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1. Bevezetés

1.1. Limfocitak szerepe az immunrendszer mkodésében

A limfocitdk mind a természetes, mind az adaptivimmunitdsban kiemelkedd szerepet
jatszanak. Tagjai a természetes 6l6 (NK) sejtek, B- valamint T-sejtek, melyek a
csontvel6ben termelédnek. Az NK sejtek a természetes immunitds részeként felismerik
a tumor, illetve virussal fert6zott sejteket, amiket lizissel vagy apoptdzis indukalasaval
semmisitenek meg. A B-sejtek amellett, hogy a csontvel6ben képz&dnek, ott is
fejlédnek tovabb. Elsédleges szerepiik az antitestek termelése és az antigén
prezentacié az adaptiv immunitas részeként. A T-sejtek a timuszban fejl6dnek,
elengedhetetlen komponensei az immunfolyamatok szabalyozasanak.

1.2. IL-2 és IL-15 citokinek

A citokineknek szamos csoportja és alcsoportja van, és altalanossagban elmondhato,
hogy az immunvalaszban résztvevé és jelatvitelt biztositd fehérjék tartoznak ide. A
dolgozat szempontjabdl kiemelend6 IL-2 és IL-15 a négy a-hélixbdl allé citokinek
csaladjaba tartozik. Az IL-2 citokint Robert Gallo munkacsoportja irta le elGszor, ami az
elsé emberben azonositott retrovirus (HTLV) azonositasahoz vezetett, az IL-15 citokint
pedig szinte egyidejlileg fedezte fel Thomas A. Waldmann és Kenneth H. Grabstein
kutatdécsoportja. Az IL-2 és IL-15 receptorok (IL-2R, IL-15R) heterotrimer szerkezet(ek,
melyek tartalmaznak egy citokin specifikus a alegységet, amely kiilonb6z6 affinitassal
koti a sajat specifikus ligandjat. Az IL-15Ra (CD215) nagyobb affinitassal (Kd: 50 pM)
koti az IL-15 citokint, mint az IL-2Ra (CD25) az IL-2 citokint (Kd: 10 nM). Az IL-2/IL-15RB
alegységet (CD122) valamint a yc (CD132) lancot (ami megtaldlhaté az IL-4, IL-7, IL-9 és
IL-21 receptorokban is) mindkét receptor hasznalja. Mind az IL-15, mind az IL-2
serkenti a T-sejtek proliferacidjat, indukalja a citotoxikus limfocitak (CTL) termel&dését
és serkenti a természetes 6l6 (NK) sejtek expanzidjat. Azonban sok adaptiv

immunvalaszban az IL-2 és IL-15 kilonb6z8 szerepet jatszhat. Az IL-2-vel ellentétben



az IL-15 gatolja az IL-2 altal kivaltott sejthaldlt (AICD), nem aktivalja a Treg sejteket,
valamint nem okoz kapillaris szivargas szindrémat, amit allatkisérletekben és klinikai
vizsgalatokban is kimutattak. Az IL-15 el8segiti a CD44"CD8* effektor/memdria T-
sejtek fenntartdsat és a virusspecifikus memaria CD8* T-sejtek tulélését. Tovabba az

IL-15 kritikus a széveti memoria fenotipus CD103*CD28*CD8* T-sejtek fejlédéséhez.

1.3. IL-15 transz-prezentacio

Dubois és munkatdrsai demonstraltak, hogy az IL-2 citokinnel ellentétben az IL-15
hosszabb ideig biztositja a T-sejtek tulélését, miutan mindkét citokintél mentes
médiumban tenyésztették a sejteket. Azt is kimutattak, hogy a sejt felszinén taldlhaté
IL-15 fligg az IL-15Ra expresszidjatol. Tovabba az endoszomalis Ujrahasznositas az IL-
15Ra/IL-15 komplex jelenlétét igényli. Ez a fajta IL-15 Ujrahasznositds a B alegység
expressziotél nem, azonban az IL-15Ra jelenlétét6l alapvet6 modon fligg.
LegjelentGsebb megfigyelésik az volt, hogy az IL-15Ra/IL-15 komplex stimulalta a
szomszédos sejtek proliferacidjat, ezt a folyamatot IL-15 transz-prezentaciénak (TP)
nevezték. Az aktivalt monocitak felszinén taldlhatd IL-15Ra/IL-15 komplex a Byc
egyedi ligand szallitasi modot az IL-15Ra magas ligandkotd affinitasa teszi lehetGvé,
amelynek koszonhet6en egy stabil IL-15Ra/IL-15 komplex mar intracelluldrisan
Osszeszerelddik és igy kerll a sejtfelszinre. A csak IL-2/15Rp és y. alegységeket kifejez§
T-sejtek alacsonyabb affinitassal (Kd: 1 nM) kotik az IL-15-6t, és mivel az IL-15 nincs
jelen ilyen magas koncentracidban oldott formaban in vivo, ezek a sejtek alternativ,
irdnyitott ligand célbajuttatasi modszert igényelnek. Ezért az IL-15-6t elsGsorban az IL-
15Ra prezentalja ezeknek a sejteknek. A prezentacid egyik mechanizmusa az, amikor
az IL15Ra/IL-15 komplex extracellularis része proteolitikusan lehasitddik , ami oldhaté
IL-15Ra/IL-15 (sIL-15Ra/IL-15) komplexet eredményez, ezzel indukalva az IL-15
jelatvitelt a reagald sejteken, mely internalizdlja a komplexet. Egy masik leirt IL-15

transz-prezentdcidés mddszer a transz-endocitdzis, mely sordan immunszinapszis alakul
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ki a prezentald és a reagald sejtek kdzott, ahol a prezentald sejt felszinén lévé IL-15Ra
prezentdlja az IL-15 citokint a reagéld sejten l1évé IL-2/15RByc heterodimernek. Ezutan
az egész IL-15Rafyc/IL-15 TP komplex — a prezentéld sejt membranjanak egy részével
egyltt —internalizalodik a reagdld sejtbe.

