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Az értekezésben gyakran el6forduld roviditések jegyzéke (angol-
magyar)

AP Antigen presentation, antigénprezentacio
CD3(7) Cluster of differentiation 3(Z), differenciacios csoport 3(Q)
FCCS Fluorescence cross-correlation spectroscopy, fluoreszcencia kereszt-

korreldcids spektroszkdpia

FLIM Fluorescence lifetime imaging microscopy, fluoreszcencia életid6

mikroszkdpia

FRET Forster resonance energy transfer, Forster rezonancia energia transzfer

IL-15(R) Interleukin-15 (receptor)

IL-2(R) Interleukin-2 (receptor)

IS Immunological synapse, immunoldgiai szinapszis

JAK(1/3) Janus kinase (1/3), Janus-kinaz (1/3)

MHC Il Major histocompatibility complex Il, f6 hisztokompatibilitasi komplex Il

SEE Staphylococcus Enterotoxin E

SPIM Single plane illumination microscopy, egysik megyvilagitasu mikroszkopia

STATS Signal transducer and activator of transcription 5, jelatviteli és transzkripcio
aktivator 5

TCR T cell receptor, T-sejt receptor

TP Trans-presentation, transz-prezentacié



1. Bevezetés

Az interleukin-15 (IL-15) citokin dontd szerepet jatszik a T-sejtek hosszu tavu tulélésében és
az immunoldgiai memdéridban. Receptora harom alegységbdl all (IL-15Ra, IL-2/15RB, y¢). Az IL-
15 f6ként transz-prezentacion (TP) keresztll m(ikddik, amely sordn az IL-15Ra-hoz kotott IL-
15-6t kifejez6 professzionalis antigénprezentald sejt (APC) a ligandot a Byc receptor
heterodimernek mutatja be egy szomszédos T- vagy NK sejten. Az IL-15 TP az immunolégiai
memoria szempontjabdl nélkilézhetetlen és szamos autoimmun betegségben érintett
jelatviteli folyamat. A Thomas A. Waldmann dltal vezetett munkacsoport 2002-ben fedezte
fel az IL-15 TP-t, ami bar széles korben elfogadott, eddig nem létezett kozvetlen bizonyiték a
|étezésére, ami kimutatnd a receptorkomplex 0sszeszerel6dését. Mivel az antigénprezentacid
(AP) szintén APC - T-sejt kolcsénhatason alapszik, felvetédik a kérdés, hogy az AP-nek van-e
barmilyen hatdsa az IL-15 TP-ra, vagy fliggetlen folyamatokrél van sz6. A modell rendszeriink
egy IL-15Ra-t kifejez6 Raji B-sejtvonalbdl, valamint egy IL-2/15Rp és y. alegységeket kifejezd
Jurkat T sejtvonalbdl allt. A Staphylococcus Enterotoxin E szuperantigénnel (SEE) kezelt Raji
sejtek stabil immunolégiai szinapszist (IS) alkotnak a SEE-k6té MHC Il molekuldk és a T-sejt
receptor (TCR) kozotti kdlcsonhatds révén a Jurkat sejtekkel. Raji - Jurkat sejtkonjugatumok
akkor is kialakulhatnak, ha Raji sejteket IL-15-tel kezeltuk. Az IL-2/15RB és az IL-15Ra
alegységek kozotti intercellularis kolcsonhatds mérésére a szinapszis terliletén Forster
rezonancia energiaatvitelt (FRET) haszndltunk. A szinapszis teriletén mindkét alegység
feldusuldsat és megné6tt FRET értékeket kaptunk, ha a Raji sejteket el6kezeltiik IL-15-tel, ami
kdzvetlen biofizikai bizonyitékot szolgdltat az IL-15 TP-ra. A FRET hatékonysdaga kis mértékben
nétt, ha a SEE-vel is el6kezeltik a Raji sejteket, igy lehetévé téve az AP kialakulasat. A FRET
méréseink azt is kimutattdk, hogy a CD3 (a T-sejt ko-receptora) és az MHC Il csak
szuperantigén jelenlétében szerel6dik 6ssze. Megvizsgaltuk az AP és/vagy IL-15 TP alatti ,cis”
kdlcsonhatasokat is az e folyamatokban résztvevd fehérjék kozott. Az IL-15Ra és az MHC |l
nagyfokd asszocidciét mutatott a maganyos Raji sejteken, ez az asszociacié az IS-ben is
minden kezelés mellett (IL-15, SEE, mindkett6) fentmaradt, valamint kezeléstél figgetlendl,
mindkét receptor az IS-be transzlokalédott. Ezzel szemben a Jurkat sejteken az IL-2/15RB és a
CD3 egymastdl fliggetleniil, csak a sajat ligandjuk prezentalasa esetén dusult fel, és nem
mutatott asszociaciot. Tovabba kimutattuk, hogy az IL-15 TP képes STAT5 foszforilaciot

indukdlni a Jurkat sejtekben, igy bizonyitva a modell és az IL-15 teljes értékd jelatviteli



képességét, az IL-15 TP mellett kialakul6 AP nem befolydsolta a foszforilalt STATS
mennyiségét. Eredményeink kdzvetlenl bizonyitjdk az IL-15 TP létezését, és bar az AP noveli

//////

kijelenthetjlik, hogy az IL-15 TP 6nalld, antigén-fliggetlen folyamatnak tekinthetd.

2008-ban Pillet és munkatarsai kimutattak, hogy az IL-2/15RB alegység képes
homodimerizalddni és ilyen formaban ligandot (IL-2) kotni. Mi ezek alapjan a y. alegység
intercellularis homodimerizacidjat mutattuk ki egysik megvilagitasu mikroszkdpiat (SPIM) és

fluoreszcencia keresztkorreldcidés spektroszképidt (FCCS) kombindlva, ezzel els6ként

......



2. Irodalmi attekintés

2.1. Limfocitdk szerepe az immunrendszer mkodésében

A limfocitdk mind a természetes, mind az adaptiv immunitasban kiemelked6 szerepet
jatszanak. Tagjai a természetes 616 (NK) sejtek, B- valamint T-sejtek, melyek a csontvel6ben
termel6dnek. Az NK sejtek a természetes immunitas részeként felismerik a tumor, illetve
virussal fert6zott sejteket, amiket lizissel vagy apoptdzis indukaldsdval semmisitenek meg. A
B-sejtek a csontvel6ben képzédnek, hemopoetikus Gssejtekbdl. ElsGdleges szereplik az
antitestek termelése és az antigén prezentdacié az adaptivimmunitds részeként. A T-sejtek a

timuszban fejlédnek, elengedhetetlen komponensei az immunfolyamatok szabalyozasanak

(1).

2.2.  T-sejt populdciok és szerepik azimmunrendszerben

T-sejtek legegyszerlbb csoportositdsa a T-sejt receptor (TCR) alapjan lehetséges. A TCR két,
diszulfid hiddal kapcsolt peptidbdl allé heterodimer, ami lehet a3 (emberi szervezetben a T-
sejtek 90-95%-a) vagy y6. Mindkét heterodimerhez sziikséges a hat polipeptid lancbél allé
CD3 asszociacidja a miikodéképes TCR komplex kialakuldsahoz. Az aff T-sejtek tovabb
oszthaték harom alpopulaciéra. A Tu sejtek CD4 ko-receptort expresszalnak és elsédleges
funkcidéjuk az olyan immunfolyamatok beinditdsa, mint a citotoxikus T-sejt prekurzorok
fejl6édésének elGsegitse vagy a B-sejtek segitése kiilonb6z6 osztalyd antitestek termelésében,
de az immunszuppressziv karakter(i Treg sejtek szintén expresszaljdk a CD4-et. Végil a mar
emlitett citotoxikus T-sejtek a CD8 marker alapjan kilénboztethet6ek meg a tobbi T-sejt

populaciétdl (1).

2.3. Citokinek
A citokineknek szamos csoportja és alcsoportja van, és altaldnossagban elmondhatd, hogy kis

fehérjék, amelyek dont6 szerepet jatszanak az immunrendszer sejtjeinek és a vérsejtek

//////

......

szovetbe vald eljuttatasat biztositjak; tumor nekrézis faktorok, citotoxikus és gyulladasi

folyamatok szabalyozdsdban vesznek részt; transzformalé novekedési faktorok,



sejtosztodasért és szovetkarosodas utani helyredllitasért felel6sek; valamint interleukinok,

amik mind termel&dés, mind funkcié szempontjabdl heterogén csoportnak tekintheték (1).

2.4, IL-2 ésIL-15

A dolgozat szempontjabdl kiemelendd IL-2 és IL-15 a négy a-hélixbdl all6 citokinek csaladjaba
tartozik. Az IL-2 citokint Robert Gallo munkacsoportja irta le el6sz6r (2), ami az elsé emberben
azonositott retrovirus (HTLV) azonositdsahoz vezetett (3), az IL-15 citokint pedig szinte
egyidejlileg fedezte fel Thomas A. Waldmann és Kenneth H. Grabstein kutatdcsoportja (4, 5).
Az IL-2 és IL-15 receptorok (IL-2R, IL-15R) heterotrimer szerkezetliek, melyek tartalmaznak
egy citokin specifikus a alegységet, amelyek kiilonb6z6 affinitdssal kotik a sajat ligandjukat.
Az IL-15Ra (CD215) nagyobb affinitassal (Kq:50 pM) kéti az IL-15 citokint, mint az IL-2Ra (CD25)
az IL-2 citokint (Kg:10 nM). Az IL-2/IL-15Rp alegységet (CD122) valamint a y. (CD132) lancot
(ami megtalalhaté az IL-4, IL-7, IL-9 és IL-21 receptorokban is) mindkét receptor haszndlja (6,
7). Mind az IL-15, mind az IL-2 serkenti a T-sejtek proliferacidjat, indukalja a citotoxikus
limfocitak (CTL) termel6dését és serkenti a természetes 016 (NK) sejtek expanzidjat (8-10)
Azonban az adaptiv immunvalaszban az IL-2 és IL-15 kiilonb06z8 szerepet is jatszhat. Az IL-2-
vel ellentétben az IL-15 gatolja az aktivacio indukalt sejthaldlt (AICD), nem aktivalja a Treg
sejteket, valamint nem okoz kapillaris szivargas szindrémat, amit allatkisérletekben és klinikai
vizsgalatokban is kimutattak. Az IL-15 el8segiti a CD44"CD8* effektor/memdria T-sejtek
fenntartasat és a virusspecifikus CD8* memdria T-sejtek tulélését (9, 11, 12). Tovabba az IL-15

kritikus a szoveti memaria fenotipus CD103*CD28*CD8* T-sejtek fejlédéséhez (13).

2.5.  IL-15 expresszio szabalyozasa

Az IL-2-vel ellentétben, amit aktivalt T-sejtek termelnek és mRNS szinten van szabdlyozva az
expresszidja, az IL-15-6t a dendritikus sejteken, makrofagokon és monocitakon kivil szamos
mas sejttipus is képes elGallitani. Northern blot analizissel kimutattak mRNS-ét placentabdl,
vazizombal, vesébdl, tiddbdl, szivbdl és a bélrendszer epitelialis sejteibdl, fibroblasztokbdl,
keratinocitdkbdl. Az IL-15 expresszidja a transzkripcio, a transzlacié és az intracellularis
szallitas szintjén is szabalyozva van. Transzkripcios szabalyozasaért elsGsorban az interferon
szabalyozo faktor 3 (IRF3) felelés, ami aktivaciot (foszforilacid) kovetSen bejut a sejtmagba,
és az IL-15 gén promoter régidjaban taldlhatd interferon szabdlyozd faktor elem (IRF-E)
motivumot felismerve kot6édik és indukdlja a transzkripciot. Emellett kiemelendéek a

nuklearis faktor-kB (NF-kB) transzkripcids faktorok, amelyek az IL-15 gént6l szintén upstream
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kotédnek be, és a transzkripcios folyamatok elinditasahoz sziikséges az aktivacidjuk. Azonban
az IL-15 els6sorban transzlacio és transzlokacids szinten van szabalyozva. Az IL-15 mRNS tébb
olyan elemet is tartalmaz, amely gatolja a hatékony transzlacidt, ilyen az mRNS 5’-végi AUG
szekvenciaja, ami 12 upstream AUG-ot tartalmaz. Tovabbi gatld tényez6k a 48 aminosavas
szigndlpeptid és a ,,cis” mddon hatd negativ szabalyozd rész a protein C-termindlisan. Az IL-15
indirekten a tumor nekrézis faktor-a (TNF-a), IL-1, interferon-y (IFN-y) és tovabbi gyulladasi
citokinek expresszidjat is befolyasoljak. Az IL-15 szigndlpeptid nem csak a transzlacié sordn
vesz részt az expresszid szabdlyozasaban, az intracelluldris szallitasat is befolyasolja. Két IL-15
izoforma létezik, egy rovid, 21 aminosavbdl és egy hosszabb, 48 aminosavbdl allé
szignalpeptiddel ellatott IL-15. A rovidebb szigndlpeptiddel rendelkez6 IL-15 nem
szekretalddik, ehelyett intracelluldrisan raktarozédik a sejtmagban és citoplazmatikus

komponensekben (14).

2.6. IL-15 immunoterapia

Az immunterapidk célja a szervezet immunrendszerének irdnyitdsa olyan mddon, hogy az a
rakos sejteket felismerje és eltavolitsa. Annak ellenére, hogy az IL-15 hatékonyan indukalja az
NK és CD8 T-sejtek proliferaciéjat, monoterapids alkalmazasa sikertelennek bizonyult tumor
kezelésben, valdszinlileg az immun toleranciat indukalé folyamatai, valamint rovid életideje
miatt. Az IL-15 monoterapia sikertelenségét els6sorban elsésorban az NK sejtek gatldsa
magyardzhatja, az 6l6 sejt immunoglobulin-szerl receptor (KIR), NKG2A és az MHC |
interakcidn keresztiil. Ezzel parhuzamosan az IL-15 altal stimuldlt CD8 T-sejtek is gatlédnak a
CD4 Tx sejtekben taldlhaté citokin jelatvitel szupresszor 3 (SOCS3) altal. Azonban az IL-15-6t
mas rakellenes szerekkel egyiitt alkalmazva megkeriilhetéek ezek a gatlé folyamatok.
Kiléndsen hatékonynak bizonyult az IL-15 kombinaldsa anti-CD40-nel, ami tumor specifikus
CD8 T-sejtek termelését segitette el6, valamint az IL-15 kombinaldsa kiilonb6z6 checkpoint
gatlé szerekkel. Ilyen formaban az IL-15 jelent6s szerepet kaphat a rosszindulatu
metasztazisos tumorok kezelésében (15). Alternativ alkalmazasi médja, ha az IL-15-6t az IL-
15Ra alegységgel komplexben haszndljak. llyen formdban mar tobb preparatumot is
teszteltek allat- és klinikai kisérletekben. Az IL-15/IL-15Ra komplex alkalmazéasa tobb
szempontbdl is hatékonyabbnak bizonyult, mint mas IL-15-6t alkalmazd készitmények.

Hosszabb a féléletideje (az IL-15Ra stabilizalé hatasa miatt), mivel megegyezik az endogén



formaval, ezért nem termel6dik ellene antitest, valamint jobb farmakokinetikai és

tumorellenes tulajdonsagok jellemzik (16).

