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Az értekezésben gyakran elofordulo roviditések jegyzéke (angol-magyar)

AICD
AP-1
APC
ATL
BFP
CD25
CRE
CREB
CREM
EGFP

ER
FRET
GPI
HAT
HBSS
HTLV-1
IL-2 (R)
IL-15 (R)
IFN

JAK

LB
MAPK
MHC I

NFAT
NFxB

NK (cell)

activation induced cell death — aktivacid-indukalta sejthalél

activator protein-1 — aktivator fehérje-1

antigen presenting cell — antigénprezentald sejt

adult T cell leukemia/lymphoma — felndttkori T-sejtes leukémia/limfoma

blue fluorescent protein — kék fluoreszcens fehérje

IL-2Ra — az interleukin-2 receptor o alegysége

cAMP responsive element — cAMP/ciklikus adenozin-monofoszfat valaszelem
cAMP responsive element binding protein — cAMP valaszelem-kotd fehérje
cAMP responsive element modulator protein — cAMP valaszelem moduléator

enhanced green fluorescent protein — fokozott kifejez6désii zold fluoreszcens
fehérje

endoplasmic reticulum — endoplazmatikus retikulum

Forster resonance energy transfer — Forster tipust rezonancia energiatranszfer
glycosylphosphatidylinositol — glikozilfoszfatidilinozitol

humanized anti-Tac — humanizalt anti-Tac antitest

Hanks’ balanced salt solution — Hank-féle pufferolt s6oldat

human T-cell lymphotrophic virus I — human T-sejt leukémia 1-es virus
interleukin-2 (receptor)

interleukin-15 (receptor)

interferon

Janus kinase — Janus arct kinaz

Luria-Bertani agar or medium — Luria-Bertani agar vagy tapfolyadék
mitogen-activated protein kinase — mitogén-aktivalt protein kinaz

major histocompatibility complex I — 1. osztalyl f6 hisztokompatibilitdsi
komplex molekula

nuclear factor of activated T-cells — aktivalt T sejt nuklearis faktor

nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B-cells — aktivalt B sejt
nuklearis faktor kappa-konnytii-lanc-enhancer

natural killer (cell) — természetes 616sejt



PBS
PCR
PI-3K
siRNA
STAT

TCR

Te (cell)
Th (cell)
TNF

Treg (cell)

phosphate buffer solution — foszfatpuffer oldat

polymerase chain reaction — polimeraz lancreakcio
phosphoinositol-3-kinase — foszfoinozitol-3-kinaz

small interfering ribonucleic acid — kis interferal6 ribonukleinsav

signal transducer and activator of transcription — jelatviteli és transzkripcio
aktivator fehérje

T cell receptor — T sejt receptor

cytotoxic T (cell) — citotoxikus T sejt

helper T (cell) — helper/segitd T sejt

tumor necrosis factor — tumor nekrézis faktor

regulatory T (cell) — regulatoros/szabéalyozo T sejt



1. BEVEZETES

A T-sejtes immunitasban nélkiilozhetetlenek az interleukin-2 és -15 citokinek, melyek
kozponti szerepet jatszanak az immunrendszer szabdlyozdsdban. Kontrollaljak a limfocitak
tulélését és apoptozisat, meghatarozo jelentdségiiek kiilonb6z6 neopldzidkban és autoimmun
betegségekben. Ezen citokinek plazmamembranban kifejez6do receptorai a T sejt proliferacio
gatlasara iranyuld — antiproliferativ — antitest terapiak célpontjai. Dolgozatom f0 témaja e
terapidk sclerosis multiplex-ben ¢és felndttkori T-sejtes leukémidban vald korlatozott
hatékonysaganak hatterében rejld okok felfedése, az interleukin receptorok intracellularis
vizsgélata altal. Munkdm soran sikeriilt kimutatni a receptorok 0Osszeszerelddését a
szintézisiiket kovetden mar az endoplazmatikus retikulum, majd a szekrécios ut kovetkezo
allomasan, a Golgi teriiletén is. Az Osszeszerelddés ugyan részleges, de a receptorok
funkcionalisak, hatékony jelatvitelre képesek a vizsgalt organellumban, az IL-2-t termeld
sejtekben a citokin az intracellularisan 6sszeszerelodott receptorokat aktivalhatja és beindithatja
a jelatvitelt. Ez az eddig még felfedezetlen, altalunk leirt, uj autokrin jelatviteli mechanizmus
magyarazatot adhat a sejtfelszinen kifejez6dd receptorokat célzod antiproliferativ antitest

terapidk hatdstalansagara.

Az interleukin receptorok egy masik megkozelitésben valo vizsgéalatat is bemutatom
dolgozatom masodik részében, ami a T sejtek plazmamembranjdban 1étrejovo
szupramolekularis mintdzatokban kialakulé fehérje-fehérje kolcsonhatasokrol szamol be,
ravilagitva a klaszterizacios sajatsagok alakuldsara a legnagyobb mennyiségben kifejez0do tag
expressziojanak megvaltoztatasaval. S bar magukat a receptorlancokat Gsszetarto
kolesonhatasok nem fiiggnek kritikusan a csokkent kifejezddésti fehérje jelenlététdl, a klasztert
alkoto fehérjék kozotti kolesonhatasok atrendezddése hatassal lehet a receptor komplexek

jelatvivo tulajdonsagaira.



2. IRODALMI ATTEKINTES
2.1. T limfocitak

Az adaptiv immunvalaszokban alapvetéen az immunrendszer kétféle limfocitaja, a B és
a T limfocitdk vesznek részt, melyek Kkitiintetett képessége az antigének sokasdganak
felismerése. Utobbiak a csontveldéi hemopoetikus dssejtekbdl szarmazo, majd a timuszban
(csecsemOmirigyben) fejlodo naiv T limfocitak (,,timusz dependens limfocitak™) vagy roviden

T sejtek, a cellularis immunvalasz meghataroz6 résztvevoi [1].

Az érett, naiv T sejtek halmozddasi helyiik, jellemzé sejtfelszini molekulaik és az effektor
folyamatokban betoltott szerepiik alapjan kiilonbozo alpopuldciokba sorolhatok. A timuszt
elhagyo, érett, afy TCR-t (T sejt receptort) hordozo limfocitak két, jol elkiilonithetd alcsoportba
oszthatok: az egyik a CD4 koreceptorral rendelkezd, meghatarozott citokinek termelésére képes
helper vagy ,segit6” T limfocitdk (Tn sejtek), a masik a CD8-at hordozo, sejtpusztitd
aktivitassal rendelkezd citotoxikus effektor T limfocitdk (CTL vagy Te sejtek) csoportja. A
klasszikus Tn és Tc sejtek mellett egyéb, kiilonleges fenotipussal rendelkezd alpopulaciok is
léteznek. Ide sorolhatok a yd TCR-t kifejezd, altalaban citotoxikus aktivitassal rendelkezd
limfocitdk és a klasszikus populacioktol eltérd sejtfelszini molekuldkat hordozo egyéb T

limfocitak [2].

A CD4" helper T sejtek az MHC II (f6 hisztokompatibilitasi komplex II. osztalyaba tartozo
fehérje) molekulakkal asszocialt exogén eredetli, idegen fehérjékbdl szdrmazd peptideket
ismerik fel. A Tn0 sejtekbdl az aktivacids ingerek hatdsara Tnl, Tn2, Tnl7, Treg vagy Tm tipusu
effektor sejtek differencialddnak, amelyek miikodését jellegzetes limfokin mintdzat jellemzi (1.
abra). Ezek a sejtek az altaluk termelt citokinek révén szabalyozzék az immunvalasz jellegét,

effektor folyamatait.
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1. abra: Az IL-2 jelentésége a kiilonb6zoé effektor T sejt differenciaciéban [3]
(activated CD4" T cells: aktivalt CD4" T sejtek, IFNy: interferon-y, TGFB: tumor nekrozis
faktor-fB, Effector CTL: effektor citotoxikus T limfocita, Memory CTL: memoria T sejt,
IL: interleukin)

A Tnl sejt differencidcidhoz esszencialis az IL-12 (interleukin-12) citokin és a STAT4
transzkripcids faktor. Ezek a sejtek foként IFNy-t (interferon-y), TNFa-t és TNFB-t (tumor
nekrozis faktor a és P) termelnek és nagy mennyiségben sajat novekedési faktorukat, az
interleukin-2-t (IL-2) is expresszaljak. ElsOsorban a késéi tipusu talérzékenységi reakcio
kivaltasaért és a citotoxikus T limfocitdk aktivalasaért feleldsek. A Tnl sejtek aktivalodasa
gyulladéssal és szOveti karosodassal jar egyiitt [4]. A Tw2 sejtek csekély mennyiségben
termelnek IL-2-t (ndvekedési és differencialodasi faktorként leginkabb IL-4-et szecernalnak),
a mas forrasbol szarmazo IL-2 azonban stimulélja osztédasukat. Az IL-4 mellett termelnek IL-

5-6t és IL-13-at. Ezek a limfocitdk az ellenanyag-termelés f6 segitoi.

A Tl és Tn2 tipusa CD4" T sejteken kiviil megkiilonbdztetiink tovabbi alcsoportokat, a Tnl7
sejtek, Tm sejtek és a Treg-ek (regulatoros T sejtek) csoportjat.



A Tul7 sejtek naiv CD4" T sejtekbdl differencialédnak IL-6 és TGFB1 (transzformald
novekedési faktor B1) hatasara, IL-17 és IL-22 citokineket termelnek €s a RORyt (retinoid-
related orphan receptor-yt) receptort expresszaljak. Az IL-17 a fibroblasztokon, epitél sejteken
vagy keratinocitdkon megjelend IL-17 receptorhoz kotddik, mely 4altal olyan citokinek
termélését indukalja, amik gyulladasos sejteket rekrutalnak. Autoimmun betegségek esetén —
Crohn betegség, reumatoid arthritis, psoriasis — a Tnl7 sejtek felhalmozddnak az érintett
szovetekben, ahol a jelenlévé T sejteknek akar a 30%-at is képviselhetik. Egészséges
emberekben pro-inflammatorikus szerepiilk van a fert6zés soran bekovetkezd adaptiv
immunvalaszban. [1]. Alternativ uton, IL-6, IL-1B és IL-23 hatasara is differencialédhatnak
Tnl7 sejtek [5]. Az IL-2-nek Osszetett hatdsa van: bar a Tnl7 irdnyu differenciaciot gatolja [6],
de ha mar differenciadlodtak a sejtek, eldsegiti expanzidjukat. HIV-1 fertézott felndttek 1L-2

kezelése példaul hozzéjarul a periférias Tnl7 sejtek szamanak fenntartasdhoz [7].

A Tm fenotipussal rendelkez6 (follikularis helper T) sejtek differencialédasahoz IL-6 és IL-21
szlikséges, utobbi citokint maguk is szekretaljak; a csirakdzpontokban talalhatok, a B sejt
ellenanyagok izotipusvaltasat ¢és affinitasérését segitik elé [8]. Az IL-2 gatolja a
differencidlodéasukat és a germinalis centrum kialakulasat [9], igy kritikus faktornak tekinthetd

mind a Tm sejtek fejléddésében, mind pedig a B sejt kozvetitette immunvalaszokban [10].

A Treg-eket a tobbi helper T sejttdl megkiilonbozteti az IL-2Ra (CD25) sejtfelszini expresszidja
¢s a ,forkhead-winged-helix” csalddba tartoz6 FoxP3 transzkripcids represszor protein
kizarolagos hasznalata [1]. Annak ellenére, hogy a Treg-ek felhasznaljdk az IL-2 ligandot és
nagy mennyiségben expresszaljak a CD25-6t, ezek a sejtek IL-2-t nem termelnek [11]. Az 6n-
reaktiv immunvalaszok szabalyozoiként, a periférias immuntolerancia fenntartasaban alapvetd
szereppel birnak, az egészséges emberben a CD4" T sejt populacié 5-10%-at képviselik. A
timusz-eredetii természetes Treg sejtek mellett a naiv periférias CD4" T sejtek is CD4 FoxP3" -
indukalhaté Treg sejtekké valhatnak anti-CD3, TGFB és IL-2 stimuldcié hatasara, ahol
kialakulasukat és expanziojukat tekintve az IL-2 mellett az IL-15 is kritikus szereppel bir [12-

14].

A kiilonb6z6 Th sejt populaciokra kifejtett hatdsain tal, az IL-2 a naiv CD8" T sejtek effektor
¢s memoria Tc limfocitakkd torténd fejloddését is eldsegiti, fertézés vagy gyulladas altali
antigénstimulacioval [15]. A CD8" T sejtek MHC I molekulakkal asszocialt, f6ként endogén
eredetli fehérjékbdl szarmazo peptideket ismernek fel. Legfontosabb funkcidjuk a virussal
fertdzott és a tumor sejtek elpusztitdsa. Kis mennyiségben maguk is termelik a szaporodasukhoz

sziikséges IL-2-t, de az altaluk termelt citokin mennyisége nem elegendd a sejtproliferacio

9



biztositdsdhoz, ezért osztddasukhoz és érésiikhoz a Thl sejtek kozremiikodése is sziikséges,

azonban érésiik a Tnl sejtektdl fliggetleniil is végbemehet.

A limfocitak egy része az NK sejt markerként ismert NK1 molekulat és a T sejt receptort is
kifejezi. A periférias T sejtek 5-15%-a tartozik ebbe a tipusba, tobbségiik CD4-koreceptort és
csekély valtozatossagot mutatd a3 TCR-t hordoz. Ezen NKT vagy NT (természetes T) sejtek
CD28 koreceptortol és IL-2-t6] fliggd aktivalodasa altaldban nagymértékii [L-4 termeléssel jar.
Emellett IFNy-t is termelnek, igy immunfolyamatokat szabalyoz6 funkcidjuk elsésorban

apoptdzist indukald, ill. a Tnl és Tn2 sejtek fejlodését befolyasold tulajdonsagukkal fligg 0ssze.

Az autoreaktiv T sejtek és a funkciondlisan sziikségtelenné valt (pl. a rovid élett effektor T)
sejtek is apoptdzis utjan tavolitddnak el, amit a TCR utjan kozvetitett jelek vagy éppen azok
hianya idézhet el6. Az immunvalasznak abban a szakaszdban, amikor az antigén még nagy
koncentracioban van jelen, a T limfocitdk ismételt, hosszantartd antigén-specifikus aktivalasa
aktivacioindukalt sejthalalhoz (AICD) vezet. Az AICD az érett CD4" T sejtekre jellemzd, a
FAS receptor (a halalreceptorok csaladjaba tartoz6 apoptdzis antigén 1 (APO-1) vagy CD95)
¢s (annak ligandja) a FASL (CD95L) egyiittes megjelenésétdl, tovabba nagy mennyiségii IL-2

e

AICD-hez is nélkiilozhetetlen [2].

2.2.  IL-2 és IL-1S5 citokinek

Az I-es tipusu citokinek csaladjaba tartozo interleukin-2 szerkezetileg négy alfa hélixet
tartalmazo [16], 15,5 kDa tomegi glikoprotein, melyet 1976-ban fedeztek fel, mint a csontveldi
eredetli T limfocitak novekedési faktorat [17]. A citokincsalddbol elséként klonoztdk génjét
1983-ban [18], illetve receptoranak génjét egy évvel késdbb [19, 20], majd kristalyszerkezetét
1992-ben hataroztak meg [16].

Az interleukin-15-6t egymastol fiiggetleniil 2 kutatocsoport is azonositotta 18 évvel az 1L-2
felfedezése utdn, azon sajatsaga alapjan, hogy az IL-2-fliggd CTLL-2 T-sejtvonal
majom vese epitél sejtvonal feliiliszojabol tisztitotta és IL-15-nek nevezte el [22], mig egy
masik kutatocsoport egy human T-sejt leukémia 1-es virusos (HTLV-1) sejtvonal, a HuT-102

feliiluszo6jabol nyerte ki €s azonositotta, majd IL-T néven irta le [23, 24].

Az TL-2-t elsésorban CD4" T limfocitak termelik az antigén stimulaciot kovetden [25], de

kisebb mennyiségben CD8" T sejtek [26], NK T sejtek [27], aktivalt dendritikus sejtek [28] és
10



hizosejtek [29] is szekretaljak, makrofagok azonban egyatlalan nem [30]. Egyarant tekinthetd
autokrin €s parakrin novekedési faktornak, mivel visszahat az 6t termel6 sejtre, de ugyanakkor
a kornyezetében 1€vé mas T sejtek novekedését is elosegiti. Emellett pleiotrop hatast fejt ki mas
sejttipusokra, pl. noveli az NK sejtek citolitikus aktivitdsat vagy eldsegiti a B sejtek

immunglobulin termelését [31].

Mig az IL-15 kiemelkedd jelentdségli a konvencionalis Th sejtek tulélésében ¢és
hatasain tul, a Treg-ek homeosztazisanak fenntartasahoz esszencialisak [33]. Az IL-2 {6 szerepe
in vivo a Treg-ek fejlodésének és homeosztazisinak medidlasaban, ezaltal a periférias
immuntolerancia fenntartdsaban nyilvanul meg, a timuszbeli éréshez nem esszencialis. A B
szerepet jatszik. Mindkét citokin stimulalja az NK sejtek fejlodését és proliferaciojat is [34]. Az
AICD folyamatat az IL-2 eldsegiti, mig az IL-15 gatolja azt [35]. Utobbi citokin ugyanakkor a

CD8" memoria T sejtek talélésében is meghatarozo faktor [36].

IL-15-6t termelnek a monocitak, makrofagok, dendritikus sejtek, sztroma sejtek és néhany
epitél sejt [36]. Ezen citokin transzkripcidja, transzlacidja és szekrécidja sokrétli, komplex
mechanizmusok 4ltal szabalyozott [37, 38]. Receptoranak alfa alegységével egyiitt szimultan
ko-expresszaljak az aktivalt monocitak és dendritikus sejtek [21]. A citokin az endoplazmatikus
retikulumban hozzako6tddik az IL-15Ra-hoz aztan egyiitt transzportalddnak a sejtfelszinre [39],
lehetdve téve a transzprezentaciot (lasd késobb). Az alternativ splicing soran kétféle human IL-
15 mRNS izoforma jon létre, melyek két citokin izoformat kodolnak, a szignélpeptidjiik
hosszabdl adodo eltéréssel [40]. A rovid (21 aminosavas) szignalpeptiddel rendelkez6 IL-15
intracellularis, sejten beliili szabalyozd szerepet tOlthet be vagy sériilés esetén a felszinre
keriilhet, mint stressz citokin. Ezzel szemben a hosszi (48 aminosavas) szignalpeptiddel
rendelkezé belép az ER-be és a vezikularis transzport soran az IL-15Ra-val egyiitt a

sejtfelszinre exportalodik.

Héarom elsddleges ellendrzd pontot azonositottak, ami szabalyozza az IL-15 mRNS-ének
rovid vagy hosszl szignalpeptiddel (SSP, LSP) és egy negativ regulator (retencids szignal) a
C-terminalishoz kozel. A szokatlanul hosszu leader peptid altali szekrécido nem tal hatékony,
igy annak helyettesitése mas szignalpeptiddel (ami egyben a tobbszords start kodon

eltavolitasat jelenti) vagy az érett IL-15 fehérje C-termindlisdnak fuzidja egy FLAG-epitop
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résszel (vagy akar GFP tag-gel), a szintézis és szekrécid mértékét mintegy 250-szeresére

novelheti [40, 41].

IL-2 expresszio szabalyozas

Az IL-2 génje emberben a 4-es (egérben a 3-as) kromoszoéman helyezkedik el,
expressziojanak szabalyozasa — ahogyan a legtobb citokin esetén — tobb szinten zajlik (negativ
¢s pozitiv szabéalyozas alatt all). A legjobban tanulmanyozott és egyben legjelentésebb a
transzkripcionalis szabalyozas, mivel annak upregulacidja a T sejt receptorok altali jelatvitel fo

végpontja.

A T sejt receptoron keresztiil torténd aktivacid olyan jelatvitelt idéz eld, melynek hatdsara
harom fontos transzkripcids faktor csalad is aktivalodik: az NFAT (aktivalt T sejt nukledris
faktor), az NFkB (aktivalt B sejt nuklearis faktor k-konnyii-lanc-enhancer) és az AP-1
(aktivator protein-1) (2. abra).
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2. abra: IL-2 termeléshez vezeté, T sejt receptor altal aktivalt jelatviteli utak Ty
sejtekben [42]: Az antigén MHC Il-vel val6 kolcsonhatdsa (nincs abrazolva itt) utan a T
sejt receptor (TCR)/CD3 komplex CD4" ko-receptort rekrutdl, ami a p56-Lck kinazzal
asszocial, majd a CD3 komponens citoplazmatikus részét foszforilalja, ami pedig a ZAP70
kinaz toborzasat vonja maga utan. Ezt valtozatos adaptor fehérjék (pl. LAT- linker for
activated T cells) és a foszfolipaz-C (PLC)y foszforilacidja koveti. A LAT bekapcsolja a
diacilglicerol (DAG) és intracellularis Ca®* termeléshez vezet, el6bbi a PKC (protein kinaz
C) miikodésén keresztiil AP-1 és NFkB aktivaciohoz, utobbi pedig a kalcineurin révén
NFAT aktivaciohoz vezet.
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Az IL-2 transzkripciojanak indukcioja naiv T sejteken két jel egyiittes meglétét igényli: 1) a T
sejt receptor + CD3 koreceptor komplex szignalja és a 2) CD28 kostimulacios szignal [43].
El6bbi nemcsak nem elégséges a maximalis IL-2 szekrécidhoz, hanem ez az antigén-specifikus
szignal magédban naiv T sejtek esetén tobbnyire anergiat okoz. A kostimulacids szignal a TCR
szignaljaval egyiitt nagymértékben fokozza az NFxB és az AP-1 aktivaciojat. Ezek a
transzkripcids faktorok a T sejteken konstitutivan kifejezddd Oct-1 (oktamer-kotd fehérje-1)

fehérjékkel kozremiikodve vezetnek az IL-2 génjének transzkripcidjahoz.

