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Roviditések jegyzéke
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CPD
CTL
CSR
FBS
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IL-2
IL-15
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PALM

PCCF
PCF
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SNOM
STED

STORM

TCR
TEM

TIRF

Antigén prezentalo sejt (Antigen Presenting Cell)

Csupasz limfocita szindréma (Bare Lymphocyte Syndrome)
Kritikusponton szaritas (Critical Pointing Drying)

Citotoxikus T-sejtek (Cytotoxic T Cell)

Teljes térbeli véletlenszeriiség (Complete Spatial Randomness)
Magzati borju szérum (Fetal bovine serum)

Forster-tipusu rezonancia energiatranszfer (FOrster Resonance Energy
Transfer)

Human leukocita antigén (Human Leukocyte Antigen)

Interleukin-2 (Interleukin-2)

Interleukin-15 (Interleukin-15)

Természetes 616sejt (Natural Killer cell)

Fotoaktivacios lokalizacios mikroszkopia (Photoactivated Localization
Microscopy)

Parkeresztkorrelacids fliggveny (Partial Cross-Correlation Function)
Parkorrelacios fliggvény (Pair Correlation Function)

Péasztazé elektronmikroszkdpia (Scanning Electron Microscope)
Kdzeltér optikai mikroszkop (Scanning Near-field Optical Microscope)
Stimulalt emisszio6 kioltasu mikroszkopia (Stimulated Emission
Depletion)

Sztochasztikus optikai rekonstrukciés mikroszkoépia (Stochastic Optical
Reconstruction Microscopy)

T-sejt receptor (T-Cell Receptor)

Transzmisszids elektronmikroszkoépia (Transmission Electron
Microscopy)

Teljes belso visszaverddéses fluoreszcencia mikroszkopia (Total Internal

Reflection Fluorescence)



1. Bevezetés

A sejtfelszini fehérjék altal kialakitott mintazatok kutatdsa mar régota vizsgalt
teriilet a bioldgiai tudoményokban. Ennek oka, hogy szamos kutatas eredményeképpen
0sszefliggesbe lehet hozni a fehérjeklasztereket és tulajdonsagaikat tobb sejtfunkcioval.

Tobbek kozott az adaptiv immunvalasz elsé 1épése a T-sejt-receptorokat (TCR)
kifejez6 T-sejtek és az antigénprezentald sejtek (APC) altal kifejezett, peptiddel telitett
Human Leukocita Antigén (HLA) kblcsdnhatasa. Az azonban nem részletében tisztazott,
hogy ez pontosan hogyan vezet a TCR aktivalasdhoz. A legujabb eredmények azt
sugalljak, hogy az egyik kulcsfontossdgu esemény a nagy, receptor tipusu tirozin-
foszfatdz CD45 kizérdsa a T-sejt/APC kolcsonhatds helyein kialakult szoros
kontaktusokbol. Annak teljes megértésehez, hogy a szoros kontaktus kialakulasa miként
vezet a jelatvitelhez az aktivalodas mechanizmusanak lépéseit kell vizsgalni. Nehéz
szerkezeti betekintést nyerni ezeknek a fehérjéknek a dimenzidiba krisztallogréafiai
maodszerekkel, és a sejtfelszinen [év6 konformacioik sem ismertek.

A multban szdmos optikai képalkoto technikat fejlesztettek ki a sejtfelszini
fehérjemintazatok sejtfelszinen torténé elemzésére [1]. A T-sejt receptorkomplex
elemeinek Klaszterizacioja fontos szerepet jatszik a jelatviteli folyamatokban és az
antigénfelismerésben [2]. A TCR alapvet6 funkcidja, hogy a human leukocita antigén
(PHLA) peptidjeit megfelelé intracellularis jelekké alakitsa at a kapcsolodo
differencialodasi klaszter 3 (CD3) komplexen keresztil. A TCR-CD3 komplex
membranban valo térbeli szervezddése a jelatvitel kulcsfontossagt szabalyozo6 elemének
tekinthetd, ami felveti a kérdést, hogy a receptorok klaszterbe rendezédése hogyan
befolyasolja a TCR aktivalasat [2, 3]. A molekularis képalkotas azt mutatja, hogy a
jelatvitel akkor indul meg, amikor az egyes receptorok a megfelel6 ligandok bek6todésére
Klaszterizalodnak, és ez egy idofiiggd folyamat, amely hosszabb kotédési idejii
ligandumokat igényel. Egy modell azt mutatja, hogy a receptorok klaszteresedése
kinetikai ellendrz6 funkciot tolt be, lehetdve téve a hosszabb kotddési idejii ligandumok
szamara, hogy aranytalanul nagyobb jelatviteli teljesitményt érjenek el. Ezek az
eredmények arra utalnak, hogy a receptorok térbeli dtrendezddése fontos szerepet jatszik
a ligandumok megkulénboztetésében a T-sejtes jelatvitelben [4].

A munkank elsé részében az vizsgaltuk, hogy hogyan tudnank minél pontosabb
leirdst adni a sejtfelszini molekuldk eloszlasdra hagyomanyos transzmisszios

elektronmikroszkopia felhasznalasaval, illetve a modszer alkalmazasa relevans biolégiai



rendszereken, egy pontosabb leiréstatisztika, ugynevezett masodrendli fliggvények
hasznélata, a par-, és a keresztparkorrelacios fliggvény (PCF, PCCF) alkalmazésaval a
molekulaeloszlas leirasara.

Elséként az 0j fliggvények alkalmazasdhoz sziikséges, a munkacsoportunk altal
kifejlesztett szoftver kifejlesztése és alkalmazasa volt az interleukin-2 és -15 citokinek
receptorain (IL-2R, IL-15R) Kit 225 FT7.10 human T limféma sejteken. Az IL-2 és IL-
15 kulcsfontossagu résztvevoi a T-sejtek aktivitasanak és mikodésének. Ezek a citokinek
bioldgiai aktivitasukat a jelatviteli B és yc alegységeken 0sztozo receptorkomplexeken
keresztil fejtik ki, igy sok esetben hasonld sejtvalaszokat indukalnak [5]. Ugyanakkor
meglehetdsen eltérd és ellentétes hozzajarulast is mutathatnak a T-sejt altal kdzvetitett
immunitashoz. A legtdbb javasolt mechanizmus, amely az IL-2 és IL-15 jelatvitel
eltérésének hatterében allhat, a két citokin receptoranak egyedi, citokin specifikus a-
lancan alapul [5, 6]. Ezért az IL-2Ra és az IL-15Ra sejtfelszini szervezédésének és
kolcsonhatdsainak vizsgalata hozzajarulhat a két citokin funkcidjdnak megertésehez.

Masodsorban vizsgalni kivantuk, hogy egy Uj sejtfelszini molekula megjelenése
milyen hatassal van a kornyez6 fehérjék eloszlasara. Az altalunk Kifejlesztett protokollt
alkalmaztuk Bare Lymphocyte Syndrome (BLS), illetve a transzfektalt BLS
sejtvonalakon. A BLS egy ritka recessziv genetikai mutéacid, amely sejtek felszinén nem
fejezédik ki a HLA 11 fehérje. A BLS sejtvonalon végzett transzfekcio utan az ujonnan

megjelent HLA 1l fehérjék megvaltoztattak bizonyos mas molekulak eloszlasat.



2.  lrodalmi attekintés

2.1 Interleukin-2 és interleukin-15 receptorok

A citokinek olyan kivalasztott fehérjék, amelyek kolcsonhatasba lépnek a

sejtfelszini receptorokkal, hogy szabalyozzdk példaul az immunsejtek miikodésének
gyakorlatilag minden aspektusat, ideértve a differencialodast, a sejtosztddast, a migraciot
és a tulélést. Tovabba iranyitjdk mind a velesziletett, mind az adaptiv immunvalaszt [7-
9].
A citokinek és receptoraik l-es (vérképzbszervi) vagy II-es (interferon) tipusba
sorolhatok. Az 1. tipust citokinek a koz6s receptor-alegysegek alapjan tovabb
csoportosithatok a k6zos v (yc), illetve a gpl30 citokincsaladokba. A dolgozatom témajaul
szolgald IL-2 és IL-15 receptorok a yc csaladba tartozd citokinek.A yc citokincsalad hat
rovid lancu citokint foglal magaban: IL-2, IL-4, IL-7, IL-9, IL-15 és IL-21 (ld. 1. abra).

IL-2Ra IL-15Ra
@ @
IL-2RB Y. IL-4Rcx Ye IL-7Ra Y IL-9Rcx Y IL-21Ro. Ye
- ¥ -

1. &bra A yc citokincsalad tagjai és receptoraik

Ezek a citokinek kiilonb6z6 receptorkomplexeken keresztiil adnak szignalt, amelyek
mindegyike tartalmazza a yc-ldncot. Az IL-2 és IL-15 receptorok felépitésben egy
tovabbi koz0s alegység is részt vesz (IL-2/15Rp). Fontos szerepet jatszanak tobb
immunsejt-alcsoport fejlddésében, ndvekedésében és fenntartasaban [10, 11].

Az IL-2 és IL-15 befolyasoljak a velesziletett és adaptiv immunitasban. Bar az
IL-2 és IL-15 receptor komplexek hasonlo jelatviteli kaszkadokat aktivalnak, ezek a
receptor komplexek eltéré funkcionalis aktivitast eredményeznek a limfocitdkban. Mig
az IL-2 noveli a szabalyozo T-sejtek és a CD4+ segéd T-sejtek szamat, az IL-15 a
kdzponti memdria T-sejtek és NK-sejtek fejlodését tamogatja. A legjabb adatok
bizonyitékot szolgaltattak arra vonatkozo6an, hogy az IL-2 és az 1L-15 kiilénbdzik abban
a képességében, hogy aktivalja a T- és NK-sejteket, hogy ellendlljon az
immunszuppresszio kiilonbdz6 formainak. Ennek a két citokinnek az immunsejtekben

betdltott eltérd szerepe kritikus a rak terapids kezeléseben is [12].



Az IL-2 és IL-15 receptorai egyarant heterotrimerek, a kozos yc (Mmas néven IL-
2Ry vagy CD132) kivul osztoznak a B alegységen is (IL-2/15Rp, CD122) [13]. Az IL-2
és IL-15 harmadik és az adott receptorra jellemz6 receptor alegysége az IL-2Ra, illetve
az IL-15Ra. A vy citokincsalad egyiittesen befolyasolja az immunsejtek fejlédését,
sejtosztodasat, differencialodasat és tulélését [6, 14-16]. Kezdetben az adaptiv
immunrendszert befolyasold limfocita névekedési faktorként fedezték fel, de vilagossa
valt, hogy ezek a citokinek a velesziiletett immunvalaszban is részt vesznek. Mind az IL-
2, mind az IL-15 kritikus szabalyozdi a velesziletett limfoid sejteknek [17, 18]. Az IL-2
elosegiti a korokozok neutrofilek altali eliminacidjat, az IL-15 pedig a CDS8a+
intraepitelialis limfocitak differencidlédasat kozvetiti, a T-sejt segitségével [19]. Az IL-
2 és IL-15 szamos hasonlo funkcidt kozvetit az immunmodulacioban, a kozos
receptorkomponensek és a JAK/STAT jelatviteli utvonal kozds kdvetkezményeként.
Ezek a funkciok magukban foglaljadk a CD4+ és CD8+ T-sejtek osztodasanak és
aktivalasanak el6segitését, a T helper sejtek differencialodasanak indukalésat és az
aktivalt B-sejtek immunglobin szintézisének fokozasat. Ezenkiviil ez a két citokin dontd
szerepet jatszik az NK-sejtek tartds fenntartasaban is fokozva az NK-sejtek és a CD8+
T-sejtek citolitikus aktivitadsat. Az IL-2/15Rp ¢és yc korlatozott mértékben fejezédik ki
limfohematopoietikus sejteken, beleértve a T és NK-sejteket, monocitadkat és
neutrofileket [20, 21]. Mindazonaltal a human fibroblasztokrdl is megallapitottak, hogy
funkciondlis IL-2/15Rp-t és IL-2Ra-t is kifejeznek, de ennek a kovetkezményei tovabbra
sem tisztazottak [22]. Kimutattak, hogy a yc kifejez6dést az IFNy és az IL-2 fokozza a
monocitakban, mig a TGF-B1 gatolja [23].

Korébbi eredmények kimutattdk, hogy az IL-2 és IL-15 receptorok erés
asszociaciot mutatnak egymassal, illetve az I-CAM1 és HLA molekula minkét
osztalyaval Forster-tipusi rezonancia energiatranszfer (FRET) segitségével.
Osszehasonlitottak egészséges donorokbdl és kolorektéalis karcindmaban szenvedd
betegekbdl szarmazdé CD4+ T-sejtekkel. Au IL-2 és IL-15 receptorok a HLA
molekulakkal val6 asszocicidja azonban szignifikansan csokkent a nyirokcsomo
sejtekben a kontrollokhoz képest. Ezek az eredmények azt sugalljak, hogy ezek a

mintazatok fiziologiai/koros allapotok indikatorai lehetnek [6].



2.2  1ésII osztalyu f6 human leukocita antigén (HLA I, HLA 11)

A HLA altal kddolt molekulék sajat vagy idegen peptideket kotnek meg, és ezeket
a sejtfelszinen jelenitik meg, hogy a T-limfocitakon (T-sejt-receptorok — TCR) vagy a
természetes 616 (NK) sejteken 1év6 receptorok felismerjék. Ezek a ligand/receptor
kolcsOnhatasok szabalyozzak a T-sejtek és NK-sejtek fejlodését, valamint a T-memdria
és effektorsejtek aktivalasat. Az ilyen sejtek olyan immunoldgiai folyamatokban vesznek
részt, amelyek szabalyozzak a kulonféle korokozokkal szembeni védettséget, a rakkal
szembeni rezisztenciat és fogekonysagot, valamint az autoimmunitast [24-26].

A cellularis immunvélasz feladata, hogy kilonbséget tegyen a gazda genomja altal
kodolt molekulak és a fert6zésekbdl vagy sejtszabalyozasi zavarokbol szarmazd
molekulak kozott.

Szinte minden sejttipus képes valamilyen modon antigéneket prezentalni, melyek
kilonfele szdvettipusokban taldlhatok meg. A dedikalt antigénprezentalo sejtek,
beleértve a makrofagokat, B-sejteket és dendritikus sejteket, idegen antigéneket mutatnak
be a segitd T-sejteknek, mig a virussal fertdzott sejtek (vagy rakos sejtek) a sejt belsejébol
szarmazd antigéneket mutathatjdk be a citotoxikus T-sejteknek. A HLA fehérjecsalad
mellett az antigénprezentéacidé mas specidlis jelatviteli molekuldkra is timaszkodik, mind
az APC-k, mind a T-sejtek felszinén.

A HLA | molekulak megkotik azokat a peptideket, amelyek foként a citoszolikus
fehérjék proteoszoma altali lebontasabdl szarmaznak. Az HLA | peptid komplex ezutan
az endoplazmatikus retikulumon keresztiil beépiil a sejt kiilsé plazmamembranjaba. Az
epitop peptid az I. osztalyd HLA molekula extracellularis részeihez kotédik. Igy az 1.
osztalyd HLA funkcioja az intracellularis feheérjékbol szarmazo peptidfragmentumok
megjelenitése a citotoxikus T-sejtek (CTL) szdmara. Az . osztalyd HLA azonban képes
exogén fehérjékbdl eldallitott peptideket is bemutatni a keresztprezentdcionak nevezett
folyamatban.

Egy normal sejt a normal cellularis fehérjeforgalombdl szarmaz6 peptideket
jeleniti meg az I. osztalyl HLA-n, és a CTL-ek nem aktivalodnak valaszul ezekre a
kdzponti és periférias tolerancia mechanizmusok miatt. Amikor egy sejt idegen fehérjéket
fejez ki, példaul virusfert6zés utan, az 1. osztalyt HLA egy része ezeket a peptideket
jeleniti meg a sejtfelszinen. Kovetkezésképpen az HLA | peptid komplexre specifikus

CTL-ek felismerik és elpusztitjak a prezental6 sejteket.



Alternativ megoldasként maga az I. osztalyu HLA szolgalhat az NK-sejtek gatlo

ligandumaként. Az |. felszini osztdlyd HLA normdl szintjének csokkenése, amely

mechanizmust egyes virusok és bizonyos daganatok alkalmaznak a CTL véalaszok

elkerulésére, aktivalja az NK-sejtek pusztulasat [27].

A HLA | fehérjék heterodimerek, amelyek két polipeptidlancbol, az a-lanchol és

B-microglobulin

2. abra A HLA | molekula vazlatos
szerkezete.

Harom a-doménbdl  és egy  fo-
mikroglobulinbdl (fm) all. A peptidikité zseb
az ol és o2 domének kozott talalhato.

a B2-mikroglobulinbdl (B2m) allnak, lasd 2. abra.

A két lanc nem kovalensen kapcsolddik a fom és az
az domén kélcsonhatasaval. Az o lanc polimorf és a
HLA | gén kodolja, mig a B.m alegység nem
polimorf, és a B2-mikroglobulin gén kodolja. Az a3
domén a plazmamembranon  ativelo, ¢és
kdlcsonhatasba Iép a T-sejtek CD8-koreceptoraval.
Az a3-CD8 kolcsonhatas tartja a helyén az HLA |
molekulat, mig a citotoxikus T-sejt felszinén 1év6 T
sejt receptor (TCR) megkdti az al-02 heterodimer
ligandumat, ¢és ellenérzi a kapcsolt peptid
antigenitasat. Az al és a2 domének 6sszehajlanak és
egy zsebet képeznek a peptidek megkdtéséhez. Az

HLA | molekuldk talnyomorészt 8-10 aminosav

hosszusagu peptideket kdtnek meg, de megfigyelték ennél hosszabb peptidek kotédését

is.
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Az HLA | fehérjékhez hasonldéan a HLA Il fehérjék is heterodimerek, de ebben az
esetben két transzmembran peptidbdl, egy a és B lancbol allnak, mindkettét a HLA gén
kodolja (3. abra). Az al, a2 stb. aljelolés a HLA fehérjén bellli kilonall6 doménekre

utal; minden domént altaldban a génen belill mas-méas exon

MHC Class Il

kodol, és néhany génnek tovabbi doménjei vannak, amelyek
vezetd szekvencidkat, transzmembran szekvenciakat Stb.
kodolnak. Ezek a molekulak extracellularis régiokkal,
valamint transzmembran szekvenciaval és citoplazmatikus
farokkal is rendelkeznek. A lancok al és Bl régioi egyesiilve

egy membran-disztalis peptidk6té domént alkotnak, mig az a2

¢és B2 régidk, a lancok fennmarad6 extracelluldris részei egy
membran-proximalis immunglobulin-szeri domént alkotnak.
A peptidkotd zseb két a-hélix és B-lemezbdl all (3. abra).

Az HLA 11 molekulak altal bemutatott peptidek hosszabbak,

altalaban 15 és 24 aminosav hosszusaguak.
3. dbra AHLA I
vazlatos szerkezete.

A molekula két a-doménbdl és
két p-doménbdl dll. A peptidkéts
zseb az oy és [; domének kézott
taldlhato.

