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Bevezetés

1. BEVEZETES

A fehérje-fehérje kdlcsonhatasok a legtobb biologiai folyamatban kulcsszerepet toltenek be
a makromolekulas szerkezetek és enzim-komplexek kialakulasatol kezdve egészen a jelatviteli
folyamatok szabalyozasaig. A sejten kiviili kdrnyezet és a sejt belsd tere kozott a kiilonbozo
szignalok, ionok és tapanyagok allandé cseréje jatszodik le, ami alapvetéen meghatarozza a sejtek
mikodését. A mar meglévd vagy ligandum hatasara kialakuld6 membran-fehérje interakciok
kulcsfontossagtiak a fenti folyamatokhoz.

A CD45 fehérje tirozin foszfataz az egyik legnagyobb szamban megtalalhatd glikoprotein
az immunsejtek felszinén, melynek eltéré méretii és glikozilaltsagu izoformai igen valtozatosan, de
szigoruan szabalyozva fejezddnek ki a T sejtek fejlédése soran. Bar az immunoldgiai kutatdsoknak
gyakran képezte targyat, a CD45, kiilondsen pedig kiilonb6z6 izoformainak pontos szerepét a mai
napig nem ismerjiik pontosan. Feltételezik, hogy a TCR jelatvitel szabalyozasat ,feliilr61” végzi:
negativ €s pozitiv regulator funkciot egyarant betolthet, igy a jelatviteli folyamatok erdségének a
kiiszobértékét hatarozza meg.

Ahhoz, hogy a membran fehérjék, mint példaul a CD45 szerepét meghatarozzuk, a
funkcionalis vizsgalatok mellett a molekula sejtfelszini topografidjanak, mas lehetséges
feltérképezésére a fluoreszcencia rezonancia energia transzfer mérés aramlési citometrias (FCET)
modszerét irtak le, amely nagy szamu €16 sejten, nagyon jo statisztikaval teszi lehet6vé a molekulak
szoros kolcsonhatasanak nyomon kovetését.

Bar a CD45 és mas molekulak kolcsonhatasait illetben vannak mar ismereteink, ezeket
elsdsorban invaziv, a membran struktirajanak megodrzését figyelmen kiviill hagydé modszerek
szolgaltattak. A FCET technika alkalmazasaval a receptorok topografiaja azok in vivo membran-
kornyezetében vizsgalhatd, azonban a felhasznalasanak nagymértékben hatart szab az, hogy a

vizsgalt fehérje viszonylag nagy szamu kifejezodését igényli.
A CD45 tirozin foszfataz feltételezett szerepe a TCR jeldtvitelben

A CD45 nagyméretli, receptor-szerli strukturaju kiils6 doménnel rendelkezik, bar
fiziologiasan relevans ligandumjat még nem azonositottak. Szerepét elsdsorban abban latjak, hogy a
T illetve B sejt receptoron (TCR illetve BCR) keresztiil lezajlo jelatvitel kiiszobértékét hatarozza

meg az Src csaladba tartozo tirozin kindzok, a p56ICk és p59fyn szabalyozasan keresztiil. A CD4
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illetve CD8 koreceptorokhoz kapcsolodd p56'™ kinaz és a TCR( illetve a CD3¢ lancan talalhat6
ITAM-ek (Immunoreceptor Tyrosine-based Activation Motif) foszforilalasdn keresztiil a TCR
jelatviteli kaszkadot inditja el.

A CD45 molekuldk extracellularis része az alternativ hasitasnak (RNS splicing)
koszonhetéen 8 kiilonb6zo izoformaként fejez6dhet ki a T sejtek felszinén, melyek koziil
szamottevd mértékben 5 talalhatdo meg T sejteken. Mindegyik T sejt tobb mint egy CD45 izoformat
soran. A naiv CD4" T sejtek magas molekulastlytt CD45 izoformakat (A, B, C) fejeznek ki. Az
érett CD4" memoria T sejtek megvaltoztatjak CD45 izoforma-mintazatukat és elsésorban egy
alacsony molekulasulyl, a harom exon altal kodolt szekvenciak koziil egyiket sem tartalmazo
CD45R0 vagy null-izoformat expresszalnak. A CD45 hasitas ezen kiviil a T sejtek fejlodése soran
is szabalyozott: a timocitdk tulnyomorészt CD45R0 izoformat, mig az érett T sejtek tobbféle
izoformat fejeznek ki felsziniikon. Annak a molekularis magyarazata azonban, hogy az egyes CD45
izoforméak miként hatnak a TCR jelatvitelre, mindeddig tisztazatlan.

