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Funkcionalis fehérje-mikrodomének a T és B sejtek plazmamembranjaban

Bevezetés

Az elmult évek sordn szamos olyan kisérletes bizonyiték gytilt Ossze, amely —
ellentétben a kordbbi membranmodellekkel — a plazmamembrant felépitd lipidek és fehérjék
nagyfoku lateralis heterogenitasara, lokalis rendezettségére utal. A membréanalkotdk
kompartmentalizacidja, meghatarozott struktirdkba (doménekbe) torténd rendezddése mai
ismereteink szerint altaldnos jelenség, amely alapvetd fontossaggal bir(hat) mind az adott
molekuldk, mind a plazmamembran egészének mitkddése szempontjabol.

A sejtfelszini fehérjék nem-véletlenszerli, esetenként genetikailag is meghatarozott,
ugyanakkor dinamikus elrendezddését az addig Osszegyiilt kisérleti eredmények valamint
elméleti megfontoldsok alapjan Damjanovich és mtsai 1981-ben feltételezték, majd mas
munkacsoportokkal egyiitt szamos esetben kisérletesen is igazoltak 1étezésiiket. Az eddigi
adatok alapjan a sejtfelszini fehérjemintazatok két hierarchikus szinten is eléfordulnak. Az
egyik alapvetd szervezddési szintet a fehérjék kozvetlen molekularis kdzelsége (nanométeres
nagyobb szigetcsoportokba torténd rendezédése a molekularis méreteket meghaladd
szubmikrométeres/mikrométeres skalan.

Mig a lipidek laterdlis heterogenitasdnak kialakitdsaért és fenntartdsaért felelds
tényezOkrdl viszonylag sok kémiai és fizikai informacid all rendelkezésiinkre, addig a
fehérjék kompartmentalizacigjaban szerepet jatsz6 folyamatok jellege, pontos mechanizmusa
a legtobb esetben még nem ismert. Ugyanakkor ezek feltardsa, megismerése alapvetd
informaciokkal szolgalhat a fehérje mintazatok funkcidjanak és altaldban a membranban
lezajlo folyamatok (pl. jelatvitel) részleteinek a megértéséhez.

Munkdm soran két, a T sejtes immunvélasz kivaltasdban illetve lezajlasdban fontos
szerepet jatszé fehérje, az 1. osztadlyu {6 hisztokompatibilitdsi komplex (MHC 1) és az
interleukin-2 (IL-2) receptor kozremiikddésével kialakult fehérje mintazatokat és az ezek

kialakulaséaért, fenntartdsaért €s szabalyozasaért felelds tényezoket kivantam karakterizalni.

Irodalmi attekintés

A gyakorlatilag minden magvas sejt felszinén megtaldlhat6 MHC I (human sejtek
esetén HLA I-nek is nevezett) molekuldk eddig legjobban karakterizalt funkcidja az endogén
eredetii antigének bemutatasa a CD8" T limfocitak szamara. F6 funkciojuk mellett szamos, a

sejtnovekedésre ¢és differencidloddsra hatd jelatviteli folyamat szabalyozasdban is részt
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vesznek. Az MHC I molekulak az MHC génkomplex I régioja altal kodolt és a peptid
kotéséért felelds polimorf a- vagy nehézlancbodl és a hozza nem kovalensen kapcsolddo, nem
MHC-kodolt B2-mikroglobulinboél (kdnnytlilanc) valamint a prezentalt peptidbdl felépiild
heterotrimerek (illetve ha a peptidet nem emlitjik kiilon, heterodimerek) formajaban

expresszalodnak a sejtfelszinen. Néhany kivételtdl eltekintve az MHC I nativ, peptid-receptiv

crer

.....

¢s a nehézlanc recirkulacidja szabad, f2m-t nem koté nehézlancok expressziojat eredményezi
szamos P2m’ sejt felszinén. A korabbi elképzelésekkel ellentétben ma mar feltételezik, hogy
a szabad nehézlancok nemcsak az MHC I molekulédk ,.elrontott” valtozatai, hanem fiziologias
jelentéséggel is birnak.

