Cy5-tel jelolt endogén CD3 molekuldk kozott mértiik. A scTCR:CD3L kiméra receptort
jeloletlen TCR-VP1 antitesttel, majd Cy3-mal konjugdlt GAMIgG poliklonalis
antitesttel, mig a CD3 molekuldt Cy5-tel jelzett OKT3 monoklonélis antitesttel jeloltiik.
Az FL2 (VBl + Cy3-GAMIgG) és FL4 (Cy5-OKT3) bivaridns hisztogramon a
magasabb fluoreszcencia intenzitassal rendelkezd sejteket kikapuzva (a) két modusu

FRET hatékonység eloszlast kaptunk (b).
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5.4 Az immunfluoreszcens jelolés geometriaja befolyasolja a FRET

hatékonysagot

A FRET mddszer alkalmazdsat gyakran akaddlyozza a donor-akceptor parként
hasznalhat6 fluoreszcensen jelzett monoklondlis antitestek hidnya. A probléma megoldasat
madsodlagos antitestek vagy azok Fab fragmentumainak hasznélata jelentheti. Az indirekt
immunfluoreszcens jelolés esetében az antitest-komplexek megvaltozott geometridja a direkt
jelolésnél megfigyelt energia transzfer hatékonysdgot jelentdsen befolyasolja. Modell
rendszerként JY sejtek MHC I molekuldinak két epitdpjat (nehéz lanc és B2-mikroglobulin)
valasztottuk, melyek tdvolsdgviszonyait az intézetiinkben végzett kordbbi FRET
vizsgalatokkal mér j6l karakterizaltak (Géspar, R. J. és mtsai, 2001). Ennek a molekuldn
beliili (intramolekuldris) energia transzfernek a segitségével kivantuk vizsgdlni, milyen hatdsa
van az indirekt jelolésnek a mért energia transzfer hatékonysagra. Ennek érdekében szdmos
jelolési elrendezést teszteltiink a modositott FCET mddszer segitségével.

Immunfluoreszcens jeloléseink stratégidja a 8. dbran lathatd. A kiilonb6zo jelolési
protokollokkal meghatarozott FCET hisztogramok pontos elkiilonitéséhez feltétleniil sziikség
volt vorosben emittdld fluoreszcens festékek alkalmazdsara. A hagyoményos fluoreszcein-
rodamin donor-akceptor par haszndlata, a magas autofluoreszcencia miatt nem tett volna

lehetové ilyen mértékli felbontast.
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8. abra: Donor és akceptor molekuldk jelolése eltéré modszerekkel. A MHC I molekulak
nehéz (az dbran narancssargdval jelolve) és konny( lancat (B2m, az dbran kékkel jelolve)
jeloltik kozvetlenill fluoreszcensen jelzett elsddleges antitesttel (az dbran sziirkével
jelolve), illetve indirekt moddszerrel, amikor jeldletlen elsddleges antitestet (az abran
sziirkével jelolve) majd fluoreszcensen jelzett GAMIgG Fab fragmentumadt, vagy teljes
RAMIgG molekuldkat alkalmaztunk (az &brdn mindkett6 vildgoskékkel jelolve).
Vizsgélataink sordn fluoreszcensen konjugélt elsddleges antitestekkel (Cy3-L368 + Cy5-
W6/32), Fab fragmentumokkal (Cy3-L368 Fab + Cy5-W6/32 Fab) vagy jeldletlen primer
antitesttel vald  jelolést kovetden fluoreszcensen konjugdlt poliklondlis Fab
fragmentumokkal (L368 + Cy3-GAMIgG Fab és W6/32 + Cy5-GAMIgG Fab) illetve
jeloletlen primer antitestet kovetden fluoreszcens poliklonalis teljes IgG-vel (1368 + Cy3-
RAMIgG1 és W6/32 + Cy5-RAMIgG2a) jeloltiik a sejteket. Az indirekt jelolések esetében
tobb mint egy poliklondlis antitest képes egyetlen elsOdleges antitestre felkdtOdni. Az

egyszeriiség kedvéért azonban az dbrin csak egy médsodlagos antitestet tlintettiink fel.

Azzal, hogy a MHC 1 molekula nehéz és konnyii lancat (B2m) W6/32 illetve L368
monoklondlis antitestekkel direkt és indirekt modszerrel megjeloltiik, az alkalmazott antitest

komplexek méretét, igy a donor €és akceptor festékek tavolsdgat jelentés mértékben
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véaltoztattuk. A mdsodlagos jelolések esetén a fluoreszcensen jelzett masodlagos antitestek
vagy Fab fragmentumok koncentricigjat tgy allitottuk be, hogy a donor-akceptor ardny a
direkt jeloléshez hasonléan 1 koriili legyen. Igy biztosak lehettiink abban, hogy az energia
transzfer ért€kére a donor-akceptor ardny nem volt hatdssal, vagyis azt elsOsorban a
festékmolekuldk kozotti tdvolsag befolyésolta.