A proximalis promoter két kdtOhelyet tartalmaz az oktamer transzkripcios faktorok (Oct-1 és
Oct-2) szdmara és szintén kett6t az NFAT fehérjéknek, mely utdbbi 5 tipusa koziil az NFATcl
¢s az NFATc2 expresszioja jelentds limfocitdkon [44] és ezek vesznek részt a szabalyozasban
is [45]. A T sejt aktivaciot megel6z6en az NFAT-k a citoplazméban helyezkednek el és a Ca**-
dependens foszfatdzon, a kalcineurinon keresztiil torténd jeltovabbitas eredményeként
transzlokalédnak a sejtmagba. A kalcineurin, illetve az mTOR célpontja szamos potens
immunszuppressziv szernek (ciklosporin-A, rapamycin), melyek az IL-2 szekrécid gatlasan at

vezetnek a T sejt aktivacio elfojtasahoz [46].

A ,forkhead-winged-helix” csalddba tartozé FoxP2 kooperalva az NFAT-vel IL-2 expressziot
valt ki, mig a FoxP3 gatolja e folyamatot, mikozben CD25 és CTLA4 Treg sejt markerek
kifejezddését indukalja [47]. A FoxP3 kozvetlen inhibiciojat mutattak ki nemcsak az NFAT, de
az NFkB aktivitasaval kapcsolatban is [48], s ez a represszios hatasa magyarazhatja azt, hogy

a CD25'CD4" Treg sejtek képtelenek az IL-2 termelésre.

Az NFxB transzkripcios faktor csaldd mind az 6t tagja fontos szereppel bir tobb, az
immunrendszert érinté gén szabalyozasaban [49]. Az IL-2 promoter két NFkB kotohelyet
tartalmaz, melyek koziil az egyik egy AP-1 helyet is tartalmazo 0sszetett elem (CD28RE/AP).
Stimulacio hianyaban egyes NFkB molekulak a citoplazmdban helyezkednek el az IkB inhibitor
molekulanak koszonhetéen. A CD3/CD28 szignal altal az inhibitor foszforilalodik, ami a
a gatlas aldl, a magi lokalizacids szignalja exponalodik, ami lehetévé teszi a magba torténd

gyors transzlokéciot [50].

Az AP-1 transzkripcios faktor dimer molekula, jellemzdéen c-Jun és c-Fos fehérjékbdl épiil fel.

Elébbi a JNK (Jun N-termindlis kinaz) jeluton foszforilalodik, ami igy lehetévé teszi a c-Fos

rrrrrr

vezet [31]. Az IL-2 prométerén elhelyezkedd AP-1 koétdhelyre nemesak az AP-1 kotddhet.
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Anergias sejtekben a CREB/CREM kotédik az AP-1 helyett. A CREB (cAMP valaszelem koto
fehérje) dominansan negativ formaja nagymértékben csokkenti a TCR-indukalt IL-2
expressziot [51]. A CREM (cAMP valaszelem modulétor) transzkripcids represszor - mig a
CREB aktivator molekula. Nagyfoku szekvencia homolégiaval rendelkeznek. Homo- ¢és
heterodimereket formalva kotédnek olyan szabalyozé DNS szekvencidkhoz, mint a CRE
(cAMP-valaszelem) [52]. A CREM direkt koétédése az IL-2 promoterén talalhaté CRE
kotdhelyhez a citokin transzkripcidjanak gatlasaban betoltott kdzponti szerepét tdmasztja ala.
Indukciot kovetden a CREM fokozatosan kicseréli a foszforilalt CREB-et a CRE szekvencian
¢s a p300 és CBP (CREB-koto fehérje) transzkripcios ko-aktivatorokat toborozza, de nem
aktivalja azok hiszton-acetilaz képességét. Kovetkezésképp kromatin atrendezddés és csokkent

transzkripcid torténik [53].

Az IL-2 transzkripcio6 gatlasanak fontossadga indukalhatosaganak, tranziens voltanak és szovet-
specifikus expressziojanak magyarazatdban rejlik. Ez a gatlas 0sszefiiggésbe hozhato a T sejt
anergiaval, mely mechanizmusban a vélaszképtelen T sejtek kevésbé fogékony allapotban, de

hosszabb id6szakra életben maradnak.

A B-limfocita-indukalt érési protein-1 (BLIMP-1) azon transzkripcios faktorok egyike, melyek
Ugyanakkor leirtak jelentéségét a T sejt differenciacioban is [54, 55], az érett plazmasejtek altal
kifejezett mennyiséggel Osszevethetd szintli expresszioban jelenik meg a TCR stimuléaciot
kovetéen CD4" és CD8" T sejteken is, valamint Foxp3'CD4" Treg-eken. Ezen limfocitdkon
kifejtett egyik fontos funkcidja az antigén-stimulacié altali IL-2 termelés csokkentése, amit
kétféle modon is kivalthat: kdzvetleniil represszalja az IL-2 génjét, de kdzvetve is kifejthet gatlo
hatast a c-Fos génjének gatlasan keresztiil [56]. A BLIMP-1 aktivitdsanak jelent6sége igy a
citokin deprivacio-indukalt sejthalal folyamataban €s antigén-specifikus valaszokban a T sejt

proliferacié gyengitésében nyilvanul meg (melyet kimutattak in vitro és in vivo is).

Az Aiolos transzkripcids faktor ugyancsak IL-2 szuppressziot okoz, ami Tnl és TnO sejtekben

nem, kizarélag Tnl7 sejtekben fordul eld, a protein az IL-2 16kuszt csendesitve eldsegiti a sejtek

------

AhR-fiiggd (aryl hydrocarbon receptor) modon torténik [57].

MikroRNS-ek szintén részt vesznek az IL-2 expresszio szabalyozasdban, igymint a miR-146a,
miR-9 és a miR-184. A miR-146a TCR stimuléciot kovetden indukalodik primer T sejtekben,

gyengitve az AP-1 termelést és IL-2 expressziot [58], mig a miR-9 indukcidja a TCR stimulacid
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altal IL-2 termelés fokozodast valt ki a BLIMP-1 gatlasan keresztiil [59]. A miR-184 -
koldokzsinorvérbdl szarmazo CD4™ T sejteken végzett kisérletek alapjan - az IL-2 repressziojat

erdsiti az NFAT-1 transzkripcids faktor blokkolasa altal [60].

Az IL-2 sajat expressziojat egyébként klasszikus negativ visszacsatoldson keresztiil, STATS-

fliggd modon is gatolja [61].

Az IL-2 gén expresszidjanak érdekes jellemvonasa, hogy néha monoallélikus modon torténik.
IL-2 null-mutaciora heterozigota egér CD4" T sejtekkel végzett egyedi sejt analizis soran az IL-
2 termeld sejtek relativ gyakorisdga megkozelitdleg a felére csokkent, ami az IL-2
monoallélikus expresszidjara utal [62]. Hasonlot tapasztaltak az IL-4 génjét illetden is [63].
Mas tanulmanyok viszont az IL-2 expresszio bi-allélikus voltat tamasztjak ala [64, 65].
Valoszintisithetd, hogy mindkét mdd 1étezik, sejt-kontextustdl €s a stimulacid erdsségétol

fliggden.

A transzkripciondlis szabalyozas mellett az IL-2 expresszi6 mRNS szinten is kontrollalt. Az
mRNS stabilitasanak szabalyozasa jellemz6 az IL-2 mellett tobb mas citokinre is, ugymint az
interleukin-6-ra, a GM-CSF-re (granulocita-makrofag koldnia stimuldlé faktor) vagy az
interleukin-3-ra [66]. Az IL-2 mRNS-e jonéhany olyan AU-gazdag elemet tartalmaz, melyek a
gyors degradaciohoz céltranszkriptként szolgalnak [67]. Az mRNS féléletideje csupan 30-60
perc, ami megkétszerezédik a T sejt jelatvitele soran. Az IL-2 génje legalabb két olyan cisz
elemet tartalmaz mindkét UTR (nemtranszlalt) régioban (a 3’ és az 5° végen is), amik a
transzkript stabilitasat szabéalyozzak [18, 68]. A citokin tultermelddését megakadalyozandd
annak mRNS-e sziikségszerlien instabil. A fenntartott I1L-2 szekrécidé viszont az mRNS
stabilizaciojat igényli, ami foként a CD28 altali kostimulacios szignal kozvetitésével torténik.
Eredményképpen a T sejtek IL-2 termelése 20-30-szorosdra ndvekszik. A transzkripcios
faktorok aktivacigjaval még meghdromszorozodik a transzkripcids rata, ami a kostimulacionak

koszonhetden igy nagyjabol 100-szorosara novelt IL-2 szintézist jelent [1].

Citokin receptorok: IL-2R és IL-15R

Az IL-2 és az IL-15 is (a tobbi citokinhez hasonldan) membran receptoraikon keresztiil
fejtik ki biologiai hatdsaikat. A hadrom alegységbdl felépiil6 receptorok a f (CD122) és a e
(CD132) alegységeket kozosen hasznaljak [69, 70], melyek a jelatviteli folyamatokhoz
sziikségesek [71, 72]. Sajat, ligand-specifikus o lancaik (az IL-2Ra vagy CD25 ¢s az IL-15Ra
vagy CD215) a citokin nagy affinitasi megkdtéséért feleldsek. Alegység-Osszetételiiktol
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fiiggden, a receptorok kiilonbozo ligandkoto affinitassal rendelkezé komplexeket alkothatnak a
sejtmembranban (3. dbra). Az IL-2Ra tranziensen expresszalodik a T sejt receptor aktivaciot
vagy az IL-2-nek a tobbi alegységhez valé kapcsolodasat kovetéen. Onmagaban alacsony
affinitassal kéti a citokint (Ka=10" M), szignal tovabbitasa nélkiil. A heterodimer IL-2/15RByc
kozepes affinitassal koti az IL-2-t vagy az IL-15-6t (Ke=10" M), mig a heterotrimer IL-2Rayc
és IL-15RaPyc nagy ligandkotd affinitast (Ke=10""' M). A heterodimerek és a heterotrimerek
hatékony jelatvitelre képesek. Az IL-2Ra-val ellentétben az IL-15Ra dnmagaban is nagy
affinitassal kéti a ligandjat (Ke=10"! M) [73].

A B lancot az IL-2-n kiviil csak az IL-15 hasznalja (IL-2/15Rp), mig a yc lanc az IL-15-6n kiviil
része még az IL-4, IL-7, IL-9 és az IL-21 receptoranak is [74-78].
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3. abra: Az IL-15 és IL-2 receptor komplexek osszetételének sematikus abrazolasa
[79]: magas ligandkotd affinitasa IL-15Ro monomer, IL-15Rafy. és IL-2Rofy.
heterotrimer, kdzepes affinitasu By. heterodimer, alacsony affinitasti IL-2Ro, monomer

A harom receptorlanc expresszidja fiiggetlen szabalyozés alatt all. Az IL-2Ra
transzkripcionalis indukcidja bekdvetkezhet nemcsak a T sejt receptoron keresztiili stimulacio
hatasara, de mitogének és lektinek altal is, amelyek az antigén stimuldciét utdnozzak.
Kiilonboz6 citokinek (IL-1, IL-2, IL-7, IL-12, IL-15, TNFa, TGFp), virusfehérjék, mint a Tax,
TaxII (a HTLV-1, HTLV-2 transzaktivator proteinjei) vagy az EBNA-1, EBNA-2 (az Epstein-

Barr virus nuklearis antigénjei B limfoma sejteken) és a protein kindz C aktivatorai is [31]
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kivalthatjdk e receptor alegység génjének expressziojat. A virusfertézéskor 1étrejovod
immunvalasz sordn termelddé IFN-a is beinditja az a lanc génjének atirasat [80]. A CD4
természetes, szolubilis ligandja, az IL-16 a és B lanc expressziot indukal [81]. A nyugvo T
sejtek nem fejezik ki az IL-2Ra-t, de az antigén-specifikus aktivaciokor bekdvetkezik a receptor
meghosszabbitja IL-2Ra expresszidt, igy a citokin a sajat nagy affinitdsi receptoranak
kifejezddésében pozitiv visszacsatolast szabalyozo faktorként vesz részt [82, 83]. Ez a pozitiv
autoregulaciés hurok az IL-2/IL-2R rendszerben jelentds szerepet tolt be a T-sejtes

immunvalasz erésségének és idotartamanak szabalyozasaban.

A T sejt fejlodés alatt az IL-2Ra a dupla negativ CD4°CDS™ timocitakon kifejezédik (ahol a T
sejtvonal iranyu elkotelezettség megalapozott), a dupla pozitiv CD4"'CD8" sejteken viszont
drasztikusan lecsokken a mennyiségiik. Az IL-2Ra expresszio eltérden szabalyozott az

elsddleges és a masodlagos nyirokszervekben [84]. Monocitak, NK sejtek, illetve a B sejt

crcr

A B lancot a sejtek szamos lymphohematopoietikus populacidja kifejezi konstitutivan, tobbek
kozt az NK sejtek [85], nyugvo T sejtek, B sejtek, monocitak [86], dendritikus epidermalis
sejtek [87] és neutrofilek [88]. A T sejt aktivacid sordn szamos esetben stimulus altal
megemelkedett B lanc kifejez6dés mutathatd ki mRNS- és protein szinten is. Ilyen stimulus
lehet mitogén, mint a phytohemagglutinin (PHA) [89], anti-CD3, anti-CD28 [90], anti-CD2 ¢és
anti-CD28 antitestek egyiitt, a protein kindz C aktivator PMA (phorbol myristate acetat) [91,
92], az IL-2 [85] vagy az IL-4 [93]. A P lanc expresszio transzkripciondlisan és poszt-

transzkripcionalisan egyarant szabalyozott.

A koz0s v alegység kifejezodése kizardlag lymphohematopoietikus sejtekre jellemzd [94].
Megjelenik az Osszes periférids limfocita populdcid felszinén, beleértve az NK sejteket,
monocitakat és a granulocitdkat is [95]. A T sejt fejlodés sordn a differencidcio 6sszes szintjén
detektalhato [96]. Bar az expresszid konstitutiv, a promoter aktivitdisa PMA-val és PHA-val
fokozhat6 [97]. Human monocitakon az IL-2 és az IFN-y noveli, mig a TGF-B1 gatolja a yc lanc

expressziojat [98].
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IL-2 transzmembran jelatvitel

A legtobb receptor tipus esetén a ligand bekdtddése az adott receptor azonnali
plazmamembranbeli intermolekularis dtrendezddését valtja ki. A citokin kétddése utan az IL-2
receptor komplex gyorsan internalizalodik, az IL-2Ra a korai transzferrin® endoszomakba
keriil, melyek segitségével recirkulalodik a plazmamembranba, mig a B és a yc lancok a Rab7"
vezikulakba helyezddve a degradacio sorsara jutnak [99]. A receptorhoz vald kotodést kvetden
az IL-2 — és mivel a jelatvitelben résztvevo receptor alegységeket kozdsen hasznaljak, igy az
IL-15 is — tobb jelatviteli utat aktival (4. abra). A B és a y. lancok citoplazmatikus doménjének
heterodimerizacidja a Janus csalad tirozin kinazainak (JAK1, JAK3) aktivacidjahoz vezet, a
JAKT a B alegységgel, mig a JAK3 a ye-vel asszocial [100, 101]. Leirtak a JAK3 kolcsonhatasat
a P alegységgel is [102]. A kinazok aktivaljak egymast és foszforilaljak a receptorlancokat. Az
Y338 foszforilacio a § lancon lehetdvé teszi az SHC adaptor fehérjével valo asszocidciot, ami
platformot szolgaltat a Ras-MAP kinaz aktivaciohoz és eldsegiti a sejtndvekedést. Az Y392 és
Y510 foszforilacio a STATI1, STAT3 és STATS (A és B) transzkripcids faktorok toborzasat
medialja, a STATS fehérjék leghatékonyabb aktivacidjaval [103, 104]. Szintén aktivalodik a
foszfoinozitol-3-kindz (PI-3K)-Akt-p70-S6K jelatviteli Ut, ami a sejtnovekedést és talélést
segiti eld [11, 105]. A STATSA és STATS5B molekuldk az IL-2/15RB lancon dokkolddnak,
foszforilalédnak, dimerizalédnak és transzlokaldédnak a sejtmagba, ahol azon célgénekhez
kapcsolodnak, melyek a T sejtek novekedéséhez, differencialodasahoz és effektor funkcidihoz
esszencialisak [6, 103, 104, 106]. Altalénosségban elmondhat6, hogy az IL-2 tobb gént indukal,

mint amennyit gatol, igy aktivatornak tekinthetd.
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4. abra: IL-2 jelatviteli utak [3]: Az IL-2 receptorahoz vald kotédése aktivalhatja a
foszfoinozitol-3-kinaz (PI-3K)-Akt, a JAK (Janus arcu kinaz)-STAT (jelatviteli és
transzkripcio aktivator) és a Ras-MAPK (mitogén-aktivalt protein kinaz) jelatviteli
utvonalakat. Az IL-2 altali jelatvitel kontrolljanak potencialis terapias célpontjai és azok
gatloszerei is fel vannak tiintetve az abran: az IL-2Ra ellenes daclizumab, JAK1 és JAK3
inhibitorok a ruxolitinib és tofacitinib, az mTOR gatloszere a rapamycin. Az IL-2 altal tobb

STATS aktivalodik, mint STAT3, de tobb STAT3, mint STATI.

IL-15 transzprezentacio

Mig az IL-2 dominansan szekretalt citokin, ezzel szemben az IL-15 féként

membrankotott formaban fordul eld, igy biztositva jelet az immunolédgiai szinapszisban az
antigénprezentalo sejt és a CD8" T sejt vagy NK sejt kozott. Az APC-k (aktivalt monocitak
vagy a dendritikus sejtek) felszinén kifejez6d6 IL-15Ra transzprezentélja az IL-15-6t a 3 €s ye
alegységet ko- expresszald sejteknek [107, 108]. A transzprezenticid soran az IL-15 altal
kozvetitett szignalok mellett kostimulacios jelek is tovabbitddnak a kétféle sejt kozott az
immunologiai szinapszisban. Az immunvalasz korai szakaszaban a dendritikus sejteken 1évo
CD2S5 transzprezentalhatja az IL-2-t az antigén-specifikus T sejtek fel¢ [109]. Az IL-15 pedig
ciszprezentaciora képes azon sejteken, amelyek expresszaljak az IL-15Ra-t, az IL-2/15Rp-t és

ayclancotis [110, 111]. S mig az IL-2Ra jelatvitelre nem képes, addig az IL-15Ra-n keresztiil

lezajlodo jelatvitelt tobb kutatdcsoport is leirta [112, 113].
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Az IL-2Ra és a Daclizumab

1981-ben irtak le eldszor az IL-2Ra-ellenes monoklondlis antitestet, az anti-Tac-ot (T
cell activation antigen: Tac), ami megakadalyozza a citokin és a receptor interakciodjat, azaz
blokkolja az IL-2 kotédését az IL-2Ra-hoz [114, 115]. Ennek a humanizalt valtozatat
daclizumab (Zenapax, Roche) néven 1997-ben engedélyezte az FDA (amerikai Elelmiszer- és
Gyogyszerengedélyeztetési Hivatal) vese allograft kilokddés megakadalyozasara. Ez volt a
harmadik monoklondlis, az elsé humanizalt illetve az elsd olyan antitest, amit citokin receptor
kapcsan hasznéltak a terapidban [116, 117]. Az IL-2 receptor ligand-specifikus alfa alegysége
kivételesen értekes immunterapias célpont, mivel nyugvo sejtek koziil csak Treg sejteken €s
CD56MCD16'° NK sejteken jelenik meg, viszont konstitutiv expresszidjat mutattak ki egy sor
malignus ¢€s benignus betegséggel asszocidltan (szervkilokodés, neopldzia, kiilonféle

autoimmun- ¢s fert6zo betegségek) [41, 116] (1. tablazat).

ﬁilllg)kggggs Neoplazia Autoimmun betegségek Fert6z06 betegségek
Vese Akut myeloid leukémia Aplasztikus anaemia HIV/AIDS
Maj Anaplasztikus nagy-sejtes limfoma Behcet kor Tid6 tuberkuldzis
Sziv Felnottkori T-sejtes leukémia/limfoma Crohn betegség Rubeola
Csontveld Krénikus lymphoid leukémia Orias sejtes arteritis Fert6z6 mononukledzis
Kroénikus myeloid leukémia Juvenilis rheumatoid arthritis Szepszis
Cutan T-sejtes limféoma Kawasaki betegség
Mycosis fungoides Sclerosis multiplex
Hajas sejtes leukémia Polymyalgia rheumatica Egyéb:
Hodgkin betegség Rheumatoid arthritis Vég-stadiumt
Non-Hodgkin limféma (B sejtes) Sarcoidosis vesebetegség
Periférias T-sejtes limfomak Scleroderma

Sjogren szindroma

Szisztémas lupus erythematosus
Vasculitis

Wegener granulomatozis

1. tablazat: Az IL-2Ro abnormalis expresszidjanak el6fordulisa Kiilonb6z6
betegségcsoportokban [116]

Nemcsak az abnormalis vagy az emelkedett IL-2Ra expressziohoz tarsulnak betegségek. IL-
2Ra deficiens egerekben jelentdsen megnagyobbodott periférids limfoid szervek fejlddnek ki,
poliklonalis T- és B sejt expanzioval, tiikrozve a Treg sejtek fenntartasanak és funkcidjanak
karosodasat ¢s az AICD hianyat. Ezekben az egerekben és az IL-2R deficiens emberekben
olyan autoimmun betegségek megjelenése tapasztalhatd, mint a hemolitikus anémia vagy a

gyulladasos bélbetegség (IBS) [118-120].

Az IL-2Ra-t megeélzo kiilonbozod terapids felhasznalasok a modositatlan antitestet (anti-Tac)

illetve ezen antitest toxinokkal vagy a- és B-emittald radionuklidokkal kiegészitett valtozatat
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alkalmazzak [121-123]. Az anti-IL-2Ra hasznalataval kapcsolatos els6¢ tanulmanyok a
kiilonbozd limfocita funkciok gatlasara fektették a hangsulyt. Human periférias mononuklearis
sejtkultaraban a szolubilis, allogén antigének altal kivaltott proliferaciot az anti-Tac gatolja
[124]. A mitogén lektinek altal indukalt T sejt proliferaciot is megakadalyozza az anti-Tac. Az
antigén- és mitogén-indukalt T sejt proliferacio antitesttel valo inhibicidja azonban meghiusul
tisztitott IL-2 hozzdadasaval. Az anti-Tac meggatolja a citotoxikus T limfocitdk képzdodését
allogén sejtkultarakban, de ha mar egyszer Tc-vé fejlodott a T sejt, akkor annak mitkddését nem
befolyasolja [115]. Lektinek vagy felszinhez kotott CD3 monoklondlis antitest altal aktivalt T
sejtek képzOdését is megakadalyozza az anti-Tac. Ezenfeliil, kiilonb6z6 mitogének, buzacsira

agglutinin vagy streptolysin O altal aktivalt B sejtek immunglobulin termelését is gatolja [125].