1.4. IL-2 és IL-15 jelatvitel

Mivel mind az IL-2R, mind az IL-15R ugyanazt a jelatvitelért felel6s B és yc alegységet
tartalmazza, ezért jelatvitelik ugyanazt a harom f6 Utvonalat haszndlja: JAK/STAT,
Ras/Raf/MAPK és PI3K/AKT/mTOR. A JAK/STAT utvonal aktivacidja vezethet
proliferaciohoz, differencidciohoz, migraciohoz vagy apoptdzishoz. Jelatvitele egy
viszonylag egyszerl mechanizmust hasznal. Az alegységek konstitutivan kotik a JAK1/3
(B alegység) és JAK3 (yc alegység) tirozin kindzokat. Ligandkotés hatasara kett6 (vagy
tobb) JAK egymas kozelébe kerdl, transz-foszforilaljak egymast, valamint receptorukat,
amihez igy kot6dhet a STAT1, STAT3 vagy STAT5, amiket a JAK1/3 szintén foszforilal. A
foszforildlt STAT dimerizalédik vagy tetramerizalddik és az importin a5- és Ran-fliggé
transzporttal a sejtmagba jut, ahol specifikus szabalyozé régidkhoz kot6dik, amivel
aktivalhatja vagy gatolhatja célgénjeit. A Ras/Raf/MAPK utvonal a sejtbioldgiaban az
egyik legjobban karakterizalt jelatvitel, mivel szamos fontos folyamatban vesz részt (pl.
sejtciklus szabdlyozds, integrin jeldtvitel, sejt migracié, angiogenezis). A PI-
3K/Akt/mTOR uUtvonal a mar leirt két jelatviteli folyamathoz hasonld funkcidkkal
rendelkezik (proliferacié, angiogenezis, apoptdzis). A szintén JAK altal aktivalt PI3K
végzi a PIP2->PIPs atalakitast. PIP3 mint masodlagos hirvivé a sejtmembranhoz kéti a
PDK1-et és ennek a jelatviteli utnak a legjelent6sebb fehérjéjét az AKT-ot. Az AKT
szamos célfehérjével rendelkezik, amiken keresztil szamos sejtfunkciot képes

szabalyozni.
1.5. Antigén prezentacio

Az antigén prezentacid (AP) egy jél tanulmanyozott immunoldgiai folyamat, amely

elengedhetetlen a T-sejt aktivalasdhoz. Az antigén prezentald sejtek (APC-k) mint a B-
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sejtek, makrofagok és dendritikus sejtek kotik 6ssze a természetes és adaptiv
immunitast, melyek képesek internalizalni az exogén eredetl antigéneket, amelyeket
feldolgoznak, majd f6 hisztokompatibilitasi komplex (MHC) molekuldkhoz kétve a sejt
felszinére juttatnak, ahol bemutatjdk azokat a T-sejt receptor-CD3 (TCR/CD3)
komplexnek. A TCR-MHC Il kdlcsdnhatds soran a CD4, a TCR ko-receptora is kotédik az
MHC Il receptorhoz, ezzel tovabb erdsitve az intercelluldris fehérje komplexet. CD4* T-
sejtek esetében a masodlagos jeleket tovabbi fehérje-fehérje interakcidk biztositjak: a
CD28 a T-sejten 1évé receptor, amely a prezentdld sejten |évé CD80-hoz vagy CD86-
hoz kétédik. Tovabbi fehérjék, mint az ICOS, 4-1BB és OX40 expresszidja a T-sejteken
és ezek ligandjai az APC-n is nélkilozhetetlenek a T-sejt aktivalashoz. Ezek a ko-
stimulusok csak akkor allnak rendelkezésre, ha a bemutatd sejt kdrokozdval taldlkozik
és azt megfelelGen prezentalja. Tovabbi fehérje-fehérje kdlcsénhatasok, mint a CD40
és CD4O0L, valamint az LFA-1/ICAM-1 tovabb stabilizaljak az immunoldgiai szinapszist
(IS). Az IS szerkezete harom részre oszthatd, koncentrikus gyrikre, amelyek
kilonb6z6 szegregdlt fehérjeklaszterekbdl allnak. A szupramolekularis aktivacios
klaszter (SMAC) harom teriilete a kézponti SMAC (central SMAC, c-SMAC), periférias
SMAC (periferial SMAC, p-SMAC) és tavoli SMAC (distal SMAC, d-SMAC). Korabbi
tanulmdnyok betekintést engedtek ennek a harom teriiletnek a fehérje 6sszetételére.
A CD4/CD8-rdl kimutattak, hogy a c-SMAC-ben dusul fel. A leukocita funkcionalis
antigén-1 (LFA-1) és a talin citoszkeletalis fehérje a p-SMAC-ben koncentralddik, mig a
CD43 és a CD45 a d-SMAC-ben lokalizalddik. Intézetiink és mas kutatdcsoportok azt is
kimutattdk, hogy kilénb6z6 ioncsatorndk, tulnyomorészt a fesziltségfiiggd Kvi.3
kaliumcsatornak is felddsulnak az IS-ben a PSD-95 adapter fehérje segitségével a T-sejt

aktivacio korai szakaszaban.



2. Celkitdzes

Mivel mind az IL-15 TP, mind az AP hozzdjarul a T-sejt aktivalashoz, és hasonlo sejt-sejt
interakcion alapul, felmeril a kérdés, hogy ez a két folyamat befolydsolja-e egymas
mikodését vagy fuggetlen egymastdél. Vannak olyan Osszetev6k immunoldgiai
szinapszisokban, nevezetesen a KIR csalad inhibitor receptorai, amelyeket NK sejtek
fejeznek ki, ezek negativan szabalyozzak az IL-15 TP hatdsat a B- és NK sejtek kozott.
Az AP-nak az IL-15 TP-ra gyakorolt lehetséges hatdsait azonban még nem vizsgdltak. A
dolgozatban ismertetett kisérletek az IL-15 TP és az AP kapcsolatat vizsgaljak biofizikai
modszerekkel. Az itt hasznalt B-sejt - T-sejt modell rendszer az AP-hoz és IL-15 TP-hoz
szlikséges fehérjéket expresszalja, melyeknek mind ,transz” (intercellularis), mind
,»Cisz” (ugyanazon a sejten el6forduld) kélcsonhatdsait vizsgaltuk. Célul tiiztik ki, hogy
elséként kozvetlen biofizikai bizonyitékot szolgaltassunk az IL-15R alegységek
Osszeszerel6désére, amelyeket a két sejt az IL-15 TP sordn expresszal, valamint hogy
megallapitsuk, az AP-ban és IL-15 TP-ban részt vevd receptorok kozés komplexben
vagy egymastdl figgetleniil transzlokalddnak-e azimmunszinapszisba. Arra is kerestiik
a vélaszt, hogy az IL-15 jelatviteli hatékonysagat befolyasolja-e az AP és viszont.