2.7. IL-15 transz-prezentacio

Dubois és munkatdrsai demonstraltak, hogy az IL-2 citokinnel ellentétben az IL-15 hosszabb
ideig biztositja a T-sejtek tulélését, miutan egy kezdeti citokin kezeléses fazis utan, IL-2 és IL-
15 mentes médiumban tenyésztették tovabb a sejteket. Azt is kimutattdk, hogy a sejt
Ujrahasznositas az IL-15Ra/IL-15 komplex jelenlétét igényli. Ez a fajta IL-15 Ujrahasznositas a
B alegység expressziotdl nem, azonban IL-15Ra jelenlététSl alapveté moddon fligg.
LegjelentGsebb megfigyelésiik az volt, hogy az IL-15Ra/IL-15 komplex stimulalta a szomszédos
sejtek proliferacidjat, ezt a folyamatot IL-15 transz-prezentaciénak (TP) nevezték (17). Az
aktivalt monocitak felszinén talalhato IL-15Ra/IL-15 komplex a By heterodimert expresszalo
szomszédos sejtek transz-proliferacidjat idézte el6. Ezt az egyedi ligand szallitasi mdédot az IL-
15Ra magas ligandkoté affinitasa teszi lehet6vé, amelynek kdszonhetéen egy stabil IL-
15Ra/IL-15 komplex mar intracellularisan 6sszeszerel&dik és igy keril a sejtfelszinre. A csak
IL-2/15Rp és y. alegységeket kifejez6 T-sejtek alacsonyabb affinitassal (K¢: 1 nM) kotik az IL-
15-6t, és mivel az IL-15 nincs jelen ilyen magas koncentraciéban oldott formaban in vivo, ezek
a sejtek alternativ, iranyitott ligand célbajuttatdsi modszert igényelnek. Ezért az IL-15-6t
els6sorban az IL-15Ra prezentdlja ezeknek a sejteknek (17-20). A prezentdcid egyik
mechanizmusa az, amikor az IL15R-a/IL-15 komplex extracelluldris része proteolitikusan
lehasitddik, ami oldhaté IL-15Ra/IL-15 (sIL-15Ra/IL-15) komplexet eredményez, ezzel
indukalva az IL-15 jelatvitelt a reagdld sejteken, mely internalizdlja a komplexet (1. abra) (21-
23). Egy masik leirt IL-15 transz-prezentdciés modszer a transz-endocitdzis, mely sordn
immunszinapszis alakul ki a prezentdld és a reagdld sejtek kozott, ahol a prezentald sejt
felszinén lévé IL-15Ra prezentdlja az IL-15 citokint a reagald sejten 1évé 1L-2/15RPy.
heterodimernek. Ezutdan az egész IL-15RaPy./IL-15 TP komplex — a prezentdld sejt

membranjanak egy részével egyitt — internalizalédik a reagalé sejtbe (24).

10
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1. dbra: Az IL-15 transz-prezentdcio lehetséges és mar leirt mechanizmusai. ,,Klasszikus” IL-
15 transz-prezentdcid soran az IL-15Ra prezentalja az IL-15-6t a célsejten 1évé IL-2/15RBy.
heterodimernek, ,cis” prezentacid soran a teljes transz-prezentacios komplex egy sejten
talalhatd, egy mar kordbban lehasitott IL15Ra/IL-15 komplex prezentdlja az IL-15-6t, IL-

2/15RPBy. alegységeknek, valamint a transz-endocitdzis folyamata (24, 25)

2.8.  IL-2 és IL-15 jelatvitel

Mivel mind az IL-2R, mind az IL-15R ugyanazt a jelatvitelért felel6s B és y. alegységet
tartalmazza, ezért jelatvitelik ugyanazt a hiarom f6 utvonalat hasznalja: JAK/STAT,
Ras/Raf/mitogén-aktivalt protein kindz (Ras/Raf/MAPK) és foszfatidilinozitol 3-
kindz/Akt/emlds rapamicin-célpont (PI-3K/Akt/mTOR) (2. &bra). A JAK/STAT datvonal
aktivacidja vezethet proliferacidhoz, differencidacidhoz, migraciohoz vagy apoptdzishoz.
Jelatvitele egy viszonylag egyszer( mechanizmust hasznal. Az alegységek konstitutivan kotik
a JAK1/3 (B alegység) és JAK3 (y. alegység) tirozin kindzokat. Ligandkotés hatasara kettd (vagy
tobb) JAK kindz egymads kozelébe keriil, transz-foszforilaljak egymast, valamint receptorukat,
amihez igy kotédhetnek a STAT1, STAT3 vagy STAT5 molekulak, amiket a JAK1/3 kinaz szintén
foszforilal. A foszforildlt STAT 3, illetve STAT5 molekuldk dimerizdlédnak vagy
tetramerizdlddnak és az importin a5- és Ran-fligg6 transzporttal a sejtmagba jutnak, ahol
specifikus szabalyozo régdkhoz kot6dnek, amivel aktivalhatjak vagy gatolhatjak célgénjeiket
(26, 27). A Ras/Raf/MAPK utvonal a sejtbiologiaban az egyik legjobban karakterizalt jelatvitel,
mivel szdmos fontos folyamatban vesz részt (pl. sejtciklus szabdlyozas, integrin jelatvitel, sejt

migracid, angiogenezis). A ligandkotés indukalja az inzulin receptor szubsztrat (IRS) tirozin
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foszforilacidjat (JAK altal), ez lehet6vé teszi, hogy a novekedési faktor receptor-kotott fehérje
2 (GRB2) adaptor fehérje felismerje az SHC-t, ami pedig koti a guanin nuleotid cserél6 faktort,
a SOS-t a sejtmembranhoz. A SOS a Ras-on a GDP-t GTP-re cseréli, aminek kovetkeztében
konformacids valtozds kovetkezik be, az aktivalt Ras a Raf-ot szintén kotni tudja a
sejtmembrdanhoz. Raf aktivacié a jelatviteli kaszkadot a MAPK foszforilacidjaval stimulalja, ami
tovabbi downstream fehérjéket foszforildlhat, mint az extracelluldris jel-szabalyozott kindzt
(ERK), ami a sejtmagba jutva transzkripcids faktorokat aktival (28). A PI-3K/Akt/mTOR utvonal
a mar leirt két jeldtviteli folyamathoz hasonlé funkcidkkal rendelkezik (proliferacio,
angiogenezis, apoptozis). A szintén JAK altal aktivalt PI-3-K végzi a foszfatidilinozitol difoszfat
(PIP2) - foszfatidilinozitol trifoszfat (PIPs) atalakitdst. A PIP3 mint masodlagos hirvivé a
sejtmembrdanhoz koti a foszfatidilinozitol-fligg6 kindz-1-et (PDK-1) és ennek a jelatviteli utnak
a legjelent6sebb fehérjéjét, az AKT-ot. Az AKT szamos célfehérjével rendelkezik, amiken

keresztil kiilonb6z6 sejtfunkcidt képes indukalni (29).

IL-2

Anti-Tac ‘
(Daclizumab) a P‘

PIP3  JAKT inhiDitOr sed JAK1 } JAK3 inhibitor
PIP, &« (Ruxolitinib) ® JAK& (Tofacitinib)

S

l €TAT5 > STAT3> STAT1
\ ©
\/ j mTOR = Rapamycin /
STAT
STAT ()
GSK3 ® Tetramer @Drmer

Elongémésfaktorok/ 79808
foszforilaciéja
(pl. eiF4B és eEF2K)
1@ SEJTMAG
STALG o~ sm
Tetramer i er \
\-@ o Sejtmagi célpontok

vagy foszforiléciéja
STA STAT Tetramer és Dimer ‘f‘@ (pl. Elk1)
etramer vagy y‘ST A
d)umer

STAT Tetramer STAT Dimer

2. abra: IL-2 és IL-15 altal kivaltott jelatviteli utak. Balrdl jobbra: PI-3K/Akt/mTOR, JAK/STAT
és Ras/Raf/MAPK jelatviteli kaszkadok (30)

12



2.9. Antigén prezentacio

Az antigén prezentacié (AP) egy jo6l tanulmdnyozott immunoldgiai folyamat, amely
elengedhetetlen a T-sejt aktivalasdhoz. A professziondlis antigén prezentald sejtek (APC-k)
mint a B-sejtek, makrofagok és dendritikus sejtek kotik 6ssze a természetes és adaptiv
immunitast, melyek képesek internalizalni az exogén eredetli antigéneket, amelyeket
feldolgoznak, majd f6 hisztokompatibilitasi komplex 1l (MHC II) molekuldakhoz kotve a sejt
felszinére juttatnak, ahol bemutatjak azokat a T-sejt receptor-CD3 (TCR/CD3) komplexnek.
Ezzel szemben MHC | esetében, a sejt, sajat citoszélikus fehérjéinek proteoszémdkban
degradalt peptidjeit prezentalja. (3. dbra). A TCR-MHC Il kdlcsdnhatas soran a CD4, a TCR ko-
receptora is kot6dik az MHC Il receptorhoz, ezzel tovdbb er@sitve az intercellularis fehérje
komplexet. CD4* T-sejtek esetében a masodlagos jeleket tovabbi fehérje-fehérje interakcidk
biztositjdk: a CD28 a T-sejten |év6 receptor, amely a prezentdld sejten |évé CD80-hoz vagy
CD86-hoz kotédik nélkilozhetetlen a naiv T-sejtek aktivalashoz. Tovabbi fehérjék, mint az
ICOS, 4-1BB és OX40 expresszidja a T-sejteken és ezek ligandjai az antigénprezentdld sejteken
szabdlyozhatjdk a T sejt aktivacié folyamatait. Ezek a ko-stimulusok csak akkor allnak
rendelkezésre, ha a bemutatd sejt korokozoval taldlkozik és azt megfelel6en prezentalja (31,
32). Tovabbi fehérje-fehérje kdlcsonhatasok, mint a CD40 és CD40L, valamint a limfocita
funkcid-tarsult antigén 1/intracelullaris adhaziés molekula 1 (LFA-1/ICAM-1) tovabb
stabilizdljdk az immunoldgiai szinapszist (IS) (33). Az IS szerkezete harom részre oszthatd,
koncentrikus gy(rlkre, amelyek kilénb6z6 szegregalt fehérjeklaszterekbdl allnak. A
szupramolekularis aktivacios klaszter (SMAC) harom terilete: kézponti SMAC (central SMAC,
c-SMAC), periféridas SMAC (periferial SMAC, p-SMAC) és tavoli-SMAC (distal SMAC, d-SMAC).
Korabbitanulmanyok betekintést engedtek ennek a harom terliletnek a fehérje 6sszetételére.
A CD4/CD8-rdl kimutattak, hogy a c-SMAC-ben dusul fel (34). A LFA-1 és a talin citoszkeletalis
fehérje a p-SMAC-ben koncentralédik, mig a CD43 és a CD45 a d-SMAC-ben lokalizalddik (34-
37). Intézetiink és mas kutatécsoportok azt is kimutattak, hogy kiilonb6z6 ioncsatornak,

tulnyomoérészt a fesziltségfliggé Kv1.3 kaliumcsatornak is feldusulnak az [S-ben a
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posztszinaptikus strlségl fehérje-95 (PSD-95) adapter fehérje segitségével a T-sejt aktivacio

korai szakaszdban (38-40).

OX40L 0OX40

=
—_
)
CD80 | CD28 ¢ ‘\\
l Y | '
/ CD4/8 ‘
bC (M_Hm u T 7,
N \ y
‘ \\ /
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...
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3. abra: T-sejt aktivacid korai szakasza. Az APC MHC-n keresztll prezentalja az antigént a
CD3-CD4/CD8 komplexnek, valamint a ko-stimulust biztosito fehérjék asszociacidja is

megtorténik (41)

2.10. Forster rezonancia energiatranszfer
A Forster rezonancia energiatranszfer (FRET) lehetGséget ad két fluorofér kozotti tavolsag

mérésére, igy amennyiben az adott fluoroférokat vizsgalni kivant komponensekhez csatoljuk,

......

A FRET egy fizikai folyamat, amely soran sugarzasmentesen (fotonkibocsajtas nélkil) adédik
at energia dip6l-dipdl kolcsdnhatas révén egy gerjesztett donor fluoroféor molekulardl egy
akceptor molekuldra. Ennek egyik legfontosabb feltétele a donor és az akceptor tdvolsaga: az
energiatranszfer |étrejottéhez ~2-10 nm-es tartomdanyon beliil kell lennie. Tovabbi feltétel a
donor fluoreszcencia emisszids és akceptor abszorpcios spektrumanak atfedése, illetve a
festékek megfelelé relativ orientdcidja. Az energiatranszfer sordn a gerjesztett donor,

amennyiben a korabban emlitett kritériumok teljesilnek, atadja energiajat az akceptornak és
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visszakeril alap allapotba, majd az akceptor fluoreszcens foton kibocsajtasaval (vagy egyéb

maddon) relaxalddik. Az energiatranszfer hatékonysaga:

donorrol akceptorra dtadott energiakvantumok szama

E= (1)

donor dltal abszobedlt fotonok szédma

Mivel az energiatranszfer hatékonysaga a donor-akceptor tdvolsadg (R) hatodik hatvanyaval

csokken, ez lehet6vé teszi molekuldris tavolsagok vizsgalatat az aldbbi képlet szerint:

Rg

E=—7—,
RS + R® (2)

ahol Ry az a tavolsag, ahol E=0,5.

Gerjesztés Emisszid

4 abra: Fehérje-fehérje interakcio vizsgdlata FRET mddszerrel, sugarzasmentesen adédik at

energia egy gerjesztett donor fluorofér molekularél egy akceptor molekulara

Az energiatranszfer tavolsagfliggése miatt ez a mddszer kivaldan alkalmas példaul fehérje-
fehérje asszociacidk vizsgalatara. Aramlasi citometrias valamint mikroszképos alkalmazasa
esetén is kifejlesztettek tobb moddszert a FRET meghatarozédsara (pl. akceptor

fotoelhalvanyitas, ratiometrikus, donor fluoreszcencia élettartam) (42).

2.11. Fluoreszcencia korrelacids spektroszkdpia
A fluoreszcencia korrelaciés spektroszképias (FCS) mérés soran egy kis megfigyelési
térfogatban (~1 fl, azaz ~1 um?3) gerjesztjik a fluoroférokat és detektaljuk a fluoreszcencia

fluktudciot, ami jellemzéen a fluoreszcens molekuldk diffuzidjabdl adddik a megfigyelt
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térfogatban. Mivel az ingadozasok kinetikaja és relativ amplitudoja fligg a detektalt molekula
mobilitdsatdl és koncentracidjatol, ezért az FCS alkalmas ezen paraméterek vizsgalatara. A
fluktuaciok analiziséhez meg kell hatarozni az autokorrelaciés fliggvényt (ACF, G(t)), ami
megadja, hogy egy adott id6pontban a fluoreszcencia intenzitds milyen mértékben korreldl

egy késébbi id6pontban rogzitett intenzitdsi értékkel (5. dbra):

B (8I(t) - 6I(t + 1))
B (1)? ’ (3)

G(1)

ahol (1) az id6ben atlagolt intenzitds és &I(t) az intenzitds eltérése az atlagtdl. Az
autokorreldciés gorbe jellemz6 lecsengési ideje, a tp (diffuzids id6, ami a molekula 3ltal a
térfogatelemben toltott atlagos idGtartam) flgg a megfigyelt térfogattdl és diffuzids
koefficienstél (D):

4D (4)
ahol wy a detektdldsi térfogat laterdlis radiusza. Az autokorrelacios fliggvény amplituddja
forditottan ardnyos a detektdlasi térfogatban 1évé részecskék atlagos szamaval (N), ezért a
G(t) fliggvény amplituddjabdl 1/N kalkuldlhatd. FCS-sel olyan informacidk nyerhet6ek a
mintardl, mint a molekuldk mobilitasa, koncentracidja, illetve aggregacidja és interakcidi. Egy
kilondsen jelent6s kiterjesztése az FCS-nek a fluoreszcencia keresztkorrelacios
spektroszkdpia (FCCS), amivel lehetGség nyilik két spektralisan (vagy helyileg) kilonb6z6
fluoreszcencia fluktuaciot mérni és tovabbi informaciét kapni a keresztkorrelacids

fliggvénylikbél (CCF):

(81,(t) - 81,.(t + 1))
(L) - (1) ' (5)

Ggr () =

ahol I4(t) és I(t) a két csatorndban (g és r) mért intenzitdsok, &l4(t) és 6l(t) pedig a
fluktudciodjuk. A kiilonb6z6 fluoroférokkal jelolt molekuldak CCF-jének amplitiddja aranyos a
ko-diffundalé hanyaddal, aminek maximuma teljes ko-diffuzié és a két detektdlasi térfogat

tokéletes atfedése esetén az ACF amplitudodjaval lesz egyenlé.
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5. abra: Az FCCS alapjai, egy dimereket és egy monomereket tartalmazé mintakkal, a
detektaldsi térfogatban mért fluoreszcencia fluktuaciébdl meghatarozott auto- és

keresztkorreldcids fliggvény (43)
Relativ dimer hanyad szamszer(isithetd a két ACF (Ggg(T) és Gi(T)) és a CCF (Gyr(T)) segitségével
(43).