Az els6 klinikai felhaszndlasa a (kezdetben még egér eredetii) anti-Tac-nak az ATL-ben
(felnéttkori T-sejtes leukémiaban) szenvedo betegek kezelésében 1977-ig nyulik vissza [126].
A hatékonysaga limitalt, mivel a rdgcsaloban termeltetett antitest olyan immunvalaszt indukal,
ami neutralizalja a terdpias hatast. Ezenkiviil révid, 50 6ras a keringésbeli talélése, ami eleve
kizarja hosszu idejli hasznalatanak lehetdségét. Egy korai publikacidban az intravénas anti-Tac
kezelés 9 ATL-es betegbdl 3 vezetett részleges vagy teljes remisszidhoz, a tobbi paciens nem
is reagalt [122]. Az ADCC (antitest-fiiggd cellularis citotoxicitds) folyamatdban relative
hatastalan, mint citocid agens, mivel az antitest nem reagal a human sejtekkel. Ezen limitalo
tényezoket elkeriilendd sziikségessé valt olyan genetikailag tervezett antitest varidnsok
létrehozasa, melyekben kombinaltak a ragcsalo varidbilis vagy hipervaridbilis régiokat human
konstans régiokkal. A kiméra antitestekkel igy javulast lehetett elérni, kevésbé immunogén
voltuk miatt és hatékonyabb ADCC medialas altal [116]. A xenogenetikai elemeket
minimdlisra csokkentendd tovabbi innovacids lépésként a komplementaritdas meghatarozé
régiot (CDR) az egér antitestbdl kombinaltdk a human FR régidkkal (konzervalt, szerkezeti
régiok) [127]. Sok esetben azonban a teljesen humanizalt antitestek — beleértve az anti-Tac-ot
is — szignifikdnsan csokkent affinitdst mutatnak az antigénhez, az eredeti egér antitestekhez
képest. Ezért tovabbi tanulmanyok sziilettek annak érdekében, hogy megdrizzék az antitest
eredeti affinitasat és kapacitasat [128]. Mindent dsszevetve a humanizalt anti-Tac (daclizumab)
csOkkent immunogenitast, jobb farmakokinetikat és sziv allograft tilélés meghosszabbitasara
megnovekedett képességet mutat az egér eredetii antitesthez képest. Ez alapjan értékes
kiegészité standard immunszuppresszdns olyan terdpiakban, melyet szervtranszplantalt
betegeknél, leukémidban (limfémaban), vagy autoimmun betegségben, szkler6zis multiplex-

ben szenvedoknél alkalmaznak [116]. Az FDA Aaltal elfogadott IL-2Ro antagonista a
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basiliximab (Simulect, Novartis) nevii kimérikus monoklonalis antitest is, melyet a daclizumab-

hoz hasonldan vese allograft kilokdédés megakadalyozasara hasznalnak [129].

2.3. Felnottkori T-sejtes Leukémia/Limfoma

A felndttkori T-sejtes leukémia/limfoma (ATL) a legagresszivabb T-sejtes
leukémia/limféma, melyet a CD4" T sejtek HTLV-1 retrovirus altali fertézése okoz, malignus
T sejtek infiltracigjaval jellemezhetd. Gyakorta jar egylitt nyirokcsomod-, maj- és
lépmegnagyobbodassal vagy hiperkalcémiaval, illetve jellemzd az opportunista fertdzések
extrém magas el6forduldsa [126, 130, 131]. A periférids vérben nagy mennyiségli CD25-6t
kifejez6 CD4" T sejteket lehet kimutatni. Valtozatos klinikai tulajdonsagai alapjan akut,
limfoma, kronikus és smoldering (,,pardzslo”) ATL altipusokat kiillonboztetnek meg. Bar a
betegség kronikus €s smoldering tipusa a fehérvérsejtek normal vagy kissé emelkedett szamaval
jellemezhetd és jobb prognézist, az akut ATL-es betegek kezelésében a hatékony terapia
jelenleg limitalt, szerv-miikodési zavarokkal és rossz progndzissal tarsul (4-10 honapos atlagos
talélési idével). A korai fazisban a leukémias CD4" T sejtek autokrin novekedési periodusa
figyelhetd meg az IL-2 és funkcionalis IL-2 receptorok expressziojaval. Az ATL-nek ebben a
fazisaban a sejtek proliferacidja csokkenthetd anti-IL-2Ra (anti-Tac) antitest alkalmazaséaval
[132]. Idovel bar az IL-2 szekrécid6 megsziinik, a CD25 sejtfelszini expresszidja még
folyamatos. Ez a kés6i fazis IL-2-independens novekedéssel jellemezhetd. Erdekes modon az
ATL sejtek Treg sejt-szerli szuppresszor aktivitdst mutatnak [133]. Sok betegnél a késoi fazis
konstitutivan aktivalt JAK-STAT jelatviteli ttvonallal asszocialt [134]. Az IL-2/IL-2Ra mellett
az IL-15/IL-15Ra autokrin névekedési hurok is jellemzd a korai fazisa ATL sejtekre, tovabba
egy parakrin citokin stimulacidé is megfigyelhetd, kifejezett 1L-9 szekrécioval, IL-9Ra
expresszio nélkil [135-137]. Ezek az autokrin/parakrin hurkok oOsszefliggésben vannak a
smoldering/kronikus ATL-es betegek periférids vérébdl szeparalt mononuklearis sejtek spontan
pathogenezise még nem ismert, de a leukemogenezis inicidcidjaban kdzponti szerepet
tulajdonitanak a HTLV-1 transzaktivator proteinjének, a Tax fehérjének. Az ATL sejtek
genetikai instabilitast (halmozott géndeléciot) és sejttranszformdciot mutatnak: a sejtciklus
kontrolljaban, a sejtproliferacidban ¢és az apoptoézisban fontos gének expresszidjanak
szabalyozasaban zavart okoz a Tax protein fizikai kolcsonhatasok kialakitdsa révén (pl.

transzkripcids faktorokkal: NFxB-vel, NFAT-vel) [138, 139].

22



2.4.  Szekretalt és plazmamembran-fehérjék vezikularis transzportja

A szekrécios fehérjék — koztiik az interleukin-2 és -15 is — a bioszintetikus-szekrécios
uton keresztiil jutnak el a szintézis helyétdl a plazmamembranig. Erre az ttra azon fehérjék
terelddnek, amelyek specidlis szignalszekvenciaval rendelkeznek, ami lehetdvé teszi, hogy a
szintézist végzd riboszomarol az endoplazmatikus retikulum membranjan keresztiil a retikulum
iiregrendszerébe keriiljenek. Innen ataramlanak a Golgi-késziilék ciszternaiba, ahol a kdvetkezd
valogatas utan egy résziik vezikulumokba csomagolodva elhagyja a Golgit és tovabbitodik a
plazmamembran felé, s majd exocitdzissal kitiriil, mig mas fehérjék az endoszéma-lizoszéma
rendszerbe keriilnek. A szekrécidos folyamatban résztvevd sejtorganellumok nincsenek
egymassal kozvetlen kapcsolatban, az anyagok szallitasa mindig membranba csomagolt
formaban megy végbe. A vezikuldk képzddése, leflizddése a donor kompartmentum
membranjardl és beolvadasa a fogadé kompartmentum membranrendszerébe szamos fehérje
ellendrz6-szabalyozo hatasa alatt all. A vezikularis transzport tehat nem véletlenszerli, hanem

valogatason alapulo, szigoruan irdnyitott folyamat.

A membranfehérjék — igy az interleukin receptorok — szintézise és aramlasa a szekrécios
fehérjékhez hasonldan valosul meg, azzal az eltéréssel, hogy teljes terjedelmiikkel sosem
kertilnek be az ER lumenébe. Specialis horgonyzo szekvencidiknak kdszonhetden rogziilnek az
ER membranjaban, ahonnan vezikularis transzporttal, membranhoz kotottségiiket megdrizve

jutnak el végso rendeltetési helyiikre [140].

2.5. MHC fehérjék

A 6. kromoszdéma rovid karjan talalhat6 az emberi genom legnagyobb polimorfizmussal
rendelkezé komplexe, a {6 hisztokompatibilitasi génkomplex (MHC), amely négy kiilonb6zd
szerkezetli csoportba tartoz6, egymastol eltérd funkcioval rendelkezd fehérje kodolasaért
felelés (MHC I, 11, II1 és IV). A klasszikus vagy konvencionalis MHC-gének két £6 régidja altal
kodolt MHC 1 ¢és MHC II fehérjék a plazmamembranban megjelend HLA (human leukocyte
locus A) antigének. Kiemelkedd jelentdséggel birnak az immunrendszer miikodésében - a T-

sejtes immunvalasz kivaltasdban és lezajlasaban.

Az 1. osztalyba tartoz6 MHC glikoproteinek csaknem minden, sejtmaggal rendelkezé humén
sejt felszinén kifejezddnek (kiilonbozo szoveti megoszlasban), mig az MHC II molekulakat
allando jelleggel csak a hivatdsos antigénprezentalo sejtek expresszaljak [2], de megjelennek

egyes tumoros sejtek felszinén is, illetve IFNy—val indukéalhatéak. Az MHC I {6 funkcidja az
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endogén eredetli antigének (peptid fragmentumainak) bemutatdsa a CD8" T limfocitdknak
[141], de T a sejtek jelatviteli folyamatainak szabdlyozasaban is részt vesznek [142]. Ezzel
szemben az MHC II molekuldk az APC-k altal endoszomalis uton processzalt exogén eredetii
antigéneket ismerik fel, melyek peptid fragmentumai kétédnek hozzajuk igy prezentalva azokat
a CD4" T limfocitdkon megjelend T sejt receptornak. Nemcsak az antigénprezentacioban
betoltott szerepében eltéré a kétféle glikoprotein, szerkezetiikben (5. &bra), igy a
peptidkdtésiikben is kiilonboznek. Az MHC I heterodimer: polimorf (o) nehézldncahoz (44 kD)
nem kovalensen kapcsolodik a konnytildnc (12 kD), egy P2-mikroglobulin molekula. A
peptidkotésre alkalmas konformacié kialakitdsdhoz és a molekuldk sejtfelszinre jutdsahoz
elengedhetetlen a B2-mikroglobulin kapcsolodésa [143]. A peptid-transzport hidnya tobbnyire
plazmamembranbeli expresszidjat eredményezi, ezért a peptidkotd hely betdltése is alapvetd

fontossagu a fehérje stabil sejtfelszini megjelenésében [144, 145].

Az MHC I (nehézlancanak polimorfizmusabol addddéan) alléljainak szama a human
populacidban ezres nagysagrendi. Az elsé betegségek kozott volt pl. a Hodgkin’s limféoma
[146] vagy az SLE (szisztémas lupus erythematosus) [147], melyet 6sszefiiggésbe hoztak egyes
HLA allotipusok jelenlétével. Napjainkig kiillonb6zé MHC 1 allélekkel asszocialt betegségek
egész sorat leirtdk mar, ezek foként autoimmun betegségeket (Crohn-betegség, sclerosis
multiplex) [148-150], néhany gyulladdsos betegséget (pl. Bechterew-kor, hajlamosité gén:
HLA-B27) [151, 152] vagy fert6zéseket érintenek, szdmos esetben mindmadig tisztazatlan

patogenezissel.

Az MHC II molekulat egymashoz nem-kovalens modon kapcsoldédd polimorf a- és polimorf -
lanc épiti fel. A két lanc mérete hasonld (30-32 kD) és egyarant két extracellularis domént, egy
transzmembran régiot és egy viszonylag rovid citoplazmatikus szakaszt tartalmaznak. A
peptidkotd hely mindkét végén nyitott, térszerkezetét tekintve hasonldé az MHC I molekuldhoz.
A nyitott kdtohely hosszabb peptidek kotését teszi lehetdve, amelyek C- és N-terminalis végei
»kiloghatnak”, szemben az MHC 1 zart kotOhelyével, amely csak meghatarozott

aminosavszamu peptideket kot [2].
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5. abra: Az 1. és a II. osztilya MHC molekulik szerkezeti felépitése [153]
(peptide-binding site: peptidkotohely, extracellular space: extracellularis tér, Ig-like
domain: immunglobulin-szerii domén)

2.6. Fehérjeklaszterek a sejtmembranban

A transzmembran jelatvitel a lipidek ¢és fehérjék 4altal kialakitott mintdzatok
atrendez6dését eredményezhetik a plazmamembranban. Kiilonbozo sejtfelszini  fehérje
mintazatokat hoznak létre T sejteken példaul az altalam is vizsgalt MHC molekulak ¢és

interleukin receptorok egymassal kialakitott kdlcsonhatasaik révén.

------

virus-transzformalt limfoblasztok és fibroblasztok felszinén [154, 155]. Ugyanezen molekuldk
magasabb foku rendezettségét, klaszterekbe, szigetcsoportokba vald 0sszeallasat is felderitették
a molekularis méreteket meghaladd szubmikrométeres skalan [156]. Szamos
membranfehérjével, pl. sejtfelszini receptorokkal — IL-2R-ral, IL-15R-ral, EGFR-ral,
transzferrin receptorral — vagy az ICAM-1 adhézids fehérjével ill az MHC Il-vel valo
kolesonhatasat is leirtak. Intézetliinkben korabban azt is kimutattak (konfokalis mikroszkdpias
mérések alapjan), hogy az IL-2/15R és az MHC glikoproteinek klaszterei egymadssal
nagymértékben atfednek és a kolokalizacié magas koleszterin és (gliko)szfingolipid tartalmu,

jelatviteli platformot képezd lipid tutajokban valdsul meg [157-159].
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vizsgaltdk mar intézetliinkben is illetve méas munkacsoportokban is. A magas affinitisu
heterotrimer receptorok mellett, kiilonb6z6 ligandkotd affinitastt dimereket is alkothatnak a
receptorlancok [160]. Az alegységek sejtmembranbeli — ligand hidnydban is - eldre
Osszeszerel6dott heterokomplexeit, melyek a ligand kotédésével modosulhatnak, FRET
independens Kit225 1G3 T Ilymphoma sejtvonalon, viszont nem tudtak kimutatni
homoasszociaciot IL-2-fiiggd Kit225 K6 ¢s Hut102 sejteken [161]. A B-f homodimert, mint a
funkcionalis IL-2 receptor 1j formdajat szintén leirtdk. Ezek a homodimerek a vy alegység
hidnyaban spontdn Osszeszerelodnek a sejtfelszinen [162]. Az IL-2/15RB ko-expresszidja
szignifikansan csdkkenti a homomer vyc szintet BOSC23 (HEK293T-eredetil) sejteken. Az IL-
2Ra alegység jelenléte viszont nincs hatdssal az IL-2/15Rp €s a yc ldncok plazmamembranbeli
oligomerizacidjara [163]. Akceptor fotoelhalvanyitdsos (AcPbFRET) mérések alapjan
kimutattdk, hogy az IL-2/15RB ¢és a yc extracellularis doménjei kolcsonhatnak a citokin
hidnyéban is a sejtfelszinen, mig az intracellularis és a transzmembran domének nem jarulnak
hozza szignifikansan a heterodimerizacidohoz. Az IL-2 kotddése kozelebb hozza egymdéshoz az
IL-2/15RP és a 7yc lancok transzmembran doménjeit [164]. Koradbban munkacsoportunk
vizsgalta az [L-2/15 receptorok Osszeszerelodését és kimutatta, hogy a négy alegység (IL-2Ra,
IL-15Ra, IL-2/15Rp és yc) heterotetramer komplexeket alkot és eldre Gsszeszerelt formaban

van jelen citokin hianyaban is T lymphoma sejtek plazmamembranjaban [158].
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3. CELKITUZESEK

Ertekezésem kozéppontjaban olyan, az immunrendszer szabalyozasaban kulcsszereppel
bir6 membranfehérjék tanulmanyozasa all, melyek segitségével klinikai szempontbdl is
relevans, értékes informaciok tarulhatnak fel; igy az intracelluldris IL-2 receptor

Osszeszerelddés és az IL-2/MHC I fehérjeklaszter szétszerelodés vizsgalata.

Az IL-2-termeld sejtek esetén, pl felndttkori T-sejtes leukémidban a sejtfelszini receptorokat
(és az exogén IL-2-t) célz6 blokkold antitestek hatdstalansdgara magyarazat lehet az, hogy az
IL-2 receptorok mar eldre Osszeszerelddnek a szintézisiiket kovetden és az endogén IL-2-t
felhasznalva elinditjak a jelatvitelt, még mieldtt elérik a plazmamembrant. Ezért a kdvetkezd

célok vezéreltek munkam soran:

= a receptor alegységek kolokalizacidjanak és molekuldris kozelségének vizsgalata a
szekrécidos uton, az endoplazmatikus retikulumtél a Golgi-n keresztil a

plazmamembranig
= az [L-2 4ltali jelatvitel ellendrzése az az ER-ben és a Golgi-ban

A transzmembrén jelatvitelben szerepld fehérjék és lipidek nem véletlenszeriien helyezkednek
el a plazmamembranban, hanem mintazatokat alkotnak. A mintazatok modosulhatnak a fehérje
expressziok valtozasakor, ami funkciondlis kdvetkezménnyel jarhat. Kiilonboz6 sejtfelszini
fehérjemintazatokat hoznak 1étre példaul az altalam is vizsgalt MHC molekulak és interleukin
receptorok, jelatviteli hatékonysagot ndveld lipid tutajokban feldusulva a T sejtek
plazmamembranjaban. Az IL-2/MHC 1 klasztereket érint valtozasokra fokuszalva igy az

alabbi kérdés fogalmazodott meg benniink:

= megmaradnak-e a fehérje-fehérje kdlcsonhatasok a szuperklaszterben, ha az MHC 1

molekulak kifejezddése jelentdsen csokken?
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4. ANYAGOK ES MODSZEREK
4.1. Felhasznalt oldatok listaja
Fehérje lizis puffer: 50 mM Tris, | mM EDTA, MEA, 0,5% Triton X-100, PMSF 1:100

Denatural6 puffer: 0,125 M Tris-HCI, 4% SDS (sodium dodecyl sulfate), 20% glicerol, 10%
MEA, 0,02% bromfenolkék (pH=6,8)

2xHBS: 280 mM NaCl, 50 mM Hepes, 1,5 mM Na:HPO4 x 2 H20 (pH=7,0)

HBSS: 136,9 mM NaCl, 1 mM CaClz, 5,36 mM KCl, 0,44 mM KH2POs, 0,75
mM MgSOs x 7 H20, 0,33 mM NaxHPO4 x 2 H20, 5,55 mM gliikkéz, 10
mM Hepes (pH=7,4)

LB agar: 20 g/l LB, 16 g/l agar
LB médium: 20 g/l LB
10xPBS: 1,5 mM Nac(l, 32,18 mM KCl, 85,96 mM Na,HPOs x 2 H20, 16,9 mM

KH2PO4 (pH=6,8)

SOC: 10 mM NaCl, 2,5 mM KCI, 10 mM MgClz x 6 H20, 20 mM MgSO4 x 7
H20, 20 g/1 LB, 20 mM gliik6z

S0xTAE: 242 g/l TRIS, 57,1 ml/l ecetsav, 14,61 g/l EDTA (pH=8,5)

4.2. Sejttenyésztés

Az IL-2/15 receptorok alegységeinek Osszeszerelddését human méhnyak karcindma
(HeLa) sejtvonalon vizsgaltuk, melyet 10% (v/v) foetalis borju szérummal (FBS), L-
glutaminnal és gentamycinnel kiegészitett RPMI 1640 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
tapfolyadékban tenyésztettiink. A plazmamembréanbeli fehérjeklaszterek vizsgéalatdhoz a Kit
225 K6 vad tipusu sejtekbdl 1étrehozott FT7.10 nevii CD4" huméan T limféma sejtvonalat
hasznaltuk [165], mely stabilan kifejezi az IL-15Ra alegységet és a fehérje tartalmaz egy FLAG
epitopot is (DYKDDDK peptid szakasz), ami monoklonalis antitesttel specifikusan jelolheto.
Ezeket a sejteket is a mar emlitett médiumban tartottuk fent, azzal a kiilonbséggel, hogy 48
oranként 500 pM humdan rekombinans IL-2-t is kaptak, ezzel biztositva novekedésiiket. Az IL-
15Ra pozitiv sejtek szelekcigjat 0,8 mg/ml Geneticin (G418) hozzdadasaval biztositottuk. Az
ED40515(+) vad tipusa (IL-2-fiiggd) és az ED/IL-2 (IL-2-t kifejez6) human ATL sejtvonalakat

szintén a fenti médiumban tenyésztettiik. E10bbi sejtek 100 U/ml human rekombinans IL-2-t
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kaptak novekedésiikhoz. A sejtkultirakat steril kdriilmények kozott, 37°C-on, allandé parcialis
nyomasu CO2 atmoszféra és megfeleld paratartalom mellett tenyésztettiik (CO2 tartalom 5%),

2-3 naponta ismétlodd passzalassal, kozel allandé sejtkoncentracio fenntartasaval.