2.3 A Bare Lymphocyte Syndrome (BLS) sejtvonal

A Bare Lymphocyte Syndrome (vagy csupasz limfocita szindroma) egy ritka
orokletes immunhiény, amelyet a sejtfelszini HLA Il expresszi6 hianya jellemez. Miutan
a HLA 1l molekuldk kdzponti szerepet toltenek be a CD4+T-sejtek fejlédésében és
aktivalasaban, ezert az ebben a szindromaban szenvedd betegek immunrendszere
sulyosan karosodott [28]. Az érintett gének az RFXANK, RFX5, RFXAP és a CIITA,
amelyek specifikusak és elengedhetetlenek az HLA 1l gének kifejez6déséhez. Az els6
harom gén a heterotrimer RFX alegységeit kddolja, amely az 6sszes HLA 1l prométerhez
kotddik. A CIITA egy nem DNS-kotd koaktivator, amely az HLA Il kifejez6désének {6
szabalyoz6ja. Az RFX és a CIITA tanulmanyozasa nagyban hozzajarult az HLA 1l
géneket szabalyozé molekularis mechanizmusok megeértéséhez, ezért példaul a BLS

sejtvonal a génexpresszio szabalyozasanak modellje [29].
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2.4  Fehérje mintazatok leirasara alkalmazott technikak

A mikroszkopiai technikdk, amelyek alkalmasak a sejtfelszini feherjék
vizualizacidjara, és igy példaul a mintazatuknak vagy a lehetséges klaszterizaciojuknak
jellemzesére tobbféle technika &ll rendelkezésunkre. Alapvetéen négy nagy csoportra
oszthatjuk: optikai mikroszkdpos, transzmisszids elektron mikroszkdpos (TEM), atomerd
vagy pasztazoszondas mikroszképos (AFM) és egy negyedik, a Forster-féle
energiatranszfer (FRET) technikara. A FRET esetében az energiadtadas nem sugarzasos
energiadtmenettel torténik, de a vizsgalat mégis lézerpasztazé mikroszkoppal és aramlési
citométerrel végezzik. Az utobbi évek nagymértéki fejlesztéseinek koszonhetden, a
fénymikroszkopiai technikak ujabb két nagy csoportra oszthatjuk: hagyomanyos és

szuperfeloldasu fénymikroszkopia.

2.4.1 Konvencionalis optikai mikroszkop

A konvencionalis optikai mikroszkop felbontdsanak (azaz a két pontszeriinek
tekinthet6 objektum kozott 1€vé minimalis tavolsag, ahol a két pont elkiilonithetd) hatarat
az Abbe-elv értelmében a diffrakciobol eredd korlat okozza. Eszerint a képalkotas
feltétele, hogy a mintan elhajlott fény 1. rendi maximuman kiviil, legalabb a 2. rendiit is
detektaljuk. Matematikai leiras a kdvetkezo:

A
n-sinw’

d=0,5-

ahol d paraméter a legkisebb feloldhaté tavolsag, A a megvilagité fény hullamhossza, az
o pedig az objektiv félnyilasszoge.
A probléma egy masik megkdzelitése a Rayleigh-féle kritérium, miszerint két pont képe

akkor kiilonithet6 el, ha az egyik pont diffrakcids képének centralis maximuma egybeesik
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a masik pont elsérendii minimumaval. A jobb megértés érdekében, a vizualis magyarazat
a 4. abrén lathaté [30]. A baloldali panelen az 6nall6 pontszerii targy Airy korongja
lathatd, ami egy pontszerli fényforras leképezésénél a kozponti korong, ami kortil sotét
és filagos korvonalak vesznek koral, amik kifelé haladva egyre halvanyodnak. Az
effektus a fény

hulldmtermészetének

kOszonhet6

‘ . . fénylehajlassal
| | magyaradzhato. A kozéps6

' panel keét, még éppen

: megkiilonboztethetd

pontszerii targy, mig a

jobboldali panel mér fel

4. dbra Airy korongok. nem oldhaté két

Pontszeril (a megvildgito fényforrds hullaimhosszaval 6sszemérhetd) targy pOHtSZCrﬁ térgy esetén
diffrakcios képe (feliil) és intenzitaseloszlasa (alul) . .

mutatja az Airy

korongokat, illetve a diffrakcios fény intenzitaseloszlasat. Ebbdl adoddan a
fénymikroszkopok felbontasa erésen korlatozott, ami fiigg a megvilagitd feny
hullamhosszatol és az optika tulajdonsagaitol, el6sorban az objektiv numerikus
aperturgjatol; ennek megfeleléen a fenymikroszkop esetében egy 500 nm
hullamhosszisagu fluoreszcens fény detektalasat feltételezve a legkisebb feloldhatd

tavolsag megkozelitdleg minimum ~250 nm lateralisan és 500 nm az axialisan.

2.4.2 Fluoreszcencia mikroszkdp

A bioldgiai mintdk esetében mara mar foképp fluoreszcens jelolés alkalmaznak.
Elénye, hogy a mintdban vizsgalandd fehérjéket szelektiven tudjuk jelolni, igy
alkalmasan kivélasztott festékmolekuldk hasznalatdval, a kiilonb6zé fehérjéket
kiilonboz6 hulldmhosszlsagu fénnyel (altalaban 1ézerrel) tudjuk gerjeszteni és a festékre
vagy festékekre jellemz6 emisszios hullamhosszsagti fluoreszcens fotont detektalni. A
technika elénye, hogy a gerjesztd és emittalt foton hullamhossza az adott festékre
jellemzo és festékenként eltérd lehet. A gerjeszté foton hulldmhossza révidebb, mint a
fluorofor altal kibocsjtott fluoreszcens fotonok hullamhossza, igy alul levago, felil
levago, és savsziirok alkalmazasaval konnyedén elkiilonithetd a gerjesztési fény az

emittdlt fluoreszcens fénytol dikroikus tlkor segitségével, illetve tobb tipusu festék
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alkalmazésa esetén, a kiilonb6z6 fluoroforok illetve fehérjék is elkiilonithetéek. A
festekmolekula lehetséges energiaviszonyai jol szemléltethet6k a Jablonski diagram
segitségével, ami a 5. abran lathat6 [31].

Szinglet allapot

A
A ——
S
S N Belso konverzio
2 \ (sugarzas mentes)
\
Y
E Y
— Rendszerek kiiziitti atmenet
- (sugarzas mentes)
< [g A _VvvVvy .
= gﬂ 1 Yibracios relaxacio T
— (sugarzas mentes) 1
o
L:'.'j Triplet dllapot
Fluoreszcencia
¥ Foszforeszcencia
W
v
So

A 4

5. abra A fluoreszcens molekula lehetséges atmeneteit leiré Jablonski diagram

A lehetséges atmenetek a kovetkezok. A gerjesztés utan a molekula valamelyik szinglet allapotba keril (S1 vagy S2)
azon beliil is valamelyik vibracios szintre, amibdl kitiinik, hogy a gerjesztési hullamhossz nem diszkrét, amirol
legerjesztddik az adott szinglet allapot alapszintjére. Abban az esetben, ha a gerjesztés alatt nem az S1 allapotba
gerjesztédott a molekula, gy az belsd konverziéval S1 szinglet dllapot alapszintjére kerll. Ezutan harom lehetséges
folyamat jatszddhat le, foton kibocsatas nélkili atmenet, fluoreszcencia és foszforeszcencia. A fluoreszcencia esetén a
molekula legerjesztédik az SO alapallapot valamelyik vibracios szintjére sugarzdsos dtmenettel, ami
fénykibocsatassal jar. A kiilonbozd SO vibracids energiaszinteknek kdszonhetden az emisszios spektrum nem vonalas,
hanem dsszetett szerkezetii. A foszforeszcencia esetében a molekula S1 alapallapotardl sugarzas nélkiili atmenettel
triplet allapotba keriil. Ennek a valosziniisége lényegesen kisebb, mint a fluoreszcencidé, és innen gerjesztédik le az
S0 allapot valamelyik vibracios szintjére. Ez a folyamat a fluoreszcencidhoz hasonl6an szintén sugarzasos atmenettel
zajlik le, amit foszforeszcencianak neveziink.

Ahogy a fenti Jablonski diagrambdl is lathatd, az abszorbedlt és az emittalt
fotonok energidi és igy a hullamhosszai kozott kilonbség van. Ezt a kildnbséget
kihasznalva egyik nagy elénye, hogy megfelel6 emisszios sziirok segitségével Kizarhatjuk
a gerjesztési fenyt a detektalt képbol, igy csak a molekulat jelolé fluorofor festék altal
emittalt fény detektalhato.

2.4.3 Konfokalis mikroszkopia

A fluoreszcencia mikroszkopia egyik specialis esete a konfokalis fluoreszcencia
mikroszkdpia. A legnagyobb el6nye, hogy a képet csak egy meghatérozott sikbol
szarmazo sugarakbol képezi le. Ebbdl adoddan képes az optikai szeletelésre, illetve a 3D

rekonstrukciora.
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6. abra A konfokalis mikroszkép sematikus felépitése

Az &brén lathatjuk a konfokdlis fluoreszcencia mikroszkép elvi felépitését [32]. Csak Ugy, mint a konvenciondlis
fluoreszcencia mikroszkép esetében a mintat itt is teljes keresztmetszetében megvilagitjuk, illetve gerjesztjik, de a
hagyomanyos fluoreszcencia mikroszkoppal szemben, a leglényegesebb kiillénbség, hogy a konfokalis fluoreszcencia
mikroszkop tartalmaz egy kis atmérdjii apertirat vagy lyukdiafragmat (angolul pinhole). Ahogy az dbran is lathaté a
detektor diafragma csak egy adott sikbol érkezé nyalabot engedi at, tehat mind a fokuszsik feletti és alatti rétegekbol

érkezd fotonokat kizarja a képalkotasbol.

Ahogy a 6. 4bran is lathatd, a detektor elé helyezett apré pontszerli rés (pinhole)
alkalmazaséaval a minta kiilonb6z6 sikjaibol érkezé fénysugarakbol, csak egy adott sikbol
szarmazo fény detektalhatd, mivel a rés a tobbit kizarja.

Elénye a hagyomanyos fluoreszcencia mikroszkophoz képest, a fokuszsikon kivili fény
kikiisz6bolésébol adddoan élesebb a kép, nagyobb az effektiv feloldas, a Z-tengelyi

pasztazasnak koszonhet6en lehetséges a 3D rekonstrukcio. A konfokalis mikroszkop elvi

felépitése a 6. abran lathato.

2.4.4 Szuperfeloldasu optikai mikroszkdpia
A fénymikroszkopia méasik nagy csoportja a fentebb emlitett szuperfeloldasu optikai

mikroszkopia. Ezen mikroszkopos technikék kikuszobolik a diffrakciobdl szarmazo

feloldasi korlatot. A téméaban egyik legnagyobb tudomanyos attérés William Moerner,
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Eric Betzig, és Stefan Hell neveihez fiizédik, akik 2014-ben megosztva nyerték el a
kémiai Nobel-dijat a kiilonb6z6 szuperfelbontast fluoreszcens mikroszkop technikék
kifejleszteseert. A legelterjedtebb szuperfelbontasu mikroszkopia valtozatai a
kovetkezok:

e Stimulalt emisszio kioltdsi mikroszkdpia (Stimulated Emission Depletion,
STED),

e sztochasztikus optikai rekonstrukciés mikroszkdp (Stochastic  Optical
Reconstruction Microscopy STORM) és fotoaktivacios lokalizacios mikroszkop
(Photoactivated Localization Microscopy PALM),

e teljes bels6é visszaver6déses fluoreszcencia mikroszkopia (Total Internal
Reflection Fluorescence Microscopy TIRF),

e strukturdlt megvilagitasi mikroszkopia (Structured Illlumination Microscopy,
SIM).

2.4.4.1 Sztochasztikus optikai rekonstrukcios mikroszkopia (STORM) és
Fotoaktivacios lokalizacids mikroszkopia (PALM)

A hagyomanyos optikai mikroszkdp feloldasi korlatjanak feloldasanak egy masik
megkozelitése, hogy a jelolendé molekulak, illetve a jelolé fluoroforok legkozelebbi
szomszédjainak tavolsaga béven az Abbé korlaton belll (200 nm) is elhelyezkedhetnek.
Az egyik lehetséges megoldas az Abbé korlat feloldasara, ha idében szétvalasztjuk az
egyedi molekuldk emisszios fényének detektalasat, azaz ha a festékmolekulak
legerjeszt6dése nem egyidejii. A lokalizacios mikroszképidban fotokémiai hatasokat
hasznalunk ki arra, hogy egyidében a jel6l6 molekulak csak kis hanyada gerjesztddjon és
igy emittaljon, azaz detektalhatova valjon. igy a molekulak diffrakcids foltjainak atfedése
miatti a pontszerii forrasok ,,0sszeolvadasa” elkilénilnek egymastol. Tehat a lokalizacios
mikroszkopidk kulcsa a fluorofor molekulak idébeli ,.ki-be kapcsolgatasa”, melyeknek
egylittes gylijtoneviik az Egymolekula Lokalizacios Mikroszkdpia (SMLM) [33]. Ennek
megvalositasi modja szerint kiilonboztetjlik meg a fotoaktivacios lokalizacios (PALM) és
a sztochasztikus optikai rekonstrukcios mikroszkopiat (STORM).

A PALM mikroszkopidban fluoreszcens fehérjéket hasznalunk fluoreszcens
festékként, mint példaul foto-aktivalhatd zdld fluoreszcens fehérje (Photoactivatable
green fluorescent protein, PaGFP). Ez a fehérje alapallapotban nem képes a
fluoreszcenciéara, de egy gyenge 400 nm-es megvilagitas hatasara, a konformaciovaltozas

kovetkeztében fluoreszcens festék molekuldk gerjesztett allapotba hozhatdak. A gyenge
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megvilagitasnak koszonhet6en viszont csak egy Kis hanyada hozhatd gerjesztett allapotba
a festékmolekuldknak, amelyek kozti tavolsag nagy valdszintiséggel a diffrakcios hataron
kivul esik, ami a 7. &bra bal oldali paneljan lathatd. Ezt egy 488 nm-es folyamatos
tizemben mukodo ,.kiolvasd” lézerrel gerjesztjik, igy a detektorrendszer 0ssze tudja
gylijteni a mar gerjeszthetd molekulakbol szarmazd jelet (7. abra kozépsé panelja),
melyet kdveten ismételten deaktivalt allapotba keriil a festékmolekula. Iddvel az dsszes
molekula deaktivalt alaphelyzetbe keril (7. abra jobboldali panelja). A gerjesztett
molekulak detektalasa és relaxacidja utan a 400 nm lézer Gjboli hasznalataval Gjra

aktivaljuk a festékmolekulakat, és a korfolyamat megismételhetd [34].

A {;’ he %} ﬁ'
74 % 3 1 103 #
LAY * *
B 3 3
3 , e ‘ i .
% W L ™ W
2% %3 3 B * #* o
Aktivacio Gerjesztés Deaktivacio

7. dbra PALM korfolyamat

Az aktivacio hatdsara a molekulik egy része gerjeszthetd dallapotba hozzuk (bal oldali panel), a mar gerjeszthetd
molekuldkat gerjesztve fluoreszcens jel detektdlhato (kozépsd panel). Ezt kdveti a deaktivdacio ami visszadllitia az
aktivacio elotti allapotot (jobboldali panel).

Ez az aktivalas egy sztochasztikus folyamat, ami ritkan jatszodik le, igy a haromlépcsds
(aktivalas, gerjesztés, detektalas) korfolyamat folyamatos ismétléseivel alkotjuk meg a
képet, ahol méar az 6sszes molekula elkilonitve lathatova valik. A PALM eljaras elonye
a nagy felbontasan tilmenden, hogy a jeldlés nagyon specifikus. A modszer alkalmas €16

crer

kovetesére. Azonban e fehérjék kis hatasfokkal emittalnak, és igy a jel intenzitasa kisebb.
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Megmutathat6, hogy a lokalizacio pontossaga a kovetkez6 képlettel kozelitheto:

s°+a’/12 8xs'b’
() ==+ —

,,,,,,

Gauss-eloszlassal kozelitjuk, a a CCD detektor pixelmérete, N a detektalt fotonok szama,
és b a zaj. Az elméleti lateralis felbontoképesség megkozelitden 20 nm, mig az axialis
50-100 nm.

A STROM mikroszképia hasonld elven miikédik, mint a PALM mikroszkopia.
Azonban ebben a moddszerben fluoroférokat alkalmaznak (pl. Alexa festékeket) a
fluoreszcens fehérjék helyett. Ezek fényesebbek, mint a fotoaktivalt fehérje molekulak,
azaz nagyobb a detektélas hatasfoka, ezaltal ndvelik a lokalizacid pontossagat, ahogy az
el6z6en bemutatott képletbdl latszik, a pontossag aranyos az N nagysagaval [35]. A
technika egyik hatranya, hogy szlikségessé teszi, hogy a célmolekuldk optimalis jel6lési
aranyanak beallitasat. Hasonl6an a PALM mikroszképidhoz, a STROM mikroszkopianal
sem gerjeszt6dik minden molekula egyidében. Ezt itt a festékmolekulak ,,villogasaval”
érjuik el. E villogas dinamikajanak idobeni kontrollalasara van sziikség. Ezt egy specialis
pufferfolyadék segitségével érik el, amelynek kettés a szerepe. Egyrészt megkoti az
oxigent, amely csokkenti a nagy lézerintenzitas kovetkeztében eléforduld kifakulast
(photobleachelést vagy kiégést), amely akkor fordul el6, amikor a fluorofor végleg
elvesziti fluoreszkald képességét a gerjesztd fény altal kivaltott kémiai kéarosodas és
kovalens mdédosulas miatt, masrészrél a triplet allapoton keresztiil biztositja, hogy
elegendd ideig legyen ,,s0tét” a festék. Hatranya, hogy sok esetben a minta tarolaséara
alkalmazott klvettat Iégmentesen le kell zarni. A berendezés lateralis, és axialis

felbontoképessége hasonld a STORM mikroszkopiahoz.

2.4.4.2 Stimulalt emisszios kioltas (STED) mikroszkopia

A STED mikroszkop berendezést el6szor 1994-ben Stefan W. Hell és Jan
Wichmann fejlesztette ki, majd 1999-ben Hell és Thomas Klar valésitotta meg [36, 37].
A mikroszkop a diffrakcidkorlatot agy kerlli meg, hogy lesziikitjik a spontan
fluoroférokat egy masodik lézerrel, az STED-lézerrel indukalt emissziora késztetjik,
amelyek ezek utan nem képesek spontan modon emittalni. Ahogy fentebb lathaté volt, a

spontan fluoreszcencia esetben a festék az S1 alapdllapotabdl, az SO valamilyen
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magasabb vibracios allapotaba gerjesztodik le, amibdl sugarzas mentes atmenettel
gerjesztédik le SO alapéllapotaba. Ezzel szemben, a stimulélt kioltas esetében, a kioltd
STED lézer az S1 alapallapotaban 1év6 festékmolekulakat a spontan emissziohoz képest
(a STED lézer alkalmas hulldmhosszanak kivalasztasaval), az SO allapot magasabb
vibracios fokara kényszeriti. gy a stimulalt fluorofor altal kKisugéarzott
energidja/hullamhossza, a spontdn emissziohoz képest a spektrum vords oldaléra
tolédnak. STED mikroszkdpia Jablonski diagramja az 8. abran lathato [38].
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8. &bra A STED mikroszkdpia Jablonski diagramja

Az abréan lathato, hogy a stimulalt emissziobol emittalt fény hullAmhossza nagyobb, mint a spontan fluoreszcencia
dtmenettel emittalt fény hulldmhossza, igy sziirék beiktatdsaval azok elkiilonithetdk. Az dbra bal oldala jol szemlélteti
a kilénbseéget a hagyomanyos konfokalis lézer gerjesztés, és a STED Kioltds hatdasdara keletkezd fluoreszcencia jel PSF
szélessége. A nagymértékben korlatozott feliiletii, de nagy intenzitasy, a kioltasra képes STED lézert egy jol definialt
profil léetrehozasdval érheté el a konfokdlis mikroszkop fokuszsikban.

A leggyakrabban alkalmazott mddszer, hogy fokuszpontban egy kozel nulla
intenzitasu kdzéppont korul szimmetrikus nagy intenzitasu profilt hozzunk létre (8. abra
jobb alsé korong kézéppontja koriil). Ez egy fankszerii alak mely lehet6vé teszi, hogy a
fokuszponton kivil korkorésen szimmetrikus nagy intenzitasu kioltasi régiot kapjunk.
Ennek megvalositasahoz az kell, hogy a bejové STED lézer destruktivan interferaljon a
fokuszpontban, azaz maximalis gyengités legyen. Ezt egy ugynevezett fazis-maszkkal

érik el, melynek eredményének a kétdimenzids vetilete a 9. abran lathato [39].
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9. &bra A STED mikroszkopia elve.

Az &bra (A) panelén lathat6 a konfokalis gerjesztés (kék), mellette a tiszta STED kiolt6 fankprofil( 1ézer (sarga) illetve
a két lézer egyittes kombinacidja x-y sikbeli metszete, a két sor kozotti killonbség, hogy az alsé esetben nagyobb
intenzitdst a STED lézer. Ez masrészt a STED mikroszkopia hdtrdnya is egyben, ugyanis az intenzitds novelésével né
a minta karosodasdanak valosziniisége, ezért igy nem novelhetd a felbontas nagysdaga minden hatdaron tul. A (B) panelen
lathatjuk, hogy nagyobb STED intenzitas esetében kisebb detektalt teriilet. A (C) panelen a gerjesztési és a STED lézer
intenzitasprofilja lathato.

2.4.5 Forster féle rezonancia energia transzfer (FRET)

Egy masik nagyérzékenységii kozvetett fluoreszcencia modszer a molekularis
méretli asszociaciok vizsgalatara, a Forster-féle rezonancia energia transzfer (FRET). A
modszer pontos leirdsat Theodor Forster adta meg a 20-as években, Jean Perrin
munkasagat alapul véve, aki eldszor figyelte meg a jelenséget, és kozelitd leirast adott
[40, 41]. Ezt pontositotta késdbb Theodor Forster [42, 43].

A FRET alapja, hogy a két megfeleléen kivalasztott fluoreszcens donor és
akceptor molekula kdzotti tavolsag kisebb mint 10 nm, akkor sugarzasmentes atmenet
soran, dipol-dipol kdlcsonhatas réven energiaatadas johet Iétre a donor fluorofér és az
akceptor kozott. A FRET egyszeriisitett sematikus Jablonski diagramjat a 10. abra mutatja
[44]. Az elve, hogy a donor molekula emisszios spektruma atfedésben van az akceptor
molekula abszorpcids spektrumaval, ahogy az 10. bra fels6 részén lathaté. A donor
molekula gerjesztédése és az S1 allapot alapszintjére vald relaxalddésa utan sugarzas

atmenet nélkili energiadtadassal gerjeszti az akceptor molekulat. Az akceptor molekula
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S1 alapallapotaba torténé relaxacidja utan fluoreszcencia sugarzasos atmenettel

gerjesztodik le az SO alapallapotaba (10. abra).

Donor Donor Alceptor
gerjesztés  emisszio emisszio
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10. abra Forster energiatranszfer Jablonski diagramja

Az abra felsé részén lathatd a donor és az akceptor molekuldk gerjesztési és emisszios spektrumai, illetve a donor
emisszios és az akceptor gerjesztési spektrumainak az atfedése (sziirke teriilet). Alatta a FRET folyamat Jablonski
diagramja, ahol a gerjesztett donor energiaja sugarzas nélkili atmenet soran gerjeszti az akceptort.

Az energiatranszfer hatasfokat a kovetkezd képlettel tudjuk leirni:

E:%
14+ (e
+(&)

Az energiatranszfer 2 fontos feltétele a mérheté donor kvantumhatasfokon, illetve a
megfeleld abszorpcids €s emisszios spektrumokon kiviil, hogy a donor és akceptor
molekuldk dipolus orientacioi minel jobban megegyezzenek és a koztik 1évo tavolsag
nem haladhatja meg a 10 nanométert. Ez az utobbi feltétel egyben az elénye és a hatranya
is a FRET mikroszkopianak. Elonye, hogy a megfigyelt fehérjék kdzelségi (proximitas)
viszonyai, nanometeres (1-10 nm) tartomanyon beliil is feltérképezhetd, hatranya, hogy

nagyobb mint 10 nm-es tavolsdgokon nem mérhet6 a FRET.

21



2.4.6 Elektronmikroszkdpia

A mar fentebb emlitett Abbe féle feloldasi korlatot leird képletbdl latszik, a
feloldas javitasanak egyik lehetséges modja, hogy csokkentjik a leképezéshez hasznalt
elektromégneses sugarzas hullamhosszat. Ezt a hagyomanyos fénymikroszkdépidhoz
hasznalt, a lathatdo fény hulldmhossz tartomanydban esd hulldmhossztartomanyban
természetesen nem lehet a végletekig csdkkenteni, maximum az ultraibolya tartomanyig,
ha van megfelel6 lencsererendszer.

Egy lehetséges megoldés a fentebb targyalt szuperfeloldasu optikai mikroszkopia
maodszereken kivil, ha az elektromégneses hullamok helyett az eldszor 1924-ben Louis
de Broglie altal leirt anyaghullamot hasznalunk a leképezésre. Az anyaghullam elmélet

kimondja, hogy egy p impulzussal rendelkez6 részecske hullamtermeészettel bir. A Louis

de Broglie altal leirt formula a kovetkezo:

ahol p a |p| impulzusvektor abszolltértéke, h a Planck alland6

(h=6,626-102*J-s=0,658¢eV - fs), A1 pedig a hullamhossz. Ez az effektus a
makroszkopikus mérettartomanyokban elhanyagolhato, hiszen itt a hulldmhossz a
10**m nagysagrendbe esik. Viszont mikroszkopikus részecskék esetében, (pl. elektron,
proton, atom stb.) mar szamottevé. Az anyagnak ezt a hullamtermészetét felhasznalva,
pl. az elektronnyalab alkalmazhaté a mikroszkopiaban. Az els6 kisérleti berendezés Ernst
Ruska német fizikus mutatta be 1931-ben, és 1933-ban épitette meg a fénymikroszkop
felbontasat meghalado elektronmikroszkdopot, amiért Ruska 1986-ban kapott Nobel dijat
Gerd Binnig-el és Heinrich Rohrer-el megosztva. Miukodési elvik alapjan, az
elektronmikroszkopok két nagy csoportba esnek:

e pasztdzo elektronmikroszképok

e transzmisszids elektronmikroszkopok.

Mind a két tipust elektronmikroszkop miikodési elvében kdzds az, hogy az
elektront egy elektronforras allitja eld, amely fobb tipusai az izz6 katddok (pl. wolfram
katdd és a lantan-hexaborid (Labg) katdd), valamint a téremisszids katédok. Az izz6 katdd
esetében egy vekony wolframszalra feszlltséget kapcsolva izzasba hozzuk, aminek a
hatasara a wolframbol termikus emisszio réven elektronok lépnek ki. A lantan-hexaborid
katdd a wolframhoz hasonldan termikus katod, de az elektronok kilépési munkaja joval

alacsonyabb, igy elektronhozama kb. ~10-szerese, és élettartama ~10-15-szordse. A
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wolfram katodos elektronforrasok vakuumigénye jellemzéen ~10° Pa, a lantan-
hexaborid katodé pedig ~10° Pa. A téremisszios elektronagyu (Field Emission Gun —
FEG) mukodése a kvantummechanikai alaguteffektuson alapul, azaz elektronok fiités
nélkiili fémbdl, rendkiviil nagy elektromos térerésség (~10° V/m) hatésara lépnek ki. Az
elektronok, a nanométeres nagysagrendii gorbiileti sugaru tiihegyes emitterre (példaul
volfram) kapcsolt nagyfesziltségnek  kodszonhetben, kvantummechanikai
alaguteffektussal leirhatd folyamat soran lépnek ki. A téremisszios katod elektron
emisszidja magasabb, mint a termikus katodoké, viszont a vakuumigenye 10-¢ Pa, ami
megneheziti a hasznalatét.

Tovébbi kozos tulajdonsdga mind a pésztdzd, mind a transzmisszids
elektronmikroszkopnak, hogy egyrészt az elektronforras miatt masrészt az elektronnyalab
kialakitasara nagy vakuum sziikséges. Ezt tobb 1épcsében valositjak meg, az els6 1épés
alltalaban egy rotacios vakuumpumpa, ami az atmoszferikus nyomasrol elévakuumot allit
eld, a végvakuuma ~10% Pa és olajdiffuzios vakuumpumat alkalmaznak ~10t Pa. A
masodik Iépésben pedig ,,iongetter” vakuumpumpaval allitjak el6 az lizemi vegvakuumot
~103-10* Pa.
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2.4.6.1 Transzmisszios elektronmikroszkop (TEM)

A transzmisszids elektronmikroszkop miikddési elve nagymértékii hasonlosagot
mutat a hagyomanyos transzmisszids fénymikroszkdphoz. Természetesen itt nem optikai
lencséket hasznalnak, hanem elektroméagneses lencseket, amelyekkel az elektronnyal&bot
tudjak iranyitani. Elvi felépitése a 11. abréan lathato [45].

Elektronforras —_@
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11. &bra A pasztaz6 elektronmikroszkdp felépitése

Az elektronforrashdl szarmazo elektronokat a forrashoz (Wehnelt henger) képest pozitiv potencialt anéd gyorsitja. Az

elektronnyalabot magnese lencsék segitségével fokuszaljuk a minta feliiletére, majd kiilonbozé detektorok, illetve a
Sfluoreszcens ernyd segitségével detektaljuk.

Az elektronforras allitja el6 az elektronokat, amit elektromégneses lencsék és aperturék
segitségével modositja és vetiti azt a mintara. Az elektronok a mintan koveté athaladas utan

elektromagneses lencsék és apertlrak segitsegével vetitjik az elektronnyaldbot egy fluoreszcens
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ernydre, ami az elektronok abszorpcidja utan z6ld szinben fluoreszkal. A hagyomanyos TEM
képalkotasanal a legfontosabb elektron-minta kdlcsdnhatés, ami az elektronok a minta atomjain
torténd szorodasa. Ez a legfontosabb a kdlcsdnhatés, ami a kontrasztot biztositja. Minél nagyobb
az atom rendszédma, annél nagyobb az elektronok szérodasa. A bioldgiai mintat azonban altalaban
konnyi elemek alkotjak, igy azt kontrasztositani (festeni) kell, altalaban nehézelemek soival.

A TEM elméleti felbontoképessége ~0,1 nm, ami erdsen fiigg a minta
mindségétdl, illetve a vastagsagatdl. A gyakorlatban a minimalisan legkisebb feloldhato
tavolsag néhany nanométer nagysagrendii. A TEM elvi felbontasanak hatarat az
elektromagneses lencsék mindsége, az lencsehibak mértéke hatdrozza meg. A két

legfontosabb ezekbdl a gombi és a szini hiba.

A teljesség igénye nélkul az aberracio aranyos [47, 48]:
%-Cdf RN +%-CS -/14-q4+%-C5 28.q° +%-C7 2% +..-E,-E

ahol:

S

Cyt : a defékuszaltsaghoz tartozé egyiitthatd
CS . a szférikus abberacié egyutthatoja
C. : a kromatikus abberacié egyiitthatéja

C5, C7 ;.- a magasabb rendli abberaciok egytitthatoi

A : az elektronnyalabhoz tartozé de Broglie hullamhossz

g : reciprok szorasi vektor.

Lathatd, hogy ennek a mértéke foként az Gsszeg elsé két taghol adodik.

Leteznek maér szuperfeloldast elektronmikroszkopok (HREM), melyeknél korrigalva
vannak a lencsék abberacioi, legfoképpen a szférikus abberacio. Ezeknél a késziilékeknél

elérhet6 a 0,1 nm-es elméleti feloldoképesség is.
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2.4.6.1.1 A transzmisszios elektronmikroszkopos minta el6készités
A transzmisszié elektronmikroszkopos mintaval timasztott kovetelmények, hogy
az elektron athatold képessege kicsit, igy a minta megengedett maximalis vastagsaga
erdsen korlatozott, ami a legfébb nehézséget tdmasztja a biologiai mintak eldkészitése
sorén. A masik jelentds, a mintval szemben tdmasztott kovetelmény, hogy a biologiai
mintak transzmisszids elektronmikroszkop képének kontrasztja kicsi, azaz az elektronok
kis mértékben szérddnak a mintan, melyek a kontrasztot szolgéaltatjak a transzmisszios
elektronmikroszkadpos felvételeken.
Ezek alapjan a mintaval tAmasztott legfontosabb kovetelmények a kovetkezok:
e a minta nem tartalmazhat folyadékot, vagy fagyasztott allapotban (Cryo-TEM)
kell vizsgalni,
e aminta maximalis vastagsdga nem haladhatja meg a ~100 nm-t,
¢ jo kontraszttal kell rendelkeznie (biologiai mintak festése nehéz elemekkel),
e o0 elektromos és hévezetOnek kell lennie,
e aminta morfoldgiai valtozasanak elkeriilése a mintaeldkészités soran,

e aminta lateralis mérete maximum ~1-2 mm.

A bioldgiai minta vastagagara, folyadékmentességére és a morfoldgiai valtozasok
elkeriilésére vonatkozd feltételeket teljesiti a konvencionalis gyantaba dgyazas és az azt
kovetd ultravékonyszeletelési technika, ami a legelterjedtebb.

Tehat a bioldgiai mintak kontrasztositasa szlikséges, mivel ezek altalaban konnyii
elemeket tartalmaznak (szén, nitrogén, oxigén stb.). Ezen konnyt elemek elektron szoréasi
képessége meglehetésen alacsony, azaz csak igen kismértékben tériti el az
elektronnyalédbot, azaz a minta kontrasztja a transzmisszios elektronmikroszkop
felvételeken nagyon csekély, igy nem azonosithatbak a minta mikrostrukturai. Ezt
kikiisz6bolendé a mintat ,,festjiikk”, altalaban nehézelemek soéival (ozmium-tetroxid,
uranil-acetat, Olom-citrat, stb.), ugyanis ezen elemek a nagy rendszamuknak
koszonhetéen — sokkal  jobban eltéritik az  elektronnyaldbot (nagyobb a
hataskeresztmetszetilk az elektronra nézve), mint a mintat tartalmazé kis rendszamd
elemek. Két kiilonboz6 festési eljarast alkalmazunk az elektronmikroszkopiaban a
biologiai mintdkon, a pozitiv és a negativ festést. Az elsé esetben a vizsgalando
struktarakat festjuk, kontrasztositjuk, a masodik esetben a vizsgalt tertleten kivdli

részeket.
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Az altalunk alkalmazott immunogold jeldlési eljarés nem sorolhaté egyik
kategdriaba sem.
Itt specifikus antitestekkel konjugalt kolloidalis méretli aranygomboket hasznalunk,
melyekkel a minta fehérjéihez specifikusan tudnak kotddni. Az arany atom nagy
rendszamanak koszonhetden, jol detektdlhatd transzmisszids elektronmikroszkoppal.
Kiilonb6z6 méretti immunogold aranygomboket alkalmazva, amik a méretiiktdl fiiggéen
kiilonboz6 antitestekkel lettek konjugalva, egyidejiileg tobb tipusu fehérje is vizsgalhato,

ugyanazon mintan (t6bbszoros jelolés).
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3.

Célkituzések

A sejtfelszini feherjék &ltal kialakitott eloszlasanak mintazatai fontos szerepet

toltenek be tobbek kozott a jelatviteli folyamatokban, a sejtek differencidlodasukban vagy

az immunrendszeri folyamatokban.

.....

az aldbbi kérdésekre kivantuk valaszt adni:

Vizsgalni kivantam, az I1L-2 és IL-15 receptor molekulék sejtfelszini mintazatat,
melyet intézetiinkben korabban is vizsgaltdk immunogold jel6lt mintdk TEM
felvételének segitsegével. Viszont csak korlatozott statisztikai leiras volt elérhetd
az alkalmazott statisztikai fliggvények hianyanak koszonhetben.

Vizsgalni kivantam, mekkordk és milyen szamossaglak ezek a mintazatban
kialakult klaszterek, melyeket a korédbbi statisztikai figgvények nem voltak
képesek meghatarozni. Ennek érdekében egy altalunk kordbban nem alkalmazott
PCF (parkorrelacids fuggveény) illetve PCCF (par-keresztkorrelacios flggvény),
illetve a egy 0j kiértékeld szoftver (GOLD) segitségével.

Célom wvolt, hogy immunogolddal jel6lt mintdk  transzmisszios
elektronmikroszkopos  vizsgélatdhoz egy 0j minta-preparélasi eljaréas
kifejlesztése, ami a sejtfelszini anitgén-mintazatok pontosabb leirdsat teszi
lehetévé. Az (j minta-elokészitési protokoll segitségével, valaszt talalni, hogy a
JY sejtvonal felszinén kifejez6d6 HLA I illetve HLA Il molekulak mintazataban
esetlegesen milyen csoportosulasok talalhatok nanométeres skalatol egészen a

mikrométeres mérettartomanyokig.

Szerettem volna megvizsgalni, hogy a modszerek alkalmasak e annak
vizsgélatara, hogy hogyan befolyasolhatja a kiilonbozd sejtfelszini molekulak
molekula jelenik meg. A BLS sejteken nem expresszalodo HLA |1 fehérje, a
transzfekciot kovetd megjelenése, befolyasolja-e a HLA | és HLA 11 proteinek

proximitas viszonyait.

28



4.  Anyagok és modszerek
4.1 A vizsgalatokhoz alkalmazott sejtvonalak tenyésztése

Kit 225 FT7.10 sejtvonal:

A Kit 225 FT7.10 (Kyoto University) sejteket teljes IL-15Ra-val transzfektaltuk,
amely N-terminalis FLAG cimkével rendelkezik. Mindkét sejtvonalat 10% ,.fetal bovine
serum”-mal (FBS-sel), penicillinnel és sztreptomicinnel kiegészitett RPMI 1640
taptalajban tenyésztettiik, 37°C-on, 5% CO. atmoszféraban. 48 oranként 500 pM human
rekombinans IL-2-t is adtunk a taptalajhoz. Az FT7.10 sejtek tapkozege 800 ug/ml G418-
at (GIBCO) tartalmazott, hogy elnyomja a vad tipusu sejtek novekedését.

JY és BLS-1 limféma sejtvonalak:

A JY (ATCC, Manassas, VA, USA) és a BLS-1 human B-limféma sejtvonalakat
(Prof. Mark Exley ajandéka, Harvard Medical School, Boston, USA) szubkonfluenciaig
szaporitottuk, hdromszori passzalassal hetenként RPMI 1640 taptalajban, amely 10%
FBS-t, 2mM I-glutamint és 50 pg/ml gentamicint tartalmazott, 37°C-on, 5% CO>

atmoszféraban.