A dolgozat masodik felében a yc alegységek homodimerizaciodjat vizsgaltuk. 2008-ban
Pillet és munkatarsai leirtak, hogy az IL-2/15Rp alegység a ligand, illetve yc vagy IL-2Ra
és IL-15Ra hidnyaban is homodimerként van jelen COS-7 sejtek membranjaban.
Munkacsoportunk FRET kisérletekkel kimutatta, hogy a yc alegység hasonldan
viselkedik, Hela sejtekben mdr intracelluldrisan megtorténik az Osszeszerel6dés.
Tovabbi fehérjedinamikai kérdések megvélaszoldsdhoz egysik megvilagitasu
mikroszkdpia alapu fluoreszcencia keresztkorrelacidos (SPIM-FCCS) méréseket

végeztlink a yc alegységen.



3. Anyagok és modszerek

3.1. Sejttenyésztés

Az IL-15 transzprezentdcio vizsgalatahoz hasznalt Raji B-sejteket és Jurkat T-sejteket
RPMI 1640 médiumban tenyésztettiik, amit kiegészitettiink 10% (v/v) FBS-sel és
GlutaMAX-szal. A yc alegységek homodimerizaciéjanak vizsgalata Hela sejtvonalon
tortént, melyet szintén a korabban leirt médiumban tenyésztettlink. A retroviralis
transzdukciéhoz hasznalt HEK293T sejtek DMEM médiumban, a kordbban emlitett
kiegészitésekkel egyltt voltak fenntartva. Minden sejtet 5% CO: parasitott légkorben
tenyésztettink 37 °C-on. Azokat a Raji és Jurkat sejteket, amelyek stabilan
expresszaltdk az IL-15 receptor alegységeit mint: EGFP-IL-15Ra, mCherry-IL-15Ra, IL-
15Ra és IL-2/15RB (a tovabbiakban: Raji-EGFP-IL-15Ra, Raji-mCherry-IL-15Ra, Raji-IL-
15Ra és Jurkat-IL-2/15RB) Geneticin-nel szelektaltuk.

3.2. Plazmidok

Az IL-15Ra és IL-2Ra cDNS-ét a pEGFP-N1, pmCherry-N1 és pmCherry-C3 expresszios
vektorok MCS-ébe (multiple cloning site) klonoztuk. A marha preprolaktin
szignalszekvencia C-termindlison jelolt alegységek esetén az alegység génje, N-
termindlison jeldlt alegységek esetén a fluoreszcens fehérje génje elé kerilt. A pPBMN-
Z-IN retroviralis transzfervektorok ORF-jébe (open reading frame) az adott jel6lt vagy
jeloletlen alegység (EGFP-IL-15Ra, mCherry-IL-15Raq, IL-15Ra, IL-2/15RB) génjét BamHI
és Sall restrikcids hasitd enzimekkel vittiik be a LacZ helyére.

3.3.  Tranziens transzfekcié

Az mCherry-IL-2Ra-t és IL-2Ra-mCherry-t kddolé plazmidokat tranziens transzfekcidval
(elektroporacio) juttattuk a Raji sejtekbe. A transzfekcidt Amaxa Nucleofector II

eszkozzel végeztik a gyarto altal ajanlott protokoll segitségével.

Hela sejtek esetében FuGene HD transzfekcids reagenssel tortént a transzfekcid.



34. Retroviralis transzdukcid

A szikséges plazmidokat (retrovirdlis transzfer vektor, VSVG burok és psPAX2
csomagold) a csomagold sejtekként hasznalt HEK293T sejtekbe juttattuk. A retrovirust
tartalmazé leszlrt feluluszét Raji vagy Jurkat sejtekhez adtuk tovabbi 10 pg/ml
polibrénnel és 48 6ran at inkubaltuk, majd a sejteket immunfluoreszcensen jel6ltik a

transzdukcié hatékonysaganak ellenGrzése céljabol.

3.5. Immunoldgiai szinapszis képzés

10° (mikroszkdpos méréshez) vagy 6x10° (dramlasi citometriai méréshez) Raji sejthez
IL-15-6t (100 nM) és/vagy SEE szuperantigént (1 pug 50 pl RPMI 1640 médiumban)
adtunk, és 37 °C-on 20 percig inkubaltuk. Az RPMI 1640 médiumban torténé mosas
utdn a Raji sejteket dsszekevertiik Jurkat sejtekkel (10° vagy 6x10°), 1 perces 200xg-n
torténd centrifugalds utdn 37 °C-on 20 percig inkubdltuk, majd a sejteket jégre
helyeztiik az immunfluoreszcens jeldléshez.

3.6. Immunfluoreszcens jelolés

A Raji és Jurkat sejteket Alexa Fluor 488-val vagy Alexa Fluor 546-tal konjugalt egér
monoklonalis antitesttel jeloltiik a receptorok és receptoralegységek kimutatasahoz.
A jel6léshez a kovetkez6 antitesteket haszndltuk: anti-Tac az IL-2Ra esetében, Mikp3
az IL-2/15RP esetében, OKT3 a CD3 esetében és L243 az MHC Il (HLA DR) esetében. A
sejteket a jelolés el6tt egyszer PBS-ben mostuk, majd 30 percen at jégen inkubaltuk 50
pg/ml fluoreszcens mAb-val. A jel6lés utan a sejteket kétszer megmostuk és 2%-os

formaldehiddel fixaltuk, majd 8-lyukd mikroszkdpos mintatartéd kamraba helyeztiik.

3.7. Intenzitds alapu FRET mérés konfokalis mikroszkdpiaval
mikroszkopidval pixelenként hataroztuk meg LSM 880 konfokalis mikroszképpal. Az
Alexa Fluor 488 gerjesztése Ar-ion lézerrel 488 nm-en tortént, az mCherry esetében

pedig 543-nm-en HeNe lézerrel. 3 csatornaban rogzitettik a jeleket: 11 — donor
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(gerjesztés: 488 nm, emisszid: 500-560 nm), |2 — transzfer (gerjesztés: 488 nm,
emisszid: 590-700 nm) és Iz — akceptor (gerjesztés: 543 nm, emisszid: 590-700 nm).

A FRET hatékonysagat pixelenként szamitottuk olyan régidkban, melynek pixeleiben az
intenzitas értékek egy kiiszobérték felett voltak az 1. és 3. csatorndban is (a dinamikus
kiiszobértéket az egyes képek maximalis pixel intenzitdsanak 10%-ara allitottuk be). A
kiszobolést kdvetéen a ROIl-kat tovadbb szlkitettiik manudlisan a transzmisszids
felvétel alapjan, hogy azok csak a szinaptikus teriileteket tartalmazzak. A kivalasztott
pixelekre kapott FRET hatékonysagokat atlagoltuk, igy egy adott szinapszisra jellemzé
értéket nyertiink. Az akceptor/donor arany (Na/Nb) befolydsolja a FRET hatéasfokot,

ezért ezt is meghataroztuk.