4.3. Géncsendesités RNS interferenciaval

Az FT7.10 sejtek géncsendesitését az MHC I konnytllancéara, a B2-mikroglobulinra
specifikus siRNS szekvenciaval végeztiik, melyet AMAXA Nucleofector II elektroporatorral
(AMAXA GmbH, Koln, Németorszag) juttattunk be a sejtekbe. Két anti-fom siRNS
szekvenciat tervezett szamunkra intézetiink munkatarsa, Prof. Dr. Nagy Péter, a Wistar Institute
(Philadelphia, PA, USA) Selector programjaval a kovetkezd antiszensz szalakkal:
5’CAAACCUCCAUGAUGCUGCTT és SCAAGUCUGAAUGCUCCACUTT. Kontrollként
elektroporalatlan és irrelevans (GFP-ellenes vagy negativ kontroll) siRNS-sel transzfektalt
mintakat alkalmaztunk. Mintanként 2 milli6 sejt 90 ul Nucleofector Solution V-ben felvéve, 10
ul siRNS elegyitésével keriilt a 100 pl-es transzfektalod kiivettakba. A késziilék gyartoja altal T
sejtekhez ajanlott programok koziil az optimalizalasi kisérletek soran leghatékonyabbnak
bizonyult C-16 beallitasaval tortént minden transzfekcid. A program lefutasat kovetéen 1-1
mintat kétfelé osztva, 24-lyuka plate-ben, 500-500 ul RPMI 1640 médiumban (10% FBS,
gentamycin, 800 pg/ml G418, 500 pM IL-2) tenyésztettiik, nedves kamraban 37°C-on, 5% CO2
atmoszféraban. A két siRNS szekvencia koziil az elsd bizonyult hatékonyabbnak, a tovabbi
géncsendesitési kisérletekben ezt hasznaltuk. A sejtek relevans membranfehérjéinek — koztiik
az MHC I-nek — az expresszidjat immunfluoreszcens jeldlést kovetden, aramlasi citométer
segitségével ellendriztik. Az MHC 1 konnyii- és nehézlancanak sejtfelszini expresszidja a
transzfekcid utan 24 6raval csokkent, 48 draval érte el minimumat, majd a 72 6ra mualva kezdett
hasznalatakor volt tapasztalhatd, ahol az MHC 1 expresszios szintje az eredeti 5-10%-ara

csOkkent.

A sejtek ¢letképességét fluoreszcein-diacetat/propidium-jodid festéssel —ellendriztiik

elektroporacid utan 48 oraval.

Az MHC I, MHC 11, IL-2Ra és IL-15Ra molekuldk sejtenkénti abszolut mennyiségét Dako
QIFIKIT (Dako North America, Carpinteria, CA, USA) fluoreszcens gyongyok segitségével

hataroztuk meg, a gyarto6 altal ajanlott protokollt kovetve.
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4.4. Plazmidok

A konfokalis mikroszkopos kolokalizacios és FRET kisérletekhez felhasznalt plazmid
konstruktokat, illetve azok klénozéssal torténd eldallitdsat, annak részfolyamatait foglaltam
Ossze ebben az alfejezetben. A kiindulasi konstruktokat és vektorokat a 2. tdblazat, a
kloénozassal elkészitett konstruktokat, a receptor alegység €s a fluoreszcens protein (FP) kozotti

linker szekvenciakkal a 3. tablazat mutatja be.

Kiindulasi konstruktok Forras Vektorok
pEF-NEO-GFP-IL2Ra Nagy Eva (korabbi mts.) pEGFP-C3 (Clontech)
pEF-NEO-mCherry-IL2Ra | Nagy Eva (korabbi mts.) pmCherry-C3 (sajat munka)
pEF-NEO-GFP-IL15Ra Nagy Eva (korabbi mts.) pEGFP-N1 (DKFZ)
pEF-NEO-mCherry-IL15Ro. | Nagy Eva (kordbbi mts.) pmCherry-N1 (sajat munka)
SYFP2-IL2/15Rf DKFZ (Heidelberg) pmKate2-C1 (Evrogen)
IL2/15RB-YFP Thierry Rose labor (Parizs)
ve-YFP Thierry Rose labor (Parizs)

2. tablazat: A klénozasok soran felhasznalt plazmid konstruktok és vektorok

A human IL-2Ra és IL-15Ra ¢cDNS-ét EcoRI/BamHI hasitohelyekkel pEGFP-N1 (Clontech
Laboratories, Mountain View, CA, USA) és pmCherry-N1 expresszids vektorokba klonoztuk
a fluoreszcens proteint kodolo rész elétt elhelyezkedd MCS-be (multiple cloning site). A marha
pre-prolaktin szignalpeptidjét BglII/EcoRI hasitohelyekkel vittiikk be ugyanabba a vektorba a

receptor génje elé.

Az IL-2/15Rp és yc génjét tartalmazo 1L-2/15RB-YFP és ye-YFP plazmidokat Dr. Thierry Rose-
tol kaptuk (Institute Pasteur, Parizs, Franciaorszag). Ezekben a konstruktokban az YFP
fluoreszcens proteint EGFP-re és mCherry-re cseréltiik. A megfeleld FP-t tartalmazo vektorbol
standard PCR segitségével amplifikaltuk a sziikséges DNS szakaszt, amit aztan Agel/Notl
hasitohelyekkel az adott receptor génjét kodold plazmidba ligaltunk, miutdn abbol az YFP-t
kivagtuk. A konfokalis mikroszképos FRET mérések sordn néhany kisérletben az IL-2/15R
lanc roviditett variansat hasznaltuk (B-C7), amit 279 aminosav C-terminalisrol valo
eltavolitasaval készitettiink. Az igy csupadn 7 aminosav hosszsagu intracellularis doménnel
rendelkezd alegységet kodolo DNS-t a pEGFP-N1 vektorba ligaltuk EcoRI/BamHI
hasitohelyekkel.

A TagBFP-t is kifejez6 plazmidokat, ami az ER citoplazmatikus felszinét (ER marker) ill. a
Golgit (Golgi marker) jeloli, Prof. Dr. Varnai Péter készitette el (Semmelweis Egyetem, AOK,
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Elettani Intézet, Budapest) a GFP szekvencidjanak TagBFP-re valo cseréjével, amit a
pTagBFP-C (Evrogen, Moszkva, Oroszorszag) expresszios vektorbol amplifikalt fel. Az ER
jelolé  klonozésakor a Sacl foszfatdz C-terminalisanak target szekvencidja (521-587
aminosavak) a fluoreszcens fehérje C-termindlisahoz lett ligdlva, az SGLRSRAQASNSRV
linker inzercidjaval [166], mig a fluoreszcens fehérjék Golgihoz valo toborzasahoz a Giantin

C-terminalis farok szekvenciaja (3140-3269 aminosavak) SGLRSRAQASNS linkerrel [167].

A kisérletekben pozitiv kontrollként EGFP-mCherry fuzios fehérjét kodolo pSV-EGFP-
mCherry vektort hasznéltunk. A két fluoreszcens protein kozott a kovetkezd linker szekvencia

talalhato: RDPPV.

Negativ kontrollként az N- vagy C-terminalison EGFP-t is kifejez6 IL-2Ra és az mCherry-GPI
(Dr. J. Lippincott-Schwartz laborjabol, NIH, Bethesda, MD, USA) egyiittes transzfekcigjaval
elért ko-expresszid szolgalt. A glikozilfoszfatidinozitol (GPI) horgonyzott fehérjék a
sejtmembranhoz vannak kikotve a fehérje rész C-termindlisahoz kapcsolddd acil-lancon

keresztiil. A GPI-horgonyzott fehérjék a lipid tutajokban, az extracellularis ,leaflet”-ben

halmozodnak fel [168].

Elkészitett . . Fluoreszcens
Linker szekvencia . ;oers
konstruktok protein pozicioja
IL-2Ra-EGFP cgg gat cca ccg gtc gec ace C terminalison

IL-2Ra-mCherry

cgg gat ccc gee acc

C terminalison

IL-15Ra-EGFP

cgg gat cca ccg gtc gecc ace

C terminalison

IL-15Ra-mCherry

cgg gat ccc gcc ace

C terminalison

EGFP-IL2/15Rp

tcc gga ctc aga tct cga get caa get teg

N terminalison

mKate2-1L2/15Rf

tcc gga ctc aga tct cga get caa get teg

N terminalison

1L2/15RB-EGFP

gogo ogta cCg Ccgg gCcc cgg gat cca ccg gtc gec acc

C terminalison

IL2/15RB-mCherry

ggg ota ccg cgg gee cgg gat cca ccg gtc gec ace

C terminalison

B-C7-EGFP cgg gat cca ccg gte gec ace C terminalison
B-C7-mCherry cgg gat ccc gcc ace C terminalison
B-C46-EGFP cgg gat cca ccg gtc gcc ace C terminalison
B-C46-mCherry cgg gat ccc gcc ace C terminalison
v-EGFP ggo ota ccg cgg gec cgg gat cca ccg gte gee C terminalison
ye-mCherry goo ota ccg cgg gec cgg gat cca ccg gte gee C terminalison

3. tablazat: A klénozassal elkészitett plazmid konstruktok (a felhasznalt linkerek

crer
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4.5. Klénozas
PCR (polimeraz lancreakcio)

Az egyes receptor lancok génjeit EGFP vagy mCherry fluoreszcens fehérjét kifejezd
vektorokba klonoztuk, melyekhez a sziikséges DNS szekvencidkat standard polimerdz

lancreakci6 segitségével amplifikaltuk fel.

A PCR-hez sziikséges primereket manudlisan terveztiik az alapvetd tervezési szabalyok
figyelembe vételével. A megtervezett primerek olvadasi hdmérsékletét, G-C tartalmat, hairpin-

¢s dimer-képzési hajlamat az Integrated DNA Technologies (Coralville, IA, USA) internetes

honlapjan taldlhat6 Oligo Analyzer szoftverrel (https:/eu.idtdna.com/calc/analyzer)

ellendriztiik, majd a szekvencidkat ugyanezen cégtdl vasaroltuk meg.

Tobb parhuzamos minta készitésével minden reakcidhoz, mintanként 19 pl végtérfogat a
kovetkezOket tartalmazta (jégen inkubalva): 1,5 ng templat DNS, 0,5 mM dNTP, 1 pM primer-
mix (forward és reverz primerek 1:1 aranyu keveréke nukleazmentes vizben), 1 xHF puffer és
0,1 pul Phusion DNS polimeraz (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). A késziiléket

az alabbi beallitassal inditottuk el:

= 98°C -1 perc
= rendszerint 25-30 ciklusban: 98°C — 10 mp, Tm — 20 mp, 72°C — 15-30 mp
= 72°C—4perc

Agaroz gél elektroforézis

A PCR reakci6 lefutdsa utan a kiilonb6z6 méretli DNS fragmenteket (templat DNS,
forward és reverz primer, PCR termék - amplikon), ill. a restrikcidés emésztés utan, a hasitott
vektorok ragados végli szekvencidit tartalmazo mintakat 1 %-os agardz gélen elektroforézissel
valasztottuk el egymdstdl. Ehhez 40 ml 1x TAE pufferben oldottunk 0,4 g agardzt melegitéssel,
majd szilardulas eldtt 20 pg (foszfatpufferben oldott) interkalalodé DNS festéket, ethidium-
bromidot adtunk hozza, hogy a DNS lathato legyen majd az elektroforézist kdvetden, az UV
transzilluminator hasznalatakor. A mintak gélre vald felvitelét megkonnyitendd, 6 ul Loading
Dye-t (Thermo Fisher Scientific) szuszpendaltunk minden mintdhoz. Referencia méret
meghatarozasa 1 kb-os (GeneRuler 1 kb DNA Ladder, Thermo Fisher Scientific) vagy 100 bp-
os (GeneRuler 100 bp DNA Ladder, Thermo Fisher Scientific) 1étra segitségével tortént. Az
elektroforézis 400 mA-rel, 80 V-on, 45 percig zajlott.
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DNS extrakeié agaroz gélbol

A megfelel6 méreti PCR amplikonokat az agar6z gélbodl etanolos precipitacioval
tisztitottuk ki. A DNS csikokat steril szikével kivagva a gélbdl Eppendorf csébe helyeztiik,
majd megmértiik a tomegét. A cs6 aljara akkora nagysagu lyukat vagtunk, hogy a centrifugalas
kdzben at tudjon rajta folyni a DNS-t tartalmazo gél. A gélkockékat tartalmazoé lyukas csdvet
uj steril csObe helyezve centrifugaltuk 7500 rpm-en, 5 percig, szobahOmérsékleten. A
centrifugélds sordn attort gélhez az elézdleg lemért DNS tomegével megegyez6 mennyiségben
adtunk 4°C-os, equilibralt fenolt, majd szuszpendalds utan 30 percig -72°C-on inkubaltuk.
Felolvadast kdvetden a fenolos gélt 13000 g-n centrifugéltuk 5 percig, szobahdmérsékleten. A
DNS-t tartalmazé felsé vizes fazissal tovabb dolgozva, j Eppendorf csében fenollal és
kloroformmal 1:1 ardnyban szuszpendaltuk, rovid ideig vortexeltiik majd centrifugéltuk az
el6zdleg leirt modon. A felsd fazist 1/10-ed rész 3M Na-acetattal equilibraltuk majd 2,5-szeres
mennyiségll, jéghideg, 99%-os etanollal valo rovid vortexelést kdvetden 30 percig -20°C-on
inkubaltuk. Ezutan 13000 g-n centrifugaltuk 15 percig 4°C-on, majd a feliilusz6 eltavolitasa
utan marado pelletet 500 pul, jéghideg, 70%-os etanollal mostuk. Centrifugalas utdn a feliiliszot
alaposan eltavolitottuk a cs6 aljan maradt pelletrdl, amit szaritast kdvetden 10 pl nukledzmentes
vizben oldottuk fel. A precipitalt DNS-t ilyen formaban a tovabbi felhasznalasig

(koncentracioméreés, restrikcios emésztés) -20°C-on taroltuk.

Restrikcios emésztés

Minden restrikcidés hasitast a Thermo Fisher Scientific konvencionalis restrikcios
endonukledzainak felhasznalasaval végeztiink, 20 pl végtérfogatban, a gyartd altal ajanlott

(,,double digest”) protokoll alapjan 2 6ran at, 37°C-on.

DNS tisztitas restrikcios emésztés utan

A restrikcios hasitassal a tisztitott PCR termék és az expresszos vektor kompatibilis
ragadds végei szabaddd valtak; a reakcioelegybdl a nemkivanatos pufferek és enzimek

eltavolitasa, a DNS tisztitasa fenol/kloroform-os extrakcidval tortént.
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Ligalas
A ragados végl inzert (amplikon) és vektor ligdlasdhoz a DNS koncentracidkat és
tisztasagukat NanoDrop™ 1000 spektrofotémeterrel (Thermo Fisher Scientific) ellendriztiik.

20 pl reakciod-térfogatba 50 ng plazmidhoz hozzamértiik az inzertet a kdvetkezd képlettel

kiszamolt mennyiségben:

inzerthossz [bp]

inzert [ng] = vektor [ng] 1)

vektorhossz [bp]
ahol 3<N<6. A felhasznalt inzert tdomege rendszerint legalabb haromszoros tulsulyban volt a
vektor tomegéhez képest. A ligalas két unit T4 DNS ligazzal (Thermo Fisher Scientific), az

enzim sajat pufferében 16-20 o6ran at 16°C-on tortént.

A klonozassal elkészitett szekvenciakat restrikcios hasitassal és szekvenalassal ellen6rizik. A

szekvenalast az UD-GenoMed (Medical Genomic Technologies) Kft (Debrecen) végezte el.

4.6. Kompetens sejtek preparalasa

Az Ujonnan létrehozott plazmid DNS amplifikildsat — illetve barmilyen/minden/az
Osszes plazmid konstrukt amplifikdldsdt — mesterségesen kompetenssé tett Escherichia coli
baktérium torzs segitségével végeztikk el. Ehhez el0szor kompetens baktérium tenyészetet
kellett preparalni. Ejszakai kultarat készitettiink: 5 ml LB tapoldatban szuszpendaltunk 20 pl
glycerol stock-bol kivett DH5a torzset €s 37°C-on razattuk (300 rpm) egy teljes ¢jszakan at.
Masnap a teljes csd baktérium kultarat 200 ml, 37°C-os LB-be oltottuk, majd razatva inkubaltuk
37°C-on, kdzben idénként ellendrizve az OD-jat. Az ODe00=0,375 érték elérésekor a baktérium
szuszpenziot centrifugaltuk 3000 rpm-en, 7 percig, 4°C-on majd a feliiluszo eltdvolitasa utan a
csOvet szaritottuk par percig. Ezutan a pelletet jéghideg, 60 mM CaClz, 10 mM Pipes (pH=7)
¢és 15% glicerol Osszetételll oldatban szuszpendaltuk fel, csovenként 10 ml-ben. A szuszpenziot
2500 rpm-en, 5 percig, 4°C-on centrifugaltuk és a feliiliszé eltavolitasa utdn ismét szaritottuk
a csOveket par percig, majd Gjabb 10-10 ml CaClz-os oldatban felvéve a sejteket 30 percig jégen
inkubaltuk. Ezt kovetden centrifugéaltuk 2500 rpm-en, 5 percig, 4°C-on, aztan a feliiluszot
eltavolitva mar csak 2-2 ml oldatban felvéve a baktérium sejteket egy ¢jszakan at jégen
inkubaltuk (16-20 o6ra, 4°C-on). Masnap 250 pl-enként, feliratozott fagyasztocsdvekbe

porcidztuk és a tovabbi felhasznalasig -72°C-on taroltuk.
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4.7. Escherichia coli transzformalas

A -72°C-on tarolt DHS5a ultrakompetens E. coli torzset jégre helyezve felolvasztottuk
majd 20 pl szuszpenzidhoz hozzdadtunk 1 pg plazmidot. A ligalast kovetd transzformalasok
alkalmaval egy teljes cs6 (200 ul) baktériumhoz adtuk a ligalt elegy teljes térfogatat (20 pl).
Rovid vortexelés utan a szuszpenziot 30 percig jégen inkubaltuk, majd 1,5 perc hésokk
kovetkezett 42°C-os vizfiirdon. Ezutan ismét jégre helyeztik 5 percre, majd 1 ml
szobahdmérsékletli SOC oldatot adtunk a bacikhoz és 1 dran at rdzattuk (330 rpm) 37°C-on.
Centrifugaltuk 1100 rpm-en 3 percig, majd a felliszé nagy részének eltavolitasaval 20-30 pl-t
hagytunk a csé aljan. Szuszpendalds utan szélesztettik 1,5 % agaros antibiotikumos
szobahOmérsékleti plate-re. Az agar plate-et 16-20 orara fejjel lefelé 37°C-os, szaraz

termosztatba helyeztiik.

Az inkubalasi id6 elteltével a megfeleléen felndtt baktérium-tenyészetbol 1-1 kiilonallo telepet
steril pipettaheggyel atoltottunk 5-5 ml folyékony LB tapoldatba, mely tartalmazta a plazmid
rezisztenciajanak megfeleld antibiotikumot (25 pg/ml kanamycint vagy 100 pg/ml ampicillint).
16-20 6ras, 37°C-on valo razatas (300 rpm) utan 4°C-on taroltuk a tovabbi felhasznalasig (DNS

preparalas/tisztitas, glycerol stock készitése).

4.8. Plazmid tisztitas

A baktérium altal felszaporitott DNS preparalasat GenElute™ Plasmid MiniPrep Kit
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) segitségével, a gyarto protokollja alapjan végeztiik el. A

crer

hasznalataval tortént.

4.9. Tranziens transzfekcio

A HelLa sejtek tranziens transzfekciojat 8-lyuka kamraban, FuGene HD transzfekcios
reagens (Promega, Madison, WI, USA) segitségével végeztik el. A GFP vagy mCherry
fluoreszcens fehérjét is hordozo receptor alegységek ko-transzfekcidjahoz a felhasznalt
plazmidok mennyiségét el6zdleg optimalizaltuk, a kozel azonos expresszidos arany elérése
érdekében. A transzfekciot megel6zéen 24 oraval 10* HeLa sejtet raktunk 8-lyuk, lyukanként
1 cm? alapteriileti mikroszkopos kamraba (ibidi, Miinchen, Németorszdg), 300 pl

tapfolyadékba. Lyukanként 0,4 pul FuGene HD ¢és 80-160 ng DNS elegyét szérum- és
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indikatormentes Opti-MEM oldatban (Thermo Fisher Scientific) szuszpendaltuk 6ssze. 20 perc
szobahOmérsékleten torténd inkubaciod elteltével, a transzfekciés mix 5-5 pl-ét ovatosan a
sejtekhez pipettaztuk. A transzfekcio utdn 24 ordval, kozvetleniil a mérés elott, lecseréltiik a

tapoldatot a sejtekrdl Leibovitz’s L-15 (Thermo Fisher Scientific) ,,imaging” médiumra.