A sejtfelszini fehérjék kolcsonhatasainak feltérképezésére alkalmas fizikai és/vagy
biokémiai moddszerek alkalmazasdval az MHC 1 molekuldk jelentds mértéki homo-
aszocidciojat valamint mas membranfehérjékkel (pl. MHC 1II, ICAM-1 stb.) wvald
kolokalizacidjat mutattdk ki szdmos, foként aktivalt vagy virustranszformalt sejt felszinén.
Mind az MHC I mind pedig a “partner” molekuldk szervezddése kiilonbozd hierarchikus
szinteken valosul meg a plazmamembranban: a kdzvetlen molekularis kozelséget (nm)
jelentd asszociatumok mellett feltartak ezek nagyobb szigetcsoportokba torténd rendezddését
is a molekuléris méreteket meghalad6 (szubmikrométeres) skalan. Egyre tobb irodalmi adat
utal arra, hogy az MHC I molekuldk részvételével kialakult asszociatumok egy része (pl. a
homo-asszociacié; az MHC [I-MHC 11 illetve az MHC I-ICAM-1 hetero-asszocidcio) szerepet
jatszhat az antigén prezentacié folyamataban, hatékonysaganak szabalyozasdban. Létezésiik
elosegitheti az immunolodgiai szinapszis kialakulasat, emellett az MHC I molekulak
oligomerizacioja altal biztositott magas lokalis MHC koncentracid jelentésen megnovelheti
az antigén prezentalo és a T sejt kozotti kapcesolat aviditasat is. Az MHC I molekuldknak mas

a sejtnovekedésben ¢és differencidlodasban sejtfelszini receptorokkal megvalosuld fizikai

.....

crcr

funkcidinak szabalyozasaban szdmos humoralis faktor is részt vesz, amelyek koziil az egyik
legfontosabb az interleukin-2 (IL-2) citokin. Az interleukin-2 receptor (IL-2R) felépitésében

3, kiilonb6z6 gének altal kodolt alegység, az a-, B- és yc-lanc vesz részt. Az a-lanc (CD25)
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kivételével, amely csak az IL-2 receptor-komplex része lehet, a B- és y. alegységen tobb
interleukin receptor (pl. IL-4, IL-7, IL-15 stb.) is osztozhat. Az IL-2 receptornak tobb
kiilonb6z6é IL-2-koté affinitdssal rendelkezd forméja lehet jelen a sejtfelszinen, amelyek
koziil a kozepes affinitasi Py, heterodimer és a magas affinitdsi mindharom alegységet
tartalmazd afy. receptor-komplex képes az IL-2 kotddését kovetd jelatvitelre, ugyanis a jel
tovabbitasanak sziikséges (és elegendd) feltétele a B- és a yc-lanc intracellularis részének
ligandkotés hatdsara bekovetkezd heterodimerizacidja. Az a-lanc a receptor-komplex IL-2-
kotd affinitasat szabalyozza, jelenléte a specifikus, nagy affinitast kotést biztositja. Bar
elvileg mindkét forma képes a jelatvitelre, az IL-2 in vivo biologiai hatdsat a legtobb esetben
a magas affinitdsi receptor-komplex kozvetiti a sejt belseje felé. Egy korabbi, az un.
,»szekvencialis affinitds konverzid” modell szerint az egyes alegységek egymadstol fliggetleniil
léteznek a sejtfelszinen, a nagy affinitast heterotrimer csak az IL-2 a-lanchoz vald kotodését
kovetden, tobb 1épésben alakul ki. Ezzel szemben szdmos tanulmany az off heterodimerek
l1étezésére utalt mar IL-2 tavollétében is. Damjanovich és munkatarsai FRET mérésekkel
kimutattak, hogy az IL-2 jelenlététdl fiiggetleniil, mindharom alegység egymas molekularis
kozelségében talalhatd, ugyanakkor a relevans citokinek kotddése (IL-2, IL-4, IL-7) az egyes
alegységek kolcsonhatasait szelektiven modosithatja. Az IL-2R komplex kialakuldsdban €s az
alegységek fenti, citokinekkel modosithatd (feltehetden az egyes IL receptorok alegységeken
valo osztozkodasat is eldsegitd) dinamikus egyensulyanak fenntartdsaban szerepet jatszo
tényezOkkel kapcsolatos ismereteink azonban még meglehetdsen hidnyosak. Nem ismerjiik az
IL-2Ra ¢s a HLA I molekulak aktivalt human periférids limfocitak illetve T limfoma sejtek

------

fiziologias jelentOségét.

Célkitiizések

Jelen munkdm sordn alapvetéen a human eredetli B és T limfoid sejtek felszinén
fizikai modszerekkel megfigyelhetd szupramolekularis fehérje asszociatumok (clusterek)
iniciadldséban, fenntartasaban és szabdlyozasaban szerepet jatszo tényezOk feltardsa volt a
célom. Elsésorban az antigének bemutatdsdban kulcsszerepet jatsz6 HLA I molekulak
receptor sejtfelszini szervezddése képezte vizsgalataink targyat.