A CD45 molekuldk dimerizacidjanak is fontos szerepe lehet a TCR altal kozvetitett
jelatviteli folyamatok szabalyozasaban. Korabbi kisérletek alapjan valdszintsithetd, hogy a CD45

homodimerizacidja a tirozin foszfatdz funkciét gatolja.
Fluoreszcencia rezonancia energia transzfer elmélete és alkalmazhatosdga

A Forster tipusi rezonancia energia transzfer soran egy gerjesztett allapoti donor
festékmolekula egy kozeli akceptor festékmolekuldnak adja at az energidjat sugarzasmentes dipdlus
kolcsonhatason keresztiil.

Az egyik legfontosabb, az energia transzfer hatasfokat befolydsold tényezd, a donor és
akceptor molekulak tavolsaga (R): az energia transzfer hatékonysdga a donor ¢és akceptor
tavolsagara rendkiviil érzékeny és meredeken valtozik 1-10 nm tavolsagon beliil, igy mintegy
»spektroszkopias vonalzoként” hasznalhatd és molekularis asszociaciok becsiilheték meg a
segitségével.

Az idedlis FRET festék-par esetén a donor emisszios spektruma atfed az akceptor molekula
gerjesztési spektrumaval. Az energia transzfer eredményeként a donor molekulak kioltédnak (donor
quenching), mig az akceptor molekuldk gerjesztett allapotba keriilnek és sajat kvantum-

hatékonysagukkal fluoreszkalnak. Az utobbi folyamat a szenzitizalt emisszio.
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Az aramlasi citometriara kifejlesztett fluoreszcencia rezonancia energia transzfer modszer
(FCET) rendkivill nagy szamu sejten, rovid idon beliil nydjt informaciot a membranfehérjék
moddszert szdmos biologiai rendszeren sikerrel alkalmaztdk mar: példaul membranfehérjék
asszocidcios allapotanak nyomon kovetésére immunoldgiailag kompetens vagy kiilonféle
tumorsejtek esetében. Bar a FCET modszer nagy érzékenységgel és statisztikdval hasznalhato a
molekulak lateralis elrendez0désének vizsgalatara, sejtes rendszereken vald alkalmazasa még nem
haoditott teret két £6 okbol:

» Kutatasi célokra kifejlesztett bonyolult miiszert igényel, amely a donor-akceptor
festékparra specifikus gerjesztési hullamhosszal rendelkezik. Bar a FRET-indukalt
donor kioltas méréséhez nem sziikséges két 1ézerrel felszerelt miiszer vagy bonyolult
kiértékelés, a donor kioltas nem hasznalhato a FRET hatékonysag sejtenkénti
meghatarozasara.

» A FRET méréseknek mind a pontossagat, mind a reprodukalhatdsagat veszélyezteti,
ha a fluoreszcens probaval megjelolt fehérje expresszios szintje alacsony. Ilyen
esetekben az autofluoreszcencia részesedése igen jelentds lehet a teljes

fluoreszcencia jelhez képest.




Célkitiizések

II. CELKITUZESEK

Munkénk soran elsédleges célunk az volt, hogy a CD45 fehérje tirozin foszfatdz kiilonb6z6

izoformainak szerepét a TCR jelatvitel feltehetden eltérd szabalyozasaban megismerjiik. Ezt az

alabbi kérdésekkel kivantuk megkdzeliteni:

>

Kimutathat6-e fizikai kapcsolat a CD45 és a CD4/CDS8 ko-receptorok kozott a
membran intakt struktirajat megOrz6 moddszerrel? Van-e eltérés a CD45RO,
CD45RBC és CD45RABC izoformak kozott a fenti heteroasszociaciot tekintve?
Megfigyelhetd-e a CD45 molekulak dimerizécidja, és ez hogyan valtozik az egyes
izoformak esetében?