4.10. Retroviralis transzdukcio, stabil sejtvonalak 1étrehozasa

A citokin receptorok alegység-Osszeszerelddésének intracellularis vizsgalatahoz az
egyes alegységeket stabilan expresszalo HelLa sejtvonalakat hoztunk I1étre viralis
transzdukcidval. Ehhez un. pakold sejtvonalként HEK293T human embrionalis vesesejteket
hasznaltunk (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium-ban tenyésztve), melyeket a transzdukciot
megeléz8 napon 10 cm? -es sejttenyésztd petribe plételtiink (2x10° sejt/petri). A retroviralis
pBMN-Z-IN (Addgene plazmid #1735) transzfer vektorba (6. édbra) a lacZ helyére el6zdleg
BamHI/Sall hasitohelyekkel ligaltuk a megfeleld receptorlanc ¢cDNS-ét (IL-2Ra, IL-2/15R

vagy Ye).
9504) Amp-R pBR
(9415) Scal |
PshAl (1271)
Srfl (1495)
R BstEIl (1598)
..... 8 pBR SexAl * (1726)
BsrGl (1793)
A pLXSN 5 1843 .. 1865
o ~_pBABE 5' (1881 ..1897)
i
EcoNI (1903)
\ Bglll (1930)
pBMN 5 4
'E' BamHI (2299)
| PBMN-Z-IN
1 9798 bp
- 1 UC Forward
(6916) Rsril
(6902) Nael
{6900) NgoMIV
(6832) Ncol
16805) Sphl
6345) Neo-R
(6237) BmgBI
(6089 .. 6108) IRES-F
(6034) Aarl
Ty S I BsaBl* (3941)
{5862 .. 5879) IRES reverse Bell* (3956)
{5755) Sall MauBl (4108)
(5381) Bsiwl
(5375) BstZ171 Afel (4445)

6. abra: A pBMN-Z-IN retroviralis vektor plazmid térképe (www.addgene.org)

36



Kalcium-foszfatos modszerrel transzfektaltuk a pakold sejtekbe a receptor inzertet tartalmazé
transzfer vektort, a VSVG és PAX2 csomagolo (,,helper”’) plazmidokat egyiitt, sorban 17-12-4
ug (egy mintara szamolt) mennyiségben, 125 pul 2M CaClz és 1 ml 2xHBS felhasznalasaval. 15
perc inkubalds utdn az egész elegyet hozzacsepegtettiik a sejtekhez. 5 perccel a mix hozzdadasa
el6tt, a transzfekceiot segitendd, chloroquine-t mértiink a sejtekre (25 uM végkoncentracidban).
A 37°C-os, elkiilonitett sejttenyésztd inkubatorba helyezett sejteken 4-6 oOra elteltével a
médiumot friss DMEM-re cseréltiik. 48 oraval késébb a mar érett virusokat tartalmazé
felilliszot a sejtekrél oOvatosan fecskenddvel leszivtuk és 0,45 pum-es fecskenddsziirdn
atszlirtiik. Az el6z6en 6-lyuku sejttenyésztd plate-be (0,5x10° sejt/2 ml médium/lyuk) kirakott
HeLa sejteken a tapfolyadékot virusos feliiluszora cseréltiik. Az infekcid hatékonysaganak
novelése érdekében 10 pg/ml polybrene-t (Sigma-Aldrich) mértiink a sejtekhez. Haromféle
infekcios modszert teszteltiink parhuzamosan: 5 o6raval késébb egyiknél 1 ml friss médiummal
higitottuk a sejteken a virusos feliiliszot, masiknal friss virusos feliiliszora cseréltiik a sejteken
1évot (friss polybrene hozzdadasaval), a harmadikat érintetleniil hagytuk. A maradék virusos
feliiluszot 1égmentesen lezarva, 24 orara 4°C-os hiitébe tettiik. Kovetkezo reggel mindharom
modszernél a sejtekrdl eltavolitottuk a tapoldatot majd friss, 37°C-ra el0melegitett virusos
feliilszot és 10 pg/ml polybrene-t mértiink hozzajuk (,,boosting”). 4-6 6ra elteltével a sejteket
a sajat tapoldatukban (RPMI 1640) 2x mostuk, majd 10j sejttenyésztd flaskdban, friss
médiumban szuszpendalva 37°C-os normal sejtteny€sztd inkubatorba helyeztiik 48 orara. A
tapfolyadékhoz — az el6zdleg meghatarozott sejt-pusztulasi gorbe alapjan — 0,75 mg/ml G418

antibiotikumot is adtunk, biztositva a sikeresen transzdukalt sejtek pozitiv szelekciojat.

A receptor alegységek kifejezodését immunfluoreszcens jelolést kovetden konfokalis
mikroszkoppal ellendriztiik. Az adott receptor lancot stabilan expresszalo sejtvonalakra a

tovabbiakban a HeLa-IL-2Ra, a HeLa-3 és a HeLa-y. elnevezéseket alkalmaztuk.

4.11. Antitestek jelolése fluoreszcens festékekkel

A sejtek membranfehérjéinek immunfluoreszcens jeldléséhez a hibridoma feliiluszobol
preparalt vagy jeloletleniil véasarolt antitestekhez szukcinimidil-észter csoporttal rendelkezd
Alexa Fluor festéket (Thermo Fisher Scientific) konjugéltunk. 500 pg antitestet 250 pul PBS-
ben higitottuk és hozzaadtunk 2-5 ul Alexa Fluor 488, 546 vagy 647 festéket, majd az igy kapott
elegy pH-jat 25 pl 1M NaHCOs oldattal allitottuk be (pH~8,3). 1 6rdn &t, sotétben,

szobahdmérsékleten, kevertetve inkubaltuk. Az inkubalasi id6 alatt megjelolddott antitesteket
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ezt kovetden Sephadex G-50 gélt tartalmazo oszlopon valasztottuk el a nem kotddott festék

crcr

4.12. HeLa-IL-2Rao, HeLa-f és HeLa-y. sejtek immunfluoreszcens jelolése

A viralis transzdukcidval létrehozott HeLa-1L-2Ra, HeLa-3 és HeLa-yc sejtvonalak nem
fejeznek ki semmilyen fluoreszcens fehérjét, ezért sejtmembranbeli expresszidjukat
immunfluoreszcens jeloléssel tettiik lathatova. A jelolés eldtt 24 oraval 8-lyuki kamraba tettiink
lyukanként 1,5x10* sejtet, 300 ul médiumban. Jéghideg HBSS oldattal valé mosast kdvetden a
antitestekkel inkubaltuk 30 percig jégen, majd a nem kotddott antitestek eltavolitasa végett
kétszer mostuk jéghideg HBSS oldattal, végiil fixaltuk 2% formaldehid/HBSS oldattal. A
jelolés soran a kovetkezd egér antitesteket hasznaltuk (melyeket el6zdleg Alexa Fluor 546
festékkel konjugaltunk): az IL-2Ra citokinkdtd epitopjat felismerd anti-Tac (Repligen
Corporation, Waltham, MA, USA), az IL-2/15RB-hoz ko6t6d6 MikP3 (BD Pharmingen, San
Diego, CA, USA) és a yc alegységre specifikus TUGh4 (BD Pharmingen).

4.13. FT7.10 sejtek immunfluoreszcens jelolése

Az FT7.10 sejtek membranfehérjéinek jeloléséhez a kovetkez6 monoklonalis
antitesteket hasznaltuk fel: az IL-2Ra citokinkotd epitdpjat felismerd anti-Tac (Repligen
Corporation); az IL-15Ra-hoz k&tddd anti-FLAG-M2 (Sigma-Aldrich) vagy 7A4-24, melyet
Dr. T.A. Waldmann-t6l (NIH, Bethesda, MD, USA) kaptunk; a transzferrin receptort felismerd
MEM-75 (Exbio Praha, Praga, Csehorszag); és a GPI-horgonyzott CD48 fehérje elleni MEM-
102 (Exbio Praha). Az MHC I nehézlancara specifikus W6/32 monoklonalis antitestet termeld
hibridomat, a f2-mikroglobulinhoz k6t6dé L368-at termeld hibridomat és az MHC II (HLA-
DR)-t felismeré L243-at termeld hibridomat F. Brodsky-t6l kaptuk (University of California,
San Francisco, CA, USA).

A jelolést megelozden Alexa Fluor 488, 546, vagy 647 (Thermo Fisher Scientific) fluoreszcens
festékek szukcinimidil-észteréhez konjugaltuk az antitesteket. A sejteket jéghideg 1xPBS-ben
percig jégen, majd kétszeri 1xPBS-es mosas utan fixaltuk 1% formaldehid/HBSS oldattal. Az
aramlasi citometrids mérésekhez hasznalt mintak a jelold csovekben jégen maradtak a

felhasznalasig.
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4.14. Kolokalizaciéo meghatarozasa konfokalis mikroszkopiaval

A konfokalis képalkotas alapelve Marvin Minsky-tdl szarmazik (1961-bdl) melynek
Iényege, hogy egy vagy tobb fokuszalt 1ézernyaldbbal megvilagitva a mintat, csak egy, az
objektiv és a tubuslencse rendszerének hatulsé fokuszpontjdban elhelyezett résen, ,,pinhole”-
on keresztiil érkezd emittdlt fluoreszcencia intenzitast detektaljuk. Ez biztositja, hogy a
képalkotasban csak az objektiv eliilsé fokuszsikjabol szarmazo6 fotonok vesznek részt, igy a
mintarél vékony ,,optikai szeleteket” vehetiink fel, melynek vastagsaga a pinhole méretétdl fiigg

[170].

Két fehérje kolokalizaciojanak mértékét, azaz egylittes el6fordulasdt néhanyszaz nm-es
felbontassal jellemezhetjiik a Pearson-féle keresztkorrelacios egyiitthatoval, amit a konfokalis

mikroszkopos képekbdl az alabbi képlettel szamolhatunk ki:

_ ZiZ/(xf,j _;)(J’i,_/ —;)
VZ (5 {EE )

ahol xi; és yi; fluoreszcens pixel értékek az x és y képek i, j koordinatainal (az x és y képek a

C 2)

minta ugyanazon detektalt részébdl, de két kiilonbozo, a jeldlt fehérjéknek megfeleld
csatorndjabol szarmaznak). Az elméleti maximum C = 1, ami azonos képekre, mig a 0-hoz

kozel eso érték a jelolt fehérjék egymastol eltérd lokalizacidjara utal [159].

A receptor alegységek kolokalizaciojat a kiilonb6z6 organellumokban néhanyszaz nanométeres
feloldassal a konfokalis képek Pearson-féle korrelacios analizisével értik el. A zaj
mérsékléséhez a képeken 5x5 pixeles Gauss-filtert haszndltunk. Az ER-hez vagy a Golgihoz
tartozo pixeleket a fentebb leirt markerek segitségével azonositottuk. Pearson-féle korrelacios
koefficiens szamitdsaval hatdroztuk meg a kolokalizdcid6 mértékét a zold (EGFP) és voros
(mCherry) detektalt csatornak pixelintenzitasai kozott [ 159] a munkatarsam, dr. Mocsar Gabor
altal irt MATLAB (Mathworks Inc., Natick, MA, USA) algoritmus alkalmazasaval. Csak azok
a pixelek lettek figyelembe véve az analizisnél, amelyek intenzitasa legalabb az egyik
csatorndban meghaladta a bedllitott kiiszobértéket (az atlagos autofluoreszcencia intenzitas
kétszeresét). Pozitiv kontrollként az EGFP-mCherry fuzids fehérjét hasznaltuk. Negativ
kontroll esetén minden minta képeinek pixeleibdl tobbszords randomizalassal (1000x) készitett

képekbdl lett meghatarozva a korrelacios egyiitthato [171].
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4.15. FRET hatasfok meghatarozasa konfokalis mikroszképiaval

A fehérje-fehérje interakciok molekularis szintii vizsgalatat a konfokalis mikroszkoppal
végzett kolokalizacids méréssel elérhetd maximalis, néhdnyszaz nm-es feloldds nem teszi
lehetdvé. A szubcellularis szintli, intermolekuléris kdlcsonhatdsok vizsgalatat elérhetjiik az

altalam is alkalmazott médszer, a rezonancia energiatranszfer segitségével.

Elméletét Theodor Forster 1946-ban irta le, rola elnevezve Forster (-féle, vagy -tipusu)
rezonancia energiatranszfernek (roviden FRET-nek) hivjuk az olyan sugarzdsmentes
energiadtadast, mely dipdl-dipdl kolcsonhatas (rezonancia) révén jon létre két, megfeleld
spektroszkopiai paraméterekkel rendelkez6 (un. donor €s akceptor) fluorofér molekula kdzott.
A spektroszkopiai feltételek a kovetkezok: a donor emisszids és az akceptor abszorpcios
spektrumanak 4t kell fednie egymassal, a molekuldknak megfeleld relativ orientacioval kell
rendelkezniiik, 2-10 nm tavolsagon beliil. Az energiatranszfer kdvetkeztében a gerjesztett donor

molekula visszakeriil alap allapotba, mig az akceptor molekula gerjesztddik és megfeleld

cres

Az energiatranszfer hatasfoka a donor-akceptor tdvolsag (R) hatodik hatvanya szerint csokken,
ami lehetévé teszi molekularis tavolsdgok vizsgalatat, ha ismert az a donor-akceptor parra
specifikus tavolsag (Ro, Forster radiusz), ahol a transzfer hatasfoka 50%.
_ _R§
— pé
Ry+R®

3)

Az energiatranszfer érzékeny tavolsagfliggése lehetévé teszi szamos biologiai alkalmazasat
[172]. A vizsgéalni kivant fehérjék molekularis kozelségére kovetkeztethetiink mintegy
spektroszkopiai vonalzoként haszndlva a modszert [173]. Tobbféle lehetoség adodik a
mikroszkopos FRET meghatdrozéasra (donor vagy akceptor fotohalvanyitas - photobleaching,
intenzitdsmérésen alapuldé FRET), illetve dramlési citométerrel is mérhetiink energiatranszfert,

amely segitségével rovid 1d0 alatt nagyszamu sejt vizsgalhato.

A transzfektalt HeLa sejteken a citokin receptorok lancai kozott a molekularis egyiittallast 2-
10 nm-es szinten mikroszkopos, pixelenkénti FRET technikaval [174, 175] vizsgaltuk, LSM
880 (Carl Zeiss, Jena, Németorszag) vagy TCS SP5 II (Leica Microsystems GmbH, Wetzlar,
Németorszag) konfokalis mikroszkopok segitségével. Az EGFP gerjesztéséhez egy argonion
l1ézer 488 nm-es vonalat, az mCherry gerjesztéséhez 543 nm-es (Zeiss) vagy 594 nm-es (Leica)

HeNe 1ézert hasznaltuk. A fluoreszcencia intenzitasokat 3 csatornaban detektaltuk: /; — donor
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(ex: 488 nm, em: 500-550 nm), I> — transzfer (ex: 488 nm, em: 604-687 nm) és I3 — akceptor
(ex: 543 vagy 594 nm, em: 604-687 nm), melyeket a kovetkez6 egyenletekkel lehet kifejezni:

I,=1,(1-E)+B,
I,=1,(1-E)S,+1,S,+I1,Ea+B, 4)
I,=1,+B,

ahol az E a (latszolagos) FRET hatasfok egy pixelben, /p a donor intenzitdsa az 1. csatorndban,
ami FRET hidnyaban lenne jelen €s az /4 az akceptor intenzitdsa a 3. csatorndban. A spektralis
atvilagitasi faktorokat, az S1 = (I>-B2)/(11-B1) és S2 =(12-B2)/(13-B3) képletek alapjan szamoltuk
ki azon mintakbol, ahol a sejtek egyszeresen voltak transzfektdlva EGFP-vel (mint FRET
donor), vagy mCherry-vel (akceptor). A hattér korrekcid6 minden csatornaban az atlagos
autofluoreszcencia intenzitasok (B, B2, B3) levonasaval tortént, amiket a nem-transzfektalt
sejtek alapjan hatdroztunk meg. Az o faktor, amit az azonos mennyiségben kifejezddo
gerjesztett donor és akceptor fehérjék donor és transzfer csatornakbol érkezd fluoreszcencia
intenzitasai hataroznak meg, a pSV-EGFP-mCherry fizios plazmiddal transzfektalt sejtekbdl
(a két fluoreszcens fehérjét 1:1 aranyban kifejezve), a kovetkezo képlettel szamolhato ki [175]:
(1, - B,)S, +(1+ s [ end™ ) (1, - B,) S, — (1, - B,)

a= (11—31) 5)

ahol &2(488)~53000 M'cm™, £4(488)~5040 M'cm™ az EGFP és az mCherry extinkcids
koefficiensei a donor gerjesztési hullamhosszan [176, 177]. Az energiatranszfer hatasfokat (£)
minden donor- és akceptor FP-vel jelolt fehérjét ko-expresszald mintara az alabbi képlet szerint

hataroztunk meg:

1

_1+1[(12_32)—52(13—33)_&}

a (1,-B,)

Az atlagos FRET hatasfok egy pixelben vagy egy sejtben a donor €s az akceptor festékek relativ
szamatodl fiigg. A pozitiv kontroll mintdkban a donor és az akceptor azonos mennyiségben
fejezddik ki, lehetové téve az akceptor/donor expresszids arany (N4+/Np) meghatarozasat a tobbi
mintaban is [175].
N, _(1,-B)(1-E) )
Ny (1 1~ B, ) 0
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Q: a pozitiv kontroll FRET-tel korrigalt akceptor/donor fluoreszcencia intenzitds aranya. A

mérési adatok analizise sordn az 1 - 3 k6zotti akceptor/donor aranyu sejteket vettiik figyelembe.

Az endoplazmatikus retikulum és a Golgi apparatus azonositasdhoz TagBFP-t is kifejezd (Sacl
¢s giantin) plazmidokat haszndltunk, a donor és akceptor fehérjék plazmidjainak ko-
transzfekcidja mellett. fgy organellum-specifikus moédon tudtuk a FRET adatokat analizalni
azokban a pixelekben, ahol a TagBFP fluoreszcencia intenzitasa egy beallitott kiiszobérték
felett volt. A 405 nm-en gerjesztett kék fluoreszcens fehérje (TagBFP) hasznélatdnak eldnye,
hogy nem interferal a FRET mérésekkel, nem befolyasolja a zold-vords donor-akceptor par
kolcsonhatasat. A mérési adatokat a FiJi Imagel [178] programmal, RiFRET plugin [179]
hasznalataval értékeltiik ki.

4.16. FRET hatasfok meghatarozasa aramlasi citometriaval

.....

FRET mérések segitségével vizsgaltuk. A mérésekhez egyszeresen (csak donor vagy csak
akceptor) €s duplan (donor- (Alexa Fluor 546) illetve akceptor- (Alexa Fluor 647) festékkel
konjugéalt monoklonalis antitestekkel) jelolt sejteket hasznaltunk. FACSAria III (BD
Biosciences, San Jose, CA, USA) aramlasi citométerrel az 6sszes sejtrél harom csatornaban (77,
1> és I3 - donor, FRET és akceptor) detektaltuk a fluoreszcencia intenzitasokat. A kdvetkezd
gerjesztési hullamhosszakat és detektalasi tartomanyokat alkalmaztuk: 561/595+25, 561/>635
és 633/>635 nm. Az S1, Sz és S3 atvilagitasi faktorok és a donor és az akceptor detektalasi
hatékonysagat jellemzd o faktor egyszeresen jelolt (csak donoros vagy csak akceptoros)

mintakbdl lettek meghatarozva [180].

A doglott sejteket kizartuk az analizisbdl az oldalszoras/eldre szoras dot plot-ok alapjan. A
FRET adatokat az intézet kordbbi munkatarsa altal irt REFLEX nevii programmal [181]
értékeltiik ki. A harom csatorndban detektalt intenzitasokbol az atlagos FRET hatasfok, E, a
teljes gyengitetlen donor intenzités és a teljes akceptor intenzitds minden sejtre meghatarozhato
[180]. Akceptor/donor aranyok meghatdrozasa a kovetkezOképpen tortént: az Alexa 647-
W6/32-vel jelolt MHC 1 akceptor csatornaban mért atlagos sejtenkénti intenzitasanak (E) és
az Alexa 546-W6/32-vel jelolt MHC I fehérjék donor csatornaban mért atlagos sejtenkénti

intenzitasinak (/) ardnya normalizdlva a W6/32 antitest festék/protein (F/p) jelolési
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aranyaival. Ez megadja a donor és az akceptor festékek relativ detektalasi hatékonysagat a két

csatornaban.

_ E/(F/p)A647—W6/32 8)
IlD /(F/p)A546—W6/32

Az 6sszes duplan jelolt minta esetén az N4/Np arany az alabbi képlettel kiszamithato (példaként

donorként az anti-Tac-kal jelolt IL-2Ra, akceptorként a W6/32-vel jelolt MHC I szerepel):

N, :i L (FI D) sy won
Ny QI7/(F D) ssss-anii-rac

9)

4.17. Golgi izolalas ATL sejtekbol

Az EDA40515(+) vad tipusu sejtekbdl (48 oras IL-2 megvonast kovetden) és az ED/IL-2
sejtekbodl Golgi apparatust tartalmazo frakcidkat izolaltunk ultracentrifugalassal, Golgi izolalo
kit (Sigma-Aldrich) segitségével. 4-8x10% ATL sejtet mostunk (prote4z inhibitor koktélt és
PhosSTOP foszfataz inhibitort - Sigma-Aldrich - tartalmazo) 0,25 M szukrdz oldatban, majd a
feliiluszo eltdvolitasa utan megmértiik a sejtpelletet, melyet g-onként 1 ml 0,25 M szukrdz
oldatban szuszpendaltunk. A sejtszuszpenzidt (homogenizalo livegesdbe attéve) a dugattytr 50-
70-szeri fel-le mozgatasaval homogenizaltuk, majd a homogenizatumot 3000 x g-n 15 percig

4°C-on centrifugaltuk. A  feliilusz6t 1) csébe atmérve, meghataroztuk annak

crer

0,25%V s 10)

msejt + Vpuﬁér

[szukréz] =

Viugrer: 0,25 M szukroz oldat térfogata ml-ben, mser: @ megmért sejttdmeg grammban kifejezve
(centrifugalas utani pellet). Az 1,25 M végso szukrdzkoncentracid beallitdsahoz az alabbi

képlettel meghatarozott térfogat 2,3 M szukrdzt adtunk a feliiliszoéhoz:

_ Vfélﬁlu'szo' x (13 25— [Szukréz])

V. . . =
szukroz 1’ O 5

1)

A kovetkezd szukroz gradiens frakciokat rétegeztik egymasra egy ultracentrifuga csébe:
legalulra 1,84 M oldat, amire a minta réteget mértik (1,25 M-ra bedllitott
szukrézkoncentracioval), majd 1,1 M és legfeliil 0,25 M szukr6z oldat. A rétegzett mintakat

120000 % g-n 3 6ran at 4°C-on centrifugéltuk az Orvosi Vegytani Intézet (fix rotort) Beckman
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ultracentrifugdjaban. A Golgi-ban gazdag frakcid a centrifugalds utan az 1,1 és 0,25 M szukro6z

oldatok interfazisaban helyezkedett el. Az izolalas minden 1épését jégen vagy 4°C-on végeztiik.

4.18. Fehérjék kimutatasa Golgi izolatumokban Western-blot technikaval

Az ATL sejtek teljes sejtfrakcioit és Golgi izolatumait protedz inhibitort és foszfataz
inhibitort (1:100) tartalmazé fehérje lizis pufferben oldottuk 4°C-on majd fehérje
lizatumokat azonos térfogatll denaturald pufferrel elegyitettiik és elfoztiik (99°C, 10 perc).
Mintanként 20 pg fehérjét 8%-os SDS—poliakrilamid gélen vélasztottunk szét, majd PVDF
membranra blottoltunk. A membrant 5% BSA-s TTBS-ben val6 blokkolés utan a 0,5% tejporos
vagy BSA-s TTBS-ben higitott elsddleges antitestekkel egész ¢jszakéan at inkubaltuk 4°C-on,
billegtetve. Az ER ¢s Golgi jelenlétén kiviili lehetséges szennyezd organellumok azonositasat
specifikus antitestekkel (4. tablazat) végeztiikk. Ezutan 3x15 perces TTBS-ben torténd mosas,
majd a tormaperoxidaz-konjugalt masodlagos antitestekkel (Advansta Inc.) egy oran at,

szobahOmérsékleten vald inkubalas kovetkezett. A fehérje savokat peroxidaz eldhivo oldattal

(ECL Kit: WesternBright ECL HRP substrate, Advansta Inc., San Jose, CA) tettiik lathatova.