Ggr (Trmin)

min (Gg g (Tmin), Grr (Tmin)) (6)
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3.  Célkitlizes

Mivel mind az IL-15 TP, mind az AP hozzdjarul a T-sejt aktivaldashoz, és hasonld sejt-sejt
interakcion alapul, felmeril a kérdés, hogy ez a két folyamat befolyasolja-e egymas
mlkodését vagy fliggetlen egymdstél. Vannak olyan 0Osszetev6k immunoldgiai
szinapszisokban, nevezetesen a KIR csaldd inhibitor receptorai, amelyeket NK sejtek fejeznek
ki, ezek negativan szabalyozzak az IL-15 TP hatasat a B- és NK sejtek kozott (44). Az AP-nak az
IL-15 TP-ra gyakorolt lehetséges hatdsait azonban még nem vizsgaltak. A dolgozatban
ismertetett kisérletek az IL-15 TP és az AP kapcsolatat vizsgaljak biofizikai modszerekkel.
Kordbban FRET-tel és mas biofizikai mddszerekkel mdr vizsgdltuk az IL-2R és IL-15R
asszociaciokat és 6sszeszerel6désiiket (45-48). Az itt hasznalt B-sejt - T-sejt modell rendszer
az AP-hoz és IL-15 TP-hoz sziikséges fehérjéket expresszalja, melyeknek mind ,transz”
(intercelluldris), mind ,,cisz” (ugyanazon a sejten el6forduld) kélcsonhatasait vizsgaltuk. Célul
tliztik ki, hogy els6ként kdzvetlen biofizikai bizonyitékot szolgaltassunk az IL-15R alegységek
OsszeszerelGdésére, amelyeket a két sejt az IL-15 TP sordn expresszal, valamint, hogy
megallapitsuk az AP-ban és IL-15 TP-ban részt vev6 receptorok kézos komplexben vagy
egymastol fuggetlenil transzlokalédnak-e az immunszinapszisba. Arra is kerestiik a valaszt,

hogy az IL-15 jelatviteli hatékonysagat befolyasolja-e az AP és viszont.

A dolgozat masodik felében a y. alegységek homodimerizacidjat vizsgaltuk. 2008-ban Pillet és
munkatarsai leirtdk, hogy az IL-2/15RB alegység a ligand, illetve yc vagy IL-2Ra és IL-15Ra
hidnyaban is homodimerként van jelen COS-7 sejtek membranjaban (49). Ezek alapjan adja
magat a kérdés, hogy vajon a y. alegység hasonldan viselkedik-e. Munkacsoportunk FRET
kisérletekkel sikeresen kimutatta, a y. alegységek intracelluldris Osszeszerel6dését Hela
sejtekben (47). Az asszociacid6 megléte mellett kivancsiak voltunk a homodimerek
intracelluldris dinamikdjara, aranyara a monomerekhez képest, valamint ezek a
lokalizacidjara. Ezen kérdések megvalaszoldsdhoz egysik megvilagitdsi mikroszkdpia alapu

fluoreszcencia keresztkorrelacids (SPIM-FCCS) méréseket végeztiink a y. alegységen.
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4.  Anyagok és mddszerek

4.1. Sejttenyésztés

Az IL-15 transzprezentdcio vizsgdlatahoz hasznalt Raji B-sejteket és a Jurkat T-sejteket RPMI
1640 médiumban tenyésztettik (Sigma-Aldrich, St. Louis, Mo), amit kiegészitettiink 10% (v/v)
FBS-sel és GlutaMAX-szal (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA). A y. alegységek
homodimerizacidjanak vizsgalata Hela sejtvonalon tortént, melyet szintén a korabban leirt
médiumban tenyésztettlink. A retroviralis transzdukcidhoz hasznalt HEK293T sejtek DMEM
médiumban (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO), a korabban emlitett kiegészitésekkel egyiitt voltak
fenntartva. Minden sejtet 5% CO, parasitott l[égkorben tenyésztettiink 37 °C-on. Azokat a Raji
és Jurkat sejteket, amelyek stabilan expresszaltak a IL-15 receptor alegységeit, mint: EGFP-IL-
15Ra, mCherry-IL-15Ra, IL-15Ra és IL-2/15RP (a tovabbiakban: Raji-EGFP-IL-15Ra, Raji-
mCherry-IL-15Ra, Raji-IL-15Ra  és Jurkat-IL-2/15RB) Geneticinnel (Merck, Darmstadt,

Németorszag) szelektaltuk.

4.2.  Plazmidok

Az IL-15Ra és IL-2Ra cDNS-ét a pEGFP-N1, pmCherry-N1 és pmCherry-C3 expresszids vektorok
MCS-ébe (multiple cloning site) kléonoztuk. A marha preprolaktin szignalszekvencia C-
termindlison jelolt alegységek esetén kozvetlenil az alegység génje elé, N-terminalison jelolt
alegységek esetén pedig a fluoreszcens fehérje génje elé keriilt (47). A pBMN-Z-IN retroviralis
transzfervektorok ORF-jébe (open reading frame) az adott jelolt vagy jeldletlen alegység
(EGFP-IL-15Ra, mCherry-IL-15Ra, IL-15Ra, IL-2/15RB) génjét BamHI és Sall restrikcids hasitd

enzimekkel vittik be a LacZ helyére.

4.2.1. PCR (polimeraz lancreakcio)

Az EGFP-IL-15Ra, mCherry-IL-15Ra, IL-15Ra, IL-2/15RP géneket pBMN-Z-IN vektorba
kléonoztuk, amihez a mar rendelkezésre allé plazmidokbdl amplifikaltuk a templatokat PCR-
ral. A szlikséges primereket az Integrated DNA Technologies (Coralville, IA) honlapjan

taldlhaté Oligo Analyzer (https://eu.idtdna.com/calc/analyzer) segitségével terveztik és

ellenériztiik, majd szereztliik be. Legalabb 6t, parhuzamos mintat készitettiink minden
klénozandd génhez, ezek mintanként tartalmaztak: 1,5 ng templat DNS-t, 0,5 mM dNTP-t, 1

UM primer-mixet (forward és reverse primerek 1:1 aranyu keverékét nukledzmentes vizben),
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1xHF puffert és 0,1 ul Phusion DNS polimerazt (Thermo Fisher Scientific) nukleazmentes vizzel

19 pl-re kiegészitve. A PCR készliléket az aldbbi beallitdsokkal futtattuk:

e 98°C-1perc
e 30 ciklusban: 98°C - 10 mp (denaturacié) - Tm - 20 mp (kapcsolddas) - 72°C - 15-30
mp (elongacid)

e 72°C-4perc

4.2.2. Gél elektroforézis

A PCR reakcio utan a DNS fragmenteket (templat DNS, forward és reverz primer, PCR termék),
valamint a restrikcidés emésztés utdn a hasitott vektorok ragadés végli szekvencidit tartalmazoé
mintakat 1%-os agardz gélben elektroforézissel valasztottuk el egymastél. Agardz gél
készitéséhez 0,8 g agardzt oldottunk be 80 ml 1xTAE pufferbe, majd még szilardulas el6tt 40
pg etidium-bromidot adtunk hozza. A mintakhoz 6 ul Loading Dye-t (Thermo Fisher Scientific)
adtunk, valamint referenciaként felvittiink 1 kb-os DNS létrat (GeneRuler 1 kb DNA Ladder,

Thermo Fisher Scientific). Az elektroforézist 400 mA-rel, 80 V-on, 45 percig futtattuk.

4.2.3. DNS extrakcid agardz gélbdl

A gél elektroforézis futtatdsa utan kivagtuk a gélbél a PCR terméket tartalmazd részt és
NucleoSpin Gel and PCR Clean-up kittel (Macherey-Nagel, Diiren, Németorszag) tisztitottuk
a gyarto protokollja szerint. A kinyert DNS fragmentet nukledzmentes vizben tartottuk -20

°C-on, restrikcids hasitasig.

4.2.4. Restrikciés emésztés
A restrikcios emésztéseket Thermo Fisher Scientific restrikcids endonukleazokkal végeztiik 20

ul végtérfogatban, a gyartd ajanlasai alapjan 2 éran at, 37 °C-on.

4.2.5. DNS tisztitas restrikcidos emésztés utan

A DNS extrakcid agaréz gél szekcidban hasznalt kit-et hasznalva tortént.

4.2.6. Ligdlas
Az inzert és vektor ligdlasahoz a DNS koncentracidkat és tisztasagukat NanoDropTM1000
spektrofotométerrel ellenériztiik. A 20 pl reakcio-térfogatba, 50 ng vektorhoz szikséges

inzert mennyiséget a kdvetkez6 képlet segitségével szamoltuk ki:
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inzerthossz|b
Lbp] vektor|ng],

inzert[ng]l = N vektorhossz[bp] "

ahol 1<N<5 volt. A ligalds két egység T4 DNS ligazzal (Thermo Fisher Scientific), az enzim sajat
pufferében 16-20 éran at 16°C-on tortént. A kldnozassal elkészitett szekvencidkat restrikcios
hasitassal és szekvenalassal ellenériztiik. A szekvendldst az UD-GenoMed (Medical Genomic

Technologies) Kft. végezte el.

4.2.7. Escherichia coli transzformalas

Az uUjonnan létrehozott plazmidokat ultrakompetens Escherichia coli (DH5a) baktériumba
transzformaltuk. A -70° C-on tarolt DH5a ultrakompetens E. coli torzset jégen felolvasztottuk,
majd 200 ul szuszpenzidhoz adtuk a ligalt és tisztitott plazmidot. A szuszpenziét 30 percig
jégen inkubaltuk, majd 1,5 percig 42 °C-os hGsokknak tettik ki. Ismét jégen inkubaltuk 5
percig, miutan 1 ml SOC oldatban vettik fel és razattuk (330 RPM) 1 6rén at, 37 °C-on. 1100
RPM-en 3 percig centrifugdltuk, majd a feluszét eltavolitottuk, igy, hogy 20-30 ul maradjon a
cs6 aljan. Szuszpenddlds utan a baktériumokat antibiotikumos, 1,5% agar plate-en
szélesztettilk szobahémérsékleten. Az agar plate-et 16-20 dréra fejjel lefelé 37 C-os, szaraz
termosztatba helyeztiik. Az inkubalasi id6 elteltével 1-1 kiilonallo telepet steril pipettaheggyel
atoltottunk 5-5 ml folyékony LB (Lysogeny broth) tdpoldatba, mely tartalmazta a plazmid
rezisztencidjanak megfelel6 antibiotikumot (25 pg/ml kanamycint vagy 100 upg/ml
ampicillint). 16-20 6ras, 37 “C-on vald razatas (300 RPM) utan a baktérium kulturat 4 °C-on

taroltuk a tovabbi felhasznalasig.

4.2.8. Plazmid tisztitas

A baktérium 3ltal felszaporitott DNS preparaldsat GenEluteTMPlasmid MiniPrep Kit (Sigma-
Aldrich) segitségével, a gyartd protokollja alapjan végeztiik. A plazmid koncentrdciéjanak és
tisztasaganak ellen6rzése NanoDropTM1000 (Thermo Fisher Scientific) spektrofotométer

hasznalataval tortént.

4.3.  Tranziens transzfekcid
Az mCherry-IL-2Ra-t és IL-2Ra-mCherry-t kddolé plazmidokat tranziens transzfekcioval
(elektroporacid) juttattuk a Raji sejtekbe. Ehhez 1 ug plazmidot adtunk Cell Line Nucleofector

Kit V reagensben felvett, 10° Raji sejthez. A transzfekciét Amaxa Nucleofector Il eszkézzel
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végeztik (Lonza Group, Bazel, Svdjc) a gyartd altal ajanlott (Raji sejtekre optimalizalt)

protokoll segitségével (M-013 program).

Hela sejtek esetében 24 draval a transzfekcid el6tt kitapasztottunk 1,2x10° sejtet kis petriben
lévé fedblemezre, 2 ml RPMI 1640 médiumban. Petrinként 75 ng DNS-sel és 3 pl FuGene HD

(Promega, Madison, WI) transzfekcids reagenssel tortént a transzfekcid.

4.4, Retroviralis transzdukcié

A csomagolé sejtekként haszndlt HEK293T sejteket, a szlikséges plazmidokat, a retroviralis
transzfer vektort (17 pg) (lasd a Plazmid konstrukcié részt), a VSVG burok plazmidot (12 pg)
és a psPAX2 csomagold plazmidot (4 pg) 6sszekevertiik 875 ul vizzel, 125 ul CaCly-vel és 1 ml
HEPES pufferolt séoldattal (150 mM NaCl és 20 mM HEPES 900 ml vizben), valamint 25 pM
klorokinnal. A feliiluszét 6 6ra elteltével friss DMEM-re cseréltiik. A retrovirust tartalmazo
fellluszot 48 drdval a transzfekcid utan 6sszegyljtottiik, és 0,45 um-es szlrén atszdrtik. A
leszlrt felliliszot Raji vagy Jurkat sejtekhez adtuk tovabbi 10 pg/ml polibrénnel (Sigma-
Aldrich) és 48 o¢ran at inkubaltuk, majd a sejteket immunfluoreszcensen jel6ltik a

transzdukcio hatékonysaganak ellenérzése céljabdl.

4.5.  Immunoldgiai szinapszis képzés

10° (mikroszkdpos méréshez) vagy 6x10° (aramldsi citometriai méréshez) Raji sejthez IL-15-6t
(100 nM) és/vagy SEE szuperantigént (1 pug 50 pl RPMI 1640 médiumban) (Toxin Technology
Inc., Sarasota, FL) adtunk, és 37 °C-on 20 percig inkubaltuk. Az RPMI 1640 médiumban térténd
mosds utdn a Raji sejteket 6sszekevertik Jurkat sejtekkel (10° vagy 6x10°), 1 perces 200xg-n
torténd centrifugdlas utan 37 °C-on 20 percig inkubaltuk, majd a sejteket jégre helyeztik az

immunfluoreszcens jel6léshez.

4.6. Immunfluoreszcens jel6lés

A Raji és Jurkat sejteket Alexa Fluor 488-cal vagy Alexa Fluor 546-tal (Thermo Fisher Scientific)
konjugalt egér monoklondlis antitesttel jeloltik a receptorok és receptoralegységek
kimutatasahoz. A jel6léshez a kovetkez6 antitesteket haszndltuk: anti-Tac az IL-2Ra esetében,
MikB3 az IL-2/15RB esetében, OKT3 a CD3 esetében és L243 az MHC Il (HLA DR) esetében. A
sejteket a jelolés el6tt egyszer PBS-ben mostuk, majd 30 percen at jégen inkubaltuk 50 pg/ml

fluoreszcens mAb-val (monoclonal antibody). A jel6lés utan a sejteket kétszer megmostuk és
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2%-os formaldehiddel fixaltuk, majd 8-lyukd mikroszkdpos mintatartd kamrdba helyeztiik

(ibidi GmbH, Grafelfing, Németorszag).