Van-e¢ funkcionalis kovetkezménye az egyes CD45 izoformak esetében
megfigyelheté hetero- és homoasszocidcios eltéréseknek? Kiilonbozik-e az egyes
CD45 izoformakat kifejezo sejtvonalak esetében a TCR jelatvitel er0ssége?

Az aramlési citometrias fluoreszcencia rezonancia energia transzfer modszer az
alacsony szamban kifejezddd sejtfelszini molekulak (mint példaul a CD45 izoformak
transzfektalt HPB-ALL T sejteken) esetében nem szolgaltat megbizhato eredményt a
receptorok asszociacidjarol. Ezért célul tiztik ki egy uj, érzékenyebb modszer
kidolgozasat, ahol a magas autofluoreszcenciat sejtenként lehet korrigalni.

Meg kivantuk vizsgalni, hogy ugyanazon intramolekularis tdvolsag esetében hogyan
valtozik az energia transzfer hatékonysag értéke, ha az epitopokat kiilonbozo direkt

illetve indirekt modszerekkel jeloljiik meg.
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III. ANYAGOK ES MODSZEREK
Sejtek
Kisérleteinkhez CD45 negativ HPB-ALL sejtek CD45R0, RBC és RABC izoformak stabil
transzfekcidjaval nyert sejtvonalakat, EBV transzformalt JY human B-limfoblaszt sejteket

hasznaltunk. Egészséges donorokbol PBL-eket (peripherial blood lymphocytes) izolaltunk és

egylancu (sc) TCR:CD3 kiméra gén konstrukciot vittiink be retrovirusos transzdukcioval.

Antitestek és azok jelolése fluoreszkalo festékekkel

antigén antitest | izotipus

MHC I nehéz lanc W6/32 1gG2a
MHC I B2-mikroglobulin L368 IgGl

CD45 panCDA45 | 1gG2a
TCR B lanc TCR VB1 | IgGl
CD3 UCHTI1 IgGl

CD3 OKT3 IgG2a

CD3 MEMS57 | I1gG2a

CDh4 MEMI115 | IgG2a

CD8 MEM31 | IgG2a

Az indirekt jelolésekhez Cy3- és CyS5-jelolt, affinitds kromatografidval tisztitott nyulban
termeltetett egér ellenes y2a lancra specifikus IgG2a és nyulban termeltetett egér ellenes y1 lancra
specifikus IgG1 antitesteket, illetve kecskében termeltetett egér ellenes antitestek (konnyii és nehéz
lanc specifikus) Fab fragmentumait hasznaltuk.

Az antitestek Fab fragmentumait egy mar kordbban ismertetett modszer szerint allitottuk
elé. Az IgG-k papain emésztését kovetden a reakciot jodacetamiddal allitottuk le, majd Sephadex
G-100 oszlopon valasztottuk el az Fab és Fc¢ fragmentumokat tartalmazo frakciokat. Az Fab
fragmentumokat protein A oszlopon szeparaltuk az Fc résztol.

Az antitesteket vagy azok Fab fragmentumait fluoreszcein-izotiocianattal (FITC) vagy
tetrametil-rodamin-izotiocianattal (TRITC) illetve szulfoindocianin festékek (Cy3 és Cy5)

szukcinimidil észter szarmazékaival jeloltiik korabban leirt modszerek alapjan. Az antitesthez nem
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kotodott festéket gél-sziiréssel tavolitottuk el Sephadex G-25 oszlop segitségével. A festék-fehérje
jelolési aranyt spektrofotometridsan hatdroztuk meg, melynek értéke koriilbeliil 3:1 volt teljes IgG

esetében, mig Fab fragmentumoknal 1:1.
Sejtfelszini antigének jelolése antitestekkel FCET mérésekhez