4.2 Az IL-2Ra és IL-15Ra sejtfelszini receptorok mintazatanak vizsgalata Uj

szoftver (és a PCF, illetve PCCF fliggvények) segitségével

Az IL-2 és IL-15 receptorok mintazatanak vizsgalata az 0j mintael6készitési
eljarast megel6z6en végeztik, a korabban alkalmazott mintapreparalasi protokoll
alkalmazasaval Kit 225 FT7.10 sejtvonalon. Ebben az esetben receptorokat indirekt
maodon jel6ltik, az IL-2R esetében az elsédleges antitest egér hibridoma feliilisz6jabol
tisztitott anti-IL-2Ra. 7G7/B6 (1G2a) antitestbdl eldallitott Fab fragment volt, illetve az
IL-15 esetében az els6dleges antitest egér hibridoma fellilliszojabdl tisztitott anti-IL-
15Ra 7A424 (I1gG) egész antitest volt. A kolokalizacios vizsgéalatoknal a méasodlagos
jelolok 15 és 30 nm-es aranygyogyokhoz kotott poliklondlis antiegér antitestek voltak.
(Az Aurogamig G15, anti-egér IgG nehéz ¢és konnyli lanc ellenes poliklonalis
antitestekkel volt telitve, az Aurogamig G30 pedig anti-egér 1gG Fc része ellenes
poliklonalis antitestekkel, Amersham Pharmacia). A szekvencialis jel6lésnél a sejtek IL2
receptorat el6szor anti-IL-2Ra 7G7/B6 (1G2a) antitestbdl eldallitott Fab fragmenttel
jeloltiik, majd mosas utdn Aurogamig G15-el. Ezutan ismételt mosas kovetkezett, majd
az Aurogamig G15 aranygyongyoket beboritd poliklonalis antitestek nem hasznalt

kotéhelyeit blokkoltuk feleslegben adott nem specifikus (a sejtek sejtfelszini fehérjéihez
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nem kotddd) Fab fragmentekkel. A kovetkezo 1épésben az IL-15 receptor jeldltuk anti-
IL-15Ra 7A424 (1gG) egész antitesttel, majd mosas utan Aurogamig G 30-al. Az Ujabb
PBS-es mosés utan, a mintékat 1%-os formaldehid/PBS oldatban fixaltuk 30 percig, majd
2%-0s glutaraldehidet tartalmazo natrium-kakodilat pufferben (0,1 M, pH: 7,2) egy
éjszakan keresztul.

A TEM mérésekhez a fixalt sejteket formval mtianyaggal bevont TEM
mintahordozé rézhaldra vittiik, amit egyszerii szabad levegén valo szaritas kovetett, majd
ezeken a mintdkon végeztik el TEM vizsgalatokat. A felvételek feldolgozasat a
munkacsoportunk altal korabban kifejlesztett GOLD szoftverrel végeztik. A PCF illetve
a PCCF flggvényeket a GOLD programmal hataroztuk meg. Mindkét szoftvert a
késdbbiekben részletezem az Eredmények fejezetben.

4.3  Sejtfelszini molekulak mintazatanak vizsgalata az uj protokoll
segitségeével
Mivel munkdm meghatéarozo részét egy Uj transzmisszio elektronmikroszkdpos
mérésekre kifejlesztett specidlis protokoll kifejlesztése jelentette immunogolddal jel6lt
minték sejtfelszini fehérjéinek analizise céljabdl, igy a részletezett minta-elékészitési
eljaras az Eredmények fejezetben irtam le 1épésrol 1épésre.
Itt csak egy rovid felsorolas erejéig szeretném ismertetni magat a minta-el6készitést:
I.  TEM rostély (grid) el6készitése (kollodium hartyakészités), a minta
atmeneti rogzitése céljabol.

Il.  Arany gyongy konjugalasa specifikus antitesttel, Konjugalo6 Kit segitségével,
képes voltam a sajat elsddleges antitestlinket, a kolloidalis méretli immunogold
aranygoémbokhoz kotni.

I1l.  Sejtjelolés elsddleges antitesttel konjugalt immunogolddal
IV.  Kritikusponton szaritas
V.  Szénhartya vakuumparologtatasa
VI.  Kollédiumhartya kioldasa
VII. A minta kémiai vekonyitasa
VIIl. A transzmisszids elektronmikroszk6pos mérések
IX.  Immunogold aranygdmbdk pozicidjanak meghatarozasa a ClickOnGold

program segitségével
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XI.

Pontmintazatok kiértékelése, a parkorrelacios (PCF) és parkeresztkorrelacios
fuggveny (PCCF) meghatarozasa a GOLD szoftver segitségével
A fehérjemintazatok kiértékelése, feltérképezése a parkorrelacios és par-

keresztkorrelacios fggvények segitségével
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5. Eredmények

5.1 Transzmisszids elektronmikroszkdpos mintak elokészitésének
tovabbfejlesztése sejtfelszini fehérjék eloszlasanak vizsgalatara

Kisérleteink sordn a legfontosabb célul azt tiztik ki, hogy minél pontosabb
statisztikaval tudjuk leirni a sejtfelszini fehérjék eloszlasanak korrelaciojat, illetve
tobb az ,.esemény”, ami esetinkben az, hogy minél tobb legyen az immunogold
aranygémbok széma az egyedi TEM felvételeken. Ezt Ggy érhetjuk el, hogy vagy a
jelolomolekulak feliileti stirliségét vagy a vizsgalhato teriilet nagysagat noveljiik. Az elsé
esetben viszonylag korlatozottak a lehetdségeink. A sejtfelszini fehérjék aranygdmbbel
valo jel6lésnél viszont problémat jelenthet az, hogy a minta mosasanal (centrifugalasanal)
viszonylag konnyti a gombok leoldasanak esélye. igy az egyik leghatasosabb madszer
ennek az esélyének a csokkentésére, ha a mosasok szamat csokkentjik, az indirekt jeldlés
helyett a direkt jelolést alkalmazzuk. Ennek egyik modja, amit az Anyagok és
maodszerekben is emlitettlink, hogy a kereskedelmi forgalomba kaphatdak Ugynevezett
immunogold konjugald Kit-ek. Ebben az esetben a jelolést megel6zéen, a specifikus
elsddleges antitestekkel konjugalhatunk kiilonb6zd méretli kolloidalis méretii
aranygdmboket, amivel csokkenthetdk a mosasok szama a jelolés alatt. A kiilonb6z6

jelolések sematikus 6sszefoglaldja az 12. abran lathatdak.
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12. abra A kiilonbozé immunogold jeldlések sematikus Iépései

Osszehasonlitva a konvencionalis és a konjugalt antitesttel valo jeldlést, lathatd, hogy az utdbbit alkalmazva,
csokkenthetjik a mosasok szamat, igy a lemosédott aranygémbok mennyiségét.

Az elbkészitett TEM mintdknak szamos feltételnek kell megfelelni. Az egyik
legfontosabb feltétel a minta vastagsagara vonatkozik, azaz nem haladhatja meg a 80-100
nm-es értéket. Altalanos esetben, a bioldgiai mintat epoxi gyantdba agyazzuk, aztan
ultramikrotommal ultravékony metszeteket készitlink, azaz felszeleteljik. Esetiinkben ez
a madszer nem alkalmazhatd, ugyanis a vizsgalt el6zetesen immunogolddal jelolt mintak
feliiletét szeretnénk vizsgalni, igy a szeletelés utan a jeldlt lipid kettdsréteg nem alkotna
egybefiiggd feliletet, azaz nem teljestilne a minta lehetd legnagyobb feluletén vegzett
vizsgalatanak kivanalma.

Munkacsoportunkban a mar korabban alkalmazott minta-elékészitésének alapja
az volt, hogy a sejtszuszpenzidéban immunogolddal jel6lt minta felszallo koncentracioju
etanollal vald kezelés utan, a TEM mintahordozo feliiletére kicseppentve szabadlevegén
lettek Kiszaritva. gy a sejt egy vékony kérvonalan keletkezett vékony sav mar vizsgalhatd

vastagsagu volt a transzmisszios elektronmikroszkop szamara. Egy a korabban
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alkalmazott mintael6készitési eljarassal preparalt minta TEM felvételét a 13. abrén
lathatjuk [56]. Ebben az esetben a HLA | molekulak 15 nm-es és a HLA 1l molekulak 30

nm-es immunogold aranygyongyokkel lettek jelolve.

13. dbra Egy jellemzd, a korabban alkalmazott minta-eldkészitési protokoll TEM felvétele

Az abran egy kordbban készitett TEM felvétel lathatd [56]. JY-sejt HLA | és HLA Il molekuldja 15 és 30 nm-es
immunogold aranygémbokkel lettek jelolve. A jelolést elészor 30 nm-es aranygydngyokkel végezték HLA 11, majd 15
nm-es immunogolddal az HLA | molekula ellen. A méretskala 500 nm.

A sejt kbzepén talalhato sejtalkotok a TEM vizsgalatok szamara tll vastagok. igy az egyik
hatranya modszernek, hogy kicsi a TEM-el vizsgalhato teriilet. Masik hatranya, hogy a
minta Kiszaradasa utan a vetlileti képen nem csak egy kettéslipidrétegen talalhatd
aranygodmboket lathatjuk, hanem a két réteg Osszeszaraddsa utan keletkezett két
kettoslipidréteget. Ezért nem a sejtfelszini immunogold aranygdmbok eloszlasat
lathatjuk, hanem a két felszin egymasra vetitett képét. Masik probléma, hogy a
szabadlevegén valo szaritas utan megvaltozik a sejt morfologidja és igy valtozhat a
fehérje eloszlas a sejt feluletén.

Ennek elkertlése érdekeben egy komplex minta-elékészitési eljarast fejlesztettem

ki, ami egyfajta szendvicsszerkezetet képez. A minta vékonyitasara kémiai maratast
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alkalmaztam 100 g/l-es koncentraciéju natriumhidroxid vizes oldataval, a szaritdshoz
pedig a kritikusponton szaritds maodszerét valasztottam. A legnagyobb kihivast azt

jelentette, hogy fizikailag hogyan rogzitjik a sejteket a hordozéfeluletre a kezelések alatt.
Ezt reprezentélja a 20. abra [46]:

A1 s, Al2 b
’5’8 * \ % .”"{ f‘ .
£ . 3 %,
£ @ ” " % P e
Yoo 3 Cd
"m.m"‘““f

A/5

B/1

14. &bra Az Gjonnan kifejlesztett minta-eldkészitési protokoll

Az abran kiilonbozé méretskaldkon lathatjuk a minta-eldkészitési protokollt. Az (AI1)-t61 (A/5)-ig paneleken, a
protokollt a sejtszinten lathatjuk, mig a (B/1)-z61 (B/6)-ig, a mintahordozé méretének skalajan.

A 14. dbra (A/1)-es panelen az egyedi sejtet lathatjuk az immunogold jel6lést kdvetden.
Ezutdn az (A/2)-es panelen bemutatott, az elézetesen kollodiummal bevont és a
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kollédium hartya fellletét poly-L lizinnel kezelt arany mintatartd racsra (gridre)
Kihelyezett sejteket lathatjuk. Az (A/3)-as &bra a mintat reprezentalja a parszor 10
nanométeres szénhartyaval valo bevonas utan lathato. A protokoll kovetkez6 1épése az
abra (A/4)-es paneljan lathatd, ami a mintatartd és a sejt kozott elhelyezkedd kollodium
hartya kioldasa utan lathaté allapotot mutatja. A szénhartya segitségével a sejtek
mechanikai stabilitasa biztositva van, illetve a szénhartyanak koszénhetéen, a mintanak
nagyobb stabilitast eredményez az elektronnyalabbal szemben is. A kollédium hértya
kioldasa a kovetkezo 1épés elvégzéséhez sziikséges, ami maga a minta vékonyitasa. A
vékonyitas els6 1épéseként, egy 100 g/l-es koncentracioju natriumhidroxid vizes oldataval
vizoldhat6va tettem a sejtalkotdkat, amit egy tobbszor elvégzett desztillalt vizes mosas
kovetett. A végeredmény az (A/5)-0s illetve a (B/6)-os paneleken lathatd. Az eltérd
szdmozas abbol adodik, hogy mig az (A) panel elsé része a jelolt sejtet dbrazolja, ami
nem jelenithet6 meg a (B) panelen, illetve a (B) panel els6 két abraja a mintatarto racsra
elokészitését mutatja, ami pedig az (A) panel sejtszinten valé bemutatdsanal nem
jelenitheté meg. Igy az (A/2)—(B/3) az (A/3)—(B/4) az (A/4)—(B/5) és a (A/5—B/6)-
nak feleltethetd meg.

A szénhartyanak koszonhetéen az immunogold jelolé aranygombok rogzitve
vannak, illetve elegendd stabilitdst eredményez, hogy a konvenciondlisan bioldgiai
mintakhoz alkalmazott 80-100 kV-os TEM gyorsitosebesség helyett, akar 200 kV-0s

gyorsitofesziltséget is képes elviselni.

5.1.1 Transzmisszios elektronmikroszkopos mintak el6készitésének protokollja
5.1.11 TEM rostély (grid) el6készitése (kollodium hartyakészités)

A megfeleld mintapreparalas az egyik elsd 1épése a mintahordozé elkészitése.
Ennek j6 mechanikai szilardsagunak kell lennie, és konnyen (a minta sériilését elkertlve)
kezelhetOnek és szallithatonak kell lennie. Ehhez egy egyedi modszert fejlesztettiink ki,
ami egy szendvicsszerkezet. Az alapja liveglemez, amin a TEM grid helyezkedik el, és
ezt vonjuk be kollodiummal. A 15. &bran lathatéak a grid mintahordoz6
kollédiumhartyaval valdo bevonasanak fobb Iépései. Az eljaras roviden, hogy egy
uveglapra helyezett mintahordozdkat egy Biichner tolcsérbe helyezziik, amit elarasztunk
desztillalt vizzel. A viz felliletére cseppentett amil-acetatban feloldott kollodium szétterl
a vizfelszinen. Az olddszer elparolgasa utan egy egybefiiggd parszor 10 nm vastagsaga

hartyat kapunk, ami a viz leeresztése utan, rafeszil a feltletre [46].
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15. dbra A mintahordoz6 kollédiummal valé bevonasanak Iépései.

Az (A) panelen a Briichner tolcsér Iathatd. A (B) panelen feliilnézetbdl lathatjuk a vizzel ellepett
Uveglemezt, rajta a TEM gridekkel. A (B) és (C) panelen a feliiletre rafeszilt kollédium hartya
lathatd, majd a (D) panelen a mar megszaritott, kollédiummal bevont grideket mutatjuk be az
liveglemezen.

51.1.2 Arany gyongy konjugalasa specifikus antitesttel (Konjugalo Kit)

Az immunogold jeldlés hagyomanyosan indirekt jeldlés, azaz eldszor specifikus
elsddleges antitesttel jeloliink, aztan specifikus masodlagos antitesttel, jelen esetben
specifikus méasodlagos antitesttel konjugalt aranygdmbokkel. Ennek hatranya, ami
immunogold jelolés esetében fokozottan karos lehet, hogy tobb mosési fazist kell
alkalmaznunk. Direkt jelolés esetében a jelolést koveten elegendd 1-2 mosas. A mosas
technikailag, hogy a centrifugélassal leiilepitett sejtekrdl ledntjiik a folyadékot, igy a nem
kotodott antitesteket eltavolitjuk. A centrifugalas viszont fokozottan hatranyos az
immunogold aranygdmbdk relativ nagy témege miatt, igy hatvanyozottan nagyobb a
valdsziniisége, hogy a mar kotédott antitesteket is eltavolitjuk a mintardl.

A direkt jelolést megeldzden konjugalnunk kell az aranygémboket a sajat, altalunk
hasznalt elsddleges specifikus antitesttel. Ehhez az Abcam (Cambridge, Egyesiilt
Kiralysag) altal forgalmazott konjugal6 Kit-et hasznaltuk.

A konjugécio a kovetkezd 1épéseket tartalmazza, ami elérhetd az Abcam weboldalan
PDF  formatumban  (https://www.abcam.com/en-gb/products/conjugation-kits/gold-
conjugation-kit-10-nm-20-0d-ab201808#tab=support).
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R&viden a kovetkezd:

1. Hagyjuk az 6sszes reagenst szobahdmérsékletre felmelegedni.

2. Higitsuk fel torzsantitestet a Kit-ben mellékelt antitest-higitoval 0,25 mg/ml-re.
3. Adjuk hozza a reakciopuffert és Ovatosan szuszpendaljuk Ossze. A kiilonb6zo
Kiszerelésekhez ajanlott higitott antitest és reakcié puffer mennyiségét a 1. tablazat

tartalmazza:

Kiszerelés: 3x2500 ng 10x2500 ng 1x25 ug
Higitott antitest 12ul 12 pl 120 pl
Reakci6 puffer 42 ul 42 ul 420 pl

1. tablazat A konjugacidhoz sziikséges antitest és reakcio puffer mennyiségek.

4. Adjuk hozza az antitest/puffer oldatot az aranygdmbokhoéz. Finoman
szuszpendaljuk 6ssze. Hagyjuk a reakciot 15 percig allni szobahdmérsékleten.

5. A 15 perces inkubacios id6 leteltével, adjuk hozzd a reakciot leallito, kiolto
oldatot, a 2. tblazat szerint:

Kiszerelés: 3x2500 ng 10x2500 ng 1x25 ug
Kioltd 5 ul 5 ul 50 pl

2. tdblazat A reakci6 leallitasahoz szilkséges kiolto oldat mennyiségek.

6. 15 perc inkubacids 1d6 elteltével, megkapjuk a konjugélt immunogold antitestet.

5113 A konjugalashoz hasznalt elsédleges antitestek

A JY, BLS és transzfektalt t-BLS sejtvonalon végzett sejtfelszini molekula-eloszlasi
Kisérleteinket a human HLA I illetve HLA 11 molekulakra korlatozodtak. A kolloidalis
méretli aranygdmbok konjugalasara HLA 1 esetében egér eredetli anti-HLA w6/32
(IGg2a, Abcam) és HLA 1II esetében egér eredetii Anti-HLA-DQ (IgG2b, Abcam)

specifikus elsddleges antitestekkel végeztiik.