3.8. FLIM-FRET mérés konfokalis mikroszkdpiaval

A FRET-et a donor molekuldk fluoreszcencia élettartam csokkenésével is
meghataroztuk, ehhez egy pikoszekundumos pulzald lézeres gerjesztést hasznaltunk,
amelynek ismétlési sebessége 20-40 MHz volt. A FRET-hatékonysdgot a kovetkez§

egyenlettel hatdrozhatjuk meg:

Tpa
E=1-22
Tp (1)

Ahol tpa és 1o a donor amplituddsulyozott atlagos fluoreszcencia élettartama akceptor

jelenlétében, illetve akceptor hianydban, de ugyanabban a kornyezetben.

sz

immunoldgiai szinapszison bellli atlagos pixel intenzitds és a teljes sejtmembran
atlagos pixel intenzitds ardnyanak kiszamitasaval a MATLAB program segitségével az
alabbiak szerint:

A

I norm/ — 1 /n 2
< s > 2 1tor /Neot @
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ahol Iis egy adott pixel intenzitdsa az IS-ben, Nis az adott IS-ben taldlhatd pixelek szama,
Itot @ sejtmembran barmely tertletén talalhatd pixel intenzitas (beleértve az IS-t) és Niot
membranbdl szarmazé pixelek szdma.

3.10. Foszforildlt STATS és CD3C daramlasi citometrids mérése Jurkat
sejtekben

Az immunoldgiai szinapszisok kialakuldsat megel6z8en a Jurkat sejteket Alexa Fluor
546-W6/32 mAb-val jel6ltik a Raji sejtektsl valé megkilonboztethetdség érdekében.
Az IS kialakuldsa utan a sejteket 37 °C-on 5 percig tripszines emésztéssel valasztottuk
el egymastdl. A sejteket ezutan Alexa Fluor 647-anti pSTAT5 mAb-val vagy 1gG1 k
izotipus kontrollal jel6ltiik. A Jurkat sejteket az Alexa Fluor 546 pozitiv és EGFP negativ
(a Raji-EGFP-IL-15Ra-bdl) jel alapjan kapuztuk; a pSTATS szintet az Alexa Fluor 647 jel
alapjan hataroztuk meg.

A TCR altal kivaltott jelatvitel mértékének megallapitdsdhoz a pSTAT5-h6z hasonldan
aramlasi citometriai kisérleteket végeztiink, p-CD3T szint méréssel. A sejteket
allofikocianin jelolével ellatott anti-p-CD37 mAb-val vagy 1gG2b k izotipus kontrollal
jeloltik. A kiértékelés sordn a T sejteket és a T sejt - B sejt konjugatumokat az Alexa
Fluor 546-W6/32 pozitiv jel alapjan, a p-CD3C szintet az allofikocianin intenzitasabdl
hataroztuk meg.

3.11. A vy. alegységek ko-mobilitdsanak meghatdrozasa egysik megvilagitasu
mikroszkdpia alapu fluoreszcencia keresztkorrelacids spektroszképiaval (SPIM-
FCCS)

A receptor alegységek ko-mobilitdsat SPIM-FCCS mérésekkel végeztiik, amit képalkotd
FCCS-nek is neveznek. Ez a mddszer képes a fluoreszcens részecskék stabil ko-
diffaziéjanak kimutatasara a megfigyelési idGablakon belil (a részecskék difflziés ideje
a detektdlasi térfogatban). A méréseket egy a heidelbergi DKFZ-ben épitett SPIM

késziiléken  hajtottuk  végre. A  yc alegységek  homodimerizacidjanak
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tanulmanyozasahoz y.-EGFP + yc--mCherry ko-transzfekciot alkalmaztunk. Az egyesitett
nyaldbokbdl egy hengeres lencse koérilbelil 1,3 um vastagsagu fénysikot képezett,
amely megvilagitotta a sejteket. A mintabdl szarmazd fluoreszcenciat egy nagy
munkatdvolsagu vizimmerzids objektivvel gyUjtottiik ssze, amelynek optikai tengelye
meré&leges volt a gerjeszt6 fénysikra. Az 0sszegy(ijtott fluoreszcenciat zold (500-550
nm) és voros (>593 nm) komponensre osztottuk.

A fluoreszcencia képekbdl a QuickFit 3 szoftver segitségével kiszamoltuk az egyes
csatornak autokorrelacids fliggvényeit, valamint a két csatorna keresztkorreldcios
fliggvényét minden pixelre. A diffuzids egyltthatdkat és a zold-vords dimer frakciok
aranyat az illesztési paraméterekbdl kaptuk. A zold-voros komplexben Iévé molekuldk,
azaz az egymassal kolcsOnhatdsban lévé fehérjék hanyadanak modellfiggetlen
meghatarozasdhoz kiszamitottuk a relativ keresztkorrelacios fuggvény (RCCF)
amplitadéjat is a kivalasztott pixelekre:

izt GCCF(x,y) (ts)
?:1 GACF(x,y) (t)

RCCF(x,y) = (3)

ahol a Geer,(xy) €s @ Gacr,xy) @ kereszt- és autokorreldcios figgvények értéke a tj idében
és az x,y pixelkoordinatakban. A szamitasban n azon korrelacids csatornak (7 értékek)
szama a korrelacios gorbék elején, amelyekre atlagoltunk (n = 5-6t hasznaltunk). Az
RCCF arany dinamikus tartomdnyat a negativ kontroll (koexpresszalt EGFP és mCherry)

és a pozitiv kontroll (EGFP-mCherry fuzids fehérje) értékei hatarozzak meg.
3.12. Statisztikai elemzés

A Student-féle t-prébakat a GraphPad Prism 8 szoftverrel végeztiik el. A kiilonbségeket

p<0,05 esetén tekintettiik szignifikdnsnak.
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4. Eredmények