A sejteket hideg PBS-ben (pH 7.4) mostuk, majd kb. 1 millié sejtet szuszpendaltunk fel
1% BSA tartalmi PBS-ben. A sejteket ezutan jégen, sotétben jeloltiik a megfeleld fluorofor-

Indirekt jelolés esetén a sejteket jeloletlen monoklonalis antitestekkel inkubaltuk, majd
hideg PBS-ben valé mosas utan Cy3- vagy Cy5-konjugalt poliklonalis nyalban termeltetett egér
ellenes antitesttel (IgG 1 vagy 7y2a lancra specifikus) végeztiink jelolést. Masodlagos Fab
fragmentumokkal valo jeloléskor az alabbi jelolési szekvenciat alkalmaztuk: (1) jeldletlen W6/32
antitest; (2) Cy3-jelolt GAMIgG Fab fragmentumok; (3) jeloletlen GAMIgG Fab fragmentumok
(célja a W6/32 antitesten megmaradt szabad masodlagos antitest kdtohelyek blokkolasa), (4)
jeloletlen L368 mAb, (5) Cy5-konjugalt GAMIgG Fab fragmentumok.

Aramldsi citometrids energia transzfer mérések

A fluoreszceinnel és rodaminnal jelzett antitestek kozotti energia transzfer mérésekhez
FACScan (Becton Dickinson) aramlasi citométert hasznaltunk. Réviden, a donor fluoreszcenciat
egy argon ion lézer 488 nm-es vonalaval gerjesztettiik, és a donor fluoreszcenciajat 530+30 nm-en
detektaltuk. A donor fluoreszcenciajat hasonlitottuk ssze duplan jelolt (donor és akceptor) sejtek
illetve olyan mintak kozott, ahol az akceptoros antitestet annak jeldletlen formajaval
helyettesitettiik. gy ki tudtuk kiiszoboIni a donor és akceptor antitest esetleges kompeticioja okozta
hatasokat. Az energia transzfer hatékonysagot a donor fluoreszcencidjanak az akceptor jelenlétében
tapasztalt szazalékos csokkenésébol szamitottuk.

A Cy3 ¢és CyS5 festékpar alkalmazasakor kisérleteinkhez a Becton Dickinson FACSCalibur
tipust aramlasi citométerét (Becton Dickinson, San Jose, CA) hasznaltuk. Négy fluoreszcencia
intenzitast mértiink. Ezek koziil harom esetén 488 nm-es gerjesztés mellett az emissziot 530+15
nm-en, 585£21 nm-en and 670 nm felett detektaltuk, mig a negyedik fluoreszcencia jelet 635 nm-en

gerjesztettilk és 66118 nm-en detektaltuk. A donor és akceptor jelolt antitestek atlagos tavolsagat
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jellemz6 energia transzfer hatékonysagot sejtenként szamoltuk ki a négy detektalt fluoreszcencia

paraméterbol.
Immunprecipitdacio és immunoblotting

A stimulalt sejteket lizald pufferrel kezeltik, a sejtmagokat és a sejttormeléket
centrifugalassal tavolitottuk el. A teljes sejtlizatum immunoblot analiziséhez a mintakat Laemmli
pufferben foztik. A TCRE immunprecipiticidhoz a mintdkat protein G-Sepharose Bead-del
forgattuk. Az igy el6tisztitott lizdtumokat inkubaltuk az immunprecipitdlé antitesttel. Az immun-
komplexek kinyeréséhez G-Sepharose Bead-eket hasznaltunk. A CD4 immunprecipitaciohoz a
sejteket CD4 antitesttel fedtiik. Az in vitro kinaz esszé soran az immun-komplexeket kinaz
pufferben mostuk. A kinaz reakcio elinditasat kinaz pufferrel (dithiotreitol, ATP and [y->P]JATP)
végeztiilk, majd a reakciot Laemmli pufferrel és forralassal allitottuk le. Az immunoblottok és
autoradiografok kiértékelését LAS-1000 CCD kamera és AIDA képelemzd szoftver segitségével
végeztiik.
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IV. EREDMENYEK

FCET meérések sejtenkénti autofluoreszcencia korrekcidja

Ahhoz, hogy a FCET modszer alacsony jel/zaj arannyal rendelkezé rendszereken is

alkalmazhat6 legyen, vorosben emittald Cy3 és Cy5 festékeket hasznaltunk donor-akceptor parként.