5114 Sejtjeloleés elsddleges antitesttel konjugalt immunogolddal

Az el6z6 pontban leirtak szerint elkészitett, az els6dleges antitesttel konjugalt kolloid
aranygombbel jeloljuk a sejteket. Ehhez 106 db sejtet centrifugaval mostuk PBS-el
kétszer (10 perc, 200g, 4°C). A mosast kdvetden a sejteket jeloltiik 15 pl konjugalt
antitesttel jégen, 40 perc inkubacios 1d6 elteltével, ismét 2-szer mostuk a mintakat PBS-
el (10 perc, 200g, 4°C). Ezt kovetden a feliiluszot eltavolitva a feliiluszot (pelletet) 100 pl
2%-0s glutaraldehid oldatban felszuszpendaltuk.
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51.15 Kritikusponton szaritas

A TEM mintaknak, ahogyan azt az Irodalmi attekintés cimii fejezetben emlitettiik,
folyadékmentesnek kell lennitik. A kozvetlen levegdn torténd széritdas a feliileti
fesziiltségerokbol addodo karos hatdsaik miatt a minta alakjanak jelentds torzuldsat
okozhatja. Az egyik &ltalam is vélasztott technika ennek elkertlésére a kritikusponton
szaritas. Itt az anyagban 1évé folyadékot kritikus pontra hozzuk (anyagra jellemz6
homérséklet és nyomads), ahol eltinnek a faziskiilonbségek ¢és elkeriilhetdé a minta
karosodasa. A bioldgiai mintakban jelenlévé folyadék féleg viz, amit le kell cserélniink,
mivel a viz kritikus pontja 374,15 °C és 22,12 MPa. Ezt az igen magas hdmérsékletet
viszont a biologiai mintdk nem képesek elviselni. Ezért elsd 1épésben a mintdban 1évo
folyadékot (vizet) kell lecseréInink példaul széndioxidra, melynek kritikus pontja 31.5°C
és 7,38 MPa amit mar képes a minta elviselni. igy altalunk vélasztott mintaszaritasi eljaras
a kritikusponton torténd szaritas, amit (CPD), (Baltec CPD 030) késziiléken végeztem.
Tehat a mintaban 1évé folyadékot (CO2) szuperkritikus gézfazisba hozzuk (13. abran
lathat6 C pont felett), ahol a folyadék és gaz faziskiilonbsége eltlinik, azaz nem kéarosodik
a minta. Ezutdn a mintdt &allandd hoOmérsékleten tartva, a nyomds fokozatos

csokkentésével atmoszférikus nyomasra hozunk [49], l1asd 16. abra [50].

Szilard Folyadék

Prrit

Nyomas

Hoémérséklet Terit
16. &bra A CO; fazisdiagramja.

Az abran lathatjuk a széndioxid fazisait a nyomas és homérséklet fiiggvényében. A kritikus ponton szaritasnal a
folyadékfazis vissziik a kritikus hémérséklet felé, majd a hémérsékletet fiitéssel kritikus pont felett tartva csokkentjiik a
nyomast az atmoszférikus nyomasig.

Tehat a szaritas els 1épéseként a sejtszuszpenzioban 1évé folyadékot (PBS)
ugynevezett felszallo etanol koncentracio sorral lecseréljiik 100%-os alkoholra, ugyanis

az alkohol jol elegyedik a késObbiekben a folyékony széndioxiddal. Aztan kritikusponton

39



szaritd nyomasallé kamrajaban elarasztjuk alkohollal. T6bbszdri dblitéssel az alkoholt
lecseréljik széndioxidra, ami ekkor még folyadékfazisban van, a kritikus hémérsékletre
valé melegités soran, ami a széndioxid esetében 31.5°C és 7,38 MPa, a széndioxid kritikus
gbozfazisba keril. Ezutan a nyomast allandé homérsékleten lecsokkentjiik 1égkori
nyomasra, amihez hékozlés sziikséges az adiabatikus tagulds, illetve a széndioxid
kicsapddasanak elkeriilése érdekében. Igy eltavolithatjuk a mintaban 1év6 folyadékot, a

minta karosodasa nélkdl.

5.1.1.6 Szénhartya vakuumparologtatas

A minta-elékészitése a kritikusponton szaritasa utan a kovetkezd 1épése egy
ultravékony (10-20 nm) szénhartya vakuum-parologtatasa a minta fellletére, a minta
mechanikai ellenaldsaganak novelése érdekében. Ezért vakuumban (5x1072 Pa) szenet
parologtatunk el a minta felett, amit a szén, nagy elektromos arammal t6rténé (50-100
Amper) hevitésével érjik el. Az elparologtatott szén a gravitacio hatasara leulepedik a
minta feliiletére, és egybefiiggd réteget képez. Az alkalmazott dram nagysagaval, és a

parologtatasi id6 hosszaval szabalyozhato a képz6d6 szénréteg vastagsaga.

51.1.7 Kollédiumhartya kioldas

A kovetkez6 1épés a minta vékonyitasa el6tt, hogy amil-acetat segitségével
kioldjuk a minta és az aranyrostély kozott elhelyezkedd kollodiumhartyat, ami ideiglenes
hordozofeliiletként szolgalt, de ennek a szerepét atvette a minta fellletére parologtatott
szénhartya. Tobb lehetséges grid hartya is elérhetd, amelyek koziil azért valasztottuk a
kollodiumot, mert az aceton, illetve amil-acetat segitségével feloldhat6. A mintékat
petricsészébe helyezett amil-acetattal felitatott sziirbpapirra helyezve, a kollédium hartya
feloldédik. A hasznalt amil-acetatot pipettaval leszivtam, és friss amil-acetat
hozzdadasaval mostam ki a maradék oldott kollodiumot. Ezt a mosast 3-szor

megismételtem. [46].
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51.1.8 Minta kémiai vékonyitasa

A mintakat 100 g/l koncentrdcidju natriumhidroxid vizes oldataval felitatott
szlirGpapirra helyezve, a sejtalkotok vizzel oldhatova valnak. A mintakat ezutan
petricseszebe helyezett, desztillalt vizzel felitatott sziirOpapirra helyezve, és a desztillalt
vizet pipettdval tobbszor lecserélve, kimossuk a sejtalkotokat a mintabdl. Ezutan
szabadlevegln szaritjuk a mintat, de a szénhartyanak kdszonhetéen, nem kell tartani az

immunogold aranygdmbdok pozicidinak megvaltozasatol.

5.1.1.9 Transzmisszio elektronmikroszk6pos mérések

A transzmisszios elektronmikroszképos méréseket Jeol 2000FX-I1 (Jeol Ltd.,
Japan) tipusu elektronmikroszkdppal végeztem. A mintael6készitésnek koszonhetéen, a
bioldgiai mintaknal nem az altalaban alkalmazott 80-120 kV-os gyorsitofesziiltség
hasznalata mellett, hanem a maximalis 200 kV-os gyorsitéfeszultségen vegeztem, aminek
segitségével vastagabb minta is vizsgalhatd, mint az optimalis 80-100 nm, illetve az
aranygdmbok kontrasztja is jobb lehetett. A TEM felvételeket torolhetd, és ujra
felhasznalhato ,,image plate”-kre fényképeztik, és Ditabis® (Pforzheim, Németorszag)
»imaging scanner’-rel hivtuk eld, ami lényegesen jobb mindségii képet szolgaltat, mint a
hagyomanyos fotélemez, és nagy eldnye, hogy a TEM felvételeket kozvetleniil digitalis

formatumban kapjuk meg.

5.1.1.10 Immunogold aranygémbok pozicidjanak meghatarozasa a
ClickOnGold program segitségével

A késobbi kiértékelés érdekében, elsoként meg kell hatdrozni az immunogold
koordinatarendszerben. Ehhez a munkacsoportunkban Szentesi Gergely altal készitett
ClickOnGold nevii szoftvert hasznaltuk [51]. A szoftver segitésegével *.txt szoveges fajl
formatumban kapjuk meg a gombok (x,y) koordinatajat. A program ezenkivil alkalmas
az aranygdmbok vetileteinek, a korongok teriiletének meghatarozéasara is, aminek a
segitségével képesek vagyunk a kétszeres jelolés esetében, azaz amikor kiilonb6z6
fehérjéket jeloliink, a rajuk specifikusan kotddd antitestekkel konjugélt, kiilonbozd
méretil immunogold aranygdombokkel, kilonbséget tenni a kiillonb6z6é immunogold

részecskék méretei kozott. A ClickOnGold kezel6i feliiletét az 17. abran lathatjuk.
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17. abra A ClickOnGold kezeldfeliilete

Baloldalon lathato a TEM felvétel és rajta a kiilonbozé méretii aranygdombokhoz tartozo kiilonbozd szinii jelolékkel. A
jobb felsé sarokban a kiilonbozé méretii aranygdombokhoz tartozo kapuzds. A jobbalsé sarokban az egyik (kék), a masik
méretii (zold), illetve az dsszesitett (piros) immunogold eloszlasa lathato.

Az &bra bal oldalan a két kiilonboz6 szinnel (kék és z6ld) megjeldlt 10 és 20 nm-es
immunogold arannyal jelolt HLA | és HLA 1l fehérjék TEM felevétele lathato, a JY
sejtvonal. A 14. abra jobboldal fels6 sarkaban a program altal végzett az aranygdmbok
méret szerinti osztalyozasa (kiilonbozd szinekkel dbrazolva) lathatod, ami tetszélegesen
beallithatd. Az aranygdmbok mérete az x tengelyen és az adott méretii gombok szama az
y tengelyen lathatdak. A 17. abra jobboldal alsé sarkaban az aranygdmbok eloszlasa
lathatd. TetszOleges méretli halot helyezve a képre, a program leszdmolja az egyes
cellakban talalhato6 foltok szamat. Ezzel 6sszehasonlithato a véletlenszerti ponteloszlashol
adodé Poisson eloszlas eltérése, és megallapithato, hogy a minta fellletén 1év6 fehérjék
eloszlasa eltér e a véletlenszer(i pontmintazattol. Ezzel a modszerrel, csak a klaszterizacio
meglétét vagy nem meglétérdl kaphatunk informaciot. Ettdl egy kifinomultabb modszert
hasznaltunk, ahol masodrendi fliggvényekkel végeztem a pontmintazat statisztikai

jellemzését, amit a kovetkez6kben részleteziink.
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51.1.11 Pontmintazatok kiértékelése, a parkorrelacios (PCF) és
parkeresztkorrelacios fliggvény (PCCF)

A Célkitiizések fejezet végén emlitettem, szerettlink volna egy a pontmintézatok
elemzeséhez egy hatékonyabb fliggvény alkalmazéséat a sejtfelszini fehérjék mintzatanak
jobb leirasa érdekeben, a PCF és PCCF fliggvényekkel. Ez egy sokkal pontosabb analizis
tesz lehetévé, mint a korabban alkalmazott, a Poisson fliggvénnyel valo 6sszehasonlitas,
ugyanis ez utobbi csak azt tudja megallapitani, hogy az adott ponteloszlas véletlenszerii-
e vagy sem. A masodfokd ponteloszlas leird flggvények ugyanakkor informaciot tudnak
szolgaltatni az esetlegesen meglévo klaszterek tulajdonsagairdl is. A masodfokU kifejezés
arra utal, hogy a figgvénynek két fliggetlen valtozéja van, ami esetiinkben nem mas, mint
a TEM felvételeken az el6zd fejezetben leirtak szerint a foltok (x,y) Descartes féle
koordinataja. Az Aaltalunk alkalmazott fliggvény az ugynevezett parkorrelécids és
parkeresztkorrelacios fliggvény (PCF, PCCF), ami a Ripley-féle péarkorrelacios
fliggvénybdl eredeztethetd. A fliggvények numerikus kozelité alakjai a kovetkezdek [52-
54].

A PCF fliggvény:

1 & o [r<d()<n]
Ki(r 2 )_ N 2“12 gx,yezxi,i }/[d(h J)]

Xgy
és a PCCF fuggvény:

o 1Y I[r,<d(,j)<r,]
K(rr)=—— i
) A A2 T G D]

xeXyj

A y szélkorrekcios fuggvény, egy téglalap alaku kép esetében

y(r) = a-b—g-(a+b)-r+£-r2

T T

ahol N az adott felvételen jelenlévé foltok szama, A a globalis vagy atlagos felileti
pontsiiriség, azaz a képen jelen 1év0 foltok szdmanak és a kép tertiletének aranya (N/A),
az a és b pedig a kép geometriai méretei, egy teglalap alaku kép esetén. Az |
indikatorfliggvény, aminek az értéke 1 ha a kapcsos zardjelben megadott feltétel teljesul,
egyéb esetben 0. Az Osszefliggések szemléletes leirasa a kovetkezd: Rogzitjiik az egyik
folt kdzéppontjat, és leszamoljuk hany darab folt esik bele egy az el6z6ekben rogzitett

pont korali r, és egy r,sugaru sdvban. Ezt megismételjuk minden pontra és 6sszegezzik
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az ertékeket. A y fliggvényre azért van szukség, mert ha az r, és r,korok altal

meghatarozott sav valamilyen mértékben kiviil esik a képbdl, akkor ez a sav természetes
maodon kevesebb pontot fog tartalmazni, amit korrigalnunk kell.

A parkorreléacios fiiggvény egyik legnagyobb eldnye a ponteloszlas részletes
jellemzésén tul, a konnyl értelmezés. Alapvetéen 3 tipusti ponteloszlast tudunk
megkilonboztetni, a véletlent, a szabalyost, illetve a klaszterizaltat. A harom tipushoz a
PCF fiiggvény rendre egyenl6 1-el, kisebb 1-nél, illetve nagyobb 1-nél, amit a 18. abran

mutatok be.
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18. abra A ponteloszlasok tipusai, és a hozza tartoz6 PCF

A ponteloszldsok hdrom tipusdt kiilénbéztethetjiik meg, a véletlen eloszldst, aminek az elméleti PCF értéke 1, a
szabdlyos vagy szegregdlt eloszldst, melynél a PCF értéke 1-nél kisebb, illetve a klaszterizdlt eloszldst, melynél a PCF
értéke 1-nél nagyobb.
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A pérkorrelacios fliggvény jobb megértése érdekében készitettem, egy
mesterséges, szimulalt képet, kiilonbozé méretli és szamu klasztereket tartalmaz és
elkészitettem az ebbdl a pontmintazathoz tartozé parkorrelacios fliggvényeét, amit a 19.

abran lathato.

A

2000, PSS L
1500 |
>

1000 - ;

500

4] 500 1000 1500 2000 2500

B x

PCF

A ponteloszlashoz tartoz6 PCF értékei
————— A 95%-o0s felsd konfidencia intervallum
s iy < e R e A 95%-0s als6 konfidencia intervallum

—.— —  Avéletnszer(i eloszlashoz tartozé elméleti PCF érték

d[pixel]

19. dbra Mesterséges, klaszterizalt kép PCF fliggvénye

Az (A) panelen a klasztereket tartalmazo képet, illetve az (A) panel bal oldalan egy felnagyitott részletét lathatunk.
Alatta a (B) panelen a PCF grafikont. Az x tengelyen a PCF értékek, mig az y tengelyen a pixelben mért tavolsagok
lettek feltiintetve. Maga a PCF értékek a tavolsag fiiggvényében a folyamatos vonal mutatja, a szaggatott vonalak az
alsé, illetve a felsé 95%-0s konfidencia intervallumok lettek feltintetve. Az egy pontvonal az elméleti
randomeloszlashoz tartozd (PCF=1) értéket mutatja.

A kordbban emlitett grafikon, a (B) panelen lathaté grafikon, aminek az
értelmezése, a kovetkezd: Abban az esetben, ha a PCF gorbe az also ¢€s a felsd 95%-0s
konfidencia intervallumon belll taldlhatd, akkor a hozzad tartorz6 tavolsagokkal
megegyezd méretli klaszterek nincsenek jelen. Abban az esetben, a PCF érték a felsd
95%-0s konfidencia intervallum felé esik, az a klaszterek jelenlétére utal, és a cslcs
magassaga aranyos az adott méretli klaszterek mennyiségével. Ha pedig a 95%-0s

konfidencia intervallum alatt van a PCF érték, akkor a hozza tartozd tavolsaggal

megegyez6 méretli szabalyos eloszlasra utal. A grafikonon lathato, hogy kérulbelll 5 db
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csucs talélhato, azaz 5 kiilonb6z6 méretii klasztert tudunk megkiilonboztetni. A legkisebb
meéretii klaszterek (kb. 10-20 pixel) legnagyobb szdmossaguak, azaz itt a legnagyobb PCF
flggveny értéke. A kovetkezd, koriilbeliill 100 pixel méretti klasztert jelzd cstics mar
kisebb, igy annak szamossaga is kisebb. Lathatunk még korulbelil 250, 350, 500 és 900
pixelén is talalhatd a 95%-os konfidencia intervallumot meghaladd PCF értékek is, de a
cstcsokbdl lathato, hogy ezek szamossaga kicsi. A PCF fliggvény 1000 pixel értékig
szimulaltuk le, ugyanis az elméleti hatar, ahol még értelmezhetéek a PCF értékek, az a
kép legkisebb dimenzidjanak kb. fele, jelen esetben ez 1000 pixel. A szimulacid

megvalositasat a kovetkezd pontban részletezziik.
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51.1.12 A fehérjemintazatok kiértékelése, feltérképezése (a parkorrelacios
flggvény meghatarozasa) a Gold szoftver segitségevel
A PCF és PCCF fuggvény meghatarozasat a Cseh Tudoméanyos Akadémia
Molekularis Genetikai Intézete altal korabban kifejlesztett Gold programmal végeztik. A
szoftver kdnnyen alkalmazhaté immunogold jel6lt mintak PCF és PCCF fuiggveényeinek
meghatarozasara [54, 55]. A program kezel6feliiletét a 20. dbra mutatja.

€3 Gold - X
Input data
Experiment name: Date
|Test 2021.05.19. v
Input file:
[Z:\Public\Attila Kojmi\NATURE PROTOCOL CIKK\Cikk_text\Cikk\Result bra\5tat.tst Browse
Input settings Output settings
Antigen info: Interval of interest (nm): Tables
Anligen &: [MHCI F(om'[U— TOZW (¢ Regular interval 50 om
Particle A size: |10 nm Histogram
: : " Manual input o IO
Antigen B: [MHCII WAt of Histogsam bese sg QA1
Particle B size: |20 nm  Auto & Manual W nm I
Image size (nm): Y Axis K-function calculation
Width: [2009 Height[1234 @ Linear " Logarithmic @ Estmate (" Exact
About Help

20. &bra A Gold program feliilet.

Az ,, Input file ”-ndl megadhatjuk a ClickOnGold szoftver altal Iétrehozott TXT file, ami tartalmazza az aranygdmbok
helyzetét. Az ,, Input settings "-nél megadhatjuk a kiilonbozé aranygdombok méreteit és az altaluk jelolt antigéneket
neveit, illetve a kép méretét adjuk meg nm egységben. Az ,, Output settings ’-nél meg kell hatarozzuk a kivanni vizsgalt
PCF teljes szélességét illetve az intervallumok szélességét.

A kezelofeliilet 1ényegesebb részei a kdvetkezdk: A jobb oldali panelen megadhatjuk a
vizsgalt fehérje nevet, illetve a jeldlésére hasznalt aranygombok méretét, alatta a kép
méretét nm egységben. A kdzépsd panelen a numerikusan kalkulalt PCF, duplajelolés
esetében PCCF fliggvény intervallumat és a felbontasat adhatjuk meg, azaz mekkora
maximum értékig szamoltatjuk ki a PCF fiiggvényt, illetve milyen stir(in, azaz mekkorak

legyenek az r, és ., értékek kulonbségei. Ezen kivul a szoftver Monte Carlo modszerrel

hatarozza meg, az egyes intervallumokhoz tartoz6 PCF és PCCF fuggvények értékéhez
tartoz6 95%-os konfidencia intervallumokat. Azaz, ha a képb6l szamitott
fliggvényértékek az intervallumon bellliek, akkor az adott eloszlas 95%-0s
valdszintiséggel random eloszlasu, ha nagyobb, akkor Kklaszterizalt, ha kisebb, akkor

szegregalt vagy uniform eloszlasu.