4.1. Kozvetlen  bizonyiték az IL-15 transz-prezentdcidés komplex
Osszeszerel6désére

Az IL-15 TP vizsgdlata soran prezentald sejtként jelolt (mCherry vagy EGFP az N-
termindlison) vagy jeloletlen IL-15Ra alegységet expresszalé Raji B-sejteket,
célsejtként jeloletlen IL-2/15RP alegységet expresszald (a y. alegységet endogén
modon kifejezd) Jurkat T-sejteket hasznaltunk. Ellendriztik a kiilonb6z6 sejteken az IL-
15 TP-ban vagy AP-ban résztvevé receptorok, illetve receptor alegységek expressziojat.
Méréseink alapjan a Raji B-sejteken az MHC Il rendelkezik a legmagasabb expresszids
szinttel, amit az IL-15Ra kovet, ami Gsszevethetd a Jurkat T-sejteken mért a CD3
expresszidjaval. Ez utdbbiak hozzavetSlegesen 3x magasabbak, mint az IL-2/15RB
alegységé. A yc alegység expresszidja két nagysagrenddel alacsonyabb , mint az IL-
2/15RB-é. Az IL-15Ra/IL-15 - IL-2/15RB  komplex molekularis  szintd
Osszeszerel6désének kozvetlen megfigyelésére, valamint az AP-nak az IL-15 TP-ra
gyakorolt hatdsanak tanulmanyozasa érdekében raciometrikus FRET kisérleteket
végeztink. A FRET-hatékonysagot pixelenként értékeltik ki. Az IL-15 kezelés
novekedett FRET hatékonysagot eredményezett az A488-Mik3 mAb-val ellatott IL-
2/15RB és az mCherry-IL-15Ra kdz6tt, jelezve az IL-15 receptor alegységek és a ligand
alkotta komplex 6sszeszerel6dését az 1S-ban. Az IL-15-tel és a SEE szuperantigénnel
vald kettGs kezelés tovabb novelte az E-t. A csak SEE-vel végzett kezelés esetén az
alacsony FERT érték azt mutatta, hogy IL-15 hidnyaban a vizsgalt alegységek kozott
nem volt szignifikans asszociacio; legfeljebb véletlenszerl FRET fordulhat el a magas

Na/Nb akceptor-donor molekularis aranyok miatt.

4.2. A CD3 és az MHCII csak antigén jelenlétében szerel&dik dssze
Annak ellenérzésére, hogy létrejon-e az AP a modellrendszeriinkben, az IS-ban a CD3

és az MHC Il kozotti asszociaciot mértik FLIM-FRET-tel, ehhez a CD3-at Alexa488-
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OKT3, az MHC II-t pedig Alexa546-L243 mAb-val jeloltik. Ha csak IL-15-tel kezeltiik a
Raji sejteket, nem volt jelent8s transzfer hatasfok a két fehérje kozott annak ellenére
sem, hogy magas volt az Na/Np ardny. SEE kezeléssel azonban a FRET hatékonységa
jelentésen megnétt, bar ekkor az Na/Np az IL-15 kezeléssel mért érték felére esett
vissza. A kett8s kezelésnek nem volt tovabbi hatasa a csak SEE-vel végzett kezeléshez
képest, amibdl arra a kdvetkeztethetlink, hogy az antigén 6nmagaban szikséges és

elegend6 a hatékony AP-hoz.

4.3. Nincs jelentés cisz-interakcié az IL-2/15Rp és a CD3 kozott

Felmerilhet a kérdés, hogy az I1S-be transzlokalédd fehérjék a T sejten egyltt vagy
egymastol flggetlenil mozognak a szinapszisba. Az IL-2/15Rp alegység és a CD3
kozotti kolcsonhatasra se AP, se IL-15 TP soran nem taldltunk bizonyitékot. Az I1S-ban
tortén6 méréskor sem az IL-15-tel kezelt, sem a kett6s kezelésen atesett mintdk nem
eredményeztek szignifikdns FRET novekedést. Az SEE kezelés soran a kissé
megemelkedett E-t valdszinlileg a megnovekedett Na/Np arany okozza, amely
magasabb a tobbi mintandl tapasztaltndl. Ezen eredmények alapjan arra a
kovetkeztetésre juthatunk, hogy nincs jelent8s asszociacié az IL-2/15RB és a CD3

koz6tt sem a magdanyos, sem IS-ban 1évé sejteken.
4.4, Az IL-15Ra és az MHC Il kdzotti erds cisz-kolcsonhatast tovabb fokozza

az SEE antigén

Az a megallapitdsunk, hogy az AP fokozta az IL-15Ra és az IL-2/15RpB alegységek
egymassal B-sejteken is. FLIM-FRET kisérletekkel vizsgaltuk az IL15Ra és az MHC II
kozotti cisz kdlcsdnhatast az IS-ban. EI&szér maganyos B-sejteken mértiink FRET-et és
novekedett transzferhatast tapasztaltunk, ami arra utal, hogy ezek a molekulak ligand
hidnyaban is komplexet képeznek. Ezutan megmértik a FRET-et az IS-ban is. Az IL-15-

és a kettds kezelésl mintak hasonld eredményeket mutattak; azonban a csak SEE-vel
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kezelt minta lényegesen magasabb értéket eredményezett. Kiszamitottuk a FRET
tendenciat mutattak, mint amit az IS-ban megfigyeltiink. Ezek az eredmények azt
mutatjak, hogy az IL-15Ra és az MHC Il k6z6s komplexben van jelen mind maganyos,

mind IS-t képz8 sejteken.

4.5. Receptor transzlokacio az IS-ba

Az AP-ban és IL-15 TP-ban résztvevd fehérjék 1S-ban vald feldusulasat az (lisnorm)
paraméter segitségével szamszer(sitettiik, amely megadja a vizsgdlt molekula IS-ban
mért atlagos pixelenkénti intenzitdsat a sejtmembran egészében mért
atlagintenzitashoz képest. Az IL-15Ra valtozatlan, kismértékd feldisulast mutat az IS-
ban, mindharom kezelés esetében. Az IL-2/15RB alegység az IL-15Ra-val ellentétben
csak akkor dusult fel az 1S-ban, amikor az IL-15Ra prezentdlta az IL-15-6t: IL-15 TP
esetén az IL-2/15Rp alegységek szdma az I1S-ban jelentésen emelkedett. Az MHC Il az
IL-15Ra alegységhez hasonldan viselkedett, az 0sszes kezeléskor alacsony, de kozel
allando mértékd feldusuldst mutatott. A CD3 az IL2/15RB-hez hasonldan csak akkor
transzlokalédott a szinaptikus régidba, amikor az MHC Il prezentdlta az antigént.
Ebben az esetben a felddsulds jelent6s volt, de alacsonyabb, mint az IL-2/15RB
alegységé.