Ezen kiviil a modszert egy olyan matematikai Osszefiiggéssel egészitettiik ki, amely lehetdvé tette

az autofluoreszcencia sejtenkénti korrekcigjat. Két biologiai rendszert hasznaltunk a modszer

tesztelésére:

I.

A CDA45R0 izoforma expresszidja tul alacsony volt ( a jel:autofluoreszcencia arany 1:1)
transzfektalt HPB-ALL T sejtvonalon ahhoz, hogy a hagyoméanyos FCET modszerrel
pontosan  meghatdrozzuk a  molekulak  homodimerizacidjanak  mértékét. Az
autofluoreszcencia sejtenkénti korrekcidja az energia transzfer hisztogram sokkal
megbizhatobb meghatarozasat tette lehetové: a tovabbfejlesztett modszer a hisztogram
pozitiv tartomanyokba valo eltolodasat, és alacsonyabb szorasat eredményezte.
El6fordulhat, hogy a biologiai mintdk olyan sejtpopulaciokat tartalmaznak, amelyeken a
vizsgalt fehérjék kiilonb6z6 mértékben asszocialodnak egymassal. Bar az ilyen
sejtpopulaciok elkiilonitése rendkiviil fontos lenne, a hagyoméanyos FCET modszer
hasznalata ezt jelentésen megnehezitette az energia transzfer eloszlasanak nagy szorasa
miatt. Az altalunk kifejlesztett 0j FCET modszert alkalmazva sokkal pontosabban
megkiilonboztethetdk az eltérd energia transzfer hatékonysagot mutatd sejtpopulaciok.
Primer huméan T sejteken egyszalu kiméra T sejt receptor (scTCR:CD3.() virusos
transzdukciojat kovetden a bevitt kiméra TCR és endogén CD3 molekula kozott végzett
FCET mérések azt mutattdk, hogy a kiviilr6l bevitt kiméra TCR molekulak membran
topologiaja eltér a teljes lanct, mddositatlan TCR lancokétol. Az igy modositott T sejtek
nagy része a scTCR:CD3.C lancot fejezte ki (vagyis a sejtek Val2 és VB1 antigénre is
pozitivak voltak), azonban a sejtek egy kis alpopulacidja, amely az endogén TCR lancot
expresszalta (vagyis a sejtek csak a VB1 antigénre voltak pozitivak), a vart FRET értéket
szamottevd mértékben befolyasolta. Ebben a kiilonleges esetben az energia transzfer
hisztogram eloszlasa két csticcsal volt jellemezhetd a korabban tapasztalt egymoédusu
eloszlassal szemben (az alacsony FRET értékii cstics képviseli azokat a sejteket, melyek az
exogén scTCR:CD3.C lancot fejezik ki, mig az endogén TCRp-t kifejezd sejtek alkotjak a

magas energia transzfer értékil csucsot).
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Az immunfluoreszcens jelolés geometridja befolydsolja a FRET hatékonysdgot