47



B P P P ® W P P P @ P P
d (nm)

21. &bra Az (j és a régi protokoll eredményeinek dsszehasonlitasa

Az (A) illetve a (B) TEM felvételek, egy a korabban vizsgalt, Kv1.3/FLAG ioncsatornak lehetséges klaszterek, illetve
mintazatanak vizsgdlata lathaté 10 nm dtmérdjii immunogold jelolés segitségével CTLL-2 sejtvonalon, a méretskala
400 nm. A (B) panelen egy az (A) panelen lathato kép egy jellemzé teriiletérdl késziilt kinagyitott képet lathatunk, a
méretskala 200 nm. A (C) panelen, fentebb emlitett képhez tartozé PCF fiiggvénnyel torténd statisztikai kiértékelése. A
95%-os szignifikancia szinthez tartozé alsé és felsd értékek szaggatott vonallal ldthatéak, azaz, ha ebben az
intervallumban talalhat6 a TEM felvételhez tartoz6 empirikus PCF érték, akkor nem mutathaté ki szignifikansan a
klaszterek jelenléte a sejtfelszinen, a méretskala 1500 nm. A (D) panelen az uj mintaeldkészitési eljardssal készitett
TEM felvétel lathatd. Itt HLA | molekulat jeldltik 10 nm-es immunogold kolloidalis aranygdmbbel, JY sejtvonalon. Ez
a felvétel kellden kis nagyitassal késziilt és igy az egész sejt lathatd. Ahogy a felsd felvételen, egy mar kiértékelhetd
nagyitast lathatunk az (E) panelen, a méretskala 400 nm. Az (F) panelen az (E) panelen lathat6 immunogold jel6lt
felvételhez tartoz6 PCF fiiggvény lathato.

Amint lathatjuk, hogy mig a korabbi technikaval készitett felvételen a sejt csak
egy kiils6 keskeny korvonala atlathato a transzmisszios elektronmikroszkop szamara ((A)
panel), addig az Uj technikaval, az egész sejt egyik lipid kettésrétege teljesen
atvilagithatova valik a TEM szamara ((B) panel). Ami a sejtfelszini fehérjék eloszlasanak
statisztikai pontossdganak leirasat illeti, a két kiilonbozd PCF fiiggvényt kell
megvizsgalnunk. Miutan a két nyers TEM felvételekb6l (21. abra (A) és (D) panel)
kivagtam a leheté legnagyobb vizsgalhaté tartomanyt (21. dbra (B) és (E) panel),
meghataroztam azok teriletét. A kordbbi eljarassal elkészitett minta esetében a
kiértékelhetd kép mérete 883 nm x 896 nm, mig az uj protokoll esetében ez 2883 nm x
2918 nm adddott. Azaz az U] eljarassal kapott vizsgalhatd terlilet kép mérete tbb mint a
10-szerese a korabbihoz eljarassal elérthez képest.

Két nagyon Iényeges killonbséget vehetlink észre a két minta PCF fuggvényei
kdzott (21. dbra C és F panel). Egyrészt, hogy a x tengelyen 1évé maximalis intervallum
az 0j mintael6készitési eljaras alkalmazasaval a korabbihoz képest tobb mint a 3-szor

nagyobb intervallummal rendelkezik, masrészt a konfidencia intervallumok lényegesen
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kisebbek az uj technikaval el6készitett mintarol készitett grafikonon, ennek oka, hogy az
uj protokollal készitett felvétel mérete Iényegesen nagyobb, igy megndvekedett az elemek
(foltok) szama.

A konfidencia intervallum n>30esetben (itt j6 kdzelitéssel normaleloszlassal
kozelithetink, ellenkez6 esetben, ha N<30 a Student’s féle t-eloszlast kell

alkalmaznunk):

(o)
C=X*tz, —,
J

ahol C, akonfidencia intervallum nagysaga. Az X a minta atlaga, jelen esetben az adott
intervallumokhoz tartoz6 PCF fuggvény atlaga. z, a konfidenciaszinthez tartozo érték,

amit a standard normaleloszlas tablazatabol ismerhetd, ami 95%-0s esetben 1.96, o a
minta szOrésa, azaz az adott intervallumokhoz tartozé PCF értékek szorasa. A vizsgalhatd
terulet nagysaga lényegesen befolyasolja a leirasra hasznalt statisztika pontossagat, mivel
az adott mintan vizsgalt teriilet nagysadga egyenesen aranyos a vizsgalhaté pontok

szamossagaval, ebben a jel6lésben az n -el.

52 IL-2Ra és IL-15Ra sejtfelszini fehérjék proximitas viszonyainak

vizsgalata Kit 225 FT7.10 T-limfocia sejtvonalon

Az IL-2 és az IL-15 sok esetben hasonld sejtvalaszokat valt ki, de ellentétes
hatasuk is van a T-limfocitak életére és halalara. A jelatviteli utak eltérésének mar a
plazmamembranon kell bekdvetkeznie, ahol a citokinek kdlcsonhatasba 1épnek
receptoraikkal. Ezért kulcsfontossdgii a receptorok szervezddésének molekularis
részleteinek megértése [6]. Modellrendszerként az IL-2Ra és IL-15Ra sejtfelszini
szervezOdését és kozos lokalizaciojat Kit225 FT7.10 human T-limfoma sejtekben
vizsgaltuk TEM segitségével. A rogzitett képeket képfeldolgozd alkalmazasunkkal
meghataroztam az immunogold részecskék reprezentdld foltok kdzéppontjainak a
koordinatait, majd a Gold nevii szoftver meghatirozza a kiilonb6z6 intervallumokhoz
tartoz0 PCF értékeket, majd Monte Carlo szimulacidval a hozzajuk tartoz6 95%-0s
konfidencia intervallumok értékét, amit tobb ugyanolyan paraméterekkel (képméret, és
pontok szama) rendelkez6 random eloszlasbol meghatarozott PCF értékekbdl hatarozott
meg a Gold szoftver. A kérdéses fehérjéket kiilonbozé méretii (15, 30 nm) immunogold

aranygémbokkel jeloltik.
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A sejteket elsédleges anti-1L-2Ro 7G7/B6 és elsédleges anti-IL-15Ro 7A424,
valamint aranygyongyokkel konjugalt (IL2: 15 nm és 1L15: 30 nm) kecskében termelt
anti-egér 1gG mésodlagos antitestekkel jeloltiik. Példaként egy jellemz0, véletlenszertien
kivalasztott tipikus TEM-kép lathat6 az 22. abran.

22. bra Az IL-2 és IL-15 receptorok kettds jelolése

Az IL-2 és IL-15 receptorokat indirekt médon aranygyodngyokkel (IL-2: 15 nm-es (kis fekete pontok) és IL-15: 30 nm-
es immunogold aranygdmbokkel, nagy fekete pontok) jeloltiik. A sejteket anti-IL-2Ra primer 7G7/B6 és anti-IL-15Ra
primer 7A424, valamint aranygydngyokkel konjugalt kecske anti-egér 1gG masodlagos antitestekkel jel6ltik. A TEM-
kép a Kisérleti részben leirtak szerint késziilt (a méretskala: 500 nm).

Bar az IL-2Ra. és az IL-15Ra klaszterizacidja néhany 100 nanométeres skalan
konfokalis mikroszkdoppal és Kozelimez6s Pasztazd Optikai Mikroszképpal (SNOM) is
megfigyelték [57, 58], de a klaszterek eloszlasanak kdzvetlen elemzése mindeddig
hidnyzott. Az immunogold jel6lés segitségével, viszont kozvetlendl is meg tudtuk
figyelni az IL-2Ra és IL-15Ra. doménjeit. Ezen a hierarchikus szinten az IL-15Ra. és az

IL-2Ra. csoportosulasat is megfigyeltiik az FT7.10 sejtek plazmamembranjaban. TEM-
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méréseim megerdsitették az IL-2Ra-t és IL-15Ro-t tartalmazé membrandomeének
egyuttes lokalizaciojat. A homo- és hetero-asszociacioit igazolo PCF és PCCF értékei az
23. abréan lathatjuk [51].

PCCF

23. dbra Az IL-2 és IL-15 fehérjék sejtfelszini proximitads viszonyait jellemzé PCF és PCCF értékei.

Az oszlopok jellik a PCF értékeit, a fiiggdleges fekete vonalak a 95%-0s konfidencia intervallumot. Az (A) és (B)
panelen lathatjuk rendre az IL-2 és IL-15 receptorok eloszlasahoz tartozd PCF értékeket. A (C) panelen a IL-2 és IL-
15 receptorok parkeresztkorrelaciés (PCCF) fliggvénye lathatd.

Az 23. abran lathatjuk a PCF és PCCF értékeket (szlirke oszlopok), illetve a hozzajuk
tartoz6 95%-os konfidencia intervallumokat

Az (A) panelen az IL-2 (15 nm-es aranyrészecskék) klaszterezodése jol lathato a 10-20
nm-es, 40-50 nm-es és 70-80 nm-es intervallumokban, azaz a PCF fliggvények ebben az
intervallumokban szignifikdnsan meghaladjak a random eloszlashoz tartoz6 1-es értéket.
A (B) panelen az IL-15 receptorok (30 nm-es aranyrészecskék) klaszterezédése 20-30
nm-es és 60-70 nm-es, illetve 140-170 nm-es intervallumba teheté. A (C) panelen az IL-
2 és IL-15 receptorok kolokalizacidja. A két receptor kolokalizacidjat figyelhetjik meg a

20-30 nm-es, 120-130 nm-es, illetve 150-160 nm-es intervallumokban.
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5.3  Sejtfelszini fehérjek proximi tasviszonyainak megvaltozasanak vizsgalata
HLA DQ fehérjének megjelenésével, Bare Lymphocyte Syndrome (BLS)
sejtvonalon transzmisszios elektron mikroszkop segitségevel
Kisérleteink annak a hipotézisnek a tesztelésére iranyulnak, hogy a HLA | és Il

sejtfelszini kifejez6dése (és igy homo- és hetero-asszociacioja) befolyasolhatja-e egymas

eloszlasat nanomeéteres, illetve tobb tiz nanométeres skalan.

Ebbdl a célbol harom sejtvonalat elemeztiink: a BLS-1 sejtvonalat, amely nem
fejez ki HLA |1 fehérjéket, de endogén I. osztalyu fehérjéket igen; a tDQ6-BLS-1
sejtvonal, amely transzfektalt HLA DQ (Il osztalyd) és endogéen HLA 1 osztalyd
molekuléakat is kifejez; és a JY sejtvonal, amely endogén médon fejez ki mind az I, mind
a Il osztadlyd molekuldkat megfelelé szinten. Vizsgaltuk a HLA | osztalyd, HLA I
osztélyu sejtfelszini molekuldak homo- és hetero-asszociacidit.

Mivel a korabbi FRET vizsgalatok eredményei a HLA fehérjék megvaltozott
sejtfelszini eloszlasi mintazatara utaltak [59], célul tiztik ki a HLA I és HLA 1l
molekulak membran topoldgidjanak vizsgélatdt szubmikrométeres skalan TEM
segitségével. A kiillonboz6 fehérjék mintazatanak vizsgalatahoz, immunogolddal jeldlt
mintan végeztiunk TEM vizsgalatot, amely informaciot nydjt a par 100 nm-es és egy
mikrometeres skala kdzotti molekulamintazatokrol.

Itt kbzvetlenil mértiik a HLA | és HLA 11 klaszterek eloszlasat ezen a hierarchikus
szinten a harom kiilonb6z6 sejtvonal (JY, tDQ6-BLS-1, BLS-1) plazmamembranjaban
immunogold jel6lés segitségével. Mind a HLA I, mind a HLA II molekulékat kiilonb6z6
méretii, 10, 20 vagy 30 nm-es aranygyongyokkel konjugalt antitestekkel jeloltuk. Az
arany nanorészecskék eloszlasat TEM-mikroszképos felvételeken az 24. dbra (A) (B) (C)
(G) (H) (1) paneljein lathatjuk [59].
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24. dbra HLA 1 és I sejtfelszini eloszldsanak immun-elektronmikroszképos vizsgélata JY, BLS-1 és tDQ6-
BLS-1 sejteken.

A transzfektalt tDQ6-BLS-1 és nem transzfektalt BLS-1 sejtek HLA | és HLA Il molekulait anti-HLA 1 (W6/36) és anti-
HLA Il (anti-HLA-DQ) primer monoklonalis antitestekkel konjugdlt 10, 20, ill. 30 nm dtmérdjii kolloid arany
nanorészecskékkel jeldltik. A méretskala 300 nm, minden TEM felvételen. (A) HLA I-et /0 nm-es immunogolddal a JY,
(B) HLA I-et 30 nm-es immunogolddal a BLS-1 és (C) HLA I-et 20 nm-es immunogolddal a tDQ6-BLS-1 sejtvonalakon
jeloltik. A TEM felvételekhez rendelhetd parkorrelacios fliggvények (PCF-ek) a kovetkezék: (D) HLA | a JY sejteken,
(E) HLA I a BLS-1 sejteken és (F) HLA | a tDQ6-BLS-1 sejteken. (G) a HLA I1-¢ 10 nm-es immunogolddal a JY, (I)
HLA 1I-t 30 nm-es immunogolddal a tDQ6-BLS-1 sejteken jeloltik. A negativ kontrollként, az (H) panelen a HLA Il
molekulat jeldltik (30 nm-es immunogolddal) BLS-1 sejteken. 4 megfeleld PCF-ek a (J) HLA 11 a JY sejteken és a (K)
a HLA Il a tDQ6-BLS-1 sejteken.

Az arany részecskék sejtfelszini eloszlasat az altalunk korébban kifejlesztett
,,ClickOnGold” szoftverrel elemeztiik [51]. A megfelel6 PCF-eket a 24. abra (D) (E) (F)
(J) (K) paneljein lathatjuk. A PCF elemzése azt mutatja, hogy a JY sejtek esetében a HLA

I molekuldk eloszlasa a 10-20 nm-es és a 200 nm-es tavolsagtartomanyban jelentésen
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eltér a véletlenszerl eloszlastol feltételezve meghatarozott értékekt6l (24. dbra (D) panel).
A HLA II molekuldk szintén nem véletlenszerii eloszlast mutattak a JY sejteken, a 10—
20, 30150 és 190-210 nm-es tartomanyban (24. abra, (E) panel). A BLS-1 sejtekben a
HLA I molekuldk nem véletlenszerl eloszlast mutattak a 10-20 nm-es, 30-120 nm-es, és
Kis mértékben a 210-350 nm-es tavolsagtartomanyban a PCF fliggvény szerint (24. abra,
(E) panel). A BLS-1 sejtek nem fejeznek ki HLA 11 molekulékat a sejtfelszinen (24. abra,
(H) panel, negativ kontroll), igy itt PCF analizist nem végeztiink. A tDQ6-BLS-1
sejtekben a HLA | molekulak kifejezodése nem véletlenszert eloszlast mutatott a 10-210
nm-es tartomanyban (24. abra, (F) panel), és az Ujonnan szintetizalt HLA 1l (HLA-DQ)
molekuldk megjelentek a sejtfelszinen, klasztereket képezve, a 10-200 nm és 400-600 nm
tartomanyban (24. abra, (K) panel). A de novo szintetizalt HLA-DQ molekulak
egyértelmiien nem véletlenszerli jellemzdket mutattak ezen a hierarchikus szinten.

Azt is meg akartuk vizsgalni, hogy a HLA | és HLA 11 sejtfelszini molekulak
Klasztereket alkotnak-e egymas koril, azaz kimutathaté valamely féle keresztkorrelacio
ezen molekulak kozott a sejtfelszinen. Ezért dupla immunogolddal jel6ltik JY és tDQ6-
BLS-1 sejteket 10, illetve 20 nm-es aranygdmbokhoz konjugélt HLA 1 és HLA I

molekulak elleni antitestek felhasznalasaval. Eredményeinket 25. &bran lathatjuk.
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25. &bra Transzmisszids elektronmikroszképos (TEM) felvételek dupla immunogolddal jeldlt HLA | és
HLA 11 molekulakrol

A JY és tDQ6-BLS-1 sejtvonalakon a HLA | és 11 molekulakat 10 és 20 nm-es aranygydngyokkel konjugalt anti-HLA |
és anti-HLA I1 antitestekkel jeloltik. A jel6lési eljaras hasonlé volt az egyszeres jeloléshez. (A) HLA I 10 nm-es és HLA
11 20 nm-es aranygémbokkel jeldlt minta TEM-mikroszkopos felvételei JY sejteken. A méretskala 300 nm, ami érvényes
a (B) panelre is. (B) HLA I 10 nm-es és HLA II 20 nm-es aranygdmbokkel jel6lt minta TEM-mikroszképos felvételei
tDQ6-BLS-1 sejteken. A megfeleld parkorreldcios fiiggvények (PCF-ek) a kdvetkezdk: (C) HLA 1 JY sejteken, (D) HLA
1 tDQ6-BLS-1 sejteken, (E) HLA 11 JY sejteken, és (F) HLA 11 tDQ6-BLS-1 sejteken. A par-keresztkorrelacios fuggvény
(PCCF) a HLA | és a HLA 11 keresztkorrelacids fliggvényét jelzi. A (G) panelen lathaté a HLA | és HLA Il PSCF-je a
JY sejteken, a (H) panelen HLA | és HLA 1l PCCF-je a tDQ6-BLS-1 sejteken.
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Az 25. &bra (A) és (B) paneljén a JY és a tDQ6-BLS-1 sejtek TEM felvételei
lathatdak dupla jelolés utan. A tDQ6-BLS-1 sejtekrodl késziilt TEM felvételek kiértékelése
utan kaptuk meg az eloszlasok parkorrelacios fuggvényeit a HLA | (25. abra, (D) panel)
és a HLA Il molekuldk (25. abra, (F) panel) esetében, illetve a par-keresztkorrelacios
fuggvényeket (PCCF) (25. abra, (H) panel). JY sejteken a HLA | molekulak PCF-je a 200
nm-es tartomanyban mutatott lehetséges klasztereket (25. &bra, (C) panel), a HLA I
molekulak PCF-je pedig a 20 es 200, valamint a 300 és 380 nm kdzotti tartomanyban 1évé
HLA Il klasztereket (25. abra, (E) panel). A HLA | és HLA 11 molekuldk PCCF-je enyhe
asszociaciot mutatott a HLA | és HLA 11 molekulak kdzott korulbelll 25, 75 és 175 nm-
en (25. abra, (G) panel). Megjegyzendd, hogy a csucsok egy része alig haladja meg a
95%-o0s szignifikancia szintet, ezért ezeket az eredmények értelmezését ovatosan kell
kezelni. A tDQ6-BLS-1 sejteken a HLA | molekulak PCF-je a 20-60 nm-es tartomany
kordli lehetséges klasztereket mutatta (25. abra, (D) panel), a HLA 1l molekulak PCF-je
pedig korulbelll 60 és 600 nm-es HLA 11 klasztereket (25. abra, (F) panel). A JY sejtekkel
ellentétben a tDQ6-BLS-1 sejtek HLA | és HLA Il molekulainak PCCF-je nem mutatott
mérhet6 eltéréseket a véletlenszer(ihoz képest a HLA | és HLA Il molekulak kozott (25.
abra, (F) panel), ami arra utal, hogy ezekben a sejtekben, a de novo szintetizalt HLA DQ
molekulak nem keverednek HLA I klaszterekkel.