4.6. A jelatvitelt sikeresen kivaltja az IL-15 TP, amit az AP nem befolyasol
Annak tanulmanyozasara, hogy az IL-15 TP valdban kivalthat-e jelatvitelt a célsejtben,
és hogy megallapitsuk, hogy az AP-nak volt-e erre hatdsa, a foszforildlt STAT5
mennyiségét mértik maganyos és a kilonbozéen kezelt Raji sejteknek kitett Jurkat
sejtekben. Azt talaltuk, hogy a maganyos Jurkat sejtek rendelkeznek egy alap pSTAT5
szinttel, ami az SEE kezelés soran kis mértékben emelkedett. Az IL-15-tel kezelt Raji
sejtekkel vald kélcsonhatds nagymértékben novelte a pSTATS mennyiségét, de az ezzel
egyltt végzett SEE kezelés hatdsara mar nem volt jelentds novekedés. Az utébbi két

kezelésnél egy reagdlé és egy nem reagdlé populdciot észleltiink, és egy
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kétkomponens( lognormadlis fliggvényt illesztettliink a hisztogramokra. A pSTATS
szintek 6sszehasonlitdsahoz a reagdld populdcidk értékeit hasznaltuk, amelyekbdl
levontuk a magdnyos Jurkat sejtek alap pSTATS5 szintjének értékét. Ezek az
eredmények azt mutatjak, hogy az IL-15 TP 6nmagaban is kivalthatja a jelatvitelt, és az

AP-nak nincs jelent8s hatasa erre a folyamatra.

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

Az IL-15 TP-nak az AP-indukalta T-sejt jelatvitelre gyakorolt lehetséges hatasat aramlasi
citometridval és Western-blot-tal vizsgdltuk a TCR/CD3 komplex CD3Z lanca
foszforilacidjanak mérésével. EIGszér aramlasi citometriaval megmértik a foszforilalt
CD3C szinteket Jurkat sejtekben, amelyek kilénbozéképpen kezelt Raji sejteknek
voltak kitéve (SEE, IL-15, SEE+IL-15). Az izotipus kontroll jeléhez viszonyitva egy nem
nulla pCD3{ szint mar kimutathato volt maganyos Jurkat sejtekben és olyan mintakban
is, ahol csak IL-15 TP fordult elé. Az AP 6nmagaban (SEE kezelés) jelentGsen megemelte
a pCD3T szintjét. A kett6s (SEE + IL-15) kezeléskor mért jel viszont valamivel
alacsonyabb volt, mint &nmagaban az SEE kezelésnél, bar a kiilonbség statisztikailag
nem szignifikans.

A CD3T foszforilaciot a sejtpopuldcid szintjén is vizsgaltuk Western blot-tal. Ezek a
kisérletek hasonld tendenciat mutattak, a leger6sebb pCD3{ savokat az SEE-vel kezelt
Raji+Jurkat minta adta. A Western-blot megerdsitette, hogy a szimultan IL-15 TP - bar
nem statisztikailag szignifikdnsan -, de csékkenti az AP altal kivaltott TCR-jelatvitel
hatékonysdgat. Ugyanakkor az 6tsz6r megismételt kisérletben mindig ugyanezt a

tendenciat tapasztaltuk.

4.8. SPIM-FCCS mérések bizonyitjak y. homodimer komplexek stabil ko-
diffuzigjat.

Fluoreszcencia keresztkorrelacids spektroszkdpidval demonstralhatjuk az asszocialt

molekuldak ko-diffiziéjat, amennyiben azok stabil komplexet képeznek. A
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fluoreszcencia intenzitasanak id6beli auto- és keresztkorrelaciés fuggvényeinek (ACF,
CCF) elemzése feltarja a molekuldk mobilitdsat, valamint a komplexet alkotd
molekuldak hanyadat. A y. lancok homoasszocicacidjanak vizsgalatahoz SPIM-FCCS-t
hasznaltunk.

Negativ kontrollként kiilén EGFP-t és kulon mCherry-t kédolé plazmidokkal ko-
transzfektalt sejteket hasznaltunk. A yc lancok homo-oligomerizacidjanak kimutatasara
Vc-EGFP-vel és yc-mCherry-vel ko-transzfektalt sejteken mértiink. A méréseket a
citoplazmaban elhelyezked6 bels6 membranokon végeztilk, ami egyértelm(ien
megkllonboztethetd volt a plazmamembrantél. A dimerizaci6 mértékének
becsléséhez az RCCF; arany modellfliggetlen értékét szamitottuk ki a CCF
keresztkorreldcids fliggvény és a zold csatorna ACFg korreldcids fliggvény elsé ot
mérési pontjanak datlagabdl. A negativ kontroll szolubilis fehérjéi egyenletesen
oszlottak el az egész citoplazmaban, mig a yc lancok kisebb teriiletekre korlatozodtak.
A yc-EGFP + yc-mCherry minta RCCF, értéke |ényegesen magasabb volt, mint a negativ
kontrollé, igy ezek az eredmények azt mutatjak, hogy az intracellularis y. alegységek
legaldbb egy része dimer (vagy oligomer) formaban létezik. A korreldcids gorbék
illesztésébdl kinyerhet6 az egyes molekulapopulaciok koncentracidja. A z6ld-piros
dimer frakcid cgr/(cqt+cr+cgr) az illesztett ACF és CCF gorbékbdl kalkulalhatd. A y-EGFP
+ ye-mCherry minta a negativ kontrollal 6sszehasonlitva szignifikdnsan magasabb
dimer frakcidt eredményezett.

Végiil meghataroztuk az ACF és CCF fliggvényekbdl a részecskék mobilitasat. Az 6sszes
minta ACF-jét és a kontrollok CCF-jeit két komponens( diffuziés modellel illesztettiik.
Az ACF-ekbdl szarmazd gyors és lassu diffuzidos egyiltthatdk atlagértékei hasonldak
mind a kontrollok, mind a yc-EGFP + yc-mCherry minta esetében. Azonban a yc-yc dimer
lassu komponensének frakcidja sokkal nagyobb, mint a szolubilis kontrolloké, ami a y.

alegységek lassabb diffuzidjat mutatja a citoplazma membranrendszereiben. SPIM-
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FCCS méréseink megerGsitették a citoplazmaban a y. dimerek vagy oligomerek

|étezését, és bizonyitottak lassu ko-diffuzidjukat.
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5. Megbeszélés

Az IL-15 egy pleiotrop citokin, amely szamos sejttipust és funkciot stimuldl, azonban
patogén szerepet is jatszik tobb szervspecifikus immunbetegségben. Felmeril a
kérdés, hogy a yc citokinek kozlil miért csak az IL-15Ra/IL-15 alkalmazza a TP
mechanizmusat. Az IL-15 TP olyan esetekben alakul ki, ahol az IL-15-re sejt-sejt
kapcsolat kontextusaban van sziikség. Az IL-15 TP interakcié elsésorban CD44" CD8*
memoria T sejtek kialakuldsaban jatszik fontos szerepet, amik az immunoldgiai
memodria f6 funkcionalis elemei.