Az alabbi kérdéseket kivantuk tanulmanyozni:
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® Van-e¢ 0sszefliggés a membran mikrodomén struktiraja (koleszterin szintje) és a B

sejtek felszinén megfigyelheté HLA 1 oligomerizacio kézott?

e Mi a szerepe a B sejteken megfigyelt HLA I oligomerizacioban a ,,szabad” (f2m")
nehézlancoknak illetve az exogén P2m koncentraciénak? Filigg-e az antigén-
prezentacio és a citotoxikus T limfocitdk aktivalédasdnak hatékonysdga az exogén

B2m szintt6l illetve az HLA 1 oligomerizacié mértékétol?

e Mennyire altaldnosithaté az IL-2R és a HLA molekuldk részvételével kialakuld
asszocidcos motivumok létezése a kiilonbozd leukémia/limfoma eredetii T sejtek
felszinén? Milyen tényezOk vehetnek részt ezen asszocidciés mintazatok

kialakitasaban illetve fenntartasaban?

e Mi okozhatja az IL-2R alegységeinek genetikailag nem determinalt ,,egyiittallasat”

(kompartmentalizaciojat) az elébbi T sejt tipusok plazmamembranjaban?

e Van-e funkcionalis (pl. jelatviteli) kovetkezménye az IL-2R alegységek membran

kompartmentalizaciojanak?

Anyagok és modszerek
Sejtek

Vizsgalataink soran a kovetkezd human eredetii sejtvonalakat hasznaltuk: JY,
Epstein-Barr virussal transzformalt B limfoblaszt; Kit225 K6, Kit225 1G3 valamint
HUT102B2 T limféma eredetli sejtek.
Monoklonalis antitestek

A sejtfelszini fehérjék specifikus jelzésére alkalmazott monoklonalis antitestek egy
részét intézetiinkben Protein-A affinitds kromatografia alkalmazéasaval, hibridoma sejtek
feliiliisz6jabol izolaltuk. Aramlasi citometrids és képalkoté mikroszkopias méréseinkhez az

antitesteket vagy azok Fab fragmentumait fluoreszkalo festékekkel konjugaltuk.
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A sejtek koleszterin tartalmanak modositasa

A plazmamembran koleszterin tartalmat a sejtek metil-B-ciklodextrinnel, foszfatidil-
kolin liposzoméval (koleszterin tartalom csdkkentése) illetve koleszterin-hemiszukcinattal
torténd kezelésével (koleszterin tartalom novelése) modositottuk. A kezelések hatékonysagat
a sejtek plazmamembranjaba beépiilé lipid probak “steady-state” fluoreszcencia
Detergens rezisztens membranfrakcié (DRM) izolalasa

A sejtek detergenssel kezelt homogenizatumat egyensulyi ultracentrifugalassal,
szachar6z gradiens alkalmazasaval valasztottuk szét. A kiillonb6z6 membranfrakcidok
fehérjetartalmat SDS-PAGE és Western-blot modszerekkel analizaltuk.

Sejtfelszini fehérjék expressziojanak meghatarozasa

A sejtfelszini fehérjék expressziojat fluoreszkalod festékkel konjugalt monoklonalis
antitestek kotddésének dramlasi citometrids vizsgalatdval hataroztuk meg. A kotShelyek
szamat a telitésben adott, altalaban fluoreszceinnel jelzett antitesttel megjelolt sejtek
fluoreszcencia hisztogramjanak (autofluoreszcenciaval korrigalt) kozépértékébdl hatroztuk
meg. A fluoreszcencia intenzitds — kotohely szam kalibracidt ismert szamu fluorofort
tartalmaz6 mikrogyongyok segitségével végeztiik el.

Fluoreszcencia rezonancia energiatranszfer mérések

FRET méréseink sordn a vizsgalt fehérjéket donor- illetve akceptor fluoroforral
konjugalt monoklondlis antitestekkel illetve azok Fab fragmentumaival jeldltik meg. Az
energiatranszfer hatasfokat kisérleteinkben kétféle modon hataroztuk meg.

Aramlasi citometrias energiatranszfer (Flow Cytometric Energy Transfer; FCET)
méréseink soran a transzfer hatasfokat a Biofizikai és Sejtbiologiai Intézet munkatarsai 4ltal
korébban leirt modszerrel a donor kioltas (quenching) és a szenzitizalt akceptor emisszid
kombinalt felhasznalaséaval, sejtenként hataroztuk meg.