Az MHC I molekula nehéz és konnyl lancénak (2m) W6/32 illetve L368 monoklonalis
antitestekkel val6 direkt és indirekt jeldlésével, az alkalmazott antitest komplexek méretét, igy a
donor és akceptor festékek tavolsagat jelentds mértékben valtoztattuk. A fluoreszkald molekulak
kozotti tavolsag valtozasai jelentosen hatottak az energia transzfer értékekre. A fluoreszcensen jelolt
elsodleges antitestekkel vagy azok Fab fragmentumaival valo jelolésnél mért energia transzfer
hatékonysagokhoz képest (28-30 % koriil) a kotohelyeket Cy3 illetve Cy5 festékkel konjugalt
masodlagos Fab fragmentumokkal jelolve a FRET hatékonysag nagymérték(i csokkenését (15 %)
tapasztaltuk. Amikor a sejtek jeloléséhez poliklonalis teljes IgG-t hasznaltunk a masodlagos Fab
fragmentumok helyett, az energia transzfer tovabbi csokkenését figyelhettilk meg (~ 8 %). Abban
az esetben, amikor a donor indirekt jelzésére Fab fragmentumot hasznaltunk, mikézben az akceptort
direkt modon jeldltiik, az energia transzfer értéke a direkt és indirekt jelolésnél tapasztalt értékek
kozé esett (24 %). Erdekes médon a mindkét oldalon alkalmazott teljes masodlagos antitestes
jelolés esetében megfigyelt FRET hatékonysaghoz képest nem tapasztaltunk valtozast, ha az egyik
oldalon direkt médszerrel jeldltiik az epitopot (~ 9 %).

Kiilonbozé CD45 izoformdk asszocidcios mintazata HPB-ALL sejteken

Aramlasi citometrias energia transzfer méréseink a CD45R0 izoformak szoros
kolesonhatasat mutattak ki a CD4 és CDS8 ko-receptorokkal, mig a CD45RBC ¢s CD45RABC
izoformék esetében hasonld asszociaciot nem taldltunk. A CD45R0-CD4/CD8 asszociaciora
vonatkozd energia transzfer hatékonysag 7.2-12.2 % értékeket mutatott, ami arra utal, hogy a
CD45R0 molekuldk egy része 10 nm tavolsdgon beliil helyezkedik el a CD4/CD8 molekulak egy
részéhez képest.
sejteket Cy3- és Cy5-CD45 Fab fragmentumok 1:1 aranyu keverékével jeloltiik. A harom CD45
izoformat megvizsgalva csak a CD45R0 izoformak alkottak homoasszocidtumokat: atlagosan
11.0+4.4 % FRET hatékonysagot mutatva, ellenben a CD45RBC" és CD45RABC" szubklénokkal,
ahol ez az érték 1.240.4 % és 1.8+1.4 % volt.
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A TCR-on keresztiili jelatvitel vizsgdlata

A CD4-asszocialt p56'* kinaz aktivitas atlagosan kétszer magasabb volt a CD45R0"
szubklonban a CD45RBC" szubklonhoz képest. Az alap fehérje tirozin foszforilacio szintje szintén
a CD45R0 " sejtekben volt magasabb.

A TCR-€ lanc immunprecipitacidja, majd a foszfotirozin immunblottolasa kimutatta, hogy a
CD3-CD#4 keresztkotése soran a TCR-E p21 ¢és p23 foszfoizomerjei nagyobb mértékben képzddtek
a CD45R0", mint CD45RBC" sejtekben. A ZAP-70 nagyobb mértékben kapcsolédott a TCR-(

lanchoz és a kinaz tirozin foszforilaciéja is megemelkedett a CD45R0" sejtekben.
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V. OSSZEFOGLALAS

Munkank célja az volt, hogy lehetséges magyarazatot keressiink a kiilonb6z6 CD45
izoformak szerepére a TCR jelatvitel szabalyozasi folyamataiban CD45R0°, CD45RBC" és
CD45RABC’ HPB-ALL T sejtek felszinén kialakitott receptor kolcsonhatisok és jelatviteli
mechanizmusok vizsgdlatdval. Munkénkhoz az aramldsi citometrids fluoreszcencia rezonancia
energia transzfer (FCET) modszer tovabbfejlesztését is célul tiiztiik ki, mivel a moédszer klasszikus
valtozata alacsony receptor expresszioji rendszereken nem volt hasznalhatd. Vizsgalataink
eredményei a kdvetkezok:

(1) A vords tartomanyban emittalo Cy3 és CyS5 fluoreszkald festékek alkalmazaséaval jelentds
mértékben csokkent az autofluoreszcencia mértéke a korabban alkalmazott fluoreszcein-
rodamin FRET festék parhoz képest. Egy negyedik fliggetlen fluoreszcencia paraméter
detektalasa lehetové tette, hogy 1j matematikai algoritmus kifejlesztésével az
autofluoreszcencia sejtenkénti korrekciojat végezzik el, ami a FCET modszer
megbizhatosagat és pontossagat nagymértékben novelte.