Egy masik szintéren az IL-15 TP elengedhetetlen a természetes 6l6 (NK) sejtek
tuléléséhez és proliferacidjahoz. Megfigyelték, hogy az NK-sejtek nem alakultak ki
olyan egerekben, amelyekben vagy az IL-15, vagy az IL-15R harom alegysége kozil akar
egy is hidnyzott. Ebben az esetben is IL-15Ra/IL-15 jelenik meg a prezentalo sejteken,
és alakitja ki az IL-15 TP-t a By. alegységeket expresszald NK sejtekkel.

A Jabri és Abadie altal felvetett harmadik funkcioként az IL-15 veszélyjelz6ként
mikodik, hogy ezzel szabalyozza a szoveti rezidens T-sejteket és a szovetkarosodast.
Az IL-15 a tobbi yc citokinnel 6sszehasonlitva rendkiviil széles elGfordulassal
rendelkezik, hematopoietikus és egyéb sejttipusok is kifejezhetik. Az IL-15Ra/IL-15
indukalhato ezekben a valtozatos szovetekben sejtfert&zéssel és steril gyulladassal
csakigy, mint autoimmun betegségekben. Az IL-15 altal indukalt effektor citotoxikus
sejtek csak akkor m(ikédnek lokalisan, ha folyamatban van egy olyan aktiv szdveti

III

,Vveészjel”, amit vagy fert6z6, vagy nem fert6z6 stresszjel szabdalyoz. Bar egyes sejtszint(i
fert6zésekben ez a gazdaszervezet szamdra értékes, ez all olyan autoimmun
betegségek hatterében is, mint a gluténérzékenység, az 1-es tipusu cukorbetegség, a
foltos hajhullas, a gyulladdsos bélbetegség és a szarkoidozis.

Az IL-15 TP fent leirt szerepének fényében érdekes kérdés volt, hogy az IL-15 TP egy

APC és egy T-sejt kozott autondm maddon, vagy csak az AP kiséréjeként fordulhat-e el6.

Mind az IL-15 TP, mind az AP kritikusan fligg a ligandok altal vezérelt intercellularis
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fehérje-fehérje kolcsonhatdsoktdl, és egy T-sejtes modellrendszerben korabban
kimutattuk a két prezentalé fehérje, az IL-15Ra és az MHC Il k6zotti kdlcsonhatast. Itt
kozvetlen bizonyitékot taldltunk az IL-15 TP létrejottére az IL-2/15RB és IL-15Ra
alegységek asszociacidjanak vizsgalata révén, mind AP hidnyaban, mind annak
jelenlétében.

Eredményeink szerint az IL-15R heterotrimer receptor csak akkor szerel6dik 6ssze, ha
az IL-15Ra a kotott IL-15-6t bemutatja az IL-2/15RByc komplexnek. Az IL-15 TP soran
mindegyik IL-15R alegység részben transzlokalddott az IS-ba, azonban — valdszin(ileg
az expresszios aranyok kilonbsége miatt — az alacsonyabban expresszalt IL-2/15RB
feldusulasa jelentGsebbnek bizonyult, mint az IL-15Ra-¢é, és csak akkor kdvetkezett be,
amikor az IL-15 jelen volt. Az IL-15 jeldtvitel hatékonysaganak ellenérzéséhez
meghataroztuk a STATS foszforilacid szintjét a T-sejtekben. Az eredmények azt
mutattak, hogy az IL-15 TP 6nmagaban indukalja a JAK/STAT dtvonalat, és ez a
folyamat flggetlen az AP-tdl. A Jurkat sejtek kifejezik az IL-2-t, ami autokrin vagy
intrakrin médon indithatja el a JAK/STAT jelet, ez magyarazhatja az emelkedett alap
STATS foszforilaciot kezeletlen, magéanyos T-sejtekben. Erdekes jelenség, hogy amikor
az AP az IL-15 TP-val parhuzamosan tortént, az IL-2/15RpB és az IL-15Ra alegységek
kozotti asszociacid névekedett; ez magyarazhatd az AP miatti ersebb IS és/vagy a
korabban bemutatott MHC Il és IL-15Ra egyittdllasa révén, amit ezen a
modellrendszeren is demonstraltunk. Kisérleteink igazoltdk az MHC Il és IL-15Ra
asszociaciéjat az altalunk hasznalt Raji B-sejteken; ezek a molekuldk egyitt
transzlokdlddtak a szinaptikus teriletre, amikor IL-15 vagy antigén volt jelen. Ezenkivil
azt talaltuk, hogy amennyiben az MHC Il kototte az SEE szuperantigént, az IL-15Ra és
az MHC 1l kozotti FRET hatékonysag nemcsak a szinaptikus régiéban, hanem az 1S-on
kiviil, valamint a maganyos B-sejteken is nétt.

Az IL-15 TP-hoz hasonléan koézvetlen bizonyitékot szolgaltattunk az antigén-

prezentdcids komplex dsszeszerelésére is, CD3 és MHC Il kozotti intercellularis FRET
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méréssel. A vdrakozasoknak megfelel6en ezeknek a molekuldknak az asszociaciéja
csak akkor kdvetkezett be, amikor a B-sejteket SEE antigénnel kezeltiik. Megvizsgaltuk
a JAK/STAT jelatvitelt az AP soran is, és megallapitottuk, hogy a STATS foszforilacidja
alacsony, de az alap foszforilacids szinthez képest szignifikans mértékben nétt. Ezt az
IL-15 és a TCR jelatvitel atfedése okozza, az IL-15 esetében a STAT5-6t a JAK1 vagy JAK3
foszforildlja, mig a TCR-jelatvitel soran ezt az Lck limfocita-specifikus tirozin-kinaz
végzi. Ezzel szemben a CD3{ alegység SEE 4ltal kivaltott foszforilacidja (Lck-n keresztil)
mérsékelten csokkent IL-15 TP egyidejd jelenlétében. Elképzelhetd, hogy az IL-15Ra és
a Byc heterodimer asszociacidja gatolja az IL-15Ra-hoz kapcsoléodd MHC Il és a TCR
kozotti kdlcsonhatast, vagy esetleg intracellularisan korlatozhatja a CD3{ foszforilacios
hely hozzaférhet6ségét; ennek a jelenségnek a tisztdzasdhoz azonban tovabbi
kutatdsokra van sziikség.

Modellrendszeriinkben — hasonldan az IL-15 TP résztvevSihez — az AP-ban résztvevd
fehérjék is kiilonb6z6 expresszids szintekkel rendelkeztek. Ezért nem meglep6 médon
az alacsonyabb expressziéval rendelkez6 CD3 nagyobb mértékd transzlokaciot
mutatott az 1S-ba, mint az MHC Il. Az IL-2/15RpB alegységhez hasonldéan a CD3 csak
akkor dusult fel a szinaptikus régidéban, ha az MHC Il antigént prezentalt. A Kv1.3
kaliumcsatorna dont6 fontossagu a T-sejt aktivacidjaban, melynek a CD3-mal valé ko-
lokalizacidjat szintén kimutattdk, csakugy, mint felddsulasat az IS-ban.