Elsédleges Masodlagos
. & Antigén/Fehérje Host Higitas Gyarto . &
antitest antitest
p-JAK1 . rabbit Santa Cruz Goat anti-Rabbit
foszforilalt JAK 1 1:1
(Tyr 1022) oszforilaltJ polyclonal 000 Biotechnology IgG (H+L) HRP
Donkey anti-
p-JAK3 foszforilalt JAK3 goat 1:1000 Santa Cruz |5 1eG (HHL)
(Tyr 980) polyclonal Biotechnology
HRP
mouse Santa Cruz Goat anti-Mouse
Y2 foszfotirozi 1:2
pY20 osziotrozin monoclonal 000 Biotechnology | IgG (H+L) HRP
mouse Goat anti-Mouse
Mik IL-2/15R| 1:1 BD Pharmi
ikp3 /15R monoclonal 000 armingen IgG (H+L) HRP
rat . Goat anti-Rat
TUGh4 Yo monoclonal 1:2000 BD Pharmingen 19G (H+L) HRP
. . . rabbit Goat anti-Rabbit
anti-GM130 GM130 (cis-Golgi) monoclonal 1:5000 Abcam 1gG (H+L) HRP
anti- rabbit Goat anti-Rabbit
Ireticulin (ER 1:1 A
Calreticulin Calreticulin (ER) monoclonal 0000 beam IgG (H+L) HRP
LAMPI : s :
anti-LAMP1 (lizoszomarkésdi rabbit 1:1000 Abcam Goat anti-Rabbit
. polyclonal IgG (H+L) HRP
endoszoma)
anti-Rab1 1 Rabl1 (rec’irkulélc') rabbit 1:1000 Cell Signaling Goat anti-Rabbit
endoszéma) monoclonal Technology IgG (H+L) HRP
rabbit ) Cell Signaling Goat anti-Rabbit
D3HIQ MDRI/ABCBI monoclonal 1:1000 Technology IgG (H+L) HRP

4. tablazat: A fehérjék kimutatasahoz hasznalt antitestek
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4.19. Statisztikai elemzés

A statisztikai elemzésekhez Student’féle t-tesztet hasznaltunk (helyenként Holm-Sidak
korrekcioval) a GraphPad Prism (GraphPad, La Jolla, CA, USA) program segitségével. Azokat

a valtozasokat tekintettiik szignifikdnsnak, ahol p<0,05 volt.
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S. EREDMENYEK
5.1  IL-2/15 receporok intracellularis 6sszeszerelodése

5.1.1. A ko-transzfektalt IL-2/15 receptor alegységek részleges kolokalizaciot mutatnak

az ER és a Golgi teriiletén

Az IL-2-termeld sejtek esetén a sejtfelszini receptorokat (€s az exogén IL-2-t) célzo
blokkol6 antitestek hatastalansagéra elképzelhetd magyarédzat lehet az, hogy az IL-2 receptorok
mar eldre Osszeszerelddnek a szintézisiiket kovetden és az endogén IL-2-t felhasznalva
elinditjak a jelatvitelt, még miel6tt elérik a plazmamembrant. Ezért célul thztiik ki a receptor
alegységek kolokalizacidjanak és molekularis kozelségének vizsgalatat a szekrécios uton az
ER-ben ¢és a Golgi-ban. Az alabbi sematikus rajz (7. dbra) a kisérleteink soran vizsgalt receptor
alegységeket ¢és az alkalmazott kontrollokat &brazolja. Az alegységek intracelluléris
doménjeinek hosszat (aminosavak szamaval) is feltiintettem. Az altalunk modellrendszerként
hasznalt HeLa sejtvonal a vizsgalando6 receptorok egyik alegységét sem fejezi ki, igy azokat
ko-transzfekcioval, N- vagy C-terminalisukon fluoreszcens fehérjével megjeldlve juttattuk be

a sejtekbe a mérések eldtt 24 éraval.

]
o
o
—
a
.
U}
w

mCh - GPI
) mCh - GPI

) IL-2Ra-EGFP

13 7 '&.;E: EGFP + mCh ; '
5 37 as z P Negativ
as 86 E ' i ' . kontroll 2 Negativ
% 3 | %: Negativ kontroll 3
w = kontroll 1
23856 Pozitiv .
kontroll Citoplazma

7. abra: 1IL-2/15 receptor alegységek és kontrollok sematikus dabraja
A FRET mérések soran a receptorlancok N- vagy C-terminalisukon EGFP (donor) vagy
mCherry (akceptor) fluoreszcens proteint hordoztak.
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Az €16 HeLa sejtek kiilonboz6 intracellularis kompartmentumaiban a receptorlancok (membran

domén szintll) egyiittallasat elészor a kozottik 1évé  kolokalizacio  mértékének

meghatarozasaval ~200-300 nm felbontassal, konfokalis mikroszkop segitségével vizsgaltuk.

A kolokalizaciéo mértéke a két csatornaban késziilt kép z6ld és vords pixel intenzitdsai kdzotti
Pearson-féle korrelacios koefficiensek (C) meghatarozasaval fejezhetd ki, amelyeket az 5.
tablazatban foglaltam 0ssze. Ennek a paraméternek a maximalis értéke 1 a teljes mértékben
atfedd eloszlasok esetén, egymastdl fliggetlen eloszlasoknal 0, és negativ, ha egymast

kolesondsen kizarjak.

Korrelacios koefficiens C, atlag + s.d. (n)
Kolcsonhato partnerek

ER Golgi Plazmamembran Teljes sejt

Pozitiv k. (EGFP-mCherry) 0,93 + 0,01 (13)
Negativ k. (randomizalt képek) 0,00 + 0,00 (13)
IL-2/15RB + 1, (C) 0,55+ 0,22 (13) | 0,50+ 0,16 (15)

IL-2Ro. + B-C7 (C) 0,70+ 0,14 (16) | 0,69+ 021 (18) | 0,83 % 0,06 (27)

IL-15Ra + B-C7 (C) 0,62+ 0,07 (10) | 0,67+0,19 (10) | 0,83 0,06 (18)

IL-2Rq + IL-15R0 (N) 0,54+ 0,21 (12) | 0,48 +0,23 (10) | 0,89 0,05 (15)

v, +7. (C) 0,50 + 0,33 (10) | 0,68 = 0,32 (16)

5. tablazat: Pearson-féle korrelaciés koefficiensek: donorral és akceptorral jelolt protein
parok, az elsd receptor alegység EGFP-vel, a masodik mCherry-vel volt jelolve. A jeldlés

crcr

sejtek szamanak feltiintetésével.

Az EGFP-vel vagy mCherry-vel jelolt kiilonb6zd alegységek kolokalizaciojardl készitett

konfokalis mikroszkopos képeket a kdvetkezd oldalakon mutatom be.
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A pozitiv kontrollként hasznalt EGFP-mCherry fizids fehérje, amelynél a zold és a vords
csatornaban 1év0 intenzitasok homogén sarga szinii atfedd képet eredményeznek, magas atlagos
korrelacios koefficienssel rendelkezik (C=0,93) (5. tdblazat, 8. dbra). A negativ kontrollnal, a

tobbszordsen randomizalt képek pixeleibdl a kolokalizacids egyiitthato értéke 0-nak adddott.

Donor csatorna - EGFP-mCherry|fazids fehérje- Akceptor csatorna

Atfedés Tranéz‘mis-sziés kép

8. abra: Az EGFP-mCherry fuziés fehérjérol (pozitiv kontroll) késziilt konfokalis
felvétel
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A sejt-organellumokat kék szinii fluoreszcens fehérjével, TagBFP-vel jelolt ER/Golgi rezidens
proteinek segitségével azonositottuk, igy a receptor alegységek kolokalizaciojat organellum-

specifikus modon tudtuk tanulmanyozni.

A vy-EGFP és az IL-2/15RB-mCherry kolokalizacioja az ER-ben és a Golgi-ban csak részleges
volt; amellett hogy voltak olyan teriiletek, ahol mindkét fehérje hasonld intenzitast mutatott,
olyan régiok is eléfordultak, ahol az egyik vagy a masik receptorlanc dominalt (9. abra). A
részleges kolokalizacidora utal a korrelacids egylitthatd pozitiv kontrollhoz viszonyitott

alacsonyabb értéke is (0,55 az ER-ben ¢s 0,5 a Golgi-ban).

IL-2/15RB-mCherry

Atfedés

9. abra: A y-EGFP és az IL-2/15RB-mCherry Ko-transzfekcidjarol készitett
konfokalis mikroszképos felvétel (ER-t azonositd organellum-jel616 jelenlétében)
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Az IL-2Ra-EGFP és a B-C7-mCherry (az IL-2/15Rp alegység C-terminalison roviditett
verzidja) esetében, az ER-ben és a Golgi-ban is magasabb korrelacio volt mérhetd (C=0,7), és

még magasabb a plazmamembranban (C=0,83).

IL-2Ra-EGFP B-C7-mCherry

Atfedés Golgi marker

10. abra: IL-2Ra-EGFP és p-C7-mCherry ko-expresszié (Golgi marker jelenlétében)
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Az IL-15Ra-EGFP és a B-C7-mCherry esetén hasonlé tendenciat kaptunk: részleges
kolokalizacié az ER-ben és a Golgi-ban (C=0,62 és 0,67) és nagyobb mértékii a plazma
membranban (C=0,83).

IL-15Ra-EGFP B-C7-mCherry

Atfedés ER marker

11. abra: IL-15Ro-EGFP és p-C7-mCherry ko-transzfekeiorol késziilt konfokalis kép
(ER-jeloldvel)

Az EGFP-IL-2Ra és az mCherry-IL-15Ra alegységek (12. abra fels6 panelei) kdzepes C értéket
adtak az ER/Golgi tertiletén (0,54 és 0,48) és igen magas értéket a plazmamembranban (0,89).
A ko-transzfektalt ye-EGFP és yc-mCherry kolokalizacidja (12. abra alsé panelei) az ER-ben és
a Golgi-ban szintén részleges volt (C=0,5 és 0,68). A yc lanc sejtfelszini gyenge fluoreszcencia
intenzitasa nehezen elkiilonithetd az autofluoreszcenciatol, ezért ennél a fehérje-parnal csak az
intracellularis organellumok teriiletén hataroztuk meg a korrelacidos egylitthatokat, a

plazmamembrénban nem.
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EGFP-IL-2Ra s mCherry-IL-15Ra

Atfedés _ ER marker

Yc-mCherry

Atfedés Golgi marker

12. abra: A fels6 paneleken az EGFP-IL-2Ra és mCherry-IL-15Ra (ER jel6léssel),
alattuk a y-EGFP és y-mCherry (Golgi markerrel)
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5.1.2. A konfokalis mikroszkopias FRET mérések soran alkalmazott kontrollok

Az 1L-2/15 receptor alegységek molekularis szintii intracellularis Osszeszerelddését
konfokalis mikroszkopias, intenzitds-alapit FRET mérésekkel vizsgaltuk, organellum-
specifikus modon. A mérések szazalékos eredményeit az 6. tablazatban foglaltam 6ssze (61.

oldal).

A pozitiv kontroll, a z61d és a voros fluoreszcens fehérjét 1:1 aranyban kifejezé6 EGFP-mCherry
fuzios fehérje, amely a teljes sejtben egyenlden expresszalodik, £=24,5% =+ 2,3%-os (atlag + s.

d.) atlagos FRET hatasfokot eredményezett (13. abra, 1. sor; 14. abra).

Negativ kontrollként harom kiillonb6zé mintat alkalmaztunk. Az egyik az tires EGFP és
mCherry expresszios vektorok ko-transzfekcioja altal valosult meg, amely (a magvacskak
kivételével) a teljes sejtben egyenletes eloszlast mutatott, £=0,9% + 1,7% éatlagos transzfer

hatasfokot adott (13. abra, 2. sor).

A masodik negativ kontroll az N-terminalisan jelolt EGFP-IL-2Ra ko-expresszidja az
mCherry-GPI-vel, mely esetben a donor és az akceptor fluorofér is a plazmamembran
extracellularis oldalan helyezkedett el (13. dbra, 3. sor), £=0,4% + 1,1% transzfer hatasfokot
eredményezett az ER-ben, és 1,5% + 0,9%-ot a plazmamembranban. Ez a kontroll alkalmas az
esetlegesen kialakuldé random FRET vizsgélatira is, mely véletlen egyiittalldas révén
kovetkezhet be két egymastol fliggetlen membrankomponens kozott. A kontroll fehérjék is a
lipid tutajokban fejez6dnek ki hasonld koncentracioban, mint a receptorlancok egy-egy adott
kisérlet soran. Az alacsony E értékek arra utalnak, hogy a kisérleteink soran a receptorokhoz

hasznalt expresszios szint mellett jelentds mértékli random FRET nem jott 1étre.

A harmadik negativ kontrollt a C-terminélison jelolt IL-2Ra-EGFP és az mCherry-GPI (13.
abra, 4. sor) ko-transzfektalt sejtek jelentették, melyek esetén £=1,1% =+ 0,6% FRET hatasfok
volt mérhetd a citoszolban (itt ER/Golgi markert nem haszndltunk) és 0,4% =+ 0,9% a
plazmamembranban. Ebben az esetben az IL-2Ra az intracellularis részén, mig a GPI az
extracellularis oldalan fejezte ki a fluoreszcens fehérjét. igy a donor és az akceptor legaldbb a
membran lipid kettdsréteg vastagsaganak megfeleld tavolsagra volt egymastol (5-10 nm). Ez a
kontroll azt mutatja, hogy egy olyan mintanal, ahol a donor-akceptor tavolsag a FRET
tartomanyon kiviil esik, a FRET hatasfok praktikusan nulla, bizonyitva, hogy a spektralis
atvilagitasi faktorok pontos meghatarozasaval pontos FRET szamitdst végezhetiink.
Hangsulyozand6, hogy az atlagos FRET hatasfokok minden altalunk alkalmazott negativ
kontroll esetén 1,6% alatt voltak (14. ébra).
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Akceptor Transzmisszié
Donor csatorna csatorna FRET hatasfok  + ER marker FRET hatasfok

Teljes

EGFPfmCherry fusion

Teljes sejt

dee.

Plazma-
membran

——EGFP-IL-2Ra mCherry-GPI

Citoszol

Plazma-
membran

Negativ kontr. 3 Negativ kontr.2 Negativ kontr. 1  Pozitiv kontroll

——IL-2Ra-EGFP mCherry-GPI

-20% 0% 50%

13. abra: Kontroll mintak konfokalis mikroszkopos felvételei a donor és akceptor
csatornaban, FRET hatasfok eloszlasokkal és transzmisszios képekkel

& 30;
o]
o 20,:i B Teljes sejt
ol n ER
o] .
2 _ [ ] Plazmamembran
E L [] Citoszol
|_
L
€ o

EGFP-mCh fusion EGFP+ EGFP-IL2Ra + IL2Ra-EGFP +

(poz.k.) mCherry mCherry-GPI mCherry-GPI
(neg.k.1) (neg.k.2) (neg.k.3)

14. abra: Atlagos FRET hatasfokok a Kiilonbozé kontroll mintik esetében
(a mérésenkénti sejtszamok a 6. tablazatban talalhatok)
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5.1.3. Az IL-2/15R lanc asszocial a y. alegységgel az ER-ben és a Golgi-ban

A kontroll mintdk energia transzfer hatasfokainak meghatdrozasa utdn a kozepes
ligandk6td affinitassal rendelkezd IL-2/15R - ye heterodimerek Osszeszerelddését vizsgaltuk.
A FRET méréseket eldszor ye-EGFP-vel és IL-2/15RB-mCherry-vel ko-transzfektalt sejteken
végeztiik el. A FRET hatasfokokat kizarolag azokbol a pixelekbdl szamoltuk, ahol az ER vagy
a Golgi marker jelen volt, ezeken a teriileteken 5,5%-ot (£ 2,7%) ¢és 4,6%-ot (+ 2,5%) kaptunk
(15. &bra, 1. sor). A donor és akceptor jelolés felcserélése (IL-2/15RB-EGFP ¢€s ye-mCherry)
hasonl6o FRET hatasfokokat eredményezett: 5,5% + 2,4% (ER) és 3,7% + 2,2% (Golgi). Minden
érték szignifikansan nagyobb volt, mint a negativ kontroll (EGFP+mCherry) (16. abra), ami
arra utal, hogy az IL-2/15Rp ¢és y. alegységek legalabb részben Osszeszerelddnek ezekben az
organellumokban. A y.EGFP ¢és az IL-2/15RB-mCherry receptorlancok sejtfelszini
fluoreszcencia intenzitasa nehezen volt elkiilonithetdo az autofluoreszcencia intenzitasoktol,

ezért a plazmamembranban nem tudtunk FRET-et szdmolni.

Az interleukin-2 és -15 receptorok alegységei koziil az IL-2/15Rp rendelkezik a leghosszabb
intracellularis doménnel, ami 200 aminosavval hosszabb, mint a yc lanc intracellularis doménje.
Ahhoz, hogy a két receptorlancot kdzelebb hozhassuk egyméshoz, elkészitettiik a  alegység
C-termindlison roviditett verziojat, a P-C7 konstruktot (minddssze 7 aminosav hosszl
citoplazmatikus résszel). Varakozéasainkkal ellentétben ez a mddositds nem volt szignifikans
hatassal a transzfer hatasfokra, £=4,4% + 1,5% volt az ER-ben és 4,1% + 2,0% a Golgi-ban
(15. abra, 2. sor).

Akceptor Transzmisszio +
Donor csatorna csatorna Atfedés FRET hatasfok ER/Golgi marker

IL-2/15RB-
mCherry

B-C7-mCherry

15. abra: y~EGFP és IL-2/15Rp-mCherry illetve y-EGFP és B-C7-mCherry ko-
expresszidja: reprezentativ képek a donor €s akceptor csatornakbol, azok atfedo képei,
FRET hatasfok térképpel és organellum-markerrel
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16. abra: y. és IL-2/15Rp ill. y. és P-C7 asszociaciok atlagos FRET értéke
Az y tengelyen feltiintetett piros nyil a negativ kontroll atlagat jelzi (szignifikans eltérések
a negativ kontrolltol: p<0,001). A mérésenkénti sejtszamokat a 6. tablazat tartalmazza.

5.1.4. Az IL-2/15Rp alegység részlegesen asszocial az IL-2Ra-val és az IL-15Ra-val a

szekrécios utvonalon, mielott teljesen dsszeszerelédnek a sejtfelszinen

A késbébbiekben az IL-2/15Rp lancnak a citokin-specifikus IL-2Ra-val és IL-15Ra-val
valo kolcsdnhatasat vizsgaltuk. Osszehasonlitottuk az N- és C-terminalison jeldlt alegység-
parokat, és megvizsgaltuk a B lanc roviditésének és a harmadik alegység jelenlétének hatasat.
Az N-terminalison jelolt alegységek kozotti FRET hatasfokok, EGFP-IL-2/15Rf és mCherry-
IL-2Ra (5,5% + 1,3% az ER-ben, 5,0% + 1,7% a Golgi-ban) vagy mCherry-IL-15Ra (6,9% +
2,4% az ER-ben, 6,2% =+ 2,3% a Golgi-ban) kozott (17. ébra, 1-2. sor) szignifikdnsan
magasabbak voltak a negativ kontrollnal. Ezek az eredmények arra utalnak, hogy mindkét o
lanc legalabb részlegesen asszocial a 3 lanccal, miel6tt kikeriilne a sejtfelszinre. Alacsonyabb
FRET értékeket kaptunk a C-termindlison jelolt IL-2Ra-EGFP és IL-2/15RB-mCherry esetén
(4,3% £ 1,1% - ER, 2,3% + 0,9% - Golgi, 17. abra, 3. sor), mint ugyanezen alegységek N-
termindlison jelolt valtozatai ko6zott, ami valdsziniileg a C-termindlisok kodzotti nagyobb
tavolsagbol fakad. Ezért megismételtik a FRET méréseket (17. abra, 4-5.sor) a rovid
intracellularis doménnel rendelkezd B-C7-mCherry és IL-2Ra-EGFP (5,0% + 1,7% - ER, 4,7%
+ 2,0% - Golgi) vagy IL-15Ra-EGFP (4,9% + 1,6% - ER, 4,5% + 1,3% - Golgi) ko-
transzfekciokkal is. Ez magasabb FRET hatasfokokat eredményezett, mint amit a teljes
hosszusagu B lanccal kaptunk (18. abra). A B-C7-mCherry hasznélatakor mind az IL-2Ra-
EGFP, mind az IL-15Ra-EGFP esetén az alegységek erds sejtfelszini expresszidjat tapasztaltuk
¢s sokkal magasabb FRET hatésfokot sikeriilt mérni a plazmamembranban (21,6% + 5,4% az
IL-2Ra és 21,6% =+ 5,1% az IL-15Ra esetén), mint az ER-ben vagy a Golgi-ban. A

plazmamembranban mért magas energia transzfer arra utal, hogy ezen receptor alegységek
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teljes Osszeszerelddése csak a rendeltetési helyiikon kovetkezik be, vagyis a szekrécios it soran

torténd Osszeszerel0dés részleges.

Annak kideritésére, hogy vajon a 7y. alegység - mint a magas affinitasti afy. receptor
heterotrimerek harmadik tagja - hatassal van-e az a és B lancok kolcsonhatasara, jeloletlen,
fluoreszcens protein nélkiili ye lancot stabilan kifejez6 HeLa-y. sejtvonalat hasznaltunk. A
mérések eredménye szerint a . alegység jelenléte nem befolyasolta szignifikdnsan az IL-15Ra

¢és a B-C7 heterodimerek kozotti kolesonhatast (18. abra, utolsd oszlopcsoport, 6. tablazat).