(2) Az 10j, megnovekedett érzékenységli FCET modszerrel sikeriilt olyan sejtpopulaciokat
megkiilonboztetni egymastol, amelyek csak felsziniikdn vizsgalt molekulak kozott mért
FRET hatékonysag tekintetében tértek el egymastol.

(3) Az 4 FCET moédszer alkalmazhatosdganak hatarat is vizsgaltuk kiilonbozo
immunfluoreszcens jelolési sémakon. MHC-I molekulak nehéz ¢és konnyl lancait
kiilonbo6zo direkt illetve indirekt modszerekkel jelezve azt talaltuk, hogy az epitopok kozott
detektalhato energia transzfer hatékonysagot az alkalmazott antitest komplexum mérete
jelentés mértékben befolyasolja. Mig a legmagasabb FRET értékeket mindkét epitop direkt
jelzése eredményezte, addig masodlagos antitestek hasznalataval a mérhetd transzfer
hatékonysag nagymértékben lecsokkent.

(4) A tovabbfejlesztett FCET modszerrel elsdként mutattuk ki, hogy HPB-ALL T sejtek
felszinén csak a CD45R0 izoformak alkotnak homoasszociatumokat, a nagyobb izoformak,
mint a CD45RBC ¢és CD45RABC nem. A CD45R0 izoformak esetében tovabbi szoros
molekularis kolcsonhatast taldltunk a CD4/CD8 ko-receptorokkal. A CD45RBC és
CD45RABC esetén hasonlo egyiittallast nem talaltunk.

(5) A CD45R0" T sejtek megemelkedett CD4-asszocialt p56'* alap kinaz aktivitasat és a TCR

jelatvitel megnovelt aktivitasa foszforilacidos eseményeit sikeriilt kimutatni, ami
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Osszefoglalds

Osszhangban all a receptor mintazat megfigyelt eltéréseivel. Megfigyeléseink nem zarjak ki
azonban a jelen kisérleti Osszefiiggésben a CD45R0 domindns hatdsa a CD4/CDS8
molekulakkal alkotott asszociacion keresztiil az volt, hogy felerdsitette a TCR jelatvitelt

azaltal, hogy a CD4-asszocialt p56'* kinz molekulédknak egy aktivabb készletét hozta létre.
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Eredmények hasznositasa

VI. AZ EREDMENYEK HASZNOSITASA

Eredményeink hozzajarulnak a TCR altal kozvetitett jelatviteli folyamatok jobb
megértéséhez, mivel egy fontos szabalyozo molekula, a CD45 tirozin foszfataz altal kialakitott
izoforma specifikus fehérje komplexumok jelenléte €s a TCR jelatvitel hatékonysaga kdzotti szoros
Osszefliggést hangsulyozzak. A CD45 molekuldk homodimerizacidjanak €16 sejteken torténd
kimutatdsa az elsé ilyen direkt bizonyiték a korabban csak feltételezett kdlcsonhatasra, €s
val6szinilileg magyarazatot nyujt a CD45 tirozin foszfataz, ezaltal tovabbi jelatviteli 1épések negativ
szabalyozasara.

Az aramlasi citometrids fluoreszcencia rezonancia energia transzfer modszerének
tovabbfejlesztésével a membran makromolekuldinak kolcsonhatasai olyan rendszerekben is
vizsgalhatova valtak, ahol azt a molekuldk alacsony szamu expresszidja eddig megakadalyozta. A
modszer sokkal szélesebb korben torténd elterjedését szolgalja az is, hogy a kifejlesztéséhez egy

klinikai rutinban hasznalt, konnyen kezelhet6 aramlasi citométert hasznaltunk.
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