4.7. Intenzitas alapu FRET mérés konfokalis mikroszkopidval

mikroszkdpiaval pixelenként hataroztuk meg LSM 880 (Carl Zeiss, Oberkochen, Németorszag)
konfokalis mikroszképpal, C Plan-Apochromat 63x/NA 1.4 olajimmerzids objektivvel. Az Alexa
Fluor 488 gerjesztése Ar-ion lézerrel 488 nm-en tortént, az mCherry esetében pedig 543-nm-
en HeNe lézerrel. 3 csatorndban rogzitettik a jeleket: |1 — donor (gerjesztés: 488 nm, emisszio:
500-560 nm), I, — transzfer (gerjesztés: 488 nm, emisszié: 590-700 nm) és I3 — akceptor

(gerjesztés: 543 nm, emisszid: 590-700 nm), melyek a kdvetkez6képpen fejezhetbk ki:

1,(488,500 — 560) = I,(1 — E) + B,
1,(488,590 — 700) = I, (1 — E)S, + I,S, + I,Ea + B, (2)

15(543,590 — 700) = I, + Bs,
ahol E az atlagos FRET-hatékonysdag, Ip az 1-es csatorna donor intenzitdsa, amely a FRET
hidnydban jelen lenne, az /4 pedig a 3-as csatorna akceptor intenzitdsa. A spektralis atvilagitasi
faktorokat: S; = (/2-B2)/(I1-B1) és Sz =(I2-B2)/(/3-B3), csak Alexa Fluor 488-MikB3 (donor)
antitesttel jelolt (Sz), illetve csak mCherry-IL-15Ra-t (akceptor) expresszald sejtekbdl (S»)
szamitottuk. A hattérkorrekcié az atlagos autofluoreszcencia intenzitdsok (B; Bz Bs)
kivondsaval tortént, jeldletlen Raji sejtmembranban mérve. Az a faktor az I; csatornaban mért
tiszta akceptor jel és az /1 csatorndban FRET hidnydban mért donor jel hdnyadosa azonos
mennyiségli gerjesztett akceptor és donor fluorofér esetén (50, 51). Az a faktor
meghatarozasahoz a Raji sejteket tranziensen transzfektdltuk IL-2Ra-mCherry-t kdédold
plazmiddal, és a kifejez6dott receptor alegységeket Alexa Fluor 488-antiTac antitesttel
jeloltiik, igy minden receptor alegység egy akceptort és egy donor antitestet hordozott. Mivel
az mCherry az intracellularisan elhelyezked6 C-terminalison van, az antitest pedig az
extracellularis doménhez k6t6dik, a varhatd E = 0. A a faktort, illetve az akceptor/donor arany

meghatdrozasahoz sziikséges Q faktort az aldbbi képletekkel szamitottuk ki:

&

s, ((11 = BS, + 1+ Z4800) (1, _ )5, — (1, - Bz>>
mch(488) L

a = )
(I = B.)S, 7

(3)
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I3 — B3

= - By

(4)

ahol £4453(488)~55831 Micm™, emch(488)~5564 Micm™ az Alexa Fluor 488 és mCherry
molaris abszorpcids koefficiensei a donor gerjesztési hulldmhosszan (488 nm) és Lp az Alexa
Fluor 488-anti-Tac antitest fluorofér/fehérje jeldlési aranya, amit abszorpciés fotometriaval

hataroztunk meg. A FRET hatékonysagat pixelenként szamitottuk ki az alabbi képlettel:

1

1/, — By —S,(Il, — By) 5
1+E<2 =5 3_51) )

E=1-

A szamitasokat olyan régidkban végeztik (ROI, region of interest), melynek pixeleiben az
intenzitds értékek egy kiszobérték felett voltak az 1. és 3. csatorndban is (a dinamikus
kiiszobértéket az egyes képek maximalis pixelintenzitdsanak 10%-4ra allitottuk be, 5x5 pixeles
gauss-i simitas utdn). A kiiszobolést kovetéen a ROI-kat transzmisszids felvétel alapjan,
manualisan tovabb szlikitettliik, hogy azok csak a szinaptikus teriileteket tartalmazzak. A
kivalasztott pixelekre kapott FRET hatékonysdgokat atlagoltuk, igy egy adott szinapszisra

jellemzé értéket nyertiink.

Az akceptor/donor arany (Na/Np) befolyasolja a FRET hatdsfokot, ezért ezt is meghataroztuk

az alabbi egyenlettel (52):

Ny _ (U= By)(A-E) ©
Ny~ U =B/ Q)

4.8.  FLIM-FRET mérés konfokalis mikroszkopiaval

A FRET-et a donor molekuldk fluoreszcencia élettartam csokkenésébdll is meghataroztuk,
amit egy Al-es (Nikon, Tokidé, Japan) konfokalis mikroszképon mértink, 60x/NA 1,27
vizimmerzios objektivvel és egy idGkorreldlt, egyedi fotonszamlalé (time correlated single
photon counting, TCSPC) kiegészitével (PicoQuant, Berlin, Németorszag). Id6korreldlt egyedi
foton szamlalas soran periodikus impulzusgerjesztéssel az adatgylijtés tobb gerjesztési és
emisszios ciklusra is kiterjeszthet6. A sok cikluson keresztil gy(ijtott egyedi foton-detektalasi
események sokasdgabdl rekonstrualhatd a fluoreszcencia lecsengésnek idéfliggése. A
madszer alapja az egyes fotonok beérkezési idejének regisztralasa. A gerjesztés és az emisszio

kozotti id6kilonbséget stopperdraként miikodé elektronika méri (6. dbra) (53).
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6. abra: A start-stop id6k mérése az id6felbontdsu fluoreszcencia mérésnél TCSPC-vel (53)

A stopperdra leolvasasait egy hisztogramba rendezi, amely egy sor rovid id&-ablakbol
(,binb6l1") All. A bin-ek szélessége altalaban megfelel a stopperdra felbontdsanak (néhany ps).
Az id6fliggd fluoreszcencia-kisérletek tipikus eredménye egy olyan hisztogram, amelyben a

belitések szdma exponencidlisan csokken az idé muldsaval (7. dbra) (53).

|dd

7. abra: Az 6. dbra alapjan felvett fotonok hisztogramja, ami alapjan a lecsengési gorbe

abrazolhato (53)

25



A gerjesztéshez egy 485 nm-es pikoszekundumos impulzus-lézert hasznaltunk, amelynek
impulzusszélessége impulzusszélessége <100 ps volt. A donor emissziot egy 520/35 nm-es
emisszids sz(ir6n keresztil detektdltuk egy PMA Hybrid 40 fotoelektron-sokszorozéval

(Picoquant).

Az adatokat 3-5 percig gyljtottik. Az igy kapott fluoreszcencia lecsengési gérbéket (7. abra)
a SymphoTime 64 szoftverrel egy multiexponencialis rekonvoluiciés modellel illesztettiik, két

élettartam komponenssel:

2

_ t

Y@ = )" IRF @ lgryisnisins Alil exp (75) + Blegroec 7)
i=1

i2=1A[i] T[i]

TAUAmp = 12=1A[l] ] (8)

ahol A[i] az amplituddja, 7[i] pedig az életideje az i-edik komponensnek, a Bkgrpec a lecsengés
hattér korrekcidja, a Bkgrirr hattérkorrekcié a mdszer valaszfiiggvénye (IRF), a Shiftirr az IRF
id6beli eltolddasanak korrekcidja, Asum a fluoreszcencia intenzitdsa a nulla idépontban, és
Tavamp az amplitudoval sulyozott atlagos élettartam. A FRET-hatékonysagot a kovetkezd
egyenlettel hatdrozhatjuk meg:

E=1- E’ (9)
ahol 4 és 1 a donor amplitiddsulyozott atlagos fluoreszcencia élettartama akceptor

jelenlétében, illetve akceptor hianyaban, de ugyanabban a kérnyezetben (54).

49. Areceptorok transzlokacidjanak szamszerdsitése
A receptorok transzlokacidjanak mértékét a konfokalis képek alapjan értékeltiik ki az
immunoldgiai szinapszison beliili atlagos pixelintenzitas és a teljes sejtmembran atlagos pixel

intenzitas aranyanak kiszamitasaval a MATLAB program segitségével az alabbiak szerint:

XI5 /Nis

I = SIS/ s 10
( ISmOTm) 2 Iiot /Niot (10}

ahol l;s egy adott pixel intenzitdsa az IS-ben, N;s az adott IS-ben talalhaté pixelek szama, ltor a
sejtmembran teljes terlletén taldlhato pixelintenzitds (beleértve az IS-t) és Niot membranbdl

szarmazo pixelek szama.
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4.10. Foszforilalt STATS és CD3C aramlasi citometrias mérése Jurkat sejtekben

Az immunoldgiai szinapszisok kialakuldsat megel6z6en a Jurkat sejteket Alexa Fluor 546-
W6/32 mAb-val jeloltik a Raji sejtektSl valé megkulonboztethetdség érdekében. Az IS
kialakulasa utdn a sejteket 37 °C-on 5 percig tripszines emésztéssel valasztottuk el egymastél.
A sejteket 2% formaldehidben fixaltuk 10 percig, és 90% metil-alkohollal permeabilizaltuk 30
percig. A mosast (2x) fest6 pufferben végeztik, ami 10 ml FBS-t (a nem specifikus kot6dés
blokkolasa érdekében) és 0,5 g Na-azidot (Merck, Darmstadt, Németorszag) tartalmaz 490 ml
PBS-ben. A sejteket ezutan Alexa Fluor 647-anti pSTAT5 mAb-val vagy 1gG1 k izotipus kontrollal
jeloltik (BD, Franklin Lakes, NJ) (10 uL + 40 uL festd puffer, 50 perc, szobahémérsékleten). A
méréseket egy Novocyte 3000 (Agilent, Santa Clara, CA) aramldsi citométeren végeztiik el 488
nm-es (EGFP), 561 nm-es (mCherry) és 640 nm-es (Alexa Fluor 647) gerjesztéssel. Az EGFP (a
Raji-EGFP-IL-15Ra-bdl), az Alexa Fluor 546 és Alexa Fluor 647 jeleket (a Jurkat sejtbél) 530/30,
586/20 és 660/20 nm emisszids szlir6kon keresztll detektdltuk. A Jurkat sejteket az Alexa
Fluor 546 pozitiv és EGFP negativ jel alapjan kapuztuk; a pSTATS szintet az Alexa Fluor 647 jel
alapjan hatdroztuk meg. A pSTAT jelet egy kétkomponensi lognormalis eloszlasi modellel
illesztettliik, amely egy vdlaszadd és egy nem vdlaszadd populaciét kilonit el. Az IL-15- és
kettds kezelésl mintak esetében csak a vdlaszadd, az alap pSTATS szinttél eltérd populdciot

hasznaltuk fel az atlagintenzitasok meghatarozasahoz.

A TCR altal kivaltott jelatvitel mértékének megdllapitasahoz a pSTAT5-h6z hasonldan aramlasi
citometriai kisérleteket végeztiink, p-CD3 szint méréssel. A sejteket allofikocianin jel6l6vel
elldtott anti-p-CD37 mAb-val vagy IgG.b k izotipus kontrollal jeléltik (Thermo Fisher
Scientific). Az allofikocianin fluoreszcens fehérjét 640 nm-en gerjesztettiik, és 660/20 nm-en
detektaltuk. A kiértékelés soran a T sejteket és a T sejt - B sejt konjugatumokat az Alexa Fluor
546-W6/32 pozitiv jel alapjan, a p-CD3T szintet az allofikocianin intenzitasabdl hataroztuk

meg.

4.11. A y. alegységek ko-mobilitasanak meghatarozasa egysik megvilagitasu
mikroszkdpia alapu fluoreszcencia keresztkorrelacids spektroszkopiaval (SPIM-FCCS)

A receptor alegységek ko-mobilitasat SPIM-FCCS mérésekkel végeztik, amit képalkotd FCCS-

« s

kimutatasara a megfigyelési id6ablakon belll (a részecskék diffuzids ideje a detektalasi

térfogatban). A méréseket egy a heidelbergi DKFZ-ben (Deutsches Krebsforschungszentrum)
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épitett SPIM készliléken hajtottuk végre (43). A kisérleteket szobah6mérsékleten (~25 °C)
végeztik transzfektdlt Hela sejteken. A y. alegységek homodimerizaciéjanak
tanulmanyozasahoz yc-EGFP + y-mCherry ko-transzfekciét alkalmaztunk. Az EGFP és az
mCherry gerjesztésére 491 nm (Cobolt Calypso, Svédorszag, 25 mW) és z6ld 561 nm (Cobolt
Jive, Svédorszag, 25 mW) lézereket hasznaltunk. Az egyesitett nyalabokbdl egy hengeres
lencse korilbelll 1,3 um vastagsagu fénysikot képezett, amely megyvilagitotta a sejteket. A
poli-L-lizinnel kezelt targylemezt, amire a Hela sejtek kitapadtak, a fénysikhoz képest ~45°-o0s
szogben rogzitettliik a mintatartora (8. dbra). A mintakamrat Hanks-féle sdoldattal toltottik
fel. A mintabdl szarmazé fluoreszcenciat egy nagy munkatavolsdgu vizimmerzids objektivvel
(Nikon CFI Apo-W NIR 60x / NA 1,0) gydjtottik 6ssze, amelynek optikai tengelye merdleges
volt a gerjeszt6 fénysikra. Az 6sszegylijtott fluoreszcenciat zéld (500-550 nm) és voros (>593
nm) komponensre osztottuk DualView DV2 nyaldbosztéval (Photometrics, Tucson, AZ) egy
dikroikus tukor és két emisszids sz(ir6 segitségével az EGFP és az mCherry detektdlasahoz. A
z6ld és voros képeket egymas mellé vetitettik egy 128x128 pixeles EMCCD kamerara (iXon
X3 860, Andor, Belfast, Egyesiilt Kirdlysag), amelynek pixelmérete 400x400 nm? volt a
targysikban. A két kép rogzitéséhez és a két szincsatorna megfigyelési térfogatanak maximalis
atfedéséhez a nyaldbosztot egy elektronmikroszkdpos racs segitségével Ggy igazitottuk, hogy
a kamera egyik felére vetitett z6ld kép 64 pixellel eltolva minél jobban egybeessen a kép
masik, voros felével. A mérési terlilet 128x20 pixelre korlatozédott a gy(ijtési sebesség
novelése érdekében. A pont valaszfliggvények (PSF) hossziranyud komponensének (w;)
meghatdrozasahoz agardz gélbe dagyazott fluoreszcens gyongyokrdl (100 nm TetraSpeck
multicolor microspheres, Invitrogen, Waltham, MA) vettlink fel szeletelt képeket, az igy
késziilt 3D képeken lokalizalt gyongyokre 3D Gauss illesztést végeztiink, ebbdl nyertik w;
értékét. A PSF wyy laterdlis sugaranak meghatdrozdsahoz pedig vizes kdzegben mértik az
ismert diffuzios dallanddéval rendelkezé gyongyodk diffuzids idejét (a gyongyok diffuzids

egyutthatdja D=3,1 um?/s 20 °C-on (43)).

Wyy = /4DT4, Wy, (11)

ahol Ty a mért diffuzids id6.

A lateralis és hosszirdnyu PSF alapjan meghatdrozhaté az effektiv detektaldsi térfogat:
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Vers = m32wE,w, (12)

A lateralis PSF paraméterek a kdvetkez6k voltak: wyy,g = (619£62) nm és wyy,r = (669£66) nm,
mig a hosszirdnyu PSF paraméterek w;g = (12881121) nm és w,,r = (12494£133) nm voltak a

zold, illetve voros csatornakban.

Fluorescence Camera
light

[llumination
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Detection
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8. abra: Egysik megvilagitasi mikroszkdp (SPIM) sematikus felépitése és optikai uUtja (43)

Minden sejtrél 100 000 képet rogzitettiink 2000 kép/s sebességgel, és tovabbi 2000 képet
lézer gerjesztés nélkil a hattérkorrekcidhoz. A fluoreszcencia képekbdl kiszamoltuk az egyes
csatornak autokorreldcios fliggvényeit, valamint a két csatorna keresztkorrelacids fliggvényét
minden pixelre a QuickFit 3 szoftver segitségével (55). Az Osszes képponton globalisan
illesztettliik az auto- és keresztkorrelacids fliggvényeket (56). A kdvetkez6 modellfiiggvényt

alkalmaztuk egy vagy két diffuziés komponens szabad 3 dimenzids diffuzidjat feltételezve:
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}4D T+ w2 2 -1

G,(1)= ) —~-serf exp —1f; -(1+ , (13)

’ z}(: <Ny) ,4DX‘L' + w? 4D Tt wy zy

ahol G az auto- vagy keresztkorrelacids fliggvény, t a késleltetési id6, a y (zold vagy voros) a

Y

mikroszkép szincsatornajat jeldli, (N} a (z6ld vagy vords) részecskék atlagos szama a
megfigyelési térfogatban (Ves;,), amibdl az egyes komponensek c koncentracidi kiszamithatok,
py a diffuziés komponensek rész-amplituddja y, Dy ezek diffuzids egyltthatdja, erf a
hibafliggvény, a a pixelméret a targysikban, wy az objektiv laterdlis PSF szélessége és z, a
fénysik vastagsaga. A triplet allapotot nem kellett figyelembe venni a modellbe, mert az EGFP
és az mCherry triplet korrelaciés ideje (mikroszekundumos tartomany) két nagysagrenddel
rovidebb, mint a rendszer ~0,5 ms-os idGbeli felbontasa. Az értékelés soran el6szér intenzitasi
kiiszobértékkel maszkoltuk a fluoreszcencia képeket, hogy kizadrjuk a sejteken kivil es6 és
fluorofért nem tartalmazdé pixeleket. Az illesztést, az adott sejt minden kivalasztott pixelére
elvégeztiik. Az EGFP-mCherry fuzids fehérje (pozitiv kontroll), ahol a plazmid vektor mind a
két fehérje génjét tartalmazza, amit egy linker régié kot 6ssze (RDPPV). Az EGFP + mCherry
(negativ kontroll) mintakhoz két szabadon diffundalé komponens egyenletét hasznaltuk mind
az autokorrelacids fluggvények (ACF), mind a keresztkorrelacids flggvények (CCF)
illesztésekor. A yc-yc minta az ACF-eket szintén a kétkomponensl modellel illesztettik, mig
CCF-jét egyetlen diffuziés komponenssel. A diffuziés egyltthatdkat és a zold-voros dimer

frakciok aranyat az illesztési paraméterekbdl kaptuk.

A z6ld-voros komplexben 1évé molekuldk, azaz az egymadssal kolcsdnhatasban |évé fehérjék
hanyadanak modellfiiggetlen meghatarozasahoz kiszamitottuk a relativ keresztkorrelacids

fliggvény (RCCF) amplituddjat is a kivalasztott pixelekre:

iz GCCF(x,y) (T1)
=1 GACF(x,y) (Ti)'

RCCF(x,y) = (14)

ahol a Gecr,ixy) €s a Gacr,(xy) @ kereszt- és autokorrelacids fuggvények értéke a t; id6ben és az
x,y pixelkoordinatakban. A szamitdsban n azon korrelaciés csatornak (t; értékek) szama a
korrelaciés gorbék elején, amelyekre atlagoltunk (n = 5-6t haszndltunk). Az RCCF arany
dinamikus tartomanyat a negativ kontroll (koexpresszalt EGFP és mCherry) és a pozitiv
kontroll (EGFP-mCherry fuzids fehérje) értékei hatarozzak meg. Csak azokat a pixeleket vettiik

figyelembe, amelyek értéke -1 <RCCF <1.

30



4.12. Statisztikai elemzés

A Student-féle t-prébakat a GraphPad Prism 8 szoftverrel végeztiik el (San Diego, CA). A
szignifikancia szinteket a kbvetkezGek szerint jeloltik: *: p<0,05, **: p<0,01, ***: p<0,001. A
doboz diagramokon a minimum, 25. percentilis (Q1), medidn (vizszintes volnal), atlag (+

szimbdlum), 75. percentilis (Q3) és maximum értékek vannak feltlintetve.
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5.  Eredmények

5.1. Kozvetlen bizonyiték az IL-15 transz-prezentacids komplex 6sszeszerel8désére
Az IL-15 TP és az AP tanulmanyozasahoz az alabbi dbran lathaté modellrendszert hasznaltuk

(9. abra).

= 'S
é 5 \\i(l
A488-MikB3 *} % )
mCh-IL-2Ra IL-2Ra-mCh
+ +
IL-2/15RB i A488-antiTac A488-antiTac
"-:_ ~ Poz. Neg.
Z G kontroll kontroll
(sTAT1/3/5) T-sejt
.
(sTAT1/3/5)

(sTAT1/3/5) N\

Sejtmag

9. abra: Az IL-15 TP és AP egymasra gyakorolt hatasainak megfigyelésére haszndlt modell
rendszer. (A) Raji B-sejtek mint prezentald sejtek, stabilan transzdukalva voltak IL-15Ra
alegységgel, Jurkat T-sejtek mint célsejtek szintén stabil transzdukcid révén expresszaltak a
IL-2/15RP alegységet (a y. alegységet endogén mddon expresszalja a sejt). A B-sejteket SEE
szuperantigénnel és/vagy IL-15 citokinnel kezeltiik, mielStt hozzajuk adtuk a T-sejteket. Az
transzlokacidjat, valamint jelatviteliket az immunoldgiai szinapszis kialakuldsa utan mértik.
(B) A FRET-hez sziikséges metodikai pozitiv kontrollként a B sejteket tranziensen
transzfektdltuk az N-végen mCherry fluoreszcens fehérjével jel6lt (akceptor) IL-2Ra
alegységgel, amit Alexa 488-anti-Tac mAb (donor) antitesttel is megjel6ltiink. A negativ

kontroll esetében az mCherry az IL-2Ra C végén helyezkedett el.

A prezentdld sejt virdlis transzdukcidéval moédositott, jelolt (mCherry vagy EGFP az N-

termindlison) vagy jeldletlen IL-15Ra alegységet expresszald Raji B-sejt volt. A célsejt egy
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szintén virdlisan modositott, jeldletlen IL-2/15RP alegységet expresszald (a y. alegységet

endogén maddon kifejez6) Jurkat T-sejt volt.

Aramlasi citométerrel ellendriztik a kiildnbdz6 sejteken az IL-15 TP-ban vagy AP-ban
résztvevd receptorok, illetve receptor alegységek expresszidjat (10. dbra). Méréseink alapjan
a Raji B-sejteken az MHC Il rendelkezik a legmagasabb expresszids szinttel, amit az IL-15Ra
kdovet ~50x alacsonyabb expresszidval, ami Osszevethet§ a Jurkat T-sejteken mért CD3
expresszidval. Ez utébbiak hozzavet6legesen 3x magasabbak, mint az IL-2/15Rp alegységé. A

vc alegység expresszidja két nagysagrenddel alacsonyabb, mint az IL-2/15RB-é.
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10. abra: A vizsgalt receptorok és alegységek relativ expresszids szintjei a
modellrendszerben hasznalt sejteken. Az aramlasi citometridval kapott fluoreszcencia

intenzitasokat az antitestek F/P értékével korrigaltuk.

Raji sejteket az MHC II-h6z kot6d6 SEE szuperantigénnel és/vagy az IL-15Ra-hoz kot6d6 IL-15-

tel kezelve nagy gyakorisaggal alakultak ki IS-ok a Jurkat sejteken lévé T-sejt receptor/CD3
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komplexszel, valamint az IL-2/15Rp és a y. receptor alegységekkel vald kolcsénhatasok révén.

Ligand kezelés hianyaban nagyon ritkan alakultak ki Raji - Jurkat sejt konjugatumok.

Donor Akceptor Kompozit FRET FRET hisztogram
) J 0.15
= mCh-L-2Ra L
5 NP a4
° : 2 » i
x_ . S 0.05
N — N
o .. by
o 8 Tren 0
4 L0 P A F 05 0 0.5
E
3l 2R (A488- . | IL-2Ra-mCh : 015
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o ‘ :
I / :
. N 0.05
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[} 3 >
=z : . 3 0
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= b ) T '
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11. dbra: Intenzitas alapu FRET mérés az IL-2/15Rp és IL-15Ra kozotti intercellularis
asszociacio meghatdrozasahoz. Konfokalis képek a FRET donorrdl (1. oszlop), akceptorrdl (2.
oszlop), transzmisszioés és fluoreszcens kompozit (3. oszlop), FRET térkép, illetve hisztogram
(4. és 5. oszlop) az adott sejtekrdl. 1. sor: pozitiv kontroll, Raji sejt tranziensen transzfektdlva
mCherry-IL-2Ra-val (mCherry az N terminalison), majd jel6lve A488-anti-Tac mAb-val; 2. sor:

negativ kontroll, Raji sejt tranziensen transzfektalva IL-2Ra-mCherry-vel (mCherry az C
terminadlison), majd jelolve A488-anti-Tac mAb-val (A488 és mCherry ellentétes oldalon); 3-
5. sor: IL-2/15RPB (Jurkat sejten, A488-MikB3 mAb-val jelélve) és mCherry-IL-15Ra (Raji

sejten) kozotti asszociacid mérése SEE és/vagy IL-15 kezelés mellett.
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Az in vitro vizsgalatok mar korabban utaltak az IL-15 TP meglétére, ezek a kisérletek azonban
tobbnyire az IL-15 hatdsaira 6sszpontositottak, mint az IL-15Ra/IL-15 komplexet expresszald
prezentald sejtek altal kivaltott proliferacio a célsejteken. Az IL-15Ra/IL-15 - IL-2/15RpB
komplex molekularis szintl 6sszeszerel6désének kozvetlen megfigyelésére, valamint az AP-
nak az IL-15 TP-ra gyakorolt hatdsanak tanulmanyozdsa érdekében raciometrikus FRET
kisérleteket végeztiink (11. abra). Minden FRET-mérésnél az alacsonyabb szinten expresszalt
fehérjét alkalmaztuk donorként, a magasabb expresszidval rendelkezét, pedig akceptorként,
igy novelve annak valdszinliségét, hogy minden donorra jut legaldbb egy akceptor. A FRET-
hatékonysagot pixelenként értékeltik ki. Az IL-15 kezelés E = 8,7%+2,4% FRET hatékonysagot
eredményezett az A488-MikB3 mAb-val ellatott IL-2/15RB és az mCherry-IL-15Ra koz6tt,
jelezve az IL-15 receptor alegységek és a ligand alkotta komplex 6sszeszerel6dését az IS-ban.
Az IL-15-tel és a SEE szuperantigénnel valé kett&s kezelés tovabb novelte az E-t 10%10,2%-ra.
A csak SEE-vel végzett kezelés esetén az alacsony E = 1,3%+2,7% érték azt mutatta, hogy IL-
15 hidnyaban a vizsgalt alegységek kozott nem volt szignifikdns asszocidcié (12A. abra);
legfeljebb véletlenszer(i FRET fordulhat el6 a magas Na/Np akceptor-donor molekuldris
aranyok miatt (12B. abra). (Minél tobb akceptor jut ugyanis egy donorra, anndl nagyobb
valdszin(iséggel adja &t egy donor az akceptornak a gerjesztési energiat). Osszefoglalva,
kozvetlen biofizikai bizonyitékokat szolgdltattunk az IL-15 TP-ra vonatkozdéan; az AP
6nmagaban nem tudta el8idézni az IL-15 TP komplex 6sszeszerel6dését, azonban novelte az

asszociacio mértékét, amikor az IL-15 is jelen volt.
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12. abra: FRET eredmények az IL-2/15Rp és IL-15Ra kozo6tti asszociaciordl, Raji sejtek
el6kezelve (20 perc) IL-15-tel (100 nM) és/vagy SEE-vel (20 pug/m), majd 20 percig inkubalva
a Jurkat sejtekkel. (A) Atlagos FRET hatékonysagok; a magas E (a negativ kontrollhoz
viszonyitva) jelzi az IL-2/15Rp és IL-15Ra asszociaciot IL-15 jelenlétében. A kett8s kezelés (IL-
15 + SEE) tovabb novelte az IL-15 altal indukalt asszociaciot. Az mCh-IL-15Ra (akceptor) és az
A488-MikB3 jellel ellatott IL-2/15RB (donor) akceptor-donor molekularis aranyai az IS-nél.
(B) A csak SEE-vel kezelt minta esetében a FRET hatékonysaga a magas Na/Np arany ellenére
alacsony maradt, ami a komplexképz6dés hidnyat jelzi. **: p<0,01, ***: p<0,001 (t-prdba). N

= 25-33 sejt minden mintahoz.

Pozitiv kontrollként Raji sejteket hasznaltunk, amelyek tranziensen fejezték ki az mCherry-vel
(N-terminalison) jelolt IL-2Ra-t, amit Alexa 488-antiTac mAb-val jel6ltiink. Ebben az esetben
a FRET atlagos hatadsfoka = 13%+3%; a negativ kontroll esetében, melynél az IL-2Ra-n az
mCherry az intracelluldris (C-terminalison) helyezkedett el, £ = 0,8% %1,2% transzfer

hatasfokot kaptunk.

5.2. A CD3 és az MHCII csak antigén jelenlétében szerel6dik 6ssze

Annak ellen6rzésére, hogy létrejon-e az AP a modellrendszeriinkben, az IS-ban a CD3 és az
MHC Il kozotti asszociaciot mértiik FLIM-FRET-tel, ehhez a CD3-at Alexa488-OKT3, az MHC II-
t pedig Alexa546-L243 mAb-val jeldltik (13. abra).
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13. abra: Konfokalis képek a CD3 és MHC Il eloszlasokroél szinapszist képzd Jurkat és Raji
sejteken. 1. oszlop: FRET donor; 2. oszlop: akceptor; 3. oszlop: kompozit, transzmisszids és

fluoreszcens kép.

Ha csak IL-15-tel kezeltiik a Raji sejteket, nem volt jelent&s transzfer hatdsfok (E = 1,5%+3%)
a két fehérje kozott annak ellenére sem, hogy magas volt az Na/Np arany. SEE kezeléssel
azonban a FRET hatékonysaga jelent6sen megnétt (E = 5,3% +2,4%), bar ekkor az Na/Np az IL-
15 kezeléssel mért érték felére esett vissza. A kettGs kezelésnek nem volt tovabbi hatasa (€ =
5,2%*3,1%) a csak SEE-vel végzett kezeléshez képest, amibdl arra a kovetkeztethetiink, hogy

az antigén 6dnmagaban szikséges és elegends a hatékony AP-hoz (14A. dbra).
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14. dbra: FRET eredmények a CD3 és MHC Il kdz6tti asszocidciordl, Raji sejtek el6kezelve (20
perc) IL-15-tel (100 nM) és/vagy SEE-vel (20 pg/m), majd 20 percig inkubalva a Jurkat
sejtekkel. (A) FRET mérés a Jurkat sejten l1év6, Alexa488-OKT3-mal (donor) jelolt CD3 és a
Raji sejten |év6, Alexa546-L243-mal (akceptor) jeldlt MHC Il k6zott. Az antigénprezentdcids
komplex csak azoknal a mintaknal alakult ki, ahol a Raji-t el6kezeltiik SEE-vel. Na/Np az
akceptor-donor molekuldris ardnyokat mutatja. (B) Donor fluoreszcenciaintenzitasra
illesztett biexponencidlis lecsengési gorbék a CD3-MHC Il fehérjék kozotti asszociacio
mérésbdl. Az SEE (lila) és IL-15+SEE (kék) kezelt, kétszeresen jeldlt mintak gyorsabb
lecsengése a csak donoros (fekete) mintahoz képest magas FRET-et jelez. Az IL-15 (kék)
kezelt minta lecsengési gorbéje egybeesik a csak donoros minta gérbéjével, ami 0 vagy

nagyon alacsony FRET-et jelent. ***: p<0,001 (t-préba). N = 17-34 sejt minden mintanal.

5.3.  Nincs jelent6s cisz-interakcio az IL-2/15RB és a CD3 kozott
Felmeriilhet a kérdés, hogy az IS-be transzlokalédo fehérjék a T sejten egylitt vagy egymastol
fuggetlenlil mozognak a szinapszisba. Az IL-2/15Rp alegység és a CD3 kozotti kdlcsdnhatara

se AP, se IL-15 TP soran nem taldltunk bizonyitékot (15. abra).
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15. abra: Konfokalis képek a IL-2/15RP és CD3 eloszlasokrdl, szinapszist képzd Jurkat és Raji
sejteken. 1. oszlop: FRET donor; 2. oszlop: akceptor; 3. oszlop: kompozit, transzmisszids és

fluoreszcens kép.

El6sz6r meghatdroztuk a FRET hatékonysagat maganyos T-sejteken, amelyeket nem kezeltiink
semmilyen liganddal, illetve nem talalkoztak B-sejtekkel; itt £ = 2,3%13,4%-ot kaptunk. Ezutan
az IS-ban torténé méréskor, az IL-15-tel kezelt mintak E = 0,5%-+3,1%-ot adtak, az SEE kezelés
utan E = 3%+4,3%-ot, a kettGs kezelés utan pedig E = 2,3%+3,4%-ot mértlink. Az SEE kezelés
soran a kissé emelkedett E-t valdszinilleg a megndvekedett Na/Np arany (~5) okozza, amely
magasabb a tobbi mintdnal tapasztaltnal (16A. dbra); ezt a CD3 ligand-indukalt felddsulasa

okozza, amit az IL-15 hidnya miatt nem kovet az IL-2/15RB transzlokacidja az 1S-ba. Ezen
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eredmények alapjan arra a kovetkeztetésre juthatunk, hogy nincs jelentGs asszociacio az IL-

2/15Rp és a CD3 kozott sem a maganyos, sem IS-ban |évéd sejteken.
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16. abra: FRET eredmények az IL-2/15Rp és CD3 kozotti asszociaciordl, Raji sejtek
el6kezelve (20 perc) IL-15-tel (100 nM) és/vagy SEE-vel (20 pug/m), majd 20 percig inkubalva
a Jurkat sejtekkel. (A) IL-2/15RPB A488- MikB3-mal jel6lve (donor) és CD3 A546-OKT3-mal
jeldlve (akceptor) Jurkat sejteken. Altalanossagban alacsony FRET hatasfokokat mértiink.
Na/Np: akceptor-donor molekularis aranyok. (B) Illesztett lecsengési gorbék azokbdl a
pixelekbdl, melyek a Raji sejtekkel képzett szinapszis teriiletérél szarmaznak. A majdnem
teljesen egybeesé gorbékbdl 0 vagy nagyon alacsony FRET hatdsfokra lehet kovetkeztetni. *:

p<0,05 (t-proba). N = 17-34 sejt minden mintanal.

5.4. Az IL-15Ra és az MHC Il kdzotti erés cisz-kdlcsonhatast tovabb fokozza a SEE
antigén

valamint az a korabbi eredmény, hogy az MHC Il és az IL-15Ra komplexet alkot FT7.10 T-
sejteken (45, 46) felveti a kérdést, hogy az IL-15Ra és az MHC Il kélcsonhatasba lépnek-e
egymassal B-sejteken is. FLIM-FRET kisérletekkel vizsgaltuk az IL15Ra és az MHC Il k6z6tti cisz

kolcsonhatast az IS-ban (17. dbra).
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17. abra: Konfokalis képek az IL-15Ra és MHC Il eloszlasardl, Raji sejteken. 1. oszlop: FRET
donor; 2. oszlop: akceptor; 3. oszlop: fluoreszcencia élettartam térkép; 4-5. oszlop: FRET

hatdsfok térkép és hisztogram.

Ehhez EGFP-IL-15a-t (mint donor) expresszald Raji sejteken A546-L243-mal (akceptor) jeldltik
az MHC II-t. EI&sz6r maganyos B-sejteken mértiink FRET-et és E = 8%+0,1%-ot kaptunk, ami
arra utal, hogy ezek a molekulak ligand hidnyaban is komplexet képeznek. Ezutan megmértiik
a FRET-et az IS-ban. Az IL-15- és a kettGs kezelésl mintak hasonlé eredményeket mutattak, E
= 8,1%+2,4% és E = 9,3%+1,8%; azonban a csak SEE-vel kezelt minta lényegesen magasabb
értéket eredményezett, E = 13%+2,1% (18A. abra), az Na/Np értékek nem kulonboztek az
eltérd kezelések hatasara, ezért ez a tényez6 nem magyarazza meg a SEE kezeléskor kapott
magasabb E értéket. Kiszamitottuk a FRET hatékonysagat a sejtmembran szinaptikus régidjan
kiviil is. Az eredmények hasonlé tendenciat mutattak, mint amit az IS-ban megfigyeltiink: az
IL-15 kezeléssel E = 6% +3,5%, SEE kezelés mellett E =10,2% +3,5% és E = 7,9% +2,7% a kett6s

kezelés utan (18B. abra).
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18. dbra: FRET eredmények az IL-15Ra és MHC Il kozo6tti asszociaciérodl, Raji sejtek
el6kezelve IL-15-tel (100 nM) és/vagy SEE-vel (20 pug/m), majd 20 percig inkubdlva a Jurkat
sejtekkel. EGFP-IL-15Ra (donor) és A546-L243-mal (akceptor) jelolt MHC Il Raji sejteken. A

FRET hatdsfokot az IS-en belil (A) és kivil (B) is megmértiik. Az IL-15Ra és az MHC Il minden
esetben egymas kozelében helyezkedik el. Az asszociacié mértéke SEE kezelés sordn volt a
legmagasabb. Na/Np: akceptor-donor molekularis aranyok. (C) Donor fluoreszcencia
intenzitasa alapjan illesztett lecsengési gorbék az IL-15Ra és az MHC Il fehérjék kozotti
asszociacio mérésébdl, az IS-en kiviil vagy I1S-ben 1évé pixelekben. A csak donoros mintabdl
(fekete) kapott lecsengési gorbéhez képest az 6sszes minta gyorsabb lecsengést mutatott,
magasabb FRET értékeket jelezve. *: p<0,05, **: p<0,01, ***: p<0,001 (t-prdba). N = 17-34

sejt minden mintdnal.

Ezek az eredmények azt mutatjak, hogy az IL15Ra és az MHC Il k6z6s komplexben van jelen
mind maganyos, mind IS-t képz6 sejteken. Amikor az MHC Il megkoti a szuperantigént,
konformacids valtozas kdvetkezhet be, amely hatassal lehet az epitépok kdzelségére, ezaltal
megvaltoztatva a donor és az akceptor molekulak kdzotti tavolsagot. Az is lehetséges, hogy az
IL-15 kezelés hatdasara kialakuld IL-15Ra/IL-15RB komplex térfoglaldsa csokkenti az IL-15Ra-
MHC Il kapcsolat kialakulasat.
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5.4. Receptor transzlokacio az IS-ba

Az AP-ban és IL-15 TP-ban résztvevd fehérjék IS-ban valé feldusuldsat az (I;s ,0r-m) Paraméter
segitségével szamszer(sitettiilk, amely megadja a vizsgdlt molekula IS-ban mért atlagos
pixelenkénti intenzitasat a sejtmembran egészében mért atlagintenzitashoz képest. Az IL-
15Ra véltozatlan, 1,5-1,9-szeres feldusulast mutat az I1S-ban (19A. dbra), mindharom kezelés
esetében. Az IL-2/15Rp alegység az IL-15Ra-val ellentétben csak akkor dusult fel az I1S-ban,
amikor az IL-15Ra prezentadlta az IL-15-6t: IL-15 TP esetén az IL-2/15Rp alegységek szama az
IS-ban 4,2-4,4-szeresre emelkedett (19B. dbra). Az MHC Il az IL-15Ra alegységhez hasonldan
viselkedett, az 6sszes kezeléskor alacsony, de dllandd mérték( felddsulast mutatott: az IL-15
kezelés esetében 1,4-szeres, SEE kezeléssel 1,6-szoros, kettds kezeléssel pedig 1,7-szeres
(19C. abra). A CD3 az IL2/15RB-hez hasonldan csak akkor transzlokalddott a szinaptikus
régidoba, amikor az MHC |l prezentalta az antigént. Ebben az esetben a feldusulas 2,4-2,7-
szeres volt (19D. dbra). A kapott transzlokdciés eredmények tovabb erdsitik a FRET-tel kapott
asszociacios eredményeket, amelyekbdl arra a kdvetkeztethetiink, hogy az IL-15Ra és az MHC
I mar a magdnyos B-sejteken is komplexet alkotva helyezkednek el, és ha a komplex barmely
tagja prezentdlni tudja ligandjat a célsejten l1évé komplementer receptornak vagy
alegységnek, akkor a transzlokacié soran az IL-15Ra és az MHC Il egyutt dusul fel az IS-ban. E
két prezentalé fehérje viszonylag alacsony feldlUsuldsa az expresszidés szintjikkel
magyarazhatd, amelyek magasabbak, mint a T-sejten [év§ partnereiké; igy a teljes IL-15Ra és
az MHC Il populaciénak csak egy toredéke taldl transz-interakcids partnert az I1S-ban. Ezzel
szemben az IL-2/15RP és a CD3 egymastol fliggetlenek, és az I1S-nal csak akkor dusulnak fel,

ha sajat ligandjuk prezentaldsra kerdil.
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19. abra: A relativ feldusulas mértéke az IS-ben, a ,,normalt atlag pixelintenzitds” mérések
alapjan. Feldusulas hianyaban (homogén eloszlas a membranban) 1 korili érték varhaté
(piros szaggatott vonal). (A) Az IL-15Ra alegység hozzavetbleg 2-szeres feldusuldst mutat
minden kezelés soran. Az IL-2/15Rp alegység csak akkor transzlokaldodik az IS-be, ha az IL-
15Ra prezentdlja az IL-15-6t. (B) Az IL-2/15RB nagyobb mértékd felddsuldst mutat, mint az
IL-15Ra. Ennek oka feltehet6en az IL-2/15RB alacsonyabb expresszids szintje. (C) Az MHC I
az IL-15Ra alegységhez hasonléan minden kezelés sordn feldusul kis mértékben. (D) A CD3 -
csakugy, mint az IL-2/15Rp - csak akkor transzlokalddik a szinapszisba, ha az MHC Il
prezentalja az SEE szuperantigént. *: p<0,05, **: p<0,01, ***: p<0,001 (t-préba). N=22-42

sejt, minden mintanal.

5.5. Az IL-15 TP sikeresen kivaltja a jelatvitelt, amit az AP nem befolyasol
Annak tanulmanyozasara, hogy az IL-15 TP valéban kivalthat-e jelatvitelt a célsejtben, és hogy
megallapitsuk, hogy az AP-nak volt-e erre hatdsa, a foszforilalt STAT5 mennyiségét mértik

aramlasi citométerrel, maganyos és a kilonbozéen kezelt Raji sejteknek kitett Jurkat
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sejtekben (20A. abra). lzotipus jeldléssel zartuk ki az esetleges nem specifikus kotédést. Azt
taldltuk, hogy a maganyos, kezeletlen (Raji sejtnek ki nem tett) Jurkat sejtek rendelkeznek egy
alap pSTATS szinttel, ami a SEE kezelés soran kis mértékben emelkedett. Az IL-15-tel kezelt
Raji sejtekkel vald kolcsonhatds nagymértékben novelte a pSTATS5 mennyiségét, de ezzel
egyutt végzett SEE kezelés hatdsara mar nem volt jelent6s névekedés (20B. dbra). Az utdbbi
két kezelésnél egy reagald és egy nem reagdld populdciot észleltlink, és egy kétkomponens(i
lognormalis fliggvényt illesztettiink a hisztogramokra (piros gorbék) (20C. dbra). A pSTAT5
szintek 6sszehasonlitdsahoz a reagald populaciok értékeit hasznaltuk, amelyekbél levontuk a
maganyos Jurkat sejtek alap pSTATS5 szintjének értékét (20D. abra). Ezek az eredmények azt
mutatjak, hogy az IL-15 TP 6nmagaban is kivalhatja a jelatvitelt, és az AP-nak nincs jelentGs

hatasa erre a folyamatra.
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20. abra: STATS foszforilacidé Jurkat T-sejtekben, aramlasi citometridval mérve. Jurkat T-

sejteken jel6ltik az MHC I-et (A546-W6/32-vel), mig a Raji B-sejtek az EGFP-IL-15Ra
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alegységet expresszaltak, ez alapjan kiilonboztettliik meg a két sejttipust. A Raji sejteket
el6kezeltuk (20 perc) IL-15-tel (100 nM) és/vagy SEE-vel (20 pg/m), majd 20 percig
inkubaltuk Jurkat sejtekkel, az inkubacid utan tripszines emésztéssel valasztottuk el
egymastdl a konjugdtumokat. Permeabilizalds utdn, Alexa647-anti-pSTAT5 mAb-val jeloltiik
a sejteket. (A) A bal felsé populacié (magas Alexa546 intenzitas és alacsony EGFP intenzitas)
kapuztuk ki tovabbi elemzésre. (B) pSTATS hisztogram: csak SEE prezentalasa esetén (lila)
megndtt a pSTATS szintje az alap foszforilacids szinthez képest (piros, maganyos, kezeletlen
T-sejtek). Az IL-15 (z6ld) szignifikdnsan megnovelte a pSTAT5 mennyiségét, amit a kettGs IL-
15+SEE kezelés (kék) nem novelt tovabb. (C) Az IL-15-tel és IL-15+SEE-vel kezelt mintak
hisztogramjat két komponens( lognormal eloszldssal illesztettik, igy elkilonitve egy reagald
és egy nem reagalé al-populdcidt; az SEE-vel kezelt minta egyszeres lognormal eloszldssal
volt illesztve (piros vonal). (D) IL-15-tel és/vagy SEE-vel kezelt mintak atlagos pSTAT5
intenzitasa (a reagdld alpopuldcidbdl), 4 figgetlen mérésbdl, alap foszforilacids szinttel

korrigalva. ***: p<0,001 (t-préba).

5.6. Az IL-15 TP hatdsa a T-sejt jelatvitelre

Az IL-15 TP-nak az AP-indukalta T-sejt jelatvitelre gyakorolt lehetséges hatdsat aramlasi
citometridval és Western-blottal vizsgaltuk a TCR/CD3 komplex CD3C lanca foszforilacidjanak
mérésével (21A. dbra). EIGsz6r megmértiik a foszforildlt CD3{ szinteket Jurkat sejtekben (21A.
abra), amelyek kulonboz6képpen kezelt Raji sejteknek voltak kitéve (SEE, IL-15, SEE+IL-15),
kivéve a kezeletlen mintat, ami csak Jurkat sejteket tartalmatott, az alap foszforilacids szint
meghatdrozasahoz, dramlasi citometridval (21B. dbra). Az izotipus kontroll (nem specifikus
jelolés kizardsaként alkalmazva) jeléhez viszonyitva egy nem nulla pCD3T szint mar
kimutathatd volt magdanyos Jurkat sejtekben és olyan mintdkban, ahol csak IL-15 TP fordult
el6. Az AP 6nmagaban (SEE kezelés) jelent6sen megemelte a pCD3{ szintjét. A kett6s (SEE +
IL-15) kezeléskor mért jel viszont valamivel alacsonyabb volt, mint énmagdban az SEE
kezelésnél, bar a kiilonbség statisztikailag nem szignifikdns (21C. dbra). A mintaelGkészités
soran, a mechanikai igénybevétel miatt az IS-t formdld sejtek szétszakadhatnak,
membranfragmenseket hatrahagyva egymason, amely torzithatja az IS-ban felddsult

membranfehérjék, példaul a pCD3T sejtenkénti meghatdrozasat (22AB. dbra).
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21. abra: CD3{ foszforilacid Jurkat T-sejtekben, dramlasi citometridval valamint Western
blottal mérve. A Jurkat T-sejteken jel6ltik az MHC I-et (Alexa546-W6/32-vel), mig a Raji B-

sejtek az EGFP- IL-15Ra alegységet expresszaltak, a két sejttipus megklilonboztethetGségét
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segitve. A Raji sejteket el6kezeltlik (20 perc) IL-15-tel (100 nM) és/vagy SEE-vel (20 ug/m),
majd 20 percig inkubaltuk Jurkat sejtekkel, az inkubacié utdn tripszines emésztéssel
valasztottuk el egymastdl a konjugatumokat. Permeabilizalas utan allofikocianin-anti-pCD3{
mAb-val jel6lést alkalmaztunk. (A) A T sejteket az Alexa546 intenzitas alapjan kapuztuk ki
tovabbi elemzésre. (B) pCD3T hisztogram: a kezeletlen (piros) vagy IL-15-tel kezelt (zold)
mintak alacsony alap foszforilacios jelet mutattak. Azok a T-sejtek, melyeknek a B-sejtek
prezentdltak az SEE-t (lila), megndvekedett pCD3{ szinttel rendelkeztek. Amennyiben az SEE
mellett IL-15 kezelés is tortént (kék), némileg csokkent a pCD3C szint. (C) Atlag AP indukalt
pCD3T szintek 5 flggetlen kisérletbdl, alap foszforilacios szinttel korrigalva. (D)
Reprezentativ Western-blot a pCD3C és GAPDH fehérjékrél. Teljes sejt lizatumbdl, ahol az IL-
15-tel és/vagy SEE-vel elGkezelt Raji B-sejteket Jurkat T-sejtekkel kevertiik dssze. (E)
Denzitometrids értékek mutatjak az atlagos, integralt optikai denzitdst a GAPDH-ra normalva

(N=5). **: p<0,01, ***: p<0,001 (t-prdba).

Ezért a CD3{ foszforilacidt a sejtpopulacio szintjén is vizsgaltuk, Western blot-tal (21D. abra).
Ezek a kisérletek hasonld tendenciat mutattak, a leger6sebb pCD3T savokat az SEE-vel kezelt
Raji+Jurkat minta adta. A Western blot megerGsitette, hogy a szimultan IL-15 TP - bar nem
statisztikailag szignifikdnsan -, de csokkenti az AP altal kivaltott TCR-jelatvitel hatékonysagat

(21E. dbra). Az 6tsz6r megismételt kisérletben mindig ugyanezt a tendenciat tapasztaltuk.
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-IL-15Ra Kompozit

22. dbra: Mintael6készités sordn a kordbban kialakult I1S-ek szétszakadhatnak, igy
membranfragmenteket hagyva a masik sejten. (A) Jurkat T-sejt membranjanak maradéka

Raji B-sejten. (B) Raji B-sejt membranjanak maradéka Jurkat T-sejten.

5.7.  SPIM-FCCS mérések bizonyitjak a yc homodimer komplexek stabil ko-diffuziojat.
A FRET egy pillanatképet rogzit a molekuldris egyuttallasokrél. Fluoreszcencia
amennyiben azok stabil komplexet képeznek, és a femtoliteres detektdlasi térfogatban egyitt
mozognak a diffuzié ideje alatt (jellemz6en néhany tiz vagy szdz ms membranfehérjék
esetében). A fluoreszcencia intenzitdsanak id6beli auto- és keresztkorrelacios fliggvényeinek
(ACF, CCF) elemzése feltarja a molekuldk mobilitasat, valamint a komplexet alkoté molekuldk
hanyadat. Kordbban mi és masok konfokalis FCCS segitségével bizonyitottuk az IL-2Ra + IL-
15Ra lancok (45) és az IL-2/15RPB + yc lancok (57) stabil ko-diffuzidjat T-sejtek membranjaban.

A vyc lancok FRET mérésekkel detektdlt intracellularis homoasszociacidjanak (47)

megerdsitéséhez SPIM-FCCS-t hasznaltunk.

Pozitiv kontrollként EGFP-mCherry fuzids fehérjével transzfektalt sejteken végeztiink
kisérleteket, negativ kontrollként kiilon EGFP-t és kilén mCherry-t kédolé plazmidokkal ko-
transzfektdlt sejteket hasznaltunk. A yc lancok homo-oligomerizacidjanak kimutatasara y.-

EGFP-vel és yc--mCherry-vel ko-transzfektalt Hela sejteken mértiink.
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23. abra: A SPIM-FCCS eredmények a y. alegységek stabil kodiffuzidjat mutatjadk homomer
komplexekként a citoplazmdban. Auto- és keresztkorrelacids fliggvények (ACF, CCF) SPIM-
FCCS mérésekbdl. Zold: EGFP ACF; piros: mCherry ACF; kék: CCF. A folytonos vonal a kisérleti
eredményeket mutatja, a szaggatott vonal az illesztett gorbe, két diffuzidos komponenst
feltételezve. Pozitiv kontrollként EGFP-mCherry fuzids fehérjét hasznaltunk, negatviv

kontrollként pedig EGFP és mCherry volt koexpresszealva.

A méréseket a citoplazmdban elhelyezked6 belsé membranokon végeztiik, ami egyértelm(ien
megkllonboztethets volt a plazmamembrantdl. A yc-yc mintdak ACF és CCF gorbéinek
hosszabb lefutdsi ideje egyértelmlen jelzi a receptorldancok lassabb diffuziéjat a
citoplazmadban taldlhato, szabad kontrollokhoz képest. A CCF gorbe emelkedett amplituddja
bizonyitja a z0ld és piros jeloléssel ellatott fehérjék ko-diffuziéjat (23. abra). A pozitiv és
negativ kontrollok szolubilis fehérjéi egyenletesen oszlottak el az egész citoplazmaban, mig a
vc lancok kisebb teriletekre korlatozddtak (24A. dbra). A dimerizaciéd mértékének becsléséhez
az RCCFg ardny (17. egyenlet) modellfliiggetlen értékét szamitottuk ki a CCF keresztkorrelacids
fliggvény és a zold csatorna ACFg korrelacids fliiggvény elsé 6t mérési pontjanak atlagabdl

(24B. abra).
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24. abra: A dimerizacié mértékének becsléséhez az RCCFg arany meghatdrozasa
reprezentativ mintakbdl (A) Felsé sor: fluoreszcencia Intenzitdsok és transzmisszios kép, az
FCCS-sel analizalt ROI-t a sarga vonalak fogjak kozre; alsé sor: RCCFg relativ
keresztkorrelacios figgvény amplitiddinak térképe, ami a z6ld-vords dimer frakciét jellemzi.

(B) RCCFg hisztogramok a ROI-bél szarmazoé pixelekbdl.

A pixelenkénti RCCFg eloszlasara pozitiv kontroll esetében 0,26+0,11, a negativ kontrollnal
0,06+0,07, a yc-EGFP + yc-mCherry mintdk esetében pedig 0,15+0,1 értéket kaptunk (25A.
abra). A y-EGFP + y--mCherry minta RCCFg értéke alacsonyabb volt, mint a pozitiv kontroll
értéke, de lényegesen magasabb, mint a negativ kontrollé, igy ezek az eredmények azt
mutatjak, hogy az intracellularis y. alegységek legaldbb egy része dimer (vagy oligomer)
formaban létezik. A korrelaciés gorbék illesztésébdl (11. egyenlet) kinyerheté az egyes
molekulapopulacidék koncentracidja. A zold-piros dimer frakcid cq/(cqtc+cyr) az illesztett ACF

és CCF gorbékbdl kiszamithatd (25B. abra).
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ACF, 45.5+23.1 0.22+0.05 0.37+0.19
EGFP-mCherry flzids ACF, 34.5+£15.6 0.18+0.05 0.28+0.10
CCF 26.6£19.0 0.20+0.05 0.52+0.26
ACF, 285+£9.4 0.20+0.05 0.30+0.13
EGFP + mCherry ACF, 27.6£9.6 0.13+0.06 0.28+0.10
CCF - . -
ACF, 52.0+£28.4 0.13+£0.03 0.58+0.21
V.-EGFP +y.-mCherry ACF, 50.0+33.3 0.11=0.04 0.85+0.15
CCF - 0.12+0.08 1

25. abra: (A) Atlag RCCFg értékek. (B) Atlag z6ld-vords dimer frakcio értékei az illesztett ACF
és CCF alapjan. (C) Diffuziés egyutthatdk az ACF és CCF-bdl. (D) A gyors (D1) és lassu (D2)
populdcidk atlagos diffuzids egyiitthatdja, valamint a lassi komponens hdnyada (p2). *:

p<0,05, **: p<0,01, ***: p<0,001 (t-prdba). N=11-13 sejt, minden mintahoz.

Ez a dimer hdanyad a negativ kontroll esetében volt a legalacsonyabb, 0,05+£0,04, a pozitiv
kontroll eredményezte a legnagyobb, 0,1910,1 értéket, a yc-EGFP + yc--mCherry mintara egy
koztes, de a negativ kontrollal dsszehasonlitva szignifikdnsan magasabb, 0,14+0,14 dimer
hanyadot kaptunk. A modellfliggetlen becsléssel és a diffuzidos modellhez torténd illesztéssel
kapott dimer/monomer koncentracid6 hanyadosok tehat egyarant a yclanc

homodimerizacidjara utalnak.

Végiil meghataroztuk az ACF és CCF fliggvényekbdl a részecskék mobilitasat (25CD és 26.
abra). Az 6sszes minta ACF-jét és a kontrollok CCF-jeit két komponensU diffaziés modellel
illesztettik. Az ACF-ekbd8l szdrmazd gyors és lassu diffuzids egyltthaték atlagértékei
hasonléak mind a kontrollok, mind a y--EGFP + yc-mCherry minta esetében. Azonban a ycyc
dimer lassu komponensének hanyadosa (p2 = 0,58 és 0,85 a zo6ld és piros ACF-bdl) sokkal
nagyobb, mint a szolubilis kontrolloké (0,28-0,37), ami a y. alegységek lassabb diffuzidjat

mutatja a citoplazma membranrendszereiben. A ycyc minta CCF-jének illesztéséhez
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egykomponens(i modellt hasznaltunk, mivel nem volt kimutathaté gyors frakcié, ami arra
utal, hogy az 6sszes y. dimer lassan diffundal. A CCF D értéke 0,12+0,08 um?/s, ami hasonld
az ACF lassi komponenséhez, amely D2 = 0,13+0,03 és 0+11+0,04 um?/s a két csatornaban. A
pozitiv kontroll CCF-jét két komponenssel is lehetett illeszteni, ahol a lassu komponens D>
értéke gyorsabb volt, 0,20+0,05 um?/s, mint a y. dimeré, hanyada pedig csak 0,52+0,26 volt.
SPIM-FCCS méréseink megerGsitették a y. dimerek vagy oligomerek létezését a

citoplazmadban, és bizonyitottak lassu ko-diffuzidjukat.
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26. abra: Diffuzids paraméterek a SPIM-FCCS mérésekbdl. (A) EGFP-mCherry fuziés fehérje,
(B) koexpresszdlt EGFP + mCherry és (C) yc-EGFP + yc--mCherry mintak. 1. oszlop:
transzmisszids és fluoreszcencia intenzitd képek; 2. oszlop: 2D térkép a gyors komponens

diffuzids egyitthatodjardl és hozza tartozd hisztogram; 3. oszlop: 2D térkép a lassu
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komponens diffuzids egyttthatéjardl és hozza tartozo hisztogram; 4. oszlop: a lassu

komponens hdnyada. N=5 sejt, minden mintdhoz.
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6. Megbeszélés

Az IL-15 egy pleiotrép citokin, amely szdmos sejttipust és funkciét stimulal, azonban
patologias szerepet is jatszik, tobb szervspecifikus immunbetegségben (58-60). Felmeril a
kérdés, hogy a y. citokinek kozil miért csak az IL-15Ra/IL-15 alkalmazza a TP mechanizmusat.
Az IL-15 TP olyan esetekben alakul ki, ahol az IL-15-re sejt-sejt kapcsolat kontextusaban van
sziikség (8, 61). Az IL-15Ra/IL-15 komplex antigén-prezentdlé (monocita, makrofag és
dendritikus) sejtekben termel6dik IFN-y, toll-like receptor (TLR) stimulacié, vagy CD40
ligandkotés hatdsara (17, 19, 62). Az IL-15 jeldtvitel a legtobb esetben mas jelatviteli
utvonalakkal, példaul a CD40/CD40L, TCR/antigén-MHC és CD28/CD86 komplexek altal
indukalt jelatvitellel szimultan alakul ki, és maga az IL-15Ra/IL-15 mas
receptorokkal/ligandokkal koordinaltan jelenik meg az APC-k felszinén (17, 63). Az IL-15 TP
interakcié elsésorban CD44M CD8* memdria T sejtek kialakuldsdban jatszik fontos szerepet,

amik az immunoldgiai memoaria f6 funkcionadlis elemei (23, 64).

Egy masik szintéren az IL-15 TP elengedhetetlen a természetes 616 (NK) sejtek tuléléséhez és
proliferaciéjahoz. Megfigyelték, hogy az NK-sejtek nem alakultak ki olyan egerekben,
amelyekben vagy az IL-15, vagy az IL-15R harom alegysége kozlil akdr egy is hianyzott. Ebben
az esetben is IL-15Ra/IL-15 jelenik meg a prezentdld sejteken, mint a stromasejtek és
dendritikus sejtek, és alakitja ki az IL-15 TP-t a By. alegységeket expresszald NK sejtekkel (65-
67).

A Jabri és Abadie dltal felvetett harmadik funkcioként az IL-15 veszélyjelz6ként mikodik, hogy
ezzel szabalyozza a szoveti rezidens T-sejteket és a szOvetkdrosodast (68). Az IL-15 a tobbi yc
citokinnel 6sszehasonlitva rendkivil széles el6fordulassal rendelkezik, hematopoietikus és
egyéb sejttipusok is kifejezhetik. Az IL-15Ra/IL-15 ezekben a valtozatos szovetekben
sejtfert6zéssel és steril gyulladassal csakigy indukalhaté, mint autoimmun betegségekben.
Barmilyen legyen is az IL-15 rendszer, sejtkontaktusfiiggé médon mikodik, gyakran a szoveti
rezidens T-sejteket szabalyozva (69). Az IL-15 4ltal indukalt effektor citotoxikus sejtek csak

I’I

akkor mikodnek lokalisan, ha folyamatban van egy olyan aktiv széveti , vészjel”, amit vagy
fert6z6, vagy nem fert6z6 stresszjel szabalyoz. [gy, amint azt Jabri és Abadie javasolta, a TP
csak akkor segiti el a citotoxikus T-sejtek szOveti pusztitasat, ha a szovetek "06lj meg" jelzést

adnak nekik. Bar egyes sejtszintli fert6zésekben ez a gazdaszervezet szamara értékes, ez all
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olyan autoimmun betegségek hatterében is, mint a gluténérzékenység, az 1-es tipusu

cukorbetegség, a foltos hajhullas, a gyulladasos bélbetegség és a szarkoiddzis (68).

Az IL-15 TP fent leirt szerepének fényében érdekes kérdés volt, hogy az IL-15 TP egy APC és
egy T-sejt kozott autondm maddon, vagy csak az AP kisér6jeként fordulhat-e el6. Mind az IL-
15 TP, mind az AP kritikusan fligg a ligandok altal vezérelt intercelluldris fehérje-fehérje
kdlcsonhatasoktol, és egy T-sejtes modellrendszerben korabban kimutattuk a két prezentalé
fehérje, az IL-15Ra és az MHC Il kozotti koélcsonhatast (45, 46). Itt kozvetlen bizonyitékot

vizsgalata révén, mind AP hidnyaban, mind annak jelenlétében.

Eredményeink szerint az IL-15R heterotrimer receptor csak akkor szerel6dik 6ssze, amikor az
IL-15Ra a kotott IL-15-6t bemutatja az IL-2/15RByc komplexnek. Az IL-15 TP soran mindegyik
IL-15R alegység részben transzlokalddott az IS-ba, azonban — valdszinlileg az expresszids
aranyok kilonbsége miatt — az alacsonyabban expresszalt 1L-2/15RB felddsulasa
jelentésebbnek bizonyult, mint az IL-15Ra-¢é, és csak akkor kovetkezett be, amikor az IL-15
jelen volt. Az IL-15 jelatvitel hatékonysaganak ellen6rzéséhez meghatdroztuk a STATS
foszforilacio szintjét a T-sejtekben. Az eredmények azt mutattdk, hogy az IL-15 TP 6nmagdaban
indukalja a JAK/STAT utvonalat, és ez a folyamat fliggetlen az AP-tdl. A Jurkat sejtek kifejezik
az IL-2-t, ami autokrin vagy intrakrin médon indithatja el a JAK/STAT jelet, ez magyarazhatja
az emelkedett alap STATS5 foszforilaciét kezeletlen, maganyos T-sejtekben (47, 70). Erdekes
jelenség, hogy amikor az AP az IL-15 TP-val parhuzamosan tortént, az IL-2/15Rp és az IL-15Ra
alegységek kozotti asszociacidé névekedett; ez magyarazhatd az AP miatti erésebb IS és/vagy
a kordbban bemutatott MHC Il és IL-15Ra egyiittdllasa révén, amit ezen a modellrendszeren
hasznalt Raji B-sejteken; ezek a molekuldk egyitt transzlokalédtak a szinaptikus tertletre,
amikor IL-15 vagy antigén volt jelen. Ezenkivil azt taldltuk, hogy amennyiben az MHC Il
kototte az SEE szuperantigént, az IL-15Ra és az MHC |l k6z6tti FRET hatékonysag nemcsak a
szinaptikus régidban, hanem az IS-on kivil, valamint a magdnyos B-sejteken is n6tt. Az SEE
szuperantigén a cink-koordindlt csaladba tartozik (71). Két MHC Il kot6helyet tartalmaz, igy
homodimerizaciot, keresztkotést indukalhat (72); ez a szerkezetvaltozas az MHC II/IL-15Ra
komplex konformdcids valtozasahoz vezethet, ami miatt a donor és az akceptor molekulak

kozelebb keriilhetnek egymashoz. Viszont, mikor az AP mellett szimultan IL-15 TP, vagy csak
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IL-15 ligandkotés is torténik, az asszociacid mértéke csokken, E = 13%+2,1%-rd6l E =
9,3%+1,8%-ra IS-ben mérve, illetve E = 10,2%+3,5%-rdl, E = 7,9%+2,7%-ra, IS-on kivil (18AB.
abra). Figyelemre méltod az is, hogy mig az MHC Il klaszterekben jelenik meg JY B sejteken (73),

addig a TCR monomerként van jelen T sejteken, véletlenszer( eloszlast mutatva (74, 75).

Az IL-15 TP-hoz hasonldan kozvetlen bizonyitékot szolgaltattunk az antigén-prezentéacids
komplex 0Osszeszerelésére is, CD3 és MHC Il kozotti intercelluldris FRET méréssel. A
varakozasoknak megfelel6en ezeknek a molekuldaknak az asszociacidja csak akkor kovetkezett
be, amikor a B-sejteket SEE antigénnel kezeltiik. Megvizsgaltuk a JAK/STAT jelatvitelt az AP
soran is, és megallapitottuk, hogy a STATS foszforilacidja alacsony, de az alap foszforilacids
szinthez képest szignifikans mértékben nétt. Ezt az IL-15 és a TCR jelatvitel atfedése okozza,
az IL-15 esetében a STAT5-6t a JAK1 vagy JAK3 foszforildlja, mig a TCR-jelatvitel sordn ezt az
Lck limfocita-specifikus tirozin-kinaz (76) végzi. Ezzel szemben a CD3{ alegység SEE Aaltal
kivaltott foszforilacidja (Lck-n keresztiil) mérsékelten csokkent IL-15 TP egyidejd jelenlétében.
Elképzelhetd, hogy az IL-15Ra és a PBy. heterodimer asszociaciéja gatolja az IL-15Ra-hoz
kapcsolédd MHC 1l és a TCR kozotti kdlcsonhatdst, vagy esetleg intracelluldrisan korlatozhatja
a CD3{ foszforilacids hely hozzaférhet6ségét; ennek a jelenségnek a tisztdzasahoz azonban

tovabbi kutatdsokra van sziikség.

Modellrendszeriinkben — hasonldan az IL-15 TP résztvev6ihez — az AP-ban résztvevd fehérjék
is kiilonb6z6 expresszids szintekkel rendelkeztek. Ezért nem meglepdé médon az alacsonyabb
expresszioval rendelkez6 CD3 nagyobb mértékd transzlokaciét mutatott az IS-ba, mint az
MHC Il. Az IL-2/15RB alegységhez hasonldéan a CD3 csak akkor dusult fel a szinaptikus
régidoban, ha az MHC Il antigént prezentalt. A Kv1.3 kadliumcsatorna dont6 fontossagu a T-sejt
aktivaciéjaban, melynek a CD3-mal valdé ko-lokalizacidjat szintén kimutattdk, csakigy, mint
feldusuldsat az IS-ban (77, 78) Megvizsgaltuk, hogy az IL-2/15RB alegységek hasonld
kapcsolatban voltak-e a TCR/CD3 komplexszel, mint az MHC I, az IL-15Ra-val, FRET méréseink
azonban nem mutattak szignifikans cisz-asszociaciot az IL-2/15RpB és a CD3 koz6tt. Az MHC I
—IL-15Ra és az IL-2/15RB — CD3 egylittmozgasa a célsejten eltérd viselkedést mutat: az el6bbi

par kdzosen transzlokalodik az 1S-ba, mig az utdbbi ketté egymastdl fliggetlenil.

Eredményeink azt sugalljdk, hogy az IL-15 TP az APC-k és a T-sejtek kozott nemcsak az AP

kiséretében térténhet meg, hanem 6nalldan is kialakulhat. igy az IL-15 transz-prezentacidra
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autondm, 6nallé folyamatként tekinthetlink, ami hozzajarul a memaria T sejtek tuléléséhez,

ha ezek a sejtek interakciéba lépnek IL-15-prezentdlo sejtekkel az életciklusuk alatt.
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27. abra: Eredményeink dsszefoglaldja: a transz- és cisz-interakciok molekularis modellje, a

transzlokacié mértéke és a jelatviteli hatékonysag

Eredményeinket az 27. dbran foglaltuk dssze. Az IL-15 TP és AP tehat autonédm folyamatok,

melyek 6nmagukban vagy egyidejlleg is el6fordulhatnak. Ha az egyik ligand (IL-15 vagy

antigén) jelen van, a B és T sejtek megfelel6 receptorai transzlokalddnak a szinapszisba, és

sejt-sejt kdlcsonhatdst hoznak Iétre egy sejtkozi fehérjekomplex kialakitasaval. A B-sejten |évé

IL-15Ra és MHC Il egymassal konstans kapcsolatban allnak; igy amikor a ligandot kot fehérje

transzlokaldédik az I1S-ba, a masik fehérje koveti azt és szintén feldlsul ott. Ezzel szemben a T-
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sejten |év6 IL-2/15RB és a CD3 nem lép kolcsonhatdsba egymassal; ezért csak az a fehérje
keriil a szinapszisba, amelynek ligandjat a B-sejt prezentalja, a masik fehérje pedig csak abban
az esetben dusul fel, ha a sajat ligandja is jelen van az IS-ban. Az IL-15 TP 6nmagdban is képes
az IL-15 TP 4ltal kivaltott JAK/STAT jelatvitel hatékonysagat nem befolydsolja. Szinergista
hatds nem tapasztalhatdé a TCR és az IL-15 jelatvitel kozott: sét, az IL-15 TP kismértékben

csokkenti az antigén-indukalta CD3{ foszforilacidt.

Az IL-15R heteromer szerkezete mellett homomer komplexeket is kimutattak, az IL-2/15RB
alegység dimert is alkothat a sejtmembranban (27), ennek a funkcidéja azonban még nem
tisztazott. A y. alegységrél pedig kimutattdk, hogy in vitro trimereket alkothat (28). SPIM-FCCS
membranrendszerben. Méréseink azt is bizonyitottdk, hogy a y. alegységek mobilitdsa
hasonlé a Golgi-rezidens fehérjékéhez, amiknek FRAP (54) és FCS kisérlettel is kimutattak
anomalis diffuziéjat (55). Adataink alapjan a yc lancok egy gyors és egy lassu diffuzids
alpopulaciéval rendelkeznek, de a dimer/oligomer forma teljes mértékben a lassu
populdcidhoz tartozott. Az ilyen komplexek diffuzids egyitthatéja (~0,1 um?/s) hasonlé volt
az IL-2Ra és IL-15Ra alegységek (36, 56) plazmamembranban mért értékeihez, ami
intracelluldris membrandiffuziéra utal. A monomer y. gyors frakcidjanak diffuzios
egyltthatdja két nagysagrenddel magasabb volt, hasonldan a szolubilis kontrollok: az EGFP,
mCherry és EGFP-mCherry fluzids fehérjékéhez. Feltételezhetjiik, hogy a yc lancok egy része
nem membranhoz kotott formdaban létezik, pl. hibds folding miatt, a receptorlanc egy

chaperon fehérjével komplexben lehet jelen, mikézben a proteaszémakba szallitédik.
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7.  Osszefoglalds

Az interleukin-15 kulcsszerepet jatszik a T-sejtek és az immunoldgiai memadria hosszu tavu
fenttartasaban. Receptora harom alegységbdl all (IL-15Ra, IL-2/15RpB, yc). Az IL-15 elsGsorban
transz-prezentdcién (TP) keresztil mikodik, melynek sordn az IL-15-6t kot6 IL-15Ra
alegységet expresszald antigén prezentald sejt (APC) a By receptor-heterodimernek mutatja
be a ligandumot egy szomszédos T/NK-sejten. A mai napig nincs kozvetlen biofizikai
bizonyiték az IL-15R heterotrimer intercelluldris 6sszeszerelésére. Az antigén prezentdcio
(AP), a T-sejt aktivaldasanak kezdeti |épése szintén az APC-T-sejt kolcsonhatason alapul.
Felvetddik a kérdés, hogy az AP-nek van-e hatdsa az IL-15 TP-re, vagy fliggetlen folyamatok.
Raji B-sejt — Jurkat T-sejt modellrendszeriinkben az IL-15 TP és AP receptor komplexek
kialakuldsakor tanulmanyoztuk az inter/intracellularis fehérje kolcsonhatdsokat Forster
rezonancia energiatranszfer mérésekkel. Ha a Raji-sejteket IL-15-tel el6kezeltiik, az IL-15Ra
és IL-2/15RpB feldusuldsat tapasztaltuk a szinapszisnal és kozottuk pozitiv FRET-hatékonysagot
mértiink, ami kdzvetlen biofizikai bizonyitékot szolgdltat az IL-15 TP-ra. Az IL-15Ra és az MHC
Il komplexként jelenik meg, és egylitt transzlokalddik az immunoldgiai szinapszisba, barmelyik
ligandum jelenlétében. Ezzel szemben az IL-2/15Rp és a CD3 egymastdl fuggetlen feldusulast
mutatott. Az IL-15 TP a Jurkat sejtekben STATS foszforilaciét valtott ki, amit az AP nem
befolyasolt. Tanulmanyaink azt bizonyitjak, hogy modellrendszeriinkben az IL-15 TP és az AP
onalléan is el6fordulhat, és bar az AP fokozza az IL-15R 6sszeszerel6dést, nincs jelentds hatasa
az IL-15 jelatvitelre a TP soran. igy az IL-15 TP autondm, antigénfiiggetlen folyamatnak

tekintheté.

A heteromer komplexek mellett az IL-15 receptor alegységei homomerként is
megjelenhetnek a sejtfelszinen. SPIM-FCCS mérések segitségével sikeresen kimutattuk az
ilyen homomer komplexek létezését a y. alegység esetében. Az EGFP-y. és mCherry-y.
expresszalé Hela sejteket végzett kisérletek, a kiilonb6z6 jeloléssel ellatott alegységek
intracelluldrisan alakulnak ki, és a citoplazmatikus membrankompartmenteken belil, a

fehérjeszintézis alatt és utan is ko-lokaciét mutatnak.
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8. Summary

Interleukin-15 plays a pivotal role in the long-term survival of T-cells and immunological
memory. Its receptor consists of three subunits (IL-15Ra, IL-2/15Rp, y¢). IL-15 functions mainly
via trans-presentation, during which an APC expressing IL-15 bound to IL-15Ra presents the
ligand to the Byc receptor-heterodimer on a neighbouring T/NK cell. To date, no direct
biophysical evidence for the intercellular assembly of the IL-15R heterotrimer exists. Antigen
presentation (AP), the initial step of T-cell activation is also based on APC — T-cell interaction.
We were compelled to ask whether AP has any effect on IL-15 TP, or they are independent
processes. In our Raji B-cell — Jurkat T-cell model system we monitored inter/intracellular
protein interactions upon formation of IL-15 TP and AP receptor complexes by Forster
resonance energy transfer measurements. We detected enrichment of IL-15Ra and IL-2/15RB
at the synapse and positive FRET efficiency if Raji cells were pre-treated with IL-15, giving
direct biophysical evidence for IL-15 TP. IL-15Ra and MHC Il interacted and translocated
jointly to the immunological synapse when either ligand was present, whereas IL-2/15RB and
CD3 moved independently of each other. IL-15 TP initiated STATS5 phosphorylation in Jurkat
cells, which was not further enhanced by AP. Conversely, IL-15 treatment attenuated antigen-
induced phosphorylation of the CD3 chain. Our studies prove that in our model system IL-15
TP and AP can occur independently, and although AP enhances IL-15R assembly, it has no
significant effect on IL-15 signalling during TP. Thus, IL-15 TP can be considered an

autonomous, antigen-independent process.

In addition to the heteromeric complexes, the subunits of the IL-15 receptor may appear as
homomers on the cell surface. With the help of SPIM-FCCS measurements, we successfully
showed the existence of such homomeric complexes in the case of the yc subunit. The
experiments, conducted on EGFP- y. and mCherry-y. expressing Hela cells, indicated the
association of the differently labelled subunits, as a dimer or even multimer complex. This
data also proves, that the homomer complexes form intracellularly, and shows a joint motion
within the cytoplasmatic membrane compartments, during and following the protein

synthesis.
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technikai segitségért, amit a Német Rakkutaté Kozpontban biztositottak.
Koszonom Prof. Dr. Thomas A. Waldmann-nak a rendkivil szakavatott tanacsait, otleteit.

Végezetiil szeretnék kdszonetet mondani csaladomnak, amely nélkil nem juthattam volna el

idaig.
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13. Flggelék

72