Eredményeink azt sugalljak, hogy az IL-15 TP az APC-k és a T-sejtek koz6tt nem csak az
AP kiséretében torténhet meg, hanem onélléan is kialakulhat. igy az IL-15 transz-
prezentdcidra autondm, 6nallé folyamatként tekinthetlink, ami hozzajarul a memaria
T sejtek tuléléséhez, ha ezek a sejtek interakcidba Iépnek IL-15-prezentald sejtekkel az
életciklusuk alatt.

Az IL-15 TP és AP tehat autondm folyamatok, melyek 6nmagukban vagy egyidej(ileg is
el6fordulhatnak. Ha az egyik ligand (IL-15 vagy antigén) jelen van, a B és T sejtek

megfeleld receptorai transzlokalddnak a szinapszisba, és sejt-sejt koélcsonhatdst
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hoznak létre egy sejtkozi fehérje komplex kialakitasaval. A B-sejten lévé IL-15Ra és
MHC Il egymassal konstans kapcsolatban allnak; igy amikor a ligandot koté fehérje
transzlokalédik az IS-ba, a masik fehérje koveti azt és szintén feldusul ott. Ezzel
szemben a T-sejten |év IL-2/15RB és a CD3 nem lép kdlcsdnhatdsba egymdssal; ezért
csak az a fehérje kerul a szinapszisba, amelynek ligandjat a B-sejt prezentalja, a masik
fehérje pedig csak abban az esetben dusul fel, ha a sajat ligandja is jelen van az IS-ban.

Az IL-15 TP 6nmagaban is képes a T-sejtben jelatvitelt indukalni, és bar az IL-2/15Rp és

hatékonysagat nem befolyasolja.

Az IL-15R heteromer szerkezete mellett homomer komplexeket is kimutattak, az IL-
2/15Rp alegység dimert is alkothat a sejtmembranban, ennek a funkciéja azonban még
nem tisztdzott, a y. alegységrél pedig kimutattdk, hogy in vitro trimereket alkothat.
SPIM-FCCS méréseink kimutattak a y. komplexek stabil asszociacidjat és ko-
diffuzidjukat az intracelluldris membranrendszerben. Méréseink azt is bizonyitottak,
hogy a yc alegységek mobilitasa hasonlé a Golgi-rezidens fehérjékéhez, amiknek FRAP
és FCS kisérlettel is kimutattak anomalis diffuzidjat. Adataink alapjan a yc lancok egy
gyors és egy lassu diffizids alpopulacidval rendelkeznek, de a dimer/oligomer forma
teljes mértékben a lassi populdcidhoz tartozott. Az ilyen komplexek a diffuzids
egyltthatdja hasonlo volt az IL-2Ra és IL-15Ra alegységek plazmamembranban mért
értékeihez, ami intracellularis membrandiffuziéra utal. A monomer y. gyors
frakciojanak diffuzids egyitthatdja két nagysagrenddel magasabb volt, hasonléan az
szolubilis kontrollok: az EGFP, mCherry és EGFP-mCherry fuzidés fehérjékéhez.
Feltételezhetjlik, hogy a yc lancok egy része nem membranhoz kotott formaban létezik,
pl. hibas folding miatt a receptorlanc egy chaperon fehérjével komplexben lehet jelen,

mikdzben a proteaszomakba szallitddik.
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6. Osszefoglalas

Az interleukin-15 kulcsszerepet jatszik a T-sejtek és az immunolégiai memaria hosszu
tavu fenttartasaban. Az IL-15 elsGsorban transz-prezentacién (TP) keresztil miikodik,
melynek sordn az IL-15-6t k6t IL-15Ra alegységet expresszald antigén prezentald sejt
(APC) egy szomszédos T/NK-sejtnek mutatja be a ligandumot a PBy. receptor-
heterodimernek. Az antigén prezentacié (AP), a T-sejt aktivalasanak kezdeti Iépése
szintén az APC-T-sejt kdlcsénhatdson alapul. Felvet&dik a kérdés, hogy az AP-nek van-
e hatdsa az IL-15 TP-re, vagy fliggetlen folyamatok. Raji B-sejt — Jurkat T-sejt
modellrendszeriinkben az IL-15 TP és AP receptor komplexek kialakuldsakor
tanulmanyoztuk az inter/intracellularis fehérje kélcsénhatasokat Forster rezonancia
energiatranszfer mérésekkel., Ha a Raji-sejteket IL-15-tel el6kezeltiik, az IL-15Ra és IL-
2/15RB felddsuldsat tapasztaltuk a szinapszisnal és kozottik pozitiv FRET-
hatékonysagot mértiink, ami kdzvetlen biofizikai bizonyitékot szolgaltat az IL-15 TP-ra.
Az IL-15Ra és az MHC Il komplexként jelenik meg, és egyiitt transzlokdlédik az
immunoldgiai szinapszisba barmelyik ligandum jelenlétében. Az IL-15 TP a Jurkat
sejtekben STATS foszforilaciot valtott ki, amit az AP nem befolyasolt. Eredményeink
bizonyitjak, hogy modellrendszeriinkben az IL-15 TP és az AP 6nalldan is el6fordulhat,
és az AP-nak nincs jelentds hatdsa az IL-15 jelatvitelre a TP sordn. igy az IL-15 TP
autondm, antigénfliggetlen folyamatnak tekinthetd.

A heteromer komplexek mellett az IL-15 receptor alegységei homomerként is
megjelenhetnek a sejtfelszinen. SPIM-FCCS mérések segitségével sikeresen kimutattuk
azilyen homomer komplexek |étezését a y. alegység esetében. Az EGFP-y. és mCherry-
Ve expresszalé Hela sejteket végzett kisérletek a kulonb6zd jeldléssel ellatott
alegységek asszociacidjat mutattak. Ezek az adatok azt is bizonyitjak, hogy a homomer
komplexek intracellularisan alakulnak ki, és a citoplazmatikus
membrankompartmenteken belll, a fehérjeszintézis alatt és utan is ko-lokaciot

mutatnak.
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7. Koszonetnyilvanitas

A disszertacio elkészitését a GINOP-2.3.2-15-2016-00026, NN129371, és ANN135107

palyazatok tamogattak a Nemzeti Kutatasi, Fejlesztési Es Innovacids Hivatal altal.
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