6. Megbeszélés

Az, hogy a sejtfelszini membranfehérjék kiilonb6z6 szinteken szervezddnek
térben és idében, mar régota ismert és szeleskorben kutatott téma.

A legelterjedtebbek, a sejtfelszini fehérjestruktirak vizsgalatara a kiilonb6z6

mikroszkopos vizsgalati modszerek, amik foként optikai, és azon beliil is fluoreszcencia
mikroszkdpos vizsgalatok. A hagyomanyos fluoreszcencia mikroszkopianak nagy elénye
a konnyl hozzaférhetdség, illetve a viszonylagos egyszeriisége.
Az egyszerlisége ellenére az egyik legnagyobb hatranya a hagyomanyos
fenymikroszkopoknak a maximalis felbontési vagy diffrakcios korlat, ami az Abbe
torvény szerint, aranyos a leképezé fény hullamhosszéaval. igy az elérheté minimalisan
feloldhat6 tavolsag kordlbelul 200 nm.

Az utdbbi idékben azonban nagy eldrelépés volt a szuperfeloldasti optikai
mikroszkopok fejlesztésében, melyek képesek kikerlilni a hagyomanyos mikroszkopok
feloldasi hatarat jelent6 diffrakcios korlatot. A teljesség igénye nélkiil ilyen a (SNOM),

Stimulalt emisszidés kioltas mikroszképia (STED), a Sztochasztikus optikai
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rekonstrukciés mikroszkép (STORM) és Fotoaktivacios lokalizacios mikroszkopiat
(PALM) és a Teljes belso visszaverddés fluoreszcencia mikroszkopia (TIRF). Ezekkel az
eljarasokkal mar megkozelithetd a 50-100 nm-es lateralis feloldoképesség, de vagy
nehezen hozzaférhetéek a készilékek, vagy specidlis kovetelményeknek kell
megfelelnitik, példaul a mintaknak vagy az alkalmazhaté specialis festékeket igényelnek.
Munkacsoportunkban korabban is széleskdrben kutatott téma volt a sejtfelszini
fehérjék  vizsgalata  kiilonbozé  modszerekkel (FRET, SNOM, TEM).
Az alkalmazott technikak kozil azonban csak az immunogolddal jeldlt sejtfelszini
molekulak TEM mérései voltak alkalmasak a par nanométerestdl a par mikrométeres
méretii lehetséges mintazatok jellemzésére.
Azonban a korabban alkalmazott TEM minta-el6készitési eljaras szamos
hidnyossagot mutatott. A lenagyobb jelentéséggel birok a kovetkezok voltak:
I. A kiértékelés menete nehézkes volt és nem volt elérhetd az automatizalasa.

Il. A fehérjemintazatot jellemz6 statisztika (Poisson eloszlassal val6 6sszehasonlitas)
hianyossaga, ami csak az esetlegesen jelenlévo klaszterek meglétét tudta igazolni,
de annak méretéirdl és szamossagairdl nem adott informaciot.

I1l. Az immunogold jelélés a TEM mintahordozora preparél sejtek minkét oldalat
érintette. Mivel a TEM vetlleti képet készit, igy a felvételeken a sejtek minkeét
oldalan 1év6 immunogold gombok voltak lathatdak, igy a kiértékelés soran csak a
kiilonboz6 rétegek kontrasztjainak kiilonbozoségével lehetett megkilonbodztetni a
kiilonbozo rétegeket, ami nagyban megneheziti a kiértékelés menetét.

IV. Az el6zbéekben alkalmazott minta-el0készitésben a vizsgalt sejtek jelentds része a
transzmisszios elektronmikroszkdp szamara atlathatatlanok voltak, mivel a minta
maximalis vastagsadga 100 nm az immunsejtek sejtek atlagos 10 um-es méretéhez
képest. Igy a sejtek csak egy vékony korvonalardl kaphatunk informaciokat, mivel
a tobbit a sejtalkotok learnyékoljak, ami altal erésen korlatozott a kapott
eredmeények statisztikai pontossaga.

Az igy a felmertild problémak kikiiszobolésére a kovetkezd megoldasokat alkalmaztunk:
I.  Kifejlesztettiink, egy az immunogold jelol6k detektalasara alkalmas szoftvert, ami
képes detektalni, és elmenteni a TEM felvételeken sotét foltként reprezentalddott
aranygébmbok kozeppontjainak koordinatait egy .TXT file-ba, a késobbi
kiértékelés szamara.
Il. Egy a pontmintdzatokat jelentdsen részletesebb jellemzését lehetdvé tevd

flggvényeket alkalmaztunk (PCF, PCCF). A PCF fliggvény a homo-asszociacio
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a PCCF fliggvény a hetero-asszociacio leirasat teszi lehet6vé a két kiilonb6z6

molekula kiillonb6zé méretli aranygombokkel valo jelolésével érhetd el. A

kordbbiakhoz képest ezek a fliggvények nem csak a lehetséges nem véletlenszerii

mintazatok jelenlétét képes kimutatni, de az esetlegesen kialakult klaszterek
méretérdl és szamossagardl is informaciot tud szolgaltatni.

I1l. Az (j minta-el6készitésnek koszonhetben a sejteknek csak egy lipid kettds rétegén
1évé immunogold aranygdmbdok detektalhatok, igy elkeriiltiik a kétoldali jelolés
lehetdségét €s az abbol addodo problémakat.

IV. Mivel az (j eljarassal az egesz sejtet atlathatova tettik a transzmisszids
elektronmikroszkop szamara, sokszorosan megndveltik a vizsgalhatd tertlet
nagysdgat, amivel jelentdsen noveltik a mintdzat leirdsdnak statisztikai
pontossagat.

Munkacsoportunkban  el6zéleg mar immunogold technikdval vizsgalt
felvételeken [51] alkalmaztam az Gj altalunk kifejlesztett szoftvert és a PCF illetve PCCF
fiiggvényeket, a sejtfelszinen jelenlévé IL-2 és IL-15 receptorok klasztereinek
jellemzéséhez, mivel a korabbi kutatasok csak a klaszterek jelenlétét tudta kimutatni.

Az eredményeim szerint az IL-2 receptorok a 10-20 nm-es, 40-50 nm-es es 70-80 nm-es
intervallumokban, az IL-15 receptorok pedig a 20-30 nm-es és 50-60 nm-es
intervallumban klasztereket alkotnak a kapott PCF értékek szerint. Megvizsgaltam az IL-
2 és IL-15 receptorok keresztkorrelacidit is a PCCF segitségével, azaz jelen van e
valamilyen korrelécié a két sejtfelszini fehérje kdzott. A kapott eredményeim szerint az
es intervallumokban. Eredményeimet 6sszefoglalva, megallapitottam, hogy az IL-2 és IL-
15 sejtfelszini receptorok eloszlasa vélhetden nem véletlenszeri, illetve, hogy a két
receptor keresztkorrelaciét mutat egymassal a sejtfelszinen.

Az eredmenyeim 6sszhangban vannak a korabban kapott eredményekkel, viszont ebben
az esetben képes voltam meghatéarozni a talélt klaszterek méreteit és mennyiségeit.

Az Uj TEM mddszer kidolgozasa soran csatlakoztam a munkacsoportunkban
folytatott kutatashoz, ahol azt vizsgaltak, hogy a sejtfelszinen egy addig nem kifejez6do
fehérje megjelenése milyen hatassal van a hozza kapcsolodo egyeb sejtfelszini fehérjék
eloszlasara. Ezekhez a vizsgalatokhoz a Bare lymphocyte syndrome (BLS) sejtvonalat
valasztottuk (BLS-1), amit egy ritka Orokletes immunhianyban szenved6 betegbdl
izolaltak. A BLS sejtvonal genetikai mutécidjanak eredményeként a HLA 1l fehérje

egyaltalan nem fejez6dik ki a sejtfelszinen. A HLA Il molekuldk kozponti szerepet
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toltenek be a CD4+ T-sejtek fejlodésében és aktivalasaban, ezért a mutacio jelenlétében
az immunrendszer sulyosan karosodik. Az érintett gének az RFXANK, RFX5, RFXAP-t
és a CIITA-t, amelyek specifikusak és elengedhetetlenek az HLA 1l gének
expresszidjahoz. Az els6 harom az RFX alegysegei, egy trimer komplex, amely az 6sszes
HLA Il promoterhez kotédik. A CIHITA egy nem DNS-k6td koaktivator, amely az HLA
Il kifejezOdésének f6 szabalyzdja. Az RFX és a CIITA tanulményozasa nagyban
hozzajarult az HLA 11 géneket szabalyoz6 molekularis mechanizmusok megértésehez, és
ezt a rendszert a génexpresszid szabalyozasanak modelljévé tette [29].

A BLS-1 sejteket DQA1*0102/pClneo és DQB1*0602/pClneo vektorokkal
transzfektaltuk. A transzfekcid hatasara az HLA Il molekula kifejez6dott a sejtfelszinen.
Kivancsiak voltunk, hogy az Gjonnan megjelent molekula milyen hatassal van a tobbi
kornyez6 fehérjék sejtfelszini eloszlasara, illetve kivancsiak voltunk arra is, hogy egy
harmadik, kontroll sejtvonalhoz (JY) képest kilonbségeket tudunk-e kimutatni. Ezért
immunogolddal konjugélt specifikus antitestekkel jel6ltik az HLA I, HLA Il molekulakat
a BLS, atranszfektalt-BLS és a JY sejtvonalakon, kettds jeloléssel. A fentebb részletezett
uj protokoll alkalmazésaval, transzmisszids elektronmikroszkopos mintakat készitettlink.
A TEM felvételeket megvizsgalva az kiilonb6z6 molekulak sejtfelszini mintazatat a PCF
és PCCF fliggvények segitsegével analizéltuk, és arra a kdvetkeztetésre jutottunk, hogy
az ujonnan kifejez6dé (HLA I1) DQ molekulék a transzfektalt tDQ6-BLS-1 sejtvonalon
magas korrelacidt mutattak, azaz sajat magukkal asszocidlva klaszterekben fejez6dnek
ki, ugyanakkor az HLA | molekuldkkal azok klasztereivel nem keveredtek. Ez a
viselkedés nem volt megfigyelheté JY sejtvonalon, ahol HLA | klaszterek, HLA 1l
klaszterek illetve HLA | és HLA Il molekulakat tartalmazo klaszterek is megfigyelhet6k
voltak [59]. Ez arra utalhat, hogy a vegyes klaszterek 1étrej6ttéhez hosszabb id6 kell, akar
heteknek is el kell telni.

A munkacsoportunk elézdleg vizsgalta ezt a biologiai modellrendszert a JY, BLS-
1, illetve transzfektéalt tDQ6-BLS-1 sejtvonalon konfokalis mikroszkopiai és aramlasi
citometriai mddszerekkel, Forster féle energiatranszfereket meghatarozva a sejtfelszini
HLA 1, HLA Il molekuldkon kiviil az ICAM-1 molekulék eloszlasat is. Ezek és a TEM
vizsgalatok eredményeit egybevetve felallitottunk egy lehetséges modellt ezen fehérjék
sejtfelszini szervezddésére.

A JY sejtek esetében a HLA | és Il osztalyd molekuldk olyan klasztereket

alkotnak, amelyeken belill az ICAM-1 molekuldk is megtaldlhatok. A FRET mérhet6
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ezen molekulak kozott a klasztereken bellll és a klasztereken kiviil, jelezve a homo- és
hetero-asszociacio jelenlétét ezen molekulak kdzott.

A tDQB6-BLS-1 sejtek esetében a HLA | és Il osztalyd molekulak kilén
klasztereket alkotnak. A FRET kisérletekbdl homoasszociacié figyelheté meg a FRET
tavolsdgokhoz képest nagyobb nagysagrendbe esd klasztereken beliilrdl és kiviilrdl is, de
ugyanez elmondhatd a hetero-asszociaciokra is, tehat a mind a klaszterekben mind
klasztereken kiviil is megfigyelhetok a FRET értékek. Valoszinlileg hosszabb idébe telik,
amig a fuggetlen HLA | és 1l osztalyl Kklaszterek dsszekeverednek, esetleg hetekig
eltarthatnak.

A BLS-1 sejtek csak HLA | osztalyu klaszterekkel rendelkeznek, és az ICAM-1
molekulak a klasztereken belil és a klasztereken kivil is megtalalhatok.

A kiillonb6z6 modszerekkel kapott eredményekbdl egy lehetséges modell 26. &bran
lathatd.

JY BLS-1 tDQ6-BLS-1

26. abra A sejtfelszini fehérjék lehetséges eloszlasa JY, BLS-1 és tDQ6-BLS-1 sejteken

A sejtfelszini fehérjék eloszlasa FRET és elektronmikroszkopos mérések alapjan. A HLA | (fekete pontok), HLA 11 (kék
pontok) és ICAM-1 (piros pontok) sejtfelszini molekuldk. (A BLS-1 sejteknek nincs HLA Il molekuldja a sejtfelszinen).

A kapott adatok alapjan azt talaltuk, hogy ezeknek a molekulaknak az asszociaciés
mintazata a tDQ6-BLS-1 sejteken eltér a sziil6 BLS-1 sejtekétdl, és Gsszehasonlithatd
volt a JY sejtekével. Bar a FRET vizsgélatok asszociaciot mutattak a transzfektalt
sejtvonalon a kiilonb6z6 molekulak, de nem volt képes a pontosabb jellemzésere. A TEM
felvételek segitségével, a fehérjemintazat analizise kimutatta, hogy mind a HLA | és 1l
osztalyd molekulak magasabb hierarchikus szinteken alkottak klasztereket a tDQ6-BLS-
1 sejteken, hasonloan a JY sejteken megfigyeltekhez; a JY sejtekkel ellentétben azonban,
a de novo szintetizalt HLA DQ molekulak nem keveredtek a HLA | klaszterekkel. Azaz

ugy tlinik, hogy a transzfekcid utan megjelend HLA II molekulék klaszterekben jellenek
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meg a sejtfelszinen a HLA | molekulaktdl flggetlendl ellentétben a kontroll JY
sejtvonalhoz képest. A vizsgalatokat kozvetleniil a transzfekciot kovetéen veégeztem, igy
felmerult a kérdés, hogy tobbszords passzalast kovetéen mutatnak e valtozast az
eredmények, azaz van e kimutathatd kinetikaja a HLA | és HLA Il molekulak

klasztereinek a lehetséges keveredésének, ami érdekes kérdés lehet a tovabbiakban.
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7.  Osszefoglalas

1. Az altalam kifejlesztett kiértékelo szoftver segitségevel és egy fejlettebb fliggvény

alkalmazasaval feltérképeztem az Interleukin-2 (IL-2Ra) és az Interleukin-15 (IL-15Ra)
sejtfelszini molekuldk homo- és hetero-asszociécidit KIT 225 FT7.10 sejtvonalon.
Immunogold jel6lési technikat alkalmazva transzmisszios elektronmikroszkopia (TEM)
segitségével vizualizaltam.
Arra a kovetkeztetésre jutottam, hogy a sejtfelszinen kifejez6d6 IL-2Roés IL-
15Ra mintazatanak eloszlésa szignifikansan eltér a véletlenszeriitél, ami vizsgalt
receptorok homo- és hetero-asszociacioira utal. A korabbi eredményeket kiegészitve, az
eddig nem vizsgalt mérettartomanyokat is tanulméanyozni tudtam, illetve a lehetséges
Klaszterek méreteit és szamossagat is meg tudtam becsulni.

2. Az els6 kisérleteinkben szamos probléma merilt fel a TEM minta-elékészitési

eljarasban, foéként a vizsgalando teriilet nagysaganak korlatozottsaga. Igy a mintazat
leirdsa pontatlan volt. Ennek érdekében egy Uj TEM minta-clékészitési protokollt
fejlesztettem ki, amely kikiiszdbolte a kordbbi hidnyossagokat.
Az U eljarés segitsegével megvizsgaltam a human JY sejtvonalon kifejez6d6 HLA 1 és 11
tipusu sejtfelszini fehérjék mintazatat. Vizsgalataim eredményeképpen kovetkeztetéseket
vonhattam le, hogy a vizsgalt receptorok tobb kiilonboz6 méretli klaszterekben
rendezédve jellennek meg a sejtfelszinen.

3. Az Uj TEM minta-elékészitési protokollt alkalmazva, bekapcsolédtam a
munkacsoportunkban mar zajlé vizsgalatokba, melynek célja volt, hogy a Bare
Lymphocyte Syndrome (BLS-1) és ezen sejtvonal transzfekciojat kovetden (tDQ6-BLS-
1), az addig rajta nem kifejez6d6é HLA 11 megjelenése hogyan befolyasolja a korabban is
kifejez6d6 HLA 1 eloszlasat, illetve milyenek az egymashoz képesti proximitas viszonyai.
A mérési eredmeényeinket dsszehasonlitottam a JY sejtvonalon kapott eredményekkel,
ahol minkét molekula jelen volt. Eredményeim szerint, egyrészt az HLA | és HLA I
molekulak hasonlé mintazatot mutattak a JY és a tDQ6-BLS-1 sejtvonalakon,
ugyanakkor a JY sejteken az HLA | és HLA 11 klaszterek részben keverednek, addig a
tDQ6-BLS-1 sejtvonalon ezek a szegregdlodnak. Elképzelhetd, hogy a transzfektalt
tDQ6-BLS-1 sejteken a mar meglévé HLA I molekulakat, illetve a de novo szintetizalo
DQ molekulékat is tartalmaz6 vegyes klaszterek 1étrejottéhez hosszabb id6 (akar hetek)

szlikséges.
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8. Summary

1. Using our recently developed evaluation software and a new procedure describing
the pattern of cell surface receptors (planar dot pattern), we investigated the hetero-
associations between Interleukin-2 (IL-2Ra) and Interleukin-15 (IL-15Ra) molecules
expressed on the cell surface of the KFT7 cell line. The molecules were visualized using
transmission electron microscopy (TEM) using the immunogold labeling technique.
After evaluating several TEM images, we concluded that the distribution of the pattern
of IL-2Rac and IL15Ra molecules expressed on the cell surface significantly deviates
from the random distribution, which indicates homo- and hetero-associations of the
examined receptors.

2. In our first experiments, several problems arose in the TEM sample preparation

procedure, mainly the limitation of the size of the area to be examined and thus the
inaccuracy of the pattern description. To this end, we developed a new TEM sample
preparation protocol that eliminated the previous shortcomings.
Using the new procedure, we examined the pattern of the HLA type | and 11 cell surface
proteins expressed on the human JY cell line. As a result of our study, we could draw
conclusions that the examined receptors are displayed on the cell surface in clusters of
several different sizes.

3. Using the new TEM sample preparation protocol developed by us, we joined the
studies already underway in our working group, the aim of which was to determine the
distribution HLA 11 and HLA | and its proximity relationships on Bare Lymphocyte
Syndrome (BLS-1) cells and on its transformed version (tDQ6-BLS-1) cells. We
compared our results obtained on BLS-1 cells and tDQ6-BLS-1 cells with that obtained
on the JY cell line, where both molecules were present. According to our results, on the
one hand, HLA I and HLA 1l molecules showed a similar association pattern at nanometer
scales on both JY and tDQ6-BLS-1 cell lines, but while the HLA | and HLA 11 clusters
are partially mixed at ten or hundred nanometer scale on JY cells on the tDQ6-BLS-1 cell
line the HLA I and HLA 11 clusters were segregated. It is conceivable that the formation
of mixed clusters containing both pre-existing HLA | molecules and de novo synthesized
DQ molecules (HLA 11) on transfected tDQ6-BLS-1 cells requires a longer time (up to

weeks).