Fluoreszcens képalkotd mikroszkopias FRET vizsgalataink sordan a donor
fotohalvanyitdsi  (photobleaching) kinetikdjanak megvaltozasan alapuld6 pbFRET
(photobleaching Energy Transfer) modszert alkalmaztuk. A moédszer alapja, hogy a donor
gerjesztett allapotban bekovetkezd — a donor fluoreszcencia idobeli csokkenését,
elhalvanyodasat okozo — irreverzibilis fotokémiai atalakuldsanak sebessége energiatranszfer
hatasara lecsokken, igy a donor fotohalvanyitdsi kinetikdjat akceptor jelenlétében illetve

akceptor nélkiil megmérve, meghatarozhat6 az energiatranszfer hatasfoka.
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Pasztazo mikroszkopias vizsgalatok

Az esetek egy részében konfokalis pasztazé 1ézer mikroszkopia (CLSM) illetve kozeli
mez0 optikai  mikroszkopia (NSOM) alkalmazasaval vizsgaltuk a  kiilonféle
membrankomponensek sejtfelszini szervezddését. Mig a FRET mérésekkel a molekulak
tanulmanyozhatjuk, addig ezek a moddszerek a nagyobb méreti (>100 nm)
molekulacsoportosulasok egytittallasarol adnak informaciot.

Immunprecipitacié és cocapping vizsgalatok

A FRET és a pasztazd mikroszkopias modszerek mellett a fehérjék kolokalizacigjat
egyes esetekben immunprecipitacio illetve cocapping modszerrel is vizsgaltuk.

Az immunprecipitdcidé soran a megfelelé antitesttel eldinkubalt Protein G
gyongyokkel inkubalt sejtlizaitumbol kikotédott fehérjéket SDS-PAGE és Western-blot
modszerrel analizaltuk.

A cocapping vizsgalatok sordn a fluoreszkal6 festékkel konjugalt antitesttel megjelolt
sejteket anti-IgG-vel inkubéltuk, majd a mintdkat megfestettiik egy masik fehérje ellenes,
eltérd szint fluoreszcens jelzéssel ellatott antitesttel. A mintdkat fixaltuk és fluoreszcens
mikroszkdppal analizaltuk.

Tirozin foszforilacio vizsgalata

A STAT3 és STATS transzkripcids faktorok IL-2 altal kivaltott foszforilacigjat a
Fleisher ¢és mtsai altal kordbban a STAT1 foszforilacidjanak tanulmanyozasara kidolgozott
moddszerrel tanulmanyoztuk. Az eldzetesen fixalt és permeabilizalt sejteket specifikus nyul
anti-(foszfo-STAT3/STATS) poliklondlis antitest majd FITC-jelzett masodlagos anti-nyul
antitesttel inkubdaltuk, majd 4ramlési citometridval vizsgaltuk. Az IL-2 altal kivaltott teljes
foszforilaciés mintdzatot Western blot technikaval, tormaperoxiddzzal konjugélt anti-
foszfotirozin antitest alkalmazéaséaval analizaltuk.

Az antigén prezentacio hatékonysaganak vizsgalata

Az allospecifikus T sejtek aktivaciojat a T sejt receptor (CD3) és a CD69 sejtfelszini
expresszidjanak valtozdsan keresztiil, &ramlési citometriaval tanulmanyoztuk. A targetsejtek
specifikus lizisének mértékét az Eu’"-komplexszel el6zetesen feltoltott sejtekbél a CTL-k

r oz J4 + . cres ror r ,
hatasara felszabadulé Eu®" lumineszcenciajanak mérésével hataroztuk meg.
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Az eredmények osszefoglalasa

(1) Fluoreszcencia rezonancia energiatranszfer méréseinkkel kimutattuk, hogy a
plazmamembran koleszterin szintje (a membran mikrodomén struktiraja) szerepet jatszik

a HLA I molekulak oligomerizacidjanak szabalyozasaban human B limfoblaszt sejteken.

(2) Aramlési citometrias illetve pasztazd kozeli mez6 mikroszkopias méréseink szerint a
szabad (B2-mikroglobulint nem tartalmazd) HLA I nehézlancok, illetve az intakt HLA 1
heterodimerek, legalabbis részben, azonos fehérjemintazatok kialakitasaban vesznek részt
a JY sejtek felszinén. A sejtfelszinen elérheté P2-mikroglobulin szint — feltehetéen a
nehézlanc kiilonb6z0 megjelenési formai kozotti egyensuly modositasan keresztiil —

fontos szerepet tolt be a HLA I oligomerizacidé mértékének szabalyozasaban.