A donor és akceptor molekuldk kozotti tdvolsag valtozdsai jelentdsen hatottak az energia

transzfer értékekre, mint az a 9. dbran lathato.
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9. abra: A MHC I molekuldk direkt és indirekt modszerekkel megjelolt nehéz és konnyii
lancai kozott mért energia transifer hatékonysdgok eloszldsa. A molekuldkat direkt
modon jeloltiik teljes antitestekkel (kék gorbe) vagy Fab fragmentumokkal (zold gorbe);
indirekt moddszerrel konjugalatlan monoklondlis antitesttel torténd jelolés utdn
fluoreszcensen jelzett poliklondlis Fab fragmentumokkal (vords gorbe) vagy
fluoreszcensen jelzett poliklondlis teljes antitesttel (fekete gorbe). A szaggatott vonald
gorbe olyan sejtek FRET eloszldsdt mutatja, ahol a sejteket csak donorral (Cy3) konjugélt

elsddleges antitesttel jeloltiik, igy energia transzfer nem jatszédott le.
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A fluoreszcensen jelolt elsddleges antitestekkel vagy azok Fab fragmentumaival val6
jelolésnél mért energia transzfer hatékonysagokhoz képest (28-30 % koriil, kék és zold gorbe)
az epitépokat Cy3 illetve Cy5 festékkel konjugalt masodlagos Fab fragmentumokkal jeldlve a
FRET hatékonysag nagymértékli csokkenését (15 %, voros gorbe) tapasztaltuk. Amikor a
sejtek jeloléséhez poliklondlis teljes IgG-t haszndltunk a mdsodlagos Fab fragmentumok
helyett, az energia transzfer tovabbi csokkenését figyelhettiik meg (~ 8 %, fekete gorbe). Az
energia transzfer hatékonysag eloszlasanak csucsa anndl inkabb a nulla felé tolodott, minél
nagyobb méretli antitest-komplexumot alkalmaztunk az epitopok megjeloléséhez.

Amint a II. tdblazatban lathat6, ha a donor indirekt jelzésére Fab fragmentumot
haszndlunk, mikdzben az akceptort direkt modon jeloljiik, az energia transzfer értéke a direkt
és indirekt jelolésnél tapasztalt értékek kozé esik (24 %). Erdekes médon a mindkét oldalon
alkalmazott teljes masodlagos antitestes jelolés esetében megfigyelt FRET hatékonysdghoz
képest nem tapasztaltunk valtozast, ha az egyik oldalon direkt médszerrel jeldltiik az epitépot
(~ 9 %). A JY sejteken a hagyomdnyos FCET mddszerrel (ahol az autofluoreszcenciat
konstans hattér levonasaval korrigaltuk) mért adatok gyakorlatilag nem kiilonboztek a
tovébbfejlesztett FCET modszerrel meghatarozott értékektdl (ahol az autofluoreszcenciat
sejtenként korrigaltuk), mivel a JY sejten kifejez6do igen nagy szdmu MHC I molekula

(koriilbeliil 1 milli6 molekula sejtenként) kit{ind jel-zaj ardnyt biztositott.
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Donor Akceptor FRET (%) = SD
Cy3-W6/32 Cy5-L368 294+1.9
Cy3-L368 Cy5-W6/32 305+1.3
Cy3-W6/32 Fab Cy5-L368 Fab 29.8+£5.2
Cy3-L368 Fab Cy5-W6/32 Fab 27.1+2.1
W6/32 + Cy3-GAMIgG Fab* Cy5-L368 245+04
L368 + Cy3-GAMIgG Fab Cy5-W6/32 234+1.6
W6/32 + Cy3-GAMIgG Fab L368 + Cy5-GAMIgG Fab 199 +£4.7
L368 + Cy3-GAMIgG Fab W6/32 + Cy5-GAMIgG Fab 13.3+£3.5
W6/32 + Cy3-RAMIgG2a L368 + Cy5-RAMIgG1 10.8 £2.8
L368 + Cy3-RAMIgG1 W6/32 + Cy5-RAMIgG2a 89+25
W6/32 + Cy3-RAMIgG2a Cy5-L368 8.1+1.6
L368 + Cy3-RAMIgG1 Cy5-W6/32 9.6 +0.5

I1. tablazat Kiilonbozd protokollokkal megjelolt intramolekuldris epitopok kozotti
energia transifer hatékonysdgok dramldsi citometrids mérése. Az energia transzfer
értékeit 10,000 sejt energia transzfer hisztogramjdnak kozépértékeibdl szamitottuk, a
kozepes szérds (SD) értékeit ot fiiggetlen mérésbdl hataroztuk meg. A W6/32 az MHC 1
molekula nehéz lanca ellenes, mig az L368 a P2-mikroglobulin ellenes monoklonalis

antitestek.

*W6/32+Cy3-GAMIgG Fab az indirekt jelolésnek felel meg, ahol elsddleges antitesttel
(W6/32), majd mdsodlagos antitesttel (Cy3-GAMIgG Fab) jeloltiink. Részletesebb leirds az
Anyagok és modszerek fejezetben. A mdsodlagos jelolés sordn a fluoreszcens mdsodlagos
antitestek vagy Fab fragmentumok koncentriciéit igy 4llitottuk be, hogy a donor-akceptor
arany mindig 1 koriili értéket (0.86 = 0.26) vegyen fel, ugyantigy, mint a direkten jelzett
elsédleges antitestek esetében. Igy az energia transzfer értékeket a donor-akceptor ardny
nem befolydsolta. Ezt a médszert azokndl az antitest kombindciékndl alkalmaztuk, ahol
biztosak lehettiink abban, hogy minden antigénhez legalabb egy fluoreszcens IgG vagy Fab
kotodott.
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Az MHC I molekula nehéz és konnyli lanca kozotti intramolekuléris energia
transzfer mérésekkel kimutattuk, hogy az alkalmazott antitest komplexek méretének novelése
a FRET hatékonysdg csokkenését eredményezi, ugyanis amikor az alkalmazott antitest vagy
Fab komplex nagyobb, a donor és akceptor molekuldk kozotti valds tavolsdg megnd. Ez
magyardzza az energia transzfer csokkenését, amikor fluoreszcens elsOdleges antitestek
helyett a donor és akceptor molekulat is médsodlagos Fab fragmentumokkal jeldljiik, és a
FRET hatékonysag tovabbi csokkenését a masodlagos teljes antitestek hasznélatakor. Az
alkalmazott fluorofér mérete is hatdssal lehet az energia transzfer értékére. PE (phycoerythrin)
€s APC (allophycocyanin) festékekkel konjugalt antitesteket haszndlva az energia transzfer
hatékonysdg alacsonyabb, mint Cy3 és Cy5 par esetén (Batard, P. és mtsai, 2002). Pfeiffer és
mtsai (Pfeiffer A és mtsai, 2001) szintén alacsonyabb FRET értékeket mértek PE
(phycoerythrin) és Cy5 donor-akceptor part alkalmazva. Fluoreszcens masodlagos antitesttel
jelolt fehérjét haszndlva akceptorként, a donor-akceptor fluoroférok tdvolsdga mellett az
akceptor molekuldk koncentraciéja is megnd, mivel — egyetlen akceptor jelzett primer
antitesttel ellentétben, tobb akceptor jelzett mdsodlagos antitest kotddhet. Ahhoz, hogy ezt a
lehetdséget kizdrjuk, a mdsodlagos teljes antitesteket és Fab fragmentumokat olyan
koncentracioban alkalmaztuk, hogy a donor és az akceptor koncentracidkat dlland6 értéken
tartsuk. Ezt a mddszert csak azokban az antitest kombinaciokban hasznéltuk, ahol biztosak
lehettiink abban, hogy minden epitophoz atlagosan legaldbb egy antitest kotodik — kizarva igy
az ures epitopok zavard hatasat a FRET hatékonysdg szamitdsaban. Ezekben az esetekben az
energia transzfer hatékonysdgot a donor-akceptor ardny nem befolyésolja, sokkal inkdbb a
fluoroférok relativ orientacidja és azok tdvolsdga. Bar elég nehéz molekula modellek és
szamitdsok nélkiil elére megbecsiilni az energia transzfer értékét, eredményeink rdmutatnak
arra, hogy a kiilonboz0 jelolési modszerek alkalmazasdval nyert FRET értékek nem

hasonlithaték kozvetleniil 6ssze.
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5.5 Kiilonbozo CD45 izoformak asszociacioinak vizsgalata HPB-ALL

T sejteken

kimutatni, jelenlegi ismereteink szerint a CD45 feltételezett homodimerizicidja a tirozin
foszfatdz mikodésének egyik lehetséges, valdszinlileg a foszfatdz miikodés gatlasan keresztiil
haté6 szabdlyoz6 mechanizmusa. Ennek fényében alapvetd annak vizsgédlata, hogy
kimutathat6-e a CD45 molekuldk egyiittdllasa HPB-ALL T sejtek membranjdban, illetve,
hogy a CD45 homoasszocidacié mértéke fiigg-e a molekula izoformdjatol. Mivel a
rendelkezésiinkre 4ll6 human CD45 izoformdkkal transzfektdlt HPB ALL T sejtvonalak a
CD45R0, CD45RBC és CD45RABC izoformdkat nagyon alacsony szdmban fejezték ki
sejtfelsziniikon, a homoasszocidcié vizsgidlatihoz a moddositott FCET mddszer feltétleniil
azokat Cy3- és Cy5-konjugélt CD45 Fab fragmentumok 1:1 ardnyu keverékével jeloltiik meg.
A 10. abra a négy fiiggetlen kisérlet egyike sordn meghatarozott FRET hatékonysdgok
eloszlasat reprezentdlja. A hirom kiilonb6zd izoformat megvizsgdlva csupan a CD45R0
estében tapasztaltunk homoasszocidcidra utal6 magas energia transzfer hatékonysagot (négy
fiiggetlen mérés sordn meghatirozott FRET kozépérték + a kdzépérték szérasa (SD) = 11.0 £
4.4), szemben a CD45RBC (E = 1.2 + 0.4) illetve CD45RABC izoforméval (E = 1.8 + 1.4),

ahol homoasszociaciot nem sikeriilt kimutatni.
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10. abra: CD45 izoformdk homoasszocidcioinak vizsgdlata. A CD45 molekuldkat CD45.2
antitest Cy3 és Cy5 festékkel konjugdlt Fab fragmentumainak 1:1 ardnyd keverékével jeloltik. A
FRET hatékonysag eloszlas hisztogramjai négy fiiggetlen mérés egyikét mutatjdk be CD45R0
(voros gorbe), CD45RBC (kék gorbe) és CD45SRABC (fekete gorbe) izoformak esetén.

A CD45 tirozin foszfatdz T sejt jelatvitelt szabdlyozé szerepét elsdsorban abban

latjak, hogy a p59™" és p56'

tirozin kindzokat defoszforildlva aktivalja azokat. Ezen kindzok
szorosan kapcsolddnak a CD4 illetve CD8 molekulédk citoplazmatikus doménjeihez, igy veliik
egylitt vesznek részt a sejtaktivaciot kivaltd jelatviteli mechanizmusokban. A CD45 tirozin
foszfatdz tehat valdszintileg fizikailag is kozel keriil a CD4 és CD8 ko-receptorokhoz a tirozin
kindzok aktivdldsakor. Kisérleteinkben daramlédsi citometrids energia transzfer moddszer
segitségével vizsgéltuk, hogy kimutathat6-e az egyes izoformak és a CD4/CD8 koreceptorok
kozvetlen molekuléris kozelsége.

A heteroasszociacié vizsgalatdhoz a receptorokat fluoreszceinnel illetve rodaminnal
konjugdlt monoklondlis antitestekkel jeloltik. Mivel a donor illetve akceptor molekuldk
ardnya befolyésolhatja az energia transzfer hatékonysag értékét, ezért az egyes asszociicids

parok tagjait egyszer donor majd akceptor antitesttel is megjeloltiik. Bar az egyes antigének

expresszidja a kiillonbozdé T sejt klonokon 0sszemérhetdnek bizonyult (11. dbra), az energia
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transzfer hatékonysdg mindkét irdnyban torténd mérése sziikséges volt. Mint azt a 12. dbra
mutatja, az energia transzfer mérések szerint csak a CD45 RO izoforma esetében tapasztalhato
szoros asszocidcio a CD4 és CD8 molekuldkkal, mig a CD45 RBC és RABC izoformék

esetében kolcsonhatast nem sikeriilt kimutatni.
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11. abra: Az antigén molekuldk expresszidja a CD45R0" és CD45RBC" sejtvonalakon.
A CD45R0" (folytonos vonal) illetve a CD45RBC" (pontozott vonal) HPB-ALL sejteket
FITC-konjugélt CD3, CD4, CDS8 és CD45 ellenes monoklondlis antitestekkel jeloltiik és
dramlési citometrids modszerrel mértiik. A satirozott teriilet a CD3 ablakban az izotipus

kontroll mAb jel6lés hisztogramjat mutatja.
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12. abra: Kiilonbozé CD45 izoformdk asszocidcidja a CD4 és CD8 molekuldkkal. Az
oszlopdiagramok hat fiiggetlen kisérletb6l meghatdrozott FRET hatékonysdg kozépértékeit
(£ SD) mutatjdk. Az egyes molekuldkat donorként fluoreszcein (F), illetve akceptorként

rodamin (R) festékkel kovalensen konjugalt monoklondlis antitestekkel jeldltiik.
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5.6 A TCR-on keresztiili jelatvitel vizsgalata

A CD45R0 fent ismertetett homodimerizécidja, illetve a CD4 és CD8 molekuldkkal
alkotott heteroasszocidcidja felveti azt a kérdést, hogy vajon a CD45R0 molekulédk alapvetden
pozitiv hatast gyakorolnak-e a jelatvitelre a TCR-CD4/CD8 komplexen keresztiil, vagy a
homodimerizici6 altal a CD4S5 tirozin foszfatdz aktivitds esetleges gatldsa érvényesiil inkabb,
ami a TCR jelatvitelre negativ szabdlyoz6 hatdssal van. Ahhoz, hogy ezekre a kérdésekre
valaszt kapjunk, a TCR jelatvitel erésségét hasonlitottuk dssze olyan CD45RBC* és CD45R0"
szubklénokban, melyekben a p561°k, CD3, CD45, CD4 és CDS8 expresszid szintje
Osszemérhetd volt.

Feltételeztik, hogy a CD45R0 és a CD4 kozotti szoros kolcsonhatds
eredményeképpen, a kialakulé CD4-asszocidlt p56'* kindzok sokkal aktivabbak a CD45R0",
mint a CD45RBC" szublkénokban, mivel a CD45 csak kozel keriilve képes defoszforildlni a
p561Ck kindzon a gatld pTyr-505-6t. Ezt a lehetOséget in vitro kindz méréssel vizsgéltuk
sejtfelszinr6l  szdarmaz6 CD4 immun-komplexekben, ahol a p561Ck aktivitast
autofoszforilacioval allapitottuk meg. Kisérleteink szerint a CD4-asszocidlt p56ICk kinaz
aktivitds dtlagosan kétszer nagyobb volt a CD45R0*, mint a CD45RBC" klénokban (13a.
abra). Ezzel a megéllapitdssal osszhangban 4ll az, hogy az alap fehérje tirozin foszforilacié

szintje egyenletesen magasabb volt a CD45R0", mint a CD45RBC" szubklénban (13b. dbra).
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b) CD45R0 CD4SRBC
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13. dbra: CD4-asszocidlt p56 kindz aktivitds és fehérje tirozin foszforildcié alapdllapotban. a)
p56'* kindz autofoszforildciés mérés CD4 immun-komplexekben. Az dbra két fiiggetlen kisérlet
eredményeit mutatja, a szimok a p56'* kindz ardnyai a CD45R0" és CD45RBC* HPB-ALL szub-
klénokban. b) Teljes sejt-lizitum immunblotjat végeztiik el foszfotirozinra (felsé panel), és

kontrollként a TCR-( lancra (alsé panel).

Aramldsi citometrids analizissel kimutattuk, hogy a CD45RO0 sejtfelszini expressziéja
kismértékben mindig magasabb volt, mint a CD45RBC izoform4é. Amikor a CD45R0"
sejteket Ugy szortiroztuk, hogy pontosan a CD45RBC" szubklénéval megegyez6 CD45
expresszioju sejteket kapjunk, par nap utdn a sejtkultirdban ugyanigy némileg
megnovekedett a CD45R0* expresszidja. Ahhoz, hogy bizonyitsuk, hogy a foszforilacié
megfigyelt eltéréseit nem a CD45 expresszié csekély kiilonbségei okoztdk, a két szubklénon
ugyanazon a napon végeztink FACS szortirozdst. Igy két teljesen megegyezé CDA45
expresszidju szubklont nyertiink, amiken rogton megismételtiik a foszforilaciés méréseket.
Mivel a foszforildciéban kordbban kimutatott kiilonbségek most is megfigyelhetdek voltak,
arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy a két izoforma expresszidjanak kismértékii kiillonbségei
nem okozhattdk a CD45R0" sejtek CD45RBC" sejtekhez képest megemelkedett alap fehérje-

foszforilacigjat.
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A jelatviteli mérésekkel azt szerettiik volna demonstralni, hogy a CD45R0" sejtekben
in vitro kimutatott CD4-asszocialt p561Ck készlet funkciondlisan nagyobb aktivitdsu volt, azaz
hatékonyabban emelte a TCR jeldtvitel intenzitdsat. Kordbban kimutattdk, hogy CD3-CD4
keresztkotése nagymértékben erdsiti a HPB-ALL sejtekben mérhetd fehérje tirozin
foszforilaciét a CD3-CD3 keresztkotéssel szemben (Shiroo, M. és mtsai, 1992). A TCR-C
lanc immunprecipitacidja, majd azt kovetden a foszfotirozin immunblottoldsa kimutatta, hogy
a CD3-CD4 keresztkotése sordn a TCR-C p21 és p23 foszfoizomerjei nagyobb mértékben
képzddtek a CD45R0", mint CD45RBC" sejtekben. A ZAP-70 nagyobb mértékben
kapcsolédott a TCR-{ ldnchoz és a kindz tirozin foszforilacidja is megemelkedett a CD45R0"
sejtekben (14a. dbra). Teljes sejt-lizaitumok foszfotirozin immunblotja kimutatta, hogy a CD3-
CD4 keresztkotés egyéb fehérjék tirozin foszforilaciés szintjét is nagyobb mértékben emelte a
CD45R0" szubklénokban a CD45RBC" sejtekhez képest, ami a kordbbi megfigyelésekkel
konnyen egyeztethetd (14b. dbra). Ezeket a kisérleteket megismételtiik olyan sejteken is,
amelyeket frissen szortiroztunk az azonos CD45 expresszid érdekében, €s az eredményeink
hasonléak voltak. Mindezek mellett a CD3-CD4 éltal indukélt megemelkedett fehérje tirozin
foszforilaciét két masik CD45R0" szubklénban is megfigyeltiik, amelyek CD3, CD4, CDS8 és
CD45 expressziGja 6sszemérhetd volt (itt be nem mutatott adatok). A p56'*-éval megegyez
pozicioban megjelend foszforildlt fehérje esetében mind az alap és a kivalthatd tirozin
foszforilacié szintje is magasabb volt a CD45R0*, mint a CD45RBC" sejtekben (14b. 4bra
kozépso panel). A kontrollként haszndlt Vav szintjéhez normalizdlva (14b. dbra alsé panel), a
p56'* szintje a két szubklénban 6sszemérhetének bizonyult.

A CD3-CD4 keresztkotésével szemben az onmagaban kotott CD3 a fehérje tirozin
foszorildcié igen kis mértékii emelkedését viltotta ki mind a CD45R0" mind a CD45RBC*
sejtekben (be nem mutatott adatok). A c-Cbl fehérje foszforilacidjat ennek ellenére

megemelte a CD3 egyediili lekotése, mint azt a 14c. dbra szemlélteti. Mig a c-Cbl megnovelt
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foszforildciéja konnyen kimutathaté a CD45R0" sejtekben, a CD45RBC" szubklon esetében

sem alap, sem kivélthat6 foszforilaciét nem tapasztaltunk.

a) b) CD45R0 CD45RBC
CD45R0 CD45RBC CD3-CD4 0 2 5100 2 5 10 MINS
CD3-CD4 0 2 5100 2 5 10 MIN Cbl—>> -r. i e kDa

ZAP-70—> = . 4 - - 985
anti-pTyr Lck—> - e 66.7

ZAP-70—> Se-

anti-ZAP-70 - = 47.7
p23-TCR-C—) - - | - -
p21-TCR-{—> - 286
anti-pTyr
TCR-{ —> e — - Lek— ====— SSmumam
anti-TCR- Vav—) R 4
)
CD45R0 CD45RBC

cp3-CcD3 0 2 510 0 2 5 10 MIN
Chl—> S 0 - -

14. abra: CD3-CD4 és CD3-CD3 keresztkitéssel kivaltott foszforildcios események
dsszehasonlitisa CD45R0" és CD45RBC" HPB-ALL sejtvonalakban. a) A sejteket a
feltiintetett ideig stimuldltuk a CD3-CD4 keresztkotésével, amit a TCR-{ immunprecipitacidja
és a foszfotirozin blotoldsa kovetett; a blotot ezutdn a ZAP-70 és TCR-{ molekuldk elleni
antitestekkel wjrajeloltiik. b) A sejtek CD3-CD4 keresztkotéses stimuldcidja utdn a teljes sejt
lizdtumok foszfotirozin (felsé panel), p56ICk (k6zEpsd panel) és kontrollként Vav (alsé panel)
immun-blotjat készitettiik el. c) a sejteket keresztk6tott CD3-mal stimuldltuk, majd a teljes sejt

lizatumok foszfotirozin immun-blotjat készitettiik el.

Kisérleteink legfontosabb eredménye az, hogy a CD45R0 esetében igen, mig a
CD45RBC és CD45RABC esetében nem tudtunk kimutatni heteroasszociaciét a CD4 és CD8
molekuldkkal HPB-ALL T sejtek felszinén, illetve, hogy a CD45R0 molekuldk
homoasszocidtumainak jelenlétét mutattuk ki. Ezek az asszocidcidk Osszhangban allnak
azokkal a megfigyelésekkel, amelyek a CD4-asszocidlt p56'* alap kindz aktivitdsanak

megemelkedését illetve a TCR jeldtvitel foszforilacids folyamatainak megnovekedett
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intenzitdsat irjak le. Megfigyeléseink elsOként szdmolnak be a CD45R0 altal alkotott
homoasszociatumok 1étezésérol, eloszor mutatjdk ki a CD45R0-CD4/CD8 asszocidciét a nem
invaziv FRET technikat alkalmazva, elkeriilve ezzel detergensek, illetve antitest indukélta co-
capping (egylitt-sapkdsodds) haszndlatat. A f6 probléma a co-capping vizsgdlatokkal az, hogy
a ,,cap” (sapka) molekuléris 6sszetétele nem feltétleniil a molekulédk alapallapotd asszociacidit
detergens kezeléssel nyert sejtlizitumok co-immunprecipitidcidjaval. A CD45 egy erdsen
glikozilalt molekula, igy igen nagy annak a valdszinlisége, hogy az immunprecipiticios
eljards sordn nem specifikus kolcsonhatasok alakulnak ki. A FRET moddszerrel kimutatott
eredményeink mindemellett Osszhangban allnak kordbbi CD4 és CD45 co-capping
vizsgalatokkal (Leitenberg, D. és mtsai, 1996), illetve primer nyugvé CD4" sejtek detergens

lizatumainak CD4 és CD45 co-precipitacidjaval (Bonnard, M. és mtsai, 1997), ugyanakkor a

//////

------

Bar specifikus CD45 izoformdkat nem karakterizéltak ebben a kisérletben, azonban az ismert,
hogy a CD45R0 expresszidja més izoformakkal ellentétben markdnsan megnd aktivalt T
sejtek felszinén (Akbar, A. N. és mtsai, 1988), igy igen valdszinli, hogy a megfigyelt
CD4/CD8-CD45 asszocidciokban elsdsorban a CD45R0 izoforma vett részt. A HPB-ALL
sejtek felszinén megfigyelt CD45R0 homoasszocidtumok, illetve CD4-CD45R0 és CDS-
CDA45R0 heterodimerek 1étezése felveti annak a kérdését, hogy vajon a CD4 és/vagy a CDS8
kompetdlnak-e a CD45R0 molekuldval - csokkentve ezzel a CD45R0 homoasszociatumok
szamat. A CD4 és a CD8 expresszidja is magas ezeken a sejteken, azonban az még nem
ismert, hogy a homoasszociidcié csokkenhet-e ha nd a CD4 és CDS8 expresszid. Az is

lehetséges, hogy az a CD45R0, amely asszocidl a CD4 és/vagy CD8 molekuldval, méar eleve
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homodimert alkot. Ez a lehet0ség még nyitott, tovabbi vizsgalatokat igényel. Megfigyeléseink
nem zdarjak ki annak a lehetdségét, hogy a CD45R0 homoasszocidcidja gitolja a CD45 PTPaz
aktivitdsdt (Majeti, R. és mtsai, 2000), de a jelen kisérletei Osszefiiggésben a CD45R0
domindns hatdsa a CD4/CD8 molekuldkkal alkotott asszocidcion keresztiill az volt, hogy
felerdsitette a TCR jelatvitelt azéltal, hogy a CD4-asszociélt p56ICk kindz molekuldknak egy

aktivabb készletét hozta létre.
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6. OSSZEFOGLALAS

Munkénk célja az volt, hogy lehetséges magyardzatot keressiink a kiilonbozé CD45
izoformak szerepére a TCR jelatvitel szabdlyozési folyamataiban CD45R0", CD45RBC" és
CD45RABC" HPB-ALL T sejtek felszinén kialakitott receptor kdlcsonhatdsok és jeldtviteli
mechanizmusok vizsgdlatdval. Munkdnkhoz az dramldsi citometrids fluoreszcencia
rezonancia energia transzfer (FCET) mddszer tovabbfejlesztését is célul tliztiik ki, mivel a
modszer klasszikus valtozata alacsony receptor expressziéju rendszereken nem volt
haszndlhat6. Vizsgdlataink eredményei a kovetkezok:

(1) A voros tartomanyban emittdld Cy3 és Cy5 fluoreszkdld festékek alkalmazasaval
jelentds mértékben csokkent az autofluoreszcencia mértéke a kordbban alkalmazott
fluoreszcein-rodamin FRET festék parhoz képest. Egy negyedik fiiggetlen
fluoreszcencia paraméter detektdlasa lehetové tette, hogy Uj matematikai algoritmus
kifejlesztésével az autofluoreszcencia sejtenkénti korrekcidjat végezziik el, ami a
FCET mddszer megbizhatdsdgat és pontossagit nagymértékben novelte.

(2) Az 4j, megnovekedett érzékenységli FCET mddszerrel sikeriilt olyan sejtpopulédcidkat
megkiilonboztetni egymadstol, amelyek csak felsziniikon vizsgalt molekuldk kozott
mért FRET hatékonység tekintetében tértek el egymastol.

(3) Az 4 FCET modszer alkalmazhatésdgdnak hatdrat is vizsgéltuk kiillonbdzo
immunfluoreszcens jelolési sémakra. MHC-I molekuldk nehéz és konnyli lancait
kiillonboz6 direkt illetve indirekt mddszerekkel jelezve azt talaltuk, hogy az epitdpok
kozott detektalhatd energia transzfer hatékonysdgot az alkalmazott antitest
komplexum mérete jelentds mértékben befolydsolja. Mig a legmagasabb FRET
értékeket mindkét epitdp direkt jelzése eredményezte, addig mésodlagos antitestek

hasznalatdval a mérhetd transzfer hatékonysag nagymértékben lecsokkent.
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(4) A tovabbfejlesztett FCET mddszerrel elsoként mutattuk ki, hogy HPB-ALL T sejtek
felszinén csak a CD45R0 izoformédk alkotnak homoasszocidtumokat, a nagyobb
izoformak, mint a CD45RBC és CD45RABC nem. A CD45R0 izoformak esetében
tovabbi szoros molekularis kdlcsonhatést taldltunk a CD4/CD8 ko-receptorokkal. A
CD45RBC és CD45RABC esetén hasonl6 egyiittallast nem talaltunk.

(5) Sikeriilt kimutatni a CD45R0" T sejtek megemelkedett CD4-asszocialt p56ICk alap
kinaz aktivitdsat, és a TCR jelatvitel megnovelt aktivitdsi foszforilaciés eseményeit,

ami j6l egyezik a receptor mintdzat eltéréseivel.
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7. GYAKORLATI JELENTOSEG

Eredményeink hozzdjarulnak a TCR A4ltal kozvetitett jelatviteli folyamatok jobb
megértéséhez, mivel egy fontos szabdlyoz6 molekula, a CD45 tirozin foszfatdz A4ltal
kialakitott izoforma specifikus fehérje komplexumok jelenléte és a TCR jelatvitel
hatékonysdga kozotti szoros Osszefiiggést hangsilyozzdak. A CD45 molekuldk
homodimerizaciéjanak él6 sejteken torténd kimutatisa az elsd ilyen direkt bizonyiték a
kordbban csak feltételezett kolcsonhatasra, és valdszinlileg magyardzatot nyudjt a CD45 tirozin
foszfatdz és ezaltal tovabbi jelatviteli 1€pések negativ szabdlyozasara.

Az aramlasi citometrids fluoreszcencia rezonancia energia transzfer modszerének
tovébbfejlesztésével a membran makromolekuldinak kolcsonhatdsai olyan rendszerekben is
vizsgalhatovd valtak, ahol azt a molekuldk alacsony szdmi expresszidja eddig
megakadalyozta. A mddszer sokkal szélesebb korben torténd elterjedését szolgdlja az is, hogy
a kifejlesztéséhez egy klinikai rutinban hasznalt, konnyen kezelhetd aramldsi citométert

hasznaltunk.
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Poszterek és eléadasok
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o XXV. Membran Transzport Konferencia, Siimeg 2000: Heteroassociations of erbB
molecules on breast tumor cell lines (poszter és eldadas)

o IX. Sejt- és Fejlodésbiologiai Napok, Debrecen 2001: Kiilonb6z6 CD45 izoformak
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10. AZ ERTEKEZES ALAPJAUL SZOLGALO

KOZLEMENYEK KULONLENYOMATAI
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