63



10.

Irodalomjegyzék

Junghans, V., A.M. Santos, Y. Lui, S.J. Davis, and P. Jonsson, Dimensions and
Interactions of Large T-Cell Surface Proteins. Front Immunol, 2018. 9: p. 2215.

Pageon, S.V., T. Tabarin, Y. Yamamoto, Y. Ma, P.R. Nicovich, J.S. Bridgeman,
A. Cohnen, C. Benzing, Y. Gao, M.D. Crowther, K. Tungatt, G. Dolton, A.K.
Sewell, D.A. Price, O. Acuto, R.G. Parton, J.J. Gooding, J. Rossy, J. Rossjohn,
and K. Gaus, Functional role of T-cell receptor nanoclusters in signal initiation
and antigen discrimination. Proc Natl Acad Sci U S A, 2016. 113(37): p. E5454-
63.

Goyette, J., D.J. Nieves, Y. Ma, and K. Gaus, How does T cell receptor
clustering impact on signal transduction? J Cell Sci, 2019. 132(4).

Taylor, M.J., K. Husain, Z.J. Gartner, S. Mayor, and R.D. Vale, A DNA-Based T
Cell Receptor Reveals a Role for Receptor Clustering in Ligand Discrimination.
Cell, 2017. 169(1): p. 108-119.e20.

Waldmann, T.A., S. Dubois, and Y. Tagaya, Contrasting roles of IL-2 and IL-15
in the life and death of lymphocytes: implications for immunotherapy. Immunity,
2001. 14(2): p. 105-10.

Bodnar, A., E. Nizsaléczki, G. Mocsar, N. Szaléki, T.A. Waldmann, S.
Damjanovich, and G. Vamosi, A biophysical approach to IL-2 and IL-15
receptor function: localization, conformation and interactions. Immunol Lett,
2008. 116(2): p. 117-25.

Wang, X., P. Lupardus, S.L. LaPorte, and K.C. Garcia, Structural Biology of
Shared Cytokine Receptors. Annual Review of Immunology, 2009. 27(Volume
27, 2009): p. 29-60.

Stroud, R.M. and J.A. Wells, Mechanistic Diversity of Cytokine Receptor
Signaling Across Cell Membranes. Science's STKE, 2004. 2004(231): p. re7-
rev.

Spangler, J.B., I. Moraga, J.L. Mendoza, and K.C. Garcia, Insights into
Cytokine—Receptor Interactions from Cytokine Engineering. Annual Review of
Immunology, 2015. 33(Volume 33, 2015): p. 139-167.

Rochman, Y., R. Spolski, and W.J. Leonard, New insights into the regulation of
T cells by yc family cytokines. Nature Reviews Immunology, 2009. 9(7): p. 480-
490.

64



11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

Overwijk, W.W. and K.S. Schluns, Functions of yC cytokines in immune
homeostasis: Current and potential clinical applications. Clinical Immunology,
2009. 132(2): p. 153-165.

Yang, Y. and A. Lundgvist, Immunomodulatory Effects of IL-2 and IL-15;
Implications for Cancer Immunotherapy. Cancers, 2020. 12(12): p. 3586.

Waldmann, T.A., The shared and contrasting roles of IL2 and IL15 in the life
and death of normal and neoplastic lymphocytes: implications for cancer
therapy. Cancer Immunol Res, 2015. 3(3): p. 219-27.

Cai, M., X. Huang, X. Huang, D. Ju, Y.Z. Zhu, and L. Ye, Research progress of
interleukin-15 in cancer immunotherapy. Front Pharmacol, 2023. 14: p.
1184703.

Sivori, S., D. Pende, L. Quatrini, G. Pietra, M. Della Chiesa, P. Vacca, N.
Tumino, F. Moretta, M.C. Mingari, F. Locatelli, and L. Moretta, NK cells and
ILCs in tumor immunotherapy. Mol Aspects Med, 2021. 80: p. 100870.

Propper, D.J. and F.R. Balkwill, Harnessing cytokines and chemokines for
cancer therapy. Nat Rev Clin Oncol, 2022. 19(4): p. 237-253.

Robinette, M.L., J.K. Bando, W. Song, T.K. Ulland, S. Gilfillan, and M.
Colonna, IL-15 sustains IL-7R-independent ILC2 and ILC3 development. Nat
Commun, 2017. 8: p. 14601.

Roediger, B., R. Kyle, S.S. Tay, A.J. Mitchell, H.A. Bolton, T.V. Guy, S.Y. Tan,
E. Forbes-Blom, P.L. Tong, Y. Kéller, E. Shklovskaya, M. Iwashima, K.D.
McCoy, G. Le Gros, B. Fazekas de St Groth, and W. Weninger, IL-2 is a critical
regulator of group 2 innate lymphoid cell function during pulmonary
inflammation. J Allergy Clin Immunol, 2015. 136(6): p. 1653-1663.e7.

Klose, C.S., K. Blatz, Y. d'Hargues, P.P. Hernandez, M. Kofoed-Nielsen, J.F.
Ripka, K. Ebert, S.J. Arnold, A. Diefenbach, E. Palmer, and Y. Tanriver, The
transcription factor T-bet is induced by IL-15 and thymic agonist selection and
controls CD8aa(+) intraepithelial lymphocyte development. Immunity, 2014.
41(2): p. 230-43.

Liao, W., J.X. Lin, and W.J. Leonard, Interleukin-2 at the crossroads of effector
responses, tolerance, and immunotherapy. Immunity, 2013. 38(1): p. 13-25.

Cao, X., C.A. Kozak, Y.J. Liu, M. Noguchi, E. O'Connell, and W.J. Leonard,
Characterization of cDNAs encoding the murine interleukin 2 receptor (IL-2R)
gamma chain: chromosomal mapping and tissue specificity of IL-2R gamma
chain expression. Proc Natl Acad Sci U S A, 1993. 90(18): p. 8464-8.

65



22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

Gruss, H.J., C. Scott, B.J. Rollins, M.A. Brach, and F. Herrmann, Human
fibroblasts express functional IL-2 receptors formed by the IL-2R alpha- and
beta-chain subunits: association of IL-2 binding with secretion of the monocyte
chemoattractant protein-1. J Immunol, 1996. 157(2): p. 851-7.

Sowell, R.T., J.W. Goldufsky, M. Rogozinska, Z. Quiles, Y. Cao, E.F. Castillo,
A. Finnegan, and A.L. Marzo, IL-15 Complexes Induce Migration of Resting
Memory CD8 T Cells into Mucosal Tissues. J Immunol, 2017. 199(7): p. 2536-
2546.

Mangalam, A.K., V. Taneja, and C.S. David, HLA class 1l molecules influence
susceptibility versus protection in inflammatory diseases by determining the
cytokine profile. J Immunol, 2013. 190(2): p. 513-8.

Dendrou, C.A., J. Petersen, J. Rossjohn, and L. Fugger, HLA variation and
disease. Nat Rev Immunol, 2018. 18(5): p. 325-339.

Jiang, J., K. Natarajan, and D.H. Margulies, MHC Molecules, T cell Receptors,
Natural Killer Cell Receptors, and Viral Immunoevasins—Key Elements of
Adaptive and Innate Immunity, in Structural Immunology, T. Jin and Q. Yin,
Editors. 2019, Springer Singapore: Singapore. p. 21-62.

Hansen, T.H. and M. Bouvier, MHC class | antigen presentation: learning from
viral evasion strategies. Nat Rev Immunol, 2009. 9(7): p. 503-13.

Waldburger, J.M., K. Masternak, A. Muhlethaler-Mottet, J. Villard, M. Peretti,
S. Landmann, and W. Reith, Lessons from the bare lymphocyte syndrome:
molecular mechanisms regulating MHC class Il expression. Immunol Rev,
2000. 178: p. 148-65.

Reith, W. and B. Mach, The bare lymphocyte syndrome and the regulation of
MHC expression. Annu Rev Immunol, 2001. 19: p. 331-73.

Buchser, W., M. Collins, T. Garyantes, R. Guha, S. Haney, V. Lemmon, Z. Li,
and J. Trask, Assay Development Guidelines for Image-Based High Content
Screening, High Content Analysis and High Content Imaging. 2023.

Schweizer, T., H. Kubach, and T. Koch, Investigations to characterize the
interactions of light radiation, engine operating media and fluorescence tracers
for the use of qualitative light-induced fluorescence in engine systems.
Automotive and Engine Technology, 2021. 6: p. 1-13.

Wang, J., M. Yang, L. Yang, Y. Zhang, J. Yuan, Q. Liu, X. Hou, and L. Fu, A
Confocal Endoscope for Cellular Imaging. Engineering, 2015. 1: p. 351.

66



33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

45.

Lelek, M., M.T. Gyparaki, G. Beliu, F. Schueder, J. Griffie, S. Manley, R.
Jungmann, M. Sauer, M. Lakadamyali, and C. Zimmer, Single-molecule
localization microscopy. Nature Reviews Methods Primers, 2021. 1(1): p. 39.

Annibale, P., Investigating the Impact of Single Molecule Fluorescence
Dynamics on Photo Activated Localization Microscopy Experiments. EPFL.

Betzig, E., G.H. Patterson, R. Sougrat, O.W. Lindwasser, S. Olenych, J.S.
Bonifacino, M.W. Davidson, J. Lippincott-Schwartz, and H.F. Hess, Imaging
Intracellular Fluorescent Proteins at Nanometer Resolution. Science, 2006.
313(5793): p. 1642-1645.

Hell, S.W. and J. Wichmann, Breaking the diffraction resolution limit by
stimulated emission: stimulated-emission-depletion fluorescence microscopy.
Opt Lett, 1994. 19(11): p. 780-2.

Klar, T.A. and S.W. Hell, Subdiffraction resolution in far-field fluorescence
microscopy. Opt Lett, 1999. 24(14): p. 954-6.

Jeong, S., J. Widengren, and J.-C. Lee Fluorescent Probes for STED Optical
Nanoscopy. Nanomaterials, 2022. 12, DOI: 10.3390/nan012010021.

Tam, J. and D. Merino, Stochastic optical reconstruction microscopy (STORM)
in comparison with stimulated emission depletion (STED) and other imaging
methods. Journal of Neurochemistry, 2015. 135(4): p. 643-658.

Perrin, F., Théorie quantique des transferts d’activation entre molécules de
méme espece. Cas des solutions fluorescentes. Ann. Phys., 1932. 10(17): p. 283-
314.

Perrin, F., La fluorescence des solutions. Ann. Phys., 1929. 10(12): p. 169-275.

Forster, T., Zwischenmolekulare Energiewanderung und Fluoreszenz. Annalen
der Physik, 1948. 437(1-2): p. 55-75.

Forster, T., Energiewanderung und Fluoreszenz. Naturwissenschaften, 1946.
33(6): p. 166-175.

Hussain, S.A., An Introduction to Fluorescence Resonance Energy Transfer
(FRET). Energy, 2009. 132.

Inkson, B.J., 2 - Scanning electron microscopy (SEM) and transmission electron
microscopy (TEM) for materials characterization, in Materials Characterization
Using Nondestructive Evaluation (NDE) Methods, G. Hibschen, et al., Editors.
2016, Woodhead Publishing. p. 17-43.

67



46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54.

55.

56.

57.

Kormos, J., L. Daroczi, J. Szoll6si, L. Matyus, and A. Jenei, Novel Transmission
Electron Microscopic Method to Quantify Protein Clustering on the Cell
Surface. Current Protocols, 2024. 4(5): p. e1045.

Egerton, R.F. and M. Watanabe, Spatial resolution in transmission electron
microscopy. Micron, 2022. 160: p. 103304.

Zaluzec, N.J., The influence of Cs/Cc correction in analytical imaging and
spectroscopy in scanning and transmission electron microscopy.
Ultramicroscopy, 2015. 151: p. 240-249.

ANDERSON, T.F., TECHNIQUES FOR THE PRESERVAATION OF THREE-
DIMENSIONAL STRUCTURE IN PREPARING SPECIMENS FOR THE
ELECTRON MICROSCOPE*. Transactions of the New York Academy of
Sciences, 1951. 13(4 Series 11): p. 130-134.

Gan, Y. and J. Gan, Advances in Manufacturing Composite Carbon Nanofiber-
Based Aerogels. Journal of Composites Science, 2020. 4: p. 73.

Jenei, A., J. Kormos, G. Szentesi, A.J. Veres, S. Varga, A. Bodnér, S.
Damjanovich, and L. Méatyus, Non-random distribution of interleukin receptors
on the cell surface. Chemphyschem, 2009. 10(9-10): p. 1577-85.

Ripley, B.D., Statistical inference for spatial processes. 1988: Cambridge
university press.

Ripley, B.D., Spatial statistics. 2005: John Wiley & Sons.

Pastorek, L., M. Sobol, and P. Hozak, Colocalization coefficients evaluating the
distribution of molecular targets in microscopy methods based on pointed
patterns. Histochem Cell Biol, 2016. 146(4): p. 391-406.

Philimonenko, A.A., J. Janacek, and P. Hozak, Statistical evaluation of
colocalization patterns in immunogold labeling experiments. J Struct Biol, 2000.
132(3): p. 201-10.

Jenei, A., S. Varga, L. Bene, L. Matyus, A. Bodnér, Z. Bacso, C. Pieri, R.
Gaspar, T. Farkas, and S. Damjanovich, HLA class | and Il antigens are
partially co-clustered in the plasma membrane of human lymphoblastoid cells.
Proceedings of the National Academy of Sciences, 1997. 94(14): p. 7269-7274.

Vamosi, G., A. Bodnar, G. Vereb, A. Jenei, C.K. Goldman, J. Langowski, K.
Tath, L. Matyus, J. Sz6llosi, T.A. Waldmann, and S. Damjanovich, IL-2 and IL-
15 receptor alpha-subunits are coexpressed in a supramolecular receptor
cluster in lipid rafts of T cells. Proc Natl Acad Sci U S A, 2004. 101(30): p.
11082-7.

68



58.

59.

60.

Vereb, G., J. Matko, G. Vamosi, S.M. Ibrahim, E. Magyar, S. Varga, J. Szoll6si,
A. Jenei, R. Géspar, T.A. Waldmann, and S. Damjanovich, Cholesterol-
dependent clustering of IL-2Ra and its colocalization with HLA and CD48 on T
lymphoma cells suggest their functional association with lipid rafts. Proceedings
of the National Academy of Sciences, 2000. 97(11): p. 6013-6018.

Kormos, J., A.J. Veres, L. Imre, L. Méatyus, S. Benkd, J. Sz6116si, and A. Jenei,
HLA DQ protein changes the cell surface distribution pattern of HLA proteins
as monitored by Forster resonance energy transfer and high-resolution electron
microscopy. Cytometry Part A, 2023. 103(12): p. 978-991.

Panyi, G., M. Bagdany, A. Bodnar, G. Vadmosi, G. Szentesi, A. Jenei, L. Matyus,
S. Varga, T.A. Waldmann, R. Géaspar, and S. Damjanovich, Colocalization and
nonrandom distribution of Kv1.3 potassium channels and CD3 molecules in the
plasma membrane of human T lymphocytes. Proceedings of the National
Academy of Sciences, 2003. 100(5): p. 2592-2597.

69



10. Téargyszavak

Targyszavak:

Sejtfelszini fehérjemintazat
Immunogold jeldlés

Transzmisszids elektronmikroszkopia
Parkorrelacios fuggveny
Parkeresztkorrelacios fliggvény
Interleukin-2 Interleukin-15

Csupasz limfocita szindroma

Keywords:

Cell surface protein pattern
Immunogold labeling
Transmission electron microscopy
Pair correlation function

Partial cross-correlation function
Interleukin-2 Interleukin-15

Bare Lymphocyte Syndrome

70



11. Koszonetnyilvanitas

Koszonettel tartozom Prof. Dr. Jenei Attilanak, hogy témavezetoként, mint
személyes, mint gyakorlati és elméleti tanacsaival és segitségével folyamatosan
tdmogatta és segitette munkamat, valamint doktori értekezésem elkészitéset.

Szeretnem megkdszonni a Biofizikai és Sejtbioldgiai Intézet korabbi illetve
jelenlegi vezet6jének, Prof. Dr. Sz6116si Janosnak és Prof. Dr. Panyi Gyorgynek, hogy
lehetGséget adott arra, hogy az intézetben dolgozhattam.

Kiilon koszonettel tartozom Prof. Dr. Sz6l16si Janosnak, a publikéaciok €s a doktori
értekezésem elkészitésében nyujtott segitsegért.

Kdszonet illeti Dr. Dardczi Lajost a nélkulozhetetlen szakmai tamogatasert,
kifejezetten a munkam technikai részletekében nyujtott hatalmas segitségért.

Koszonettel tartozom az Szilardtest Fizika Tanszéknek, hogy lehetdséget
biztositottak a transzmisszids elektronmikroszkdpos méréseim elvégzéséhez.
Természetesen halaval tartozom csaladomnak és barataimnak a szeretetért,

tdmogatasért, amit munkam soran kaptam.

71



12. Fuggelék

DEBRECENI EGYETEM

EGYETEMI ES NEMZETI KONYVTAR

H-4002 Debrecen, Egyetem tér 1, Pf.: 400

Tel.: 52/410-443, e-mail: publikaciok@lib.unideb.hu

Nyilvantartasi szam:  DEENK/578/2025.PL
Targy: PhD Publikacids Lista

Jeldlt: Kormos Jozsef
Doktori Iskola: Molekularis Orvostudomany Doktori Iskola

A PhD értekezés alapjaul szolgalo kdzlemények

1. Kormos, J., Daréczi, L., Szollsi, J., Matyus, L., Jenei, A.: Novel transmission electron
microscopic method to quantify protein clustering on the cell surface.
Curr. Protoc. 4 (5), 1-14, 2024.
DOI: http://dx.doi.org/10.1002/cpz1.1045
IF: 2.2

2. Kormos, J., Veres, A. J., Imre, L., Matyus, L., Benké, S., Szollgsi, J., Jenei, A.: HLA DQ protein
changes the cell surface distribution pattern of HLA proteins as monitored by Forster
resonance energy transfer and high-resolution electron microscopy.

Cytom. Part A. 103 (12), 978-991, 2023.
DOI: http://dx.doi.org/10.1002/cyto.a.24787
IF: 2.5

3. Jenei, A., Kormos, J., Szentesi, G., Veres, A. J., Varga, S., Ddéczy-Bodnar, A., Damjanovich, S.,
Matyus, L.: Non-Random Distribution of Interleukin Receptors on the Cell Surface.
Chemphyschem. 10 (9-10), 1577-1585, 2009.

DOI: http://dx.doi.org/10.1002/cphc.200900242
IF: 3.453

A kozl6 folydiratok 6sszesitett impakt faktora: 8,153 /’\:\,

A kozl6 folydiratok osszesitett impakt faktora (az értekezés alapjaul szolgalo kéIfI/Qfﬁény
8,153 / *

A DEENK a Jeldlt altal a Tuddstérbe feltdltdtt adatok bibliografiai és tudomanymetriai 'éileﬁérzg : ta

g, <
tudomanyos adatbazisok és a Journal Citation Reports Impact Factor lista alapjan el\végé‘)sf%,,,r.g“o

Debrecen, 2025.11.07.

72