(3) Allospecifikus citotoxikus T limfocitdk alkalmazéasaval kimutattuk, hogy az antigén
prezentald sejt felszinén elérhetd P2-mikroglobulin szint — feltehetden a HLA 1
oligomerizaci6 mértékének modositasan keresztiil (1d.el6z6 pont) — fontos szerepet tolt be

a T sejt aktivacio illetve effektor funkcid hatékonysdganak szabalyozasaban is.

(4) Eredményeinket illetve a szabad nehézlancok keletkezésére €s sorsara vonatkozo korabbi
irodalmi adatokat Osszevetve a kovetkezd modell allithatd fel a HLA I molekuldk
transzformalt illetve aktivalt B sejtek felszinén torténd molekularis szervezddésére

vonatkozodan:

szintézis?  ____ {Hn/ HL(p)m}

recirkulacio?
+ V “cluster”
/ Tl o sHLA

-B2m
szintézis ——p HIJ(p)<___> H metalloproteaz

| +sp2m l \

internalizacié HT

és recirkulacio \

H: nehézlanc (heavy chain) T
L: kénnyiilanc (32m; light chain) H Kk “cluster”

p: peptid

SHLA: szolubilis HLA I \

H: denaturalt nehézlinc .
denaturacio

internalizacio
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(5) T limfoma/leukémia eredetii sejteken végzett FRET méréseink tobb, az IL-2R komplex és
a HLA molekulak részvételével kialakulo6 ,,konzervativ’ asszociacids motivum jelenlétét
tartak fel a vizsgalt sejtek plazmamembranjaban. Az IL-2Ra (CD25) sejt-specifikus
oligomerizacidjanak kivételével ezen asszocidcids motivumok el6éforduldsit sem a

vizsgalt T sejt tipusa, sem az IL-2R citokin-kotése nem befolyasolta Iényegesen.

(6) Fizikai és biokémiai modszerek alkalmazéasaval kimutattuk, hogy a Kit225 K6 leukémia
eredeti T sejtek plazmamembranjaban az IL-2Ra részben a glikoszfingolipidben és
koleszterinben gazdag membrandoménekben (lipid tutajokban) helyezkedik el. FRET
méréseink szerint a lipid tutajok egysége tobb, az IL-2Ra részvételével kialakulo
asszocidcios mintazat stabilitasdnak feltétele. A lipid tutajok egységének megbontasa
csokkentette az IL-2 stimulaciot kdvetd tirozin foszforilacido hatékonyséagat is, amely arra
utal, hogy ezek a membran mikrodomének kulcsszerepet jatszanak a magas affinitasa IL-
2R komplex kialakuldsaban ¢és stabilitasaban. Ezt az elképzelést a sejtek detergens
rezisztens membranfrakcidjanak analizise is alatdmasztotta: az IL-2Ra ldnca mellett a
jelatvitelért felelés B és y. alegységeket is sikeriilt azonositanunk a DRM frakcioban.
Adataink alapjan a K6 sejteken taldlhatdé CD25 molekuldknak csak egy része
koncentralodik a lipid tutajokban: jelentds hanyaduk (kb. 50%-uk) a detergens szolubilis
membranrégiokban taldlhat6, ahol véletlenszerlien vagy pedig mas (pl. a transzferrin

receptort akkumuléld) membran mikrodoménekhez kapcsolddva helyezkedhetnek el.

Gyakorlati jelentoség

Eredményeink hozzajarulhatnak az adaptiv immunvalasz, ezen belil is az
antigénprezentacid és a T sejt aktivacid folyamatanak mélyebb megértéséhez.

Az altalunk feltart fehérje mintdzatok egy része az aktivalt periférias T illetve B
limfocitak felszinén is megtalalhatd, mig mas résziik — legalabbis az eddig rendelkezésre allo
adatok alapjan — csak a vizsgalt limféma/leukémia eredetii sejtekre jellemzd. A kiilonb6zo
eredetli limfocitdk sejtfelszini mintazatainak Osszehasonlitisa, az egészséges és beteg
egyedekbdl esetleg mas fajbol szarmazo sejtek kozotti hasonlosagok és kiilonbségek feltarasa
elésegitheti a mintazatok funkcionalis jelentoségének illetve a normalis valamint a kéros

sejtmitkddés (pl. aktivacio, sejttranszformacio stb.) molekularis részleteinek megértését, igy
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