Akceptor Transzmisszio +
Donor csatorna csatorna FRET hatasfok ER/Golgi marker FRET hatasfok

EGFP-
IL-2/15Rp mCh-IL-2Ra

O\ | Golgi
r [N .
EGFP- o B
IL-2/15RpB mCh-IL-15Ra

Plazma
membrin

IL-2Ra-EGFP IL-2/15RB-mCh

IL-2Ra-EGFP B-C7-mCh

ER

Plazmar
membian

— IL-15Ra-EGFP B-C7-mCh

20% 0% ' 50%

17. abra: Teljes hosszlisagu és roviditett IL-2/15Rp kolcsonhatasa az IL-2Ra-val és
IL-15Ra-val: mikroszképos képek a donor és akceptor csatorndkbol, FRET hatasfok
térképpel €s eloszlasokkal, az ER illetve a Golgi jelolésével
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18. abra: Atlagos energiatranszfer hatiasfokok a teljes hossziisagii és a C-végen
roviditett IL-2/15Rp alegység citokin-specifikus o lancokkal kialakitott hetero-
asszociaciéi esetén. A mérésenkénti sejtszamok a 6. tablazatban talalhatok.
Szignifikans eltérések a negativ kontrolltol: p<0,001.

5.1.5. Az IL-2Ra és IL-15Ra kozos klaszterei

Intézetiinkben korabban kimutattak, hogy az IL-2Ra és az IL-15Ra k6zds komplexben
fejezddik ki a T sejteken [158], ami feltehetden a jelatvivd B és yc alegységek hatékony
megosztasdban jatszik szerepet. Kivancsiak voltunk, vajon a két a lanc mar a szintézisiiket
kovetden, a szekrécios Uton is asszocidl-e egymassal. Az N-termindlison EGFP-vel vagy
mCherry-vel jelolt o lancok vizsgalata pozitiv FRET hatasfokot eredményezett, ami
intracellularis heterodimerek kialakulasara utal (ER: £=4,8% = 1,4%; Golgi: 3,8% £ 2,2%, 19.
abra, felsd sor). A plazmamembranban magasabb energia transzfer (£=9,5% + 2,5%) volt
mérhetd, tehat a sejten beliili dsszeszerelddés feltehetden itt is részleges. Megvizsgaltuk az IL-
2/15RP alegység jelenlétének befolyasat a két eltérd a lanc kolcsonhatasara, fluoreszcens
fehérje nélkiili IL-2/15RB-t stabilan kifejezé HeLa-f sejtvonalon megismételve a méréseket
(20. abra, 6. tablazat). Enyhe FRET hatasfok csokkenés volt tapasztalhatdé az ER és a

sejtmembran teriiletén, ami kompeticidra enged kdvetkeztetni a két o lanc kdlcsonhatasa és az

.....
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In vitro gél filtracioval bizonyitottak, hogy a tisztitott y. alegységek stabil
homotrimereket alkotnak, melyek IL-2Ra., IL-2/15Rf és IL-2-vel val6 inkubécio6 kdvetkeztében
disszocialnak [182]. Kivancsiak voltunk arra, hogy ez a homoasszociacid vajon €16 sejtekben
is eléfordul-e. C-termindlison EGFP-vel vagy mCherry-vel jelolt y. lancokat tranziensen
kifejezd sejteken végeztiink energia transzfer méréseket a komplexek lehetséges kialakuldasdnak
vizsgalatahoz. Ahogy fentebb mar bemutattam (a kolokalizaci6 vizsgalatanal) a yc alegységek
nagyrészt az ER-ben és a Golgi-ban lokalizalédnak, sejtfelszini fluoreszcencia intenzitasuk nem
volt elkiilonithetd az autofluoreszcenciatdol (19. abra, als6 sor), igy FRET-et csak az
intracellularis organellumokban tudtunk mérni. A yc lancok k6zott mért FRET hatdsfokok (ER:
5,6% £ 2,2%, Golgi: 6,8% + 2,5%) szignifikdnsan magasabbak voltak a negativ kontrolloknal
(20. abra). Elvégeztem a kisérleteket HeLLa-IL-2Ra és HeLa-J3 sejtvonalakon is. Sem az I[L-2Ra
sem pedig az IL-2/15RP lanc jelenléte nem befolyéasolta szignifikdnsan a y. alegységek

rrrrrr

59



IL-2Ra IL-15Ra
— 201 |
‘\EE' f =% ]
E r 1 [ 1 ER
bhdd .
;‘. —— 1 ] Golgi
.g 10+ [] Plazmamembran
pi]
(1]
=
'—
(FN]
&
0
x % x
& o & A
ot 0 & & N
P O A Y
Q,(;’( & Q,é( é& S 5
(@) (O Y
< SRE

20. dbra: Atlagos FRET hatisfokok IL-2Ra + IL-15Ra és Y. + y. alegységek kozott
A mérésenkénti sejtszdmokat a lenti (6.) tablazat tartalmazza. Szignifikans eltérések:
*p<0,05; ** p<0,01; o p<0,001.

. ) FRET hatasfok E(%), atlag £ s.d. (n)
Kolesonhato partnerek - - -
ER Golgi Plazmamembran| Teljes sejt
Poz. kont. (EGFP-mCh) 24,5 +£2,3 (277)
Neg. kont.1 (EGFP+mCh) 0,9 +1,7 (180)
Neg. kont.2 (EGFP-IL2Ra + mCh-GPI) | 0,4 + 1,1 (13) 1,5+£0,9 (11)
Neg. kont.3 (IL2Ra-EGFP + mCh-GPI) | 1,1%+ 0,6 (12) 0,4+0,9(22)
IL-2/15RB +y, © 55+24(11) | 3,7+£2221)
y,+IL-2/15RpB (©) 55+27(46) | 4,6+2,5(27)
Y, T B-C7 © 44+15(11) | 4,1+2,0(22)
IL-2/15Rp + IL-2Ra. ) 55+1,3(11) | 50+1,7(10)
IL-2/15RB + IL-15Ra (N) 6,9+24(16) | 6,2+23(25)
IL-2Ra + B ©) 43+1,1(12) | 23"£0,9 (13)
IL-2Ra + B-C7 (©) 50+ 1,7(16) | 4,7+2,0(17) 21,6 5,4 (23)
IL-15Ra + B-C7 (©) 49+1,6(10) | 45+13(11) 21,6+ 5,1 (21)
IL-15Ra + B-C7 (HeLa-y) (C) 7,1+£2,4(10) | 4,6+27(17) 21,1 4,8 (26)
IL-2Rq + IL-15Ra N) 48+1,4(16) | 3,8+22(18) 9,5+2,5(27)
IL-2Ra + IL-15Ra (HeLa-B) (N) 32+£12(12) | 2,6+1,0(10) 72423 (15)
Y., © 56+22(53) | 6,8+2,5(62)
Y.t v, (HeLa-IL-2Ra) © 4.4+1,2(10) 5,7+2.5(17)
Y, T v, (HeLa-B) © 57+1,932) | 6,3+3,0(39)

6. tablizat: Atlagos FRET hatasfokok: mindenhol szignifikans eltéréssel a negativ
kontrolltol (p<0,01) kivéve az IL-2Ra-EGFP+IL-2/15RB-mCherry a Golgi-ban (n.s.).
Kolcsonhatd alegységek sorrendje: EGFP-vel jelolt donor + mCherry-vel jeldlt akceptor.
Zardjelben a mért sejtek szama. *citoszolban mért FRET
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5.1.7. A FRET hatasfokanak fiiggése az akceptor/donor aranytol

A FRET hatasfokat befolyasolhatja az akceptor és a donor expressziojanak aranya
(N4/Np), amit a két festéket fuzids fehérjében 1:1 aranyban kifejezd pozitiv kontroll
felhasznalasaval hataroztunk meg. A FRET mérések analizise soran kizarolag az 1 és 3 kozé
esO N4/Np aranyu sejteket vettiik figyelembe. A transzferhatasfok N4/Np aranytol valo fliggését
jol szemlélteti a 21. abran 1évé diagrampar. Az IL-2/15RB-EGFP-vel és yc-mCherry-vel ko-
transzfektalt mintdk adataibol - donorintenzitds alapjan két csoportot megkiilonboztetve -
abrazoltuk az E transzferhatasfokot az N4+/Np molekula arany fliggvényében, mely a vartnak
megfeleléen ndvekvod tendenciat mutatott a novekvé Na/Np—vel és magas donorintenzitasok

esetén magas értéket is elért mind az ER mind a Golgi teriiletén.

IL-2/15RB-EGFP + y~-mCherry (ER) IL-2/15RB-EGFP + y.-mCherry (Golgi)
30 30
e Magas donorintenzitas ¢ Magas donorintenzitas
e Alacsony donorintenzitas ® Alacsony donorintenzitas
251 25}
20 ¢ 20}
3-3 15 éer 15
w w
10 : 10
5 51 . » . ” -
. : . * - = : . . . . . 5
0 " 0
0 1 2 3 4 5 0 1 2 3 4 5
N,/N, Na/Np

.....

5.1.8. Sejtorganellumok atfedését vizsgaléo kontroll mérések

A receptor alegységek vizsgéalatakor méréseink az endoplazmatikus retikulum és a
Golgi teriiletére korlatozodtak, a receptorlancok elsédlegesen ezen intracellularis
organellumokban  lokalizdlédnak. Nem  zérhaté ki  ugyanakkor jelenlétik az
endoszoma/lizoszoma rendszer vezikuldiban. Az ER és a Golgi esetleges atfedését a
mikroszkdopos képeken a FRET szamitasba nem bevonandd sejtorganellummal - endoszoméval
(22. ébra) vagy lizoszémaval (23. abra) — HeLa sejtek konfokalis mikroszképos felvételeinek
kolokalizacids analizisével ellendriztiik. Az ER/Golgi jelolésére a FRET mérések soran is

alkalmazott, kék fluoreszcens fehérjét is kifejez6 rezidens fehérjék (Sacl/Giantin) szolgaltak, a
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recirkulald (vagy kés6i) endoszomat mCherry-vel jelolt Rabl1 fehérje expresszidja alapjan,
mig a lizoszomat LysoTracker Red festék feldusuldsanak segitségével azonositottuk. Az alabbi

tablazatban foglaltam 6ssze az eredményeket:

Korrelacios koefficiens C,
Organellum 1 Organelum 2 atlag + s.d.
ER Recirkulalé endoszéma 0,16 £0,25
Golgi Recirkulalé endoszéma 0,23 +0,15
ER Lizoszoéma 0,30 +0,08
Golgi Lizoszéma -0,06 £0,11

7. tablazat: Intracellularis organellumok kolokalizaciojara jellemzo Pearson-féle
korrelacios koefficiensek é16 HeLa sejtekben (n=5-10)

A kapott alacsony korrelacids értékek arra utalnak, hogy bar eléfordul valamelyest atfedés a
mikroszkopos képeken az organellumok eloszlasa kozott, az alkalmazott ER és Golgi jelold
markerek segitségével megfelelden el lehet kiiloniteni azokat a recirkulalé endoszomaktol és a
lizoszomaktol, a mért energiatranszfer értékek dontdéen az ER-ben, illetve a Golgiban talalhato

alegységparok kdlcsonhatasaibol adodtak.

Recirkuldlé endoszoma Atfedés
Recirkuldlé endoszéma Atfedés

22. abra: Fels6é sorban a Rabll-mCherry (voros) és TagBFP-Giantin (kék) ko-
transzfekcidjanak eredménye, alatta a Rabll-mCherry és TagBFP-Sacl Kko-
transzfekcio képei




3 3
g - .

23. abra: Fels6 sorban TagBFP-Giantin (kék) transzfekciot koveté LysoTracker Red
(vOros) jelolés eredménye, alatta a TagBFP-Sacl transzfekcié és LysoTracker Red
jelolés képei

s rer

5.1.9. ATL sejtek proliferaciojanak gatlasa anti-IL-2Ra és anti-IL-2 antitestek

alkalmazasaval

Amerikai kollaboracios partneriink (Dr. T.A. Waldmann, NIH) laboratériuméban IL-2-
t nem termeld, novekedésiikhoz IL-2-t igényld vad tipust és IL-2-vel transzfektalt, 1L-2-t
kiilonbozd gatld antitestek alkalmazasa utan (24. abra). Az IL-2Ra-ellenes antitest (anti-Tac)
humanizalt valtozataval (az dbran 1d. a ,,HAT” jelolést) végzett 3 napos kezelés ~30-50%-kal
csokkentette az ED40515(+) vad tipusa (WT) ¢és az IL-2-vel transzfektalt ED/IL-2 sejtek
proliferacios ratajat. Az anti-IL-2 kezelés 50%-os csokkenést eredményezett a vad tipusu
sejteknél, az IL-2-t termeld sejtekre viszont alig volt hatdssal. A HAT és az anti-IL-2 egyiittes
alkalmazdsa azonban a vad tipusi sejtek novekedését drasztikusan, mintegy 97%-kal
lecsokkentette. Ez a kezelés az IL-2-t termeld sejteknél csak ~50%-os proliferacié csokkenést
okozott. Az IL-2-t expresszalo sejtekben a gatlas hatdstalansaga azt sugallja, hogy még ha az
IL-2 receptorahoz valo kotddése a sejtfelszinen akadélyozott is, a receptorok az endogén IL-2-

t intracellularisan megkothetik €s lejatszodhat a jelatvitel.
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24. abra: Vad tipusu és IL-2-t termelé ATL sejtek IL-2 altal indukalt

srers

proliferaciéjanak blokkolisa citokin- és/vagy receptor-ellenes antitestekkel
Az abran 3 fiiggetlen mérés atlaga lathaté. Szignifikans eltérések a kontrolltél: “p<0,05; ™
p<0,01; - p<0,001.

5.1.10. IL-2 jelatvitel az ATL sejtek Golgi apparatusaban

Amennyiben a receptorok 0sszeszerelddnek mar a szintézisiiket kovetden, elindithatjak
a jelatvitelt felhasznalva az endogén IL-2-t, mieldtt kijutnak a sejtfelszinre. Felmertil a kérdés,
hogy az ER-ben és a Golgi-ban részlegesen mar dsszeszerelddott receptorok valoban képesek-
e hatékony jelatvitelre. Ennek kideritésére Golgi-t izoldltunk az ATL sejtvonalainkbdl és
Western-blottal vizsgaltuk az IL-2 jelatvitelében szerepld fehérjék foszforilacidjat (25. abra).
A JAK1 a B lanchoz kotddik és foszforilalja azt, mig a JAK3 konstitutivan a y. alegységgel
asszocial és azt foszforilalja. Sikeriilt kimutatni pJAK1-et és pJAK3-at, tovabba (éltaldnos
tirozinfoszforilaciot mutaté PY?20-szal jelzett) foszfotirozin savot a yc lanc (TUGh4) molekula
tomege koriil (65-70 kDa) az IL-2-t expresszald ED/IL-2 sejtek Golgi frakcidjaban (a Golgi-
ban gazdag frakcié Golgi" jeloléssel a 25. abran). Mindharom foszforilalt fehérje jele sokkal
gyengébb volt az [L-2-t nem termeld, ¢heztetett (IL-2 megvonasnak alavetett) ED40515(+) vad
tipusu sejtek esetén. Az izolalt Golgi frakciok GM130 (Golgi marker) pozitivak voltak, de
calreticulint (ER-re jellemz0 fehérjét) is tartalmaztak. Az izoldtumokban sem lizoszoma/késoi
endoszoéma marker (LAMP1), sem recirkuldld endoszéma marker (Rabll), sem pedig
plazmamembran marker (a membranban kiilondsen hossz, >100 ora féléletidejit MDR1) nem

volt detektalhato.
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25. abra: Fehérjék kimutatisa ATL sejtek teljes sejtlizitumabdl és Golgi
izolatumabél Western-blottal (ED WT: IL-2 fliggd, IL-2 megvonasnak alavetett vad
tipusa ED40515(+) sejtvonal; ED/IL-2: IL-2-t kifejezd sejtvonal; Golgi': Golgi-ban gazdag
frakcio; Golgi: részben Golgi-t is tartalmazo frakcio)
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5.2.  Sejtfelszini MHC I - IL-2R fehérjeklaszterek részleges szétszerelddése

Dolgozatom masodik részében a sejtfelszini MHC I-IL-2R fehérjeklaszterek vizsgalatat,

annak részleges szétszerelddését mutatom be.

5.2.1. Az 1IL-2/15 receptorok és az MHC glikoproteinek plazmamembranbeli

expresszioja az MHC I géncsendesitése elétt és utan

Az IL-2R, IL-15R, MHC I és MHC II molekulak szuperklasztereket alkotnak a Kit 225
FT7.10 T limfoma sejtek lipid tutajaiban [158]. Az MHC I — mint az ezen klaszterek
szervezOdésében legerdsebben kifejezddo tag — szerepének a kideritésére elvégeztem az MHC
I expressziojanak géncsendesitését a konnytilancra specifikus anti-fom siRNS-sel. A 26. dbran
a sejtenkénti antitest-kotOhelyek szama lathaté a géncsendesités elétt €s utan. Az MHC 1
jelentds sejtfelszini megjelenése miatt fontos volt a csendesités hatékonysaganak
maximalizalasa. Az MHC I membréanbeli expresszidja a novekvd siRNS koncentracidval
parhuzamosan csokkent, a maximalis hatdst 100 pg/ml koncentracional érte el, ahol az
expresszios szint az eredeti 5-10%-ara esett vissza. A géncsendesités specifikusagat bizonyitja,
hogy a tobbi vizsgalt fehérje (az IL-2Ra, IL-15Ra és MHC II) kifejezddésére nem volt hatéssal.
A kontrollként hasznalt irrelevans siRNS-ek (anti-GFP vagy anti-erbB1) nem eredményeztek

valtozast sem az MHC molekulak, sem pedig az interleukin receptorok expressziojaban.

108 - - -
irrelevans siRNS [l
8x10° A MHC I knockdown [
n.s.

6x10° -
4%10°
2X105 - n.s.
N
0 [ |

MHCI IL-2Ra IL-15Ra MHCII

Sejtenkénti molekulaszam % s.d.

26. abra: Sejtenkénti antitest-kotéhelyek szama kontroll és MHC I géncsendesitett
sejteken: Dako Qifikit kalibracios gyongy ¢és aramlasi citométer segitségével
meghatarozva. 3 fiiggetlen mérés atlaga (mintanként ~10%sejt), szignifikans eltérés az
irrelevans kontrolltol: p<0,001.
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5.2.2. Az MHC VI/IL-2Ro/IL-15Ra klaszterek részleges szétszerelodése, az MHC I homo-

és hetero-asszociaciok mértékének csokkenése

A molekularis egytittallasokat, azaz az MHC 1 és II glikoproteinek homo- és hetero-
citometrids Forster rezonancia energia transzfer (FRET) mérések segitségével vizsgaltuk (27.
abra). Negativ kontrollként a burkolt csapdakban elhelyezkedd transzferrin receptorok és a lipid
tutajokban lokalizalodo GPI-horgonyzott CD48 fehérjék kozott mértiink energiatranszfert, ami
3+1% FRET hatésfokot eredményezett. Pozitiv kontrollnak az MHC I kdnnyti- és nehézlanca
kozotti kolesonhatasbol adodo, atlagosan 52+1%-nak mért FRET-et tekintettiik, amely az MHC
I géncsendesités hatdsara 28+1%-ra csokkent. Ebben az esetben az energiatranszfer csak
részben intramolekularis: az aggregatumokat alkot6 MHC I molekuldk asszocialhatnak
egymassal, egyik molekula kdnnytilanca kdlcsonhatva egy masik molekula nehézlancaval. Az
MHC I nehézlancok homoklasztereit jellemzd energiatranszfer értéke szignifikans csokkenést
mutatott az MHC I géncsendesitésének kovetkeztében: a nehézlancok kozott mérhetd 35+1%-
os FRET hatasfok 11+1%-ra esett vissza (27. dbra). Ennél a FRET parnal az intakt MHC [
nehézlancara specifikus, donor és akceptor festékkel jelolt antitesteket hasznéltunk.

.....

szignifikans csokkenést mutatott az MHC I géncsendesitésének hatasara (47+1%-rdl 9+1%-ra).
Hasonloképpen, az IL-15Ra és az MHC 1 kozotti energiatranszfer is csokkent (4441%-r6l
7+1%-ra). Ez nem meglepd, hiszen az akceptor/donor arany csokkenésével annak
valdsziniisége is lecsokken, hogy egy adott donor-jeldlt fehérjének a FRET hatotavolsagan (2-
10 nm) beliil lesz egy akceptorral jelolt partnere.

Az IL-15Ra + IL-2Ra hetero-asszociacid jelentéktelen valtozasa az MHC 1 géncsendesités
kovetkeztében arra utal, hogy az interleukin receptorok kapcsolatara az MHC I molekulakkal

val6 kolesonhatasuk nincs befolyassal.
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27. abra: Kontroll és MHC 1 géncsendesitett sejteken mért atlagos energiatranszfer
hatasfokok: Alexa Fluor 546 (donor)- és Alexa Fluor 647 (akceptor)-konjugalt antitestekkel
jelolt protein-parok kozott. Szignifikans eltérés az irrelevans kontrolltol: p<0,001
(mintankénti sejtszam >10%).

5.2.3. A FRET hatasfok fiiggése a donor- és akceptor-jelolt fehérjék expresszios szintjétol

Megvizsgaltuk, hogyan fiigg az energiatranszfer hatasfoka a kolcsonhato fehérjék
expresszios szintjétdl (28-29. abra). A donorral jeldlt fehérjék expresszidja alapjan a sejteket
harom (alacsony, kdzepes, magas donorintenzitastl) csoportba soroltuk. A donorral jeldlt IL-
15Ra ¢és az IL-2Ra hetero-asszociaciot az akceptorral jelolt MHC I-gyel jol megfigyelhetd
tendencia jellemzi, a FRET hatasfok ndvekszik az egyre emelkedd N4+/Np molekulaarany

fliggvényében, és gyorsabb telitddést mutat magasabb donor expresszid esetén (28. abra).

A donor-jel6lt interleukin receptorok expresszids szintjét mutatja be a 28. dbra két tablazata a
kiilonb6z6  donorintenzitasi  kategdéridk esetén (kalibracios gyongyok —segitségével

meghatarozva).
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28. abra: Az IL-15Ra + MHC I és az IL-2Ra + MHC I kélcsonhatasokat jellemzo
FRET hatasfokok az akceptor/donor molekulaarany fiiggvényében abrazolva (A, C);

Na/Np eloszlasok (B, D) és az IL receptorok o lincainak expresszioja (tiblazatok)

Az MHC 1 homoasszociacidjat tekintve (29. abra), a FRET hatasfok a novekvé MHC I

expresszios szinttel nd, a vartnak megfeleléen. Kozel azonos szamt donor- és akceptor-jelolt

MHC I molekulat vontunk be az analizisbe, mivel csak azon sejteket vettiik figyelembe, ahol

az N4+/Npa 0,9 - 1,1 kozotti tartomédnyba esett.
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29. abra: Az MHC 1 homoasszociacidjat jellemzé FRET hatasfok az MHC 1
expresszidjanak fiiggvényében dbrazolva (baloldali diagram); az MHC 1
expresszidjanak eloszlasa kontroll és MHC 1 géncsendesitett sejteken (jobboldali
diagram)
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6. MEGBESZELES

6.1. Az IL-2/15 receporok intracellularis 6sszeszerelédése

Az IL-2 és az IL-15 receptorok alegységei valtozatos homo- és heterokomplexeket
alkotnak kiilonbozé sejtek plazmamembranjdban, melyek eltéré ligandkotd affinitassal
rendelkeznek. Ezek koziil a Byc kozepes affinitasi heterodimerek (Kd~10° M) és a nagy
affinitdsi  aPyc heterotrimerek (Kd~10""" M) képesek hatékony jelatvitelre [71, 72].
Intézetiinkben kordbban kimutattdk, hogy az IL-2 és IL-15 receptorok eldre Osszeszerelt
allapotban vannak jelen a plazmamembranban ligand hidnyéban is, és konformacidjuk a ligand
kotodése kovetkeztében megvaltozik [73, 158]. Azt is leirtak, hogy a receptorok heterotetramer
komplexeket alkotnak: melyek a kdzos jelatvivo B és ye lancokbol, valamint a citokin-specifikus
IL-2Ra és IL-15Ra alegységekbdl tevédnek ossze [158]. Erdekes kérdésként meriil fel, vajon
az Ujonnan szintetizalt receptorlancok csak a rendeltetési helyiikdn, a plazmamembranban
talalnak egymasra vagy eldre Osszeszerelt allapotban érik el a membrant. Ha a receptor
alegységek intracellularisan is asszocidlnak egymaéssal mar a szekrécios uton, esélyt adnak a
jelatvitel lejatszodasara még mieldtt elérik a plazmamembrant. Ez a megfigyelés az autokrin
jelatvitel egy 1j lehetéségét veti fel azon sejtekben, melyek kifejezik a receptorokat és azok
ligandjat is.

Megfigyeltek autokrin mitkddést a - szintén a citokin receptorok szupercsaladjaba tartozo -
ndvekedési hormon receptor esetén is. A ndvekedési hormon in vivo valtozé mértékli szimultan
hatést fejt ki kiillonb6zd szoveteken endokrin, parakrin és autokrin modon. Egy modell szerint
a hormon az ER-ben kozvetleniil a szintézis utan hozzakstodik a receptorahoz, megkonnyitve
ezzel maganak a receptornak az érését [183]. A sejtfelszinre kijutott hormon-receptor
komplexhez igy exogén ndvekedési hormon nem tud kétddni. Ebben az esetben mar az ER-ben
dimerizalodnak a receptorok [184] de a jelatvitel itt még nem indul el, csak amikor a Golgi-ba

jutnak vagy amikor mar elhagytak azt.

Az autokrin jelatvitel a koros elvaltozasokban is jelentds szerepet kap, hozzajarul a kiilonbozo
tumorsejtek Onallosagahoz, azok novekedési és talélési funkcidit, valamint az invazids
képességiiket tamogatva. Ilyen példaul a foként fibroblasztok, gyulladasos sejtek és tumorsejtek
altal — hipoxia esetén nagyobb mennyiségben — termelt legjelentésebb angiogén citokin, a
vaszkularis endotél novekedési faktor, melynek autokrin jelatvitele invaziv eml6 karcindma és

vastagbél karcindma sejteken a tumorsejtek tulélését hivatott fenntartani, de eldsegiti azok
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migraciojat is a CXC4 kemokin receptor expresszidjanak indukcidja altal (hozzajarulva igy a
tumor progresszidhoz). A folyamat szabalyozasdban az a6B4 integrin is szerepet jatszik [185].
Kollaboraciés partneriink, dr. Meili Zhang (NIH), ATL sejtvonalak IL-2-indukalt

crer

antitesttel egyiitt adagolva hatékony gatlas volt elérhetd. Az IL-2-vel transzfektalt ED/IL-2
sejtvonal esetén a sejtek még az anti-IL-2 és a HAT antitestek egyiittes alkalmazasakor is
proliferaltak, ami arra enged kdvetkeztetni, hogy az endogén citokint a sejtek intracellularisan

fel tudjak hasznalni, kivédve igy az antitestek blokkold hatasat a sejtfelszinen.

ED/IL-2 sejtek izolalt Golgi frakcidjabol Western-blottal sikeriilt kimutatni a pJAK1 és pJAK3
jelenlétét és egy foszfotirozin savot a yc alegység molekula témegének megfeleld magassagban.
Az IL-2-t termeld sejtekben ezek szerint lejatszodik a jelatvitel, mig a ligandfiiggd vad tipust
sejtekrél ugyanez nem mondhatd el. Utdbbi sejtek Golgi izolatuméaban ugyanis 48 6ras 1L-2
¢hezést kovetden nem volt detektalhatd egyik vizsgalt foszfoprotein sem. Ezen eredmények
hatterében az allhat, hogy a hatékony ligand-receptor jelatvivd komplexek kialakulasa mar

intracellularisan megtorténik, mieldtt a receptorok elérik a plazmamembrant.

A HTLV-1 asszocialt ATL és a HTLV-1 asszocialt myelopatia / tropikus szpasztikus
paraparézis (HAM/TSP) neuroldgiai megbetegedés olyan betegségeket képviselnek, melyek
IL-2/IL-2R autokrin hurokkal jellemezhetok. Az ATL korai fazisaban ¢s a HAM/TSP-ben a
HTLV-1 expresszidja, pontosabban a viralis Tax gén stimulalja a T sejt proliferaciot szamos
citokin/citokin receptor autokrin stimulacios hurok indukcidja altal, beleértve az IL-2/IL-2Ra-
indukalt proliferaciot [137]. 16 kronikus és parazslo ATL-es beteg daclizumab kezelését

kovetden csak 6-nal figyeltek meg részleges valaszt [186]. Hasonloképpen, HAM/TSP-ben

crer

crer

kezelésére is, mellyel a T-sejtes valasz gyengithetd, a relapszus rataja 45%-kal és az uj 1éziok
szama 54%-kal csokken [188]. Ciklosporinnal és kortikoszteroidokkal egyiitt alkalmazzak
vesetranszplantatumok akut kilokddésének megakaddlyozésara a mellékhatasok fellépésig
[189]. Az IL-2 termelddése és receptorahoz valo intracellularis kotdédése, csokkentheti az ezen
immunreakcidkban résztvevo T sejtekre irdnyuld antitest terapiak hatékonysagat, amelyek csak
a plazmamembranban kifejez6dd receptorokat érik el, de nem jutnak be az intracellularis

organellumokba.
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Azon hipotézisiink tesztelése érdekében, hogy vajon a receptorok Osszeszerelddnek-e, mieldtt
elérik a plazmamembrant, ezéaltal megteremtve az intracellularis jelatvitel lehetOségét,
megvizsgaltam az IL-2 és -15 receptor alegységek kozotti kdlcsonhatasokat az ER-ben és a
Golgi-ban. A mikroszkopos FRET egy jol kidolgozott modszer, mely molekularis
kolesonhatasok vizsgalatara kitlinden alkalmazhat6 [179]. A korabbiakban intézetiinkben ezzel
a technikaval tanulmanyoztak pl. az IL-2/-9/-15 receptorok alegységei kozotti asszociaciokat
[157, 158, 190, 191], illetve a c-Fos és c-Jun transzkripcids faktorok kozotti kolesonhatdsokat
is [174, 175, 192]. Az altalam hasznalt fluoreszcens ER ¢és Golgi markerek segitségével

organellum-specifikus médon tudtam fehérje-fehérje kdlcsonhatasokat vizsgalni €16 sejtekben.

FRET mérésekkel tanulmanyoztuk a fluoreszcens fehérjével jelolt IL-2/15 receptor
a B+ IL-15Ra lancok kozott az ER-ben és a Golgi-ban. Sikertilt kimutatni az IL-2R és IL-15R
sajat o lancainak kolcsonhatasait is ezekben az organellumokban korabbi méréseinkkel
Osszhangban, melyek azonban a T sejtek plazmamembranjara korlatozddtak. Ezen
megfigyeléseink arra utalnak, hogy szintézisiiket kdovetden a vizsgalt receptor alegységek
elkezdenek Gsszeszerelddni, asszocidlni egymassal mar a szekrécids uton, ami akar altalanos
jelenség is lehet kiilonb6z6 receptorok esetén. A negativ kontrollként hasznalt, EGFP-IL-2Ra
¢s az mCherry-GPI kozott detektalt nagyon alacsony FRET hatasfokok bizonyitjak, hogy az
egymastol fiiggetlen fehérjék kozotti véletlen kolokalizacio a jelolt IL receptorokhoz hasonlo
expresszios szinten nem eredményez szignifikdns random FRET-et [193] sem a

plazmamembranban, sem az ER-ben.

A receptor lancok citoplazmatikus részének kristalystruktiraja nem ismert, igy a pontos
konformécidjuk sem. A FRET hatasfok a donor-akceptor tavolsag negativ hatodik hatvanyanak
fliggvénye, ami lehetdvé teszi hasznalatat molekuldris vonalzoként. Annak ellenére, hogy a
FRET adataink nem nyujtanak kell6 részletességli betekintést a receptor alegységek
struktirajaba, felhasznalhatjuk azokat a lehetséges konformaciok egy részének kisziirésére. A
Forster tavolsag, mely esetén £=0,5, az EGFP-mCherry parra Ro~5,4 nm [194]. A kiillonb6z6
receptor lanc paroknal mért E értekek 0,03 — 0,22 kozott valtoztak. Ha az orientacios faktor
értékét k?=2/3-nak vessziik (feltételezve a festékek tranziciés dipdljainak random orientaciojat

[195]) és feltételezziik, hogy minden donor kdzelében van egy akceptor, ezeket az E értékeket

9,6 — 6,7 nm kozotti donor-akceptor tdvolsagtartomanynak feleltethetjiik meg.

A B ¢és az a lancok kozotti, illetve az IL-2Ra és IL-15Ra alegységek kozotti kolcsonhatasokat
jellemzé FRET hatasfokok is alacsonyabbak voltak az ER-ben és a Golgi-ban, mint a
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plazmamembranban. Ilyen eltérés adodhat a kovetkezd szituaciokbol. Egyrészt a receptor
lancok konformacioja a kiilonb6zd sejtorganellumokban eltérd lehet, eltéré donor-akceptor
tavolsadgokat és igy eltérd FRET hatasfokokat eredményezve. Masrészt, az ER-ben és a Golgi-
ban egyidejiileg lehetnek jelen 0sszeszerelddott receptor komplexek és monomerek, mig ez az
arany a plazmamembranban az Osszeszerel0dott receptor komplexek fel¢ tolodhat. A ko-
expresszalt receptor alegységek fluoreszcencia intenzitas eloszlasainak atfedd képei alapjan a
relativ koncentracié aranyok eltéréek voltak az ER és a Golgi kiilonb6z6 régidiban. Az ER
kiilonbozé részeiben elhelyezkedd riboszomdkon vald szintézisiik utan a receptor lancok
elkezdenek Osszekeveredni az endomembran rendszerben diffizid révén, de lathatdban nem
keverednek Ossze teljesen. Amellett, hogy vannak olyan teriiletek, ahol mindkét fehérje hasonld
koncentracidban van jelen, olyan régiok is eléfordulnak, ahol az egyik vagy a masik alegység
dominal. Ezzel szemben a plazmamembranban a receptor lancok Osszekeveredése (a
né¢hdnyszaz nanométeres skalan) tokéletesebb. A Pearson-féle korrelacios egylitthato értéke —
mely a kolokalizaciot méri ezzel a felbontédssal - magasabb volt a plazmamembranban, mint az

ER-ben/Golgi-ban az 6sszes vizsgalt receptor alegység-par esetén.

Egy masik lehetséges magyarazat, hogy a lipid kornyezet az ER-ben és a Golgi-ban eltérhet a
plazmamembranétol, ami szintén hatassal lehet a receptor ldncok kozotti kdlcsonhatasokra.
Intézetiinkben korabban kimutattak, hogy a plazmamembran koleszterol tartalma - feltehet6en
mivel hozzdjarul a lipid tutajok integritdsdhoz - fontos szerepet jatszik az IL-2 receptorok
eloszlasdban és funkcidjaban Kit225 T limfoma sejteken. A koleszterol kivonasa szignifikansan
csokkentette az IL-2 jelatvitelének hatékonysagat és a receptorok eredetileg klaszterekbe
tomorilod, egyenetlen eloszldsa a plazmamembranban diffizabb lett [157, 159]. A lipid
tutajokban kifejez6dd IL-2R alegységek ¢és MHC I/II glikoproteinek kozotti asszociaciokat

szintén gyengitette.

A foldingot kovetden a membranfehérjéknek at kell haladniuk az ER mindségellendrzd
rendszerén [196], ahol a dajkafehérjék kotddése a receptor lancokhoz ugyancsak

befolyasolhatja az alegységek Gsszeszerelddését.

A heteromer komplexeken tilmenden leirtdk mar az I1L-2/15 receptor alegységek kiilonb6zd
homomer komplexeit is: IL-2Ra oligomereket [161] és IL-2/15RPB dimereket [162] a
plazmamembranban, melyek funkcidjara még nem deriilt fény; illetve kimutattak a y. lancok
trimerként vald el6fordulasat is in vitro [182]. FRET méréseim arra utalnak, hogy v

dimerek/oligomerek eléfordulnak mar az ER-ben és a Golgi-ban is. Ez szintén hozzéjarulhat a
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kiilonbozé alegységek kozotti FRET citoplazmdban mért alacsonyabb voltdhoz a

plazmamembranbeli magasabb értékekhez képest.

FRET eredményeink, az IL-2-indukalt proliferaci6 antitest-medialt blokk hatastalansaga a sajat
IL-2-t szintetizald sejtekben, illetve az ugyanezen sejtekben kimutatott miikodo jelatvitel,
ravilagit egy 0j autokrin jelatviteli mechanizmusra, melyet az intracellularis IL-2 valt ki a
szekrécios uton 0sszeszerel6dott receptorokhoz vald kotddés révén. Ez a mechanizmus klinikai
jelentdséggel bir azon antitest terdpidkban, melyek a plazmamembranban expresszalodo

receptorokat veszik célba.
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6.2. A sejtfelszini MHC I - IL-2R fehérjeklaszterek részleges szétszerelédése

A membranfehérjék dinamikus klasztereket alkotnak kiilonb6z6 hierarchikus szinteken
[197, 198], melyek szervezddését szamos tényezd befolydsolhatja. Ezek lehetnek
transzmembran hélixek vagy extra/intracellularis domének kozotti  fehérje-fehérje
kolcsonhatasok, a membran lipidosszetétele, a citoszkeleton, vagy glikoproteinek galektin
racsok altali keresztkotése [199, 200]. T sejtekben a lipid tutajok koleszterin kivonast kovetd
szétszedése az IL-2R klaszterek diffuzza valasat [159] és az IL-2 jelatvitel gyengiilését [157]

okozta.

Ertekezésemben betekintést adtam az IL-2/15R-MHC /I receptorklaszter lateralis
szervezddésében leginkabb kifejez6dd tag géncsendesitése kovetkeztében  torténd
valtozasokba, melyek a FRET-tel kimutathat6 fehérje-fehérje kdlcsonhatdsokban jonnek létre
a nanométeres skalan. A FRET hatasfok csokkenése alapjan az MHC I-gyel kialakitott
asszociaciok csokkentek a géncsendesités hatdsara. Nemcsak az MHC I homoasszociacid
mértéke lett kisebb, de az IL-2Ra vagy IL-15Ra és az MHC 1 ko6zotti kdlesonhatasok is
gyengiiltek. Ugyanakkor az IL-2Ra és IL-15Ra alegységek kozotti asszociadcido nem valtozott
szignifikansan, ami arra utal, hogy a receptorlancokat dsszetartd kolcsonhatasok nem fliggnek
kritikusan az MHC I jelenlététdl. Kordbban munkacsoportunk kimutatta (ahogy mar sz6 volt
réla fentebb), hogy az IL-2/15 receptorok ligand hianyéaban is asszocidlnak a lipid tutajokkal
kotddése indukalja [164]. Azt is leirtdk kordbban, hogy a k6zds yc lanc szupercsalad
receptorainak mas tagjai szintén feldiisulnak a lipid tutajokban [190, 201, 202].

A lipid tutajokban az IL-2Ro/IL-15Ra ¢és az MHC glikoproteinek szuperklaszterekbe
tomoriilnek [157-159, 198], melyekben, kisebb, szorosan kdlcsonhatd fehérjeaggregatumok
alakulnak ki. Az MHC 1 géncsendesités ezen aggregatumokat érintette, Osszességében
szignifikdnsan megvaltoztatta a sejtfelszini szupramolekularis mintazatokat. Az MHC 1
expresszios szintjének csokkenése altali klaszterizacios sajatsagok atalakuldsa hatassal lehet az
MHC I molekulékkal asszocialt receptor komplexek jelatvivo tulajdonsagaira is. Az adatok azt
demonstraljak, hogy ha a fehérje klaszter egyetlen tagjanak az expresszidja megvaltozik, az a

résztvevd fehérjék kozotti kdlesonhatasok atrendez0dését eredményezheti.
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7. OSSZEFOGLALAS

PhD munkdm soran az immunrendszer szabdlyozasdban kozponti szerepet betdlto,
kiilonb6z6 leukémidkban €s autoimmun betegségekben is meghatarozo jelentségii interleukin-
2 ¢és -15 citokinek membranreceptorait tanulmanyoztam (melyek harom alegységesek: sajat a
illetve kozosen hasznalt B és ye lancokbol allnak). Két kiilonboz6 aspektusban vizsgéltam a
receptorokat: (1) az alegységeik Osszeszerelddését intracellularisan, illetve (2) azok MHC
molekulakkal kialakitott klasztereinek szétszerelddését a sejtfelszinen. Az elért eredmények

Osszefoglalasaként a kdvetkezé megallapitasokat tehetjiik:

El6 HeLa sejteken részleges hetero-asszociaciokat mutattunk ki az endoplazmatikus
retikulumban €s a Golgi-ban a 3 és yc alegységek kozott, a B és IL-2Ra ill. IL-15Ra alegységek
kozott, a két ligand-specifikus a ldnc kozott, tovabba homoasszociaciot a ye alegységek kozott.
Utobbi kolcsonhatast sem az IL-2Ro, sem pedig a B alegység jelenléte nem befolyasolja.
Kompeticio6 valdszintisithetd azonban a két o lanc kdlcsonhatésa és a § alegységgel vald hetero-
Osszeszerelddése a plazmamembranban nagyobb mértékli, mint az intracellularis
organellumokban. A mérések alapjan a 3 alegység intracellularis doménje erdsen feltekeredett

miikodo jelatvitelre utaldo pJAK1 és pJAK3 kin4zokat azonositottunk.

Eredményeink szerint hatékony ligand-receptor jelatvivé komplexek alakulhatnak ki mar
intracellularisan, miel6tt a receptorok elérnék a plazmamembrant. Ez felveti egy 1j,
intracellularis autokrin jelatviteli mechanizmus lehetdségét és megmagyarazhatja a sejtfelszini
[L-2Ro-ra iranyuld antiproliferativ daclizumab terapidk hatdstalansdgat vagy korlatozott

hatékonysagat.

Az MHC 1 szdmos membranreceptorral, tobbek kozt az IL-2/15 receptorokkal

szuperklasztereket alkot. Az MHC I expresszid csokkentésének hatdsdra nemcsak az MHC 1

is. Bar az adatok alapjan az IL-2 és IL-15 receptorlancokat Osszetartd kdlcsonhatdsok nem
figgnek az MHC 1 jelenlététdl, a klaszterizacids sajatsagok megvaltozasa hatassal lehet az

MHC I molekulakkal asszocialt receptor komplexek jelatvivo tulajdonsagaira is.
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8. SUMMARY

The membrane receptors (consisting of three subunits) of the interleukin-2 and -15
cytokines play essential roles in the regulation of the immune system and are important in
several lymphomas and autoimmune disorders. I studied two aspects of these receptors: (1)
assembly of their subunits intracellularly, and (2) disassembly of their superclusters formed

with MHC molecules at the cell surface. Our results can be summarized as follows:

In the ER and the Golgi of live HeLa cells we demonstrated partial heteroassociation between
B and yc subunits, B and IL-2Ra or IL-15Ra subunits, between the two ligand-specific a-chains,
moreover homoassociation between yc-chains. The presence of neither IL-2Ra nor 3 influenced
this homoassociation significantly. There is a competition between the interaction of the two o
chains and their heteroassociation with the B subunit. We showed that colocalization and
assembly of the ILR subunits are more complete in the plasma membrane than in these
intracellular organelles. Our measurements suggest that the intracellular domain of the § chain
has a strongly folded conformation. We identified pJAK1 and pJAK3 kinases in the Golgi
fraction of IL-2-producing human ATL cells indicating efficient signaling induced by

intracellularly produced cytokine.

Our results imply the formation of efficient ligand-receptor signaling complexes intracellularly;
IL-2/15 receptors start to assemble in the ER/Golgi, before they reach the plasma membrane
and signal, utilizing the IL-2 in IL-2-producing adult T-cell leukemia/lymphoma cells. This
finding raises the possibility of a new intracellular autocrine signaling mechanism, which
explains resistance to antiproliferative daclizumab (anti-IL-2Ra) therapies targeting receptors

at the cell surface.

MHC 1 forms superclusters with several membrane receptors including IL-2/15R at the cell
surface. Silencing of MHC I (minimalized upon gene silencing) influences not only its
homoassociations, but also its heteroassociations with the IL-2/15 receptors. Although
interactions holding IL-2/15 receptor chains together, are independent from presence of MHC
I, alteration of clustering properties might affect the signaling efficiency of receptor complexes

associated with MHC I molecules.
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