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1. BEVEZETES

A membranfehérjék szervezddésének ¢és kolcsonhatdsainak ismerete alapvetd
funkciojuk megértéséhez. Tobbségilk nem Onalldoan, hanem mas fehérjékkel kialakitott
egylittmiikodés révén fejti ki bioldgiai hatasat, amelyet a kiilonb6z6 mérettartomanyokban
kialakitott, nagyon gyakran dinamikusan véltozé fehérjetarsulasok tesznek lehetové. Erre a
legalapvet6bb példat a tobb alegységbdl allo fehérjék szolgaltatjak, de kiillonbozo fehérjék
funkciondlis egylittmikodésére is szamtalan példa adoédik. Sok esetben megfigyelhetd
funkcionalisan latszolag nem kapcsolodo fehérjék kozos klaszterekben/membranrégiokban
torténd feldusuldsa is; az igy feltart kapcsolat a késobbi vizsgalatok tiikrében akéar
funkcionalis relevanciat is nyerhet.

A T sejtekre pleiotrop hatassal bird interleukin (IL)-9 receptora (IL-9R) a specifikus
o alegységbdl és a mas receptorok felépitésében is részt vevd, yc lancbol all. Az IL-9
feltételezhetd szerepet jatszik a T sejtes tumorok kialakuldsdban, melyhez a T limfoma
sejtekre gyakorolt direkt hatdsa mellett, kdzvetve, a tumor mikrokdrnyezetén keresztiil is
hozzéjarulhat. Intézetiinkben korabban jelent6s hasonlosagot tartak fel a két heterotrimer
felépitésii yc receptor, az IL-2R ¢és IL-15R molekuléris kornyezetét illetben human T
sejteken. Felmeriil a kérdés, hogy a heterodimer y. receptorok, igy az IL-9R, szervezddése
hasonlo elveket kovet-e.

A membranfehérjék elrendezddésének, illetve térbeli kapcsolatanak intakt/kvazi
intakt sejteken torténd feltarasara szamos biofizikai modszer all rendelkezésre. A ma mar
sz¢les korben elérhetd konfokalis mikroszkopia a néhany 100 nm-es skalan szolgaltat
informaciot. A Forster-féle rezonancia energia transzfer (FRET) modszerrel pedig a fehérjék
kozvetlen fizikai kozelsége, molekularis kolcsonhatdsai (nanométeres szint) vizsgalhatok.

Munkam soran az IL-9R 0Osszeszerelodését és sejtfelszini  szervezddését
tanulmanyoztam human T limféma sejteken, kiilonds tekintettel az IL-9R és a y¢ citokinek
kozott kdzponti szereppel bird IL-2R kapcsolatara, konfokalis mikroszkopias kolokalizacio
¢s FRET mérések kombinalasaval. Kolokalizacios adataink validalasara adaptaltuk Costes
korabban csak intracellularis sejtalkotok vizsgdlata sordan alkalmazott konfidencia
intervallum modszerét, amely lehetdséget ad a véletlen altal generalt kolokalizacios
kapcsolatok kisziirésére. Eredményeink hozzajarulhatnak az IL-9/IL-9R rendszer miikodési
mechanizmusanak pontosabb megértéséhez, amelynek a késobbiekben az IL-9-nek a T

sejtek onkogenezisében feltételezhetd szerepe révén, terapids jelentdsége is lehet.
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2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1 AT sejtek rovid ismertetése

A fehérvérsejtek kozé tartozd6 T limfocitdk progenitor sejtjei a csontveldi
hemopoetikus 0Ossejtekbdl alakulnak ki. A progenitor sejtek a csecsemOmirigybe
vandorolnak, amelyet kiilonb6z6 pozitiv és negativ szelekcids Iépéseket kovetden, érett,
immunkompetens T sejtekként hagynak el. A periférias szovetekbe kikeriilt T sejtek donto
tobbsége az adaptiv immunvélasz kialakitdsdban, illetve szabalyozasaban tolt be
kulesszerepet. Ezen konvenciondlis T sejtek specifikus antigéninger hatasara aktivalédnak.
Az antigén felismeréséért a T sejt felszinén kifejez6d6 T sejt receptor komplex (TCR)
felelds, amely egy kozponti aff heterodimerbdl, valamint az ahhoz kapcsolodo, adapter
fehérjékbdol all (amelyeket itt nem részletezek) (Erdei et al., 2006; Parham, 2009).

Az adaptiv immunitasban betoltott szerepiik alapjan a konvenciondlis T sejtek az
alabbi 6 csoportokba sorolhatok: (A) A segit6 vagy helper T sejtek (Th) az altaluk termelt
szolubilis faktorok, Un. citokinek, révén immunsejtek funkcidjat €s homeosztazisat
szabalyozzak. A Th sejtek differenciadlodésa révén tovabbi altipusok alakulnak ki (pl. Thl,
Th2, Th9, Th17, stb.), amelyek eltérd citokin expresszids mintdzatuk révén hangoljak az
immunvalaszt. (B) A citotoxikus T sejtek (Tc) az immunrendszer altal ,targetként” kijelolt
sejtek, igy virusfertdzott és tumorsejtek, elpusztitisara szakosodtak. A Tc sejtek szintén
termelnek citokineket, amelyek mas sejtek effektor funkcidjat szabalyozzak. (C) A
szabalyozo T sejtek (Treg) az immunologiai tolerancia kialakitasaban jatszanak szerepet, igy
az immunvalasz leéllitasa, valamint az autoreaktiv T sejtek elnyomasa a f6 funkciojuk. (D)
A memoria T sejtek hosszu €lettartamu sejtek, amelyekbdl az adott antigénnel valo ismételt
talalkozast kovetden gyors osztodassal effektor Th vagy Tc sejtek alakulnak ki, ezaltal gyors
¢és hatékony immunvalaszt valtanak ki. Tobb altipusuk 1étezik, igy centralis, effektor, szoveti
¢s virtualis memoriasejtek (Gutcher et al., 2007).

A T sejteket az antigénfelismerés folyamata soran koreceptorként funkcionalo CD4
¢és CD8 glikoproteinek sejtfelszini expresszidja alapjan 2 f6 csoportba sorolhatjuk. A Th és
Treg sejtek a CD4, a Tc sejtek pedig a CD8 fehérjét fejezik ki. A memoria T sejtek kozott
mind CD4", mind pedig CD8" alpopulaciok megtalalhatok. Az értekezésemben vizsgalt
sejtek a CD4" kategoriaba tartoznak.



A T sejtek aktivalodasahoz sziikséges specifikus antigénfelismerés sejt-sejt
kontaktus kialakulasat igényli: a TCR komplex az antigén peptid fragmentumat egy masik
sejten kifejez6d6 6 hisztokompatibilitasi komplex (MHC) fehérjével alkotott komplex
formajaban ismeri fel. A Tc sejtek esetén az 1. osztalyti, mig a Th és Treg sejtek esetén a II.
osztalyd MHC fehérjék vesznek részt az antigén prezentacio folyamataban. Mig az MHC 11
molekula fiziologids koriilmények kozott az un. professzionalis antigénprezentald sejteken
(pl. B limfocita, dendritikus sejt, stb.) expresszalodik, addig az MHC I minden magvas sejt
felszinén megtalalhato.

Megjegyzendd, hogy a T sejtek funkcidja nem korlatozodik az adaptiv immunitasra.
Egyéb T sejttipusok is ismertek, amelyekre gyors, az MHC jelenlététol fiiggetlen aktivalodas
jellemzd. Az altaluk kozvetitett immunvélasz mind a természetes, mind pedig az adaptiv
immunitasra jellemzd jegyeket hordoz, tulajdonképpen egyfajta hidat képez a kétfajta
immunitas kozott. Itt a yo T sejteket szeretném kiemelni, amelyek neviiket arrol kaptak, hogy
a T sejttipusok tobbségétdl eltérden a TCR kozponti heterodimer elemét egy v és egy 6 lanc
alkotja. Két f6 alpopulaciojukat kiilonboztethetjiik meg, az IFNy termel6 Tyd1 és az IL-17A
termel Tyd17 sejteket, de emellett szamos egyéb citokint termelnek, igy pl. IL-9-et is. A yo
T sejtek legnagyobb mennyiségben a bél nydlkahartydjaban taldlhatok, emberben az
intraepitélidlis limfocitdk kb. 10%-4at teszik ki, emellett maés, barrier funkcidt ellatd
szovetben is megtalalhatok. Ezeken a helyeken a yd T sejtek a szekretalt citokinek révén
gyors effektor valaszt tesznek lehetévé. A cirkulalo limfocitak esetén azok kb. 1%-at teszik
ki, ugyanakkor szdmuk mikrobialis fertdzések, gyulladas, tumoros elvéltozas, stb. esetén

jelentésen megnovekszik (Angkasekwinai et al., 2021; Vantourout et al., 2013).

2.2 v citokinek és receptoraik a T sejtek miikodésében

A citokinek a sejtek kozotti kommunikécioban alapvetd szerepet jatszo kisméretii
fehérjék (5-20 kDa), amelyek a célsejt felszinén kifejez6dd receptorhoz kotddve fejtik ki
hatasukat parakrin, esetenként autokrin modon.

Az immunrendszer szabalyozdsaban hatd citokinek egyik f6 csoportja a v
citokincsalad, amely az IL-2, IL-4, IL-7, IL-9, IL-15 és IL-21 citokineket foglalja magéba,
¢s a kozosen hasznalt yc receptor alegységrdl kapta nevét. A yc lanc kifejezddése a legtobb

limfoid eredetli sejten, igy a T sejteken is megfigyelhetd. Ennek kovetkeztében a csaladba
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tartozo citokinek meghatarozd jelentdséglick ezen sejttipusok fejlédésében, homeosztazisuk,
aktivacios ¢és differencidlodasi folyamataik szabalyozasdban, ezéltal az adaptiv
immunrendszer Osszehangolt miikodésének kialakitasaban (Waickman et al., 2016).
Megjegyzendd, hogy a citokincsalad bizonyos tagjai mas immun- és nem immunsejt tipusok
¢letében és miikodésében is szerepet jatszanak.

Miutan az értekezést megalapozo vizsgalatainkat T sejteken végeztik, a
tovabbiakban a vyc citokinek — els6sorban human — T sejtekre gyakorolt hatasaira
koncentralok. A huméan T sejtekre gyakorolt fobb hatdsokat az 1. tablazat foglalja Ossze
(Spolski et al., 2017).

Mint lathato, a yc citokinek a korai fejlodéstdl kezdve az effektor sejtek funkcidjanak
szabalyozasaig szamos szinten nélkiilozhetetlenek a normal T sejtmiikodés kialakitdsdban
¢s fenntartasdban. Mindegyik v¢ citokin pleitotrop hatassal bir. Emellett a csalad tagjai a
kozos lanc és a kozos jelatviteli molekulak hasznalatabol eredéen (lasd kés6bb) bioldgiai
hatasok tekintetében bizonyos foku redundancidt mutatnak. Az atfedé funkciok mellett
egyedi, gyakran ellentétes funkcidkat képesek ellatni akar ugyanazon sejttipus esetén. Hibas
miikddésiik, amely alapulhat mind a citokineket, mind pedig az egyes receptorlancokat,
az immunrendszert érintd miitkodési zavar, immundeficiencia vagy rosszindulatu elvaltozas
alapjat képezheti (Goh et al., 2017). igy pl. a yc lancot kédolé Xq13.1 kromoszéma 1okusz
mutacioja az X-kromoszomahoz kapcsolodo stlyos kombinalt immundefektus (X-SCID)
kiilonb6z6 formainak kialakulasahoz vezethet (Noguchi et al., 1993). Az — egyebek mellett
— dramaian alacsony T sejt szammal jellemezhetd immundeficienciat a yc citokineknek (IL-
7 és IL-15) a korai T sejt fejlédésben betdltott szerepe alapozza meg, amely a késdbbiekben
mas immunse;jt funkciokra is hatassal van (Noguchi et al., 1993; Sugamura et al., 1996).

A v citokinek hatdsanak erdsitése, gatlasa vagy mas modon torténd befolyasolésa
pedig terapias potenciallal bir szamos betegség kezelésében (Lu et al., 2012; Rivera Vargas
et al., 2017; Rosenberg, 2014).



I. TABLAZAT: A yc CITOKINEK HUMAN T SEJTEKRE GYAKOROLT FOBB HATASAI ES EGYEB CELSEJTJEI

Citokin | Termel6 sejt T sejtekre gyakorolt legfontosabb hatasai Egyéb célsejtek
IL-2 aktivalt CD4" T | e T sejt aktivaci6 és proliferacio serkentése B sejtek, NK sejtek
limfocitak, CD8* T e Thl, T,h2 és Th9 irényl"l c?i,ffe’rer,lciécié serkentése
) ) e Thl17 és Tth differenciacio gatlasa
sejtek, NKT sejtek, | o Treg differencidcio és proliferdcié serkentése
aktivalt dendritikus | ® aktivacio indukalta sejthalal (AICD) serkentése
sejtek, hizosejtek
IL-4 aktivalt Th2 sejtek o Th2 sejtek érésének és proliferaciéjanak B sejtek, NK sgjtek,
: 16segitése (o
NKT sejtek closeg bazofilek, h tek,
J e Th2 és Th9 differenciacioé szabalyozasa azote 1205e)te
bazofil sejtek endotél sejtek
hizésejtek
ILC2 sejtek
IL-7 stromasejtek e T sejtek timuszban torténd fejlodésének dendritikus sejtek
o szabalyozasa
epitél sejtek ., L. . e e .
i e naiv és memoria T sejtek proliferaciojanak és
fibroblasztok thlélésének tAmogatasa
o T sejt homeosztazis és érés (af vs. yd)
szabalyozasa
IL-9 Th9, Th2, Th17 o T sejt novekedési faktor B sejtek, hizdsejtek,
s Th17 és Treg sejtek o f
h tek, * eozinofilek,
1zoseyie novekedésének/funkcidjanak szabalyozasa
eozinofilek, myeloeritroid
Treg, CD8* T sejtek, progenitorok, foetalis
NKT sejtek timocitak, myeolid
ILC2 Ossejtek
IL-15 monocitak, o T sejtek proliferacidjanak serkentése NK sejtek, aktivalt B
makrofigok, o CED8+ mc’eména T sejtek fejlédésének sejtek, monocitak,
’ tamogatasa
sztroma sejtek, o Az IL-2 altal kivéltott AICD gatlasa makrofagok,
dendritikus sejtek e NKT sejtek homeosztazisanak szabalyozasa dendritikus sejtek,
epitél sejtek eozinofilek,
neutrofilek, hizosejtek
IL-21 Tth, Th2, Th17 e Tthés Thl7 sejtek differenciacio serkentése B sejtek, NK sejtek,

NKT sejtek
Th17 sejtek

......

CD8* T sejtek citotoxicitasanak erésitése

dendritikus sejtek

(Liao et al., 2011a; Paul, 2013; Perera et al., 2012; Pilipow et al., 2015; Spolski et al., 2017; Ying He, 2020)



Az X-kromoszéma Xq13.1 16kuszéan elhelyezkedd IL-2GR gén altal kddolt yc lanc az
I. tipusu vagy hemopoietikus citokinreceptorok kozé tartozik, amelyek extracellularis
doménje egy konzervalt membrankézeli WSXWS aminosav motivumot tartalmaz.
Szerkezetiiket tekintve a yc citokinek a négy a-hélixet tartalmazo citokinek (4 a-helix bundle
cytokines) un. rovidlancu, azaz egyenként kb. 15 aminosavat tartalmazo o-hélixekbdl
felépiil6 alcsoportjaba tartoznak (Paul, 2013). A vyc lanc nem rendelkezik sajat enzimatikus
aktivitassal, ugyanakkor intracelluldris részén keresztiil kdlcsonhat a Janus arcu kindzok
(Jak) csaladjaba tartoz6d Jak3 citoszolikus tirozin kindzzal. A yc lanc citokink6td affinitdsa
Oonmagaban elhanyagolhato. A citokin megfeleld affinitassal torténd megkotésére és a
hatékony jelatvitelre képes funkcionalis receptorkomplexek kialakitdsdhoz a yc 1anc mellett
tovabbi receptoralegységek kozremiikodésére van sziikség. Az adott receptor komplex
felépitésében részt vevo alegységek szamatol fliggden a yc citokinek receptorai két csoportra

oszthatok (1. abra):

1. ABRA: A yc CITOKINRECEPTOROK ALTALANOS FELEPITESE

A heterodimer komplexek felépitésében (A) a citokinspecifikus o és a yc alegység vesz részt.
A heterotrimer receptorok (B) két kozdsen hasznalt alegységbdl (yc és B), valamint a ligandum specifikus
a lancbal épiilnek fel. Az abran piros és kék vonalak a hemopoetikus receptorcsaladra jellemzd Trp-Ser-
X-Trp-Ser aminosav motivumot, valamint a 4 konzervalt extracellularis ciszteint jelolik.

10



A)

B)

Két alegységbol allo receptorkomplexek: Az IL-4, IL-7, IL-9 és IL-21 biologiai
hatasukat heterodimer receptorkomplexen keresztiil fejtik ki, mely a vy alegység
mellett a citokin specifikus kotddését biztositdo a alegységbdl all. A y¢ alegységhez
hasonléan a citokin specifikus o lancok szintén az I. tipust citokinreceptorok
csoportjaba tartoznak, ugyanakkor expressziojuk kevésbé altalanos: az adott
citokintdl fiiggden csak bizonyos T sejt altipus(ok)on fejezddnek ki (I. tablazat). A
ve lanchoz hasonldan az o alegységek sem rendelkeznek sajat enzimatikus
aktivitassal: a jel tovabbitasaban a hozzajuk kapcsolddo citoszolikus tirozin kindzok
(pl. Jak1) aktivalodéasan keresztiil vesznek részt.

Harom alegységbdl allo receptorkomplexek: Az 1L-2 és IL-15 esetében a
receptorkomplex felépitésében a yc ldnc mellett a mindkét receptorfajta altal hasznalt
IL-2/15R B alegység, valamint a citokin-specifikus a lanc vesz részt. A p alegység a
heterodimer receptorok o alegységével homoldg szerkezetli és — azokhoz hasonléan
— intracellularis tirozin kindz (Jak1) kapcsolodik hozzajuk. A citokin specifikus o
lanc (IL-2Ra és IL-15Ra) — a masik két alegységtdl eltéréen — nem a hemopoietikus
receptorok kozé tartozik. Ezen alegységek rovidebb intracellularis doménnel
rendelkeznek (Waickman et al., 2016), mint az IL-2/15Rp, illetve a heterodimer
receptorok o-alegysége ¢€s nem kapcsolodik hozzdjuk enzimaktivitassal bird
citoszolikus fehérje (Bodnar et al., 2008; Waickman et al., 2016). Igy — legalabbis T
sejteken — nem vesznek részt a citokinek kétodése altal kivaltott jel tovabbitasaban.
A harom alegység mind az IL-2, mind pedig az IL-15 receptor esetén kiilonb6zo
Osszetételll és affinitasti receptor komplexeket hozhat 1étre, ugyanakkor hatékony
jelatvitel csak a magas affinitdsu heterotrimer (IL-2Rafyc vagy IL-15RaBye,
Ka ~10'M), illetve a kozepes affinitast heterodimer (IL-2/15RByc, Kg ~10°M)
receptorkomplexek esetén valosulhat meg. Az IL-2Ra és az IL-15Ra alegységek
ligandumkoto affinitdsa kozott mintegy 1000-szeres kiilonbség tapasztalhatd
(Ka ~10 M, illetve Kg ~108M), amely a heterotrimer receptorkomplex
kialakuldsdnak modjat is meghatarozza. Az IL-15R esetén a citokint magas
affinitdssal kotd heterotrimer cisz és transz modon is kialakulhat: el6bbi esetben
mindhirom alegység ugyanazon a sejten fejezddik ki, mig a transz-jelatvitel esetén
az IL-15-6t magas affinitassal kotd IL-15Ra egy masik (pl. dendritikus) sejten
kifejezodve prezentalja a ligandumot a T sejten kifejezodé Pyc heterodimernek

(Mortier et al., 2009). Szamos adat utal arra, hogy az IL-15 esetén a transz-
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prezentaciés mechanizmus dominal (Dubois et al., 2002; Schluns et al., 2005). Ezzel
szemben az IL-2-t harom nagysagrenddel kisebb affinitassal koté IL-2Ra az
ugyanazon a T (vagy NK) sejten kifejez6dd IL-2/15RPBés vc alegységekkel alkot
komplexet (cisz-prezentacio). Meg kell jegyezni ugyanakkor, hogy az IL-2 esetén is
vannak a transz-prezentaciés mechanizmus létezésére utalo adatok (Wuest et al.,
2011).

A vc citokinek altal kivaltott jelatviteli folyamatok feltétele heterodimer komplexek
esetén a citokin specifikus o lanc és a yc alegység, mig a harom alegységbdl allé receptorok
esetén az IL-2/15Rp alegység €s a y¢ lanc heterodimerizacioja, ezen beliil is a receptorlancok
intracellularis doménjeinek megfeleld tavolsagba és konformacidba torténd keriilése. Ennek
révén megtorténhet a receptor-asszocialt Jakl és Jak3 citoszolikus protein tirozin kindzok
aktivacidja (transz-foszforilacidja), majd a receptorlancok tirozin foszforilacioja (Waickman
et al., 2016) (2. abra).

IL-2RB
STATS STAT6 STATS STATS STATS STAT3
STAT3 STATS 2T STAT3 STAT3 STAT1
STAT1 STAT1 STAT1 STAT1 STATS

2. ABRA: A yc CITOKINCSALAD TAGJAI ALTAL AKTIVALT STAT FEHERJEK
Az é4bra az egyes y. citokinreceptorok felépitését, valamint a citokinek kotddése altal aktivalt STAT

fehérjéket mutatja. Az IL-15 esetén a dominans transz-prezentaciés mechanizmus keriilt feltiintetésre
(Spolski et al., 2017).

A receptorlancok tirozin foszforilacioja tovabbi, SH2 doménnel rendelkez6 fehérjék
szamara biztosit kotShelyet, igy a STAT transzkripcios faktorok, az inzulin receptor
szubsztrat-1 fehérje, illetve a mitogén aktivalt protein kinaz (MAPK) tutvonal adapter
fehérjéi szamara. Ezen fehérjéken keresztiil a citokinek kdtédése harom 6 jelatviteli kaszkad
aktivalodasahoz vezet: a Jak/STAT, a Ras/MAPK és a PI-3K/Akt ttvonalak (Goh et al.,

2017; Johnston et al., 1995; Lin et al., 1995). A Jak/STAT utvonal jelentdsége mindegyik
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citokin esetén kiemelendd, a tovabbi jelatviteli Utvonalak eltérd fontossaghiak a csalad
kiilonbozd tagjai esetén. A STAT transzkripcios faktorok SH2 doménjiikdn keresztiil
kapcsolddnak a receptor alegységek foszfotirozin oldallancaihoz, amelyet a STAT fehérjék
tirozin foszforilacidja (aktivalodasa), dimerizacidja és magi transzlokacioja kovet. Az
aktivalt STAT transzkripcios faktorok fajtaja a citokin tipusatol fiigg (2. abra).

A kozos receptor alegység és az ennek kovetkeztében kdzosen hasznalt jelatviteli
apparatus magyarazattal szolgalhat az egyes citokinek egymassal atfedé funkcioira (I.
tablazat). Az egyedi hatasokat a receptorlancok T sejtek allapotatdl/tipusatol fiiggd eltérd
expresszids mintazata, a mas membranfehérjékkel kialakitott (molekularis) kolcsonhatasai,
valamint a jelatvitel soran aktivalt kiilonbozé STAT fehérjék biztosithatjak (Leonard et al.,
2019; Lin et al., 2018).

2.3 Az IL-9 és receptora

Az IL-9 citokint els6ként Th sejt novekedési faktorként azonositottak egerekben,
potencialis onkogén aktivitassal (Renauld et al., 1995b; Rivera Vargas et al., 2017). Ennek
ellenére a kutatasok fokuszaban hosszu ideig az allergids immunvalaszban betoltott szerepe
allt, amelyet a hizosejtekre kifejtett pleiotrop hatasa alapozott meg. Az utdbbi években keriilt
ujra elétérbe a T sejtes onkogenezis, s azon beliil a limfomagenezis eldsegitésében jatszott
szerepe (Lv et al., 2013), amelyet egér modellrendszeren, illetve human biopszidkon
egyarant bizonyitottak.

A human IL-9-et kodolo gén az 5-6s kromoszoman helyezkedik el, az in. Th2 citokin
klaszteren beliil. Ennek megfelelden sokaig a Th2 sejteket tartottak az IL-9 elsddleges
forrasanak ¢€s elsOsorban ezen citokinek altal szabalyozott folyamatokban vizsgaltak
szerepét (lasd a hizédsejtekre gyakorolt hatas). Késobb ujabb IL-9 termeld T sejttipusokat
azonositottak: igy a Th9, Thl7, Treg, valamint egyes T limfoma sejteket (Veldhoen et al.,
2008). A T sejteken kiviil az NKT sejtek, hizosejtek, illetve velesziiletett limfoid sejtek
(ILC2) is képesek az IL-9 termelésére (Goswami et al., 2011; Rojas-Zuleta et al., 2017,
Turner et al., 2013; Wilhelm et al.,, 2011). A hizosejteken és T sejteken kiviil
antigénprezentalo sejtek esetén is bizonyitottdk az IL-9 szabélyozd szerepét (II. tablazat)
(Chakraborty et al., 2019; Lv et al., 2013; Neurath et al., 2016; Noelle et al., 2010).

Mint lathattuk, az IL-9R a heterodimer v citokinreceptorok koz¢é tartozik (1. és 2.

abra). A human esetben 521 aminosavbol allo IL-9Ra lanc felelds az IL-9 magas affinitast
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(Kg ~ 100 pM), specifikus kotéséért (Renauld, 1995). Az IL-9Ra a hemopoetikus
receptorcsaladra jellemz6 modon az extracellularis részen hordozza a jellegzetes WSXWS
motivumot a transzmembran régid kozelében, valamint a 4 konzervalt ciszteint. Az
intracellularis domén membrankozeli részén talalhatd a prolinban gazdag BOX1 motivum,
amely elengedhetetlen az IL-9 altal kivaltott sejtproliferaciohoz, valamint a Jakl tirozin
foszforilacidjahoz (Goswami et al., 2011; Zhu et al., 1997). A yc lanctol eltéréen, amely
jellemzden a sejtmembranban helyezkedik el, az IL-9Ra alegység a membran-asszocialt

forma mellett szolubilis formaban is elé6fordulhat (Renauld et al., 1992).

1. TABLAZAT: AZ IL-9 LEGFONTOSABB CELSEJTJEI ES A CELSEJTEKRE KIFEJTETT HATASAI

CELSEJT Célsejtre gyakorolt hatas

e proliferacid serkentése
Hizoésejtek o IL-1B-, IL-5-, IL-6-, IL-9-, IL-10-, IL-13-és TGFp- termelés serkentése
(Renauld et al., 1990; Wiener et al., 2004)

Treg sejtek o tulélés és érés serkentése (Elyaman et al., 2009; Feng et al., 2011)

e proliferacio elésegitése (in vitro), autokrin hatas (Elyaman et al., 2009;

Th17 sejtek
Purwar et al., 2012)

o TGFp termelés serkentése

APC
e Tyl tipust immunvalasz kontrollalasa (Noelle et al., 2010)
Eozinofilek o tilélés és differenciaciod serkentése (Gounni et al., 2000)
. e fokozza a koloniaképzddést a koldokzsindrvéri és a csontveldi prekurzorok
Ossejtek

esetén (Donahue et al., 1990; D. E. Williams et al., 1990)

e a human IL-9 a megakariocita progenitor sejtek aktivatoraként is mikodik

Progenitor sejtek o
(Fujiki et al., 2002)

Ahogy ezt korabban lathattuk, a heterodimer receptorkomplexek, igy az IL-9R esetén
1s, a citokin kotddése altal kivaltott jel atviteléhez az a alegység €s a yc lanc intracellularis
részeinek megfeleld kozelségbe kell kertilnitik (Bauer et al., 1998; Demoulin et al., 1998a;
Knoops et al., 2004). Ez egyrészt megvalosulhat Gigy, hogy a két kiilonall lanc citokinkotés
hatasara kozel keriil egymashoz. Masik lehetséges mechanizmus az, hogy az eleve egymas

kozelségében 1€vo alegységek (preformalt receptor komplex) konformécidja valtozik meg
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oly modon, ami a jelatviteli folyamatok elsé Iépéseit lehetévé teszi. Korabbi
immunofluoreszcencias co-patching vizsgalatok alapjan feltételezhetd, hogy az IL-9Ra
alegységek ~25%-a a yc-vel kozés doménekben dusul fel IL-9 hidnyaban is, de az 1L-9
kotédése a heterodimer receptorkomplexek szamat megnoveli (Malka et al., 2008).

Az IL-9Ra naiv T sejteken nem fejezédik ki, expresszioja elsésorban aktivalt Th
sejteken, kiilonbozo effektor T sejttipusokon (pl. Th2, Th17), valamint a Treg sejteken
figyelhet6 meg (Goswami, et al., 2011). Fontos megemliteni, hogy ezeken a sejteken a
magas affinitasa, heterotrimer IL-2R is kifejezodik, igy az IL-2 fontos szabalyozé szerepet
tolt be (Liao et al., 2011a).

A yc citokinek altal kivaltott legjellemzdbb jelatviteli utvonal a Jak/STAT kaszkad.
Az IL-9 esetén ez a kaszkad a STATI1, STAT3 és STATS transzkripcioés faktorok
aktivalodasat (tirozin foszforilacigjat) foglalja magéban (3. abra).

IL-9

|y-chain

IL-9Ra Q

Cytoplasm JAK3 PIP2 ¥ PP
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3. ABRA: AZ IL-9/IL-9R RENDSZER ALTAL AKTIVALT JELATVITELI UTVONALAK

Az IL-9 ko6tddését a Jak kinazok, majd kovetkezményesen a receptorlancok tirozin foszforilacioja koveti.
Ez utdbbi kapcsolodasi helyet biztosit az SH2 doménnel rendelkezé STAT fehérjék szamara. A Jak/STAT
utvonal mellett az IL-9 kot6dése a PI-3K és a MAPK jelatviteli Gtvonalakat is aktivalhatja (A. U. K. Bintha
etal., 2021).
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Az aktivalt STAT transzkripciods faktorok dimerizalédasa és magi transzlokécioja az
IL-9 hatasanak 6 kozvetitdje (Demoulin et al., 2003; Demoulin et al., 1998b; Demoulin et
al., 2000; Demoulin et al., 1996; Demoulin et al., 1999). A STAT1, STAT3 és STATS
homodimerek mellett STAT1/STAT3 heterodimerek kialakulasa is megfigyelhet6 (Bauer et
al., 1998). A STAT transzkripcios faktorok kapcsolodasaért az IL-9Ra lancon, a 367-€s
pozicidban talalhat6 foszfotirozin motivum a felelds, ugyanakkor aktivalédasuk tovabbi, a
367-es pozicibhoz kozeli, de a transzkripcios faktor tipusatol fiiggd aminosav(ak)
kozremutikodését igényli (STATI: glutamin-370, prolin-370; STAT3: glutamin-370, STATS5:
leucin-368) (Chakraborty et al., 2019).

A citokincsalad tobbi tagjahoz hasonldan a JAK/STAT tutvonal mellett az IRS-1/PI-
3K (féként hematopoietikus sejtekre jellemzden) (Demoulin et al., 2003; Demoulin et al.,
1996; Renauld et al., 1995a) és bizonyos esetekben (pl. limfoid eredetli sejtvonalak) az
Erk/MAPK jelatviteli itvonalak stimulacidjat is megfigyelték (Renauld et al., 1995a).

A citokinek, igy az IL-9 jelatvitele is, tObbszintli, szigoru szabalyozas alatt all,
melyben kiemelt szerepe van a kiilonféle gatld6 mechanizmusoknak. Ennek egyik modja a
negativ reguldtor fehérjék, igy a SOCS (citokin jelatvitelt elnyomd) fehérjék, a PIAS
(aktivalt STAT fehérje inhibitora) fehérje, illetve az SH2 domént tartalmazo fehérje tirozin
foszfatdzok (SH2-PTP2) kozremiikodése. (i) A SOCS fehérjék kifejezodése tranziens, a
citokin hatdséara torténik. Ezen fehérjék a foszforilalt Jak-hoz kotddve gatoljak a STAT
SOCS-3 gatolja a leghatékonyabban a jelatvitelt. (ii) A konstitutivan kifejez6do PIAS
fehérjek a sejtmagba bejutott STAT dimerekhez kotddnek és ezaltal gatoljak a STAT
specifikus DNS szekvencidkhoz torténd kapcsolodasat, illetve egyéb molekularis
kolcsonhatésait. (i) A tirozin foszfatdzok a receptorlancok defoszforilacigjan keresztiil
fejtik ki negativ szabalyozé hatasukat, ugyanakkor az IL-9 jelatvitelében szerepiik nem
kritikus, aktivitasuk gatlasa nem befolyasolja az IL-9Ra foszforilacidojanak mértékét
(Chakraborty et al., 2019; Erdei et al., 2006).

A masik negativ szabdlyozasi lehetdség a sejtfeszini receptorok downreguldcidja
endocitozis révén, mely az IL-9 stimulaciot kdvetden csokkenti a sejtfelszinen elérhetd IL-
9R-0k szamat, igy az IL-9 megkotésének esélyét. Ebben a folyamatban — legalabbis részben
— az ubikvitin-proteoszoma rendszer jatszik szerepet (Yen et al., 2000).

Az utdbbi évek vizsgalatai szamos bizonyitékot szolgaltattak az IL-9 feltételezhetd

szerepére a hematologiai tumorok kialakulasaban, kiilonds tekintettel a kiillonféle limfomak
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kialakulasara (Wan et al., 2020) (Lv et al., 2013). Az IL-9 hatasa érvényesiilhet kozvetleniil
a limfoma sejteken, ugyanakkor a limfomak kialakulasat szabalyozo tényezok, igy pl. a
Treg sejt funkcio, illetve a tumor mikrokornyezet befolyasolasan keresztiil is, de a pontos
mechanizmus még nem tisztazott.

Betegek szovettani eredményei feltartdk az IL-9 expresszio ¢és tdbb,
limfocita eredeti daganatos betegség, igy a Hodgkin limféoma, NK/T limféoma, kronikus
limfocitas leukémia (CLL), illetve az anaplasztikus nagysejtes limfoma (ALCL) kialakuldsa
kozotti kapcesolatot (Bittner et al., 2000; Chen et al., 2014; Merz et al., 1991).

Ezt a kapcsolatot in vitro egér modellrendszeren is kimutattak (Renauld et al., 1994;
Vink et al.,, 1993). In vitro kisérletek alapjan az IL-9 részt vesz a limfoma sejtek
Nagato et al., 2005; Qiu et al., 2006; Renauld et al., 1994; Renauld et al., 1995b; Vink et al.,
1993).

Ezen hatdsok hatterében a JAK/STAT jelatviteli utvonal aktivalasa mellett az
apoptozis és a sejtciklus szabalyozasaban kritikus fehérjékre (pl. Bel-2, ciklin D1, p21, stb.)
gyakorolt hatasa allhat (Lemoli et al., 1997; Lv et al., 2013; Shang et al., 2008).

A T sejtekre gyakorolt hatdsa mellett az IL-9 a kronikus gyulladasos folyamatok
tamogatasaval a tumor mikrokdrnyezet fenntartasat is eldsegiti. Kozvetitd szerepet tolt be a
tumor sejtek és a tumor mikrokdrnyezetében levd, gyulladast el6idézé tumor infiltrald
sejtpopulaciok kozott (hizosejtek, Treg sejtek, makrofagok és eozinofil sejtek) (Lu et al.,
2012; Wan et al., 2020; Ying He, 2020). A tumorellenes immunvalasz kialakulasat gatld
szuppreszor egér Foxp3+ Treg sejteknek tumor novekedést serkentd és metasztazis-képzo
hatasa van in vitro. Az IL-9 egyike a Treg sejtek altal termelt, szupressziv hatasa
Treg sejtek immunszupressziv hatasat is fokozzak. Az IL-9 antiapoptotikus hatdsa az egér
Treg sejtek talélését segiti in vitro. Az IL-9 jelatvitel gatlasa serkenteti az effektor T sejtek
szerepet jatszo citokinek (IL-2, IL-17, TNF-a) koncentracigjat in vitro. Rekombinans IL-9
alkalmazésat kovetden megfigyelhetd a Treg sejtek szupressziv hatdsanak novekedése és az

effektor citokinek termelddésének gatlasa (Lu et al., 2012).
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2.4 Az IL-2 szerepe a y. citokinek funkcidjanak szabalyozasdban

Az IL-2 a y. citokincsalad elsOként azonositott tagja. Bioldgiai hatasat autokrin és
parakrin mechanizmussal egyarant kivalthatja, miutan mind az IL-2-t termeld, mind pedig a
kornyezetében talalhatdo mas T sejtekre is hatast gyakorol(hat). Célsejtjei kozé tartoznak a
naiv T sejtek, CD4" és CD8" T sejtek, NK sejtek, valamint a szabalyozd T sejtek (Liao et al.,
2011a) (lasd 1. tablazat és 4. abra). Amellett, hogy szamos esetben T sejt novekedési
faktorként viselkedik, az AICD folyamatédban is kritikus a jelenléte: az aktivalt T sejteket
érzékenyiti a Fas-altal kozvetitett sejtpusztulas irant (1. tablazat) (Erdei et al., 2006).

IL- 12R|)2
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4. ABRA: IL-2 HATASA EGYEB CITOKINRECEPTOROK EXPRESSZIOJARA ES A CD4* T SEJTEK
DIFFERENCIACIOJARA

Activated CD4* T cells: aktivalt CD4* T sejtek, IFNy: interferon-y, TGFp: tumor nekrozis faktor-3, Effector
CTL: effektor citotoxikus T limfocita, Memory CTL: memoria T sejt

(Liao et al.,2011; Liao et al., 2013)
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Emellett az effektor CD8" T sejtek differencialodasaban és expanzidjaban, a CD8”
CD4* T sejt alpopulaciok differencialodasi folyamatainak szabalyozasaban is kritikus
szerepet jatszik (Kalia et al., 2010; Malek et al., 2010; M. A. Williams et al., 2006).

Az IL-2R a heterotrimer vy receptorok kozé tartozik, felépitésében a yc lanc és a
citokin specifikus o alegység mellett az IL-15R-ral kozos B alegység vesz részt. Ahogy ezt
kordbban mar ismertettem, az egyes alegységek kiilonbozé ligandumkotd affinitassal
rendelkezd receptorkomplexeket hozhatnak 1étre, amelyek sejtfelszini megjelenését a sejt
tipusa, allapota hatarozza meg (Fehniger et al., 2002). Az IL-2Ra naiv és memoria T sejteken
nem figyelheté meg, expresszidjat az antigén inger valtja ki. A B lanc konstitutivan
expresszalodik az NK, NKT és memoria CD8" T sejteken, naiv T sejtek esetén a B lanc
expresszidjahoz szintén antigén inger sziikséges. A magas affinitasu, heterotrimer IL-2R
komplex tehat aktivaciot kovetden fejezodik ki a T sejteken. A T limfoma/leukémia eredetti
sejtek egy része, igy a kisérleteinkben alkalmazott sejtvonalak is, konstitutivan expresszaljak
a heterotrimer IL-2R komplexet, igy az IL-2R expresszi6 vonatkozasaban aktivalt
fenotipusu sejteknek tekinthet6k. A heterotrimer IL-2R konstitutiv expresszidja a legtobb
Treg sejtre jellemz6 (Malek et al., 2010).

Az IL-2 altali jelatvitel beinditdsdhoz az IL-2/15RPB alegység és a 7yc lanc
heterodimerizacidja, ezen beliil is a receptorlancok intracellularis doménjeinek megfeleld
tavolsagba ¢s konformacioba torténd keriilése sziikséges (5. abra). Ennek révén
megtorténhet a receptor-asszocialt Jakl és Jak3 citoszolikus protein tirozin kinazok
aktivacidja (transz-foszforilacidja), illetve a receptorlancok tirozin foszforilacidja
(Waickman et al., 2016). Hasonléan a csalad tobbi tagjahoz, a receptorlancok tirozin
foszforilacidja SH2 doménnel rendelkez6 fehérjék, igy a STAT transzkripciods faktorok, az
inzulin receptor szubsztrat-1 fehérje, illetve a MAPK ttvonal adapter fehérjéi, kapcsolodasat
teszi lehetové.

A fentiecknek megfeleléen az IL-2 kotédése harom {6 jelatviteli kaszkad
aktivalodasahoz vezet: a Jak/STAT, a Rass/MAPK ¢és a PI-3K/Akt utvonalak (Goh et al.,
2017; Johnston et al., 1995; Lin et al., 1995). Az IL-2 serkentheti mind az IL-2Ra (Depper
et al., 1985), mind pedig az IL-2/15Rp (Siegel et al., 1987) alegységek kifejez6dését, mely
folyamat pozitiv visszacsatolas révén erdsiti az IL-2 funkciojat (Liao et al., 2011a). Ez az

erdsitd mechanizmus figyelheté meg pl. a Treg sejtek differencialodésa esetén.
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5. ABRA: AZ IL-2/IL-2R JELATVITEL

Az IL-2 kotédése a Jak kindzok aktivalodasat, majd ezt kovetéen a [ és yc lancok tirozin
foszforilaciojat eredményezi. A foszfotirozin motivumokhoz kapcsolodnak az SH2 doménnel
rendelkez6 STAT transzkripcids faktorok, amelyek tirozin foszforilaciot €s dimerizaciot kdvetden
transzlokalédnak a sejtmagba. A Jak/STAT ttvonal mellett.a PI-3K/Akt és a MAPK utvonal
aktivalodasa is megfigyelhet6 (Lin et al., 2018).

A végs0 sejtvalaszt, a célsejtek sorsat az IL-2 mas citokinreceptorok expressziojanak
modositasan keresztiil is befolyasolhatja (4. abra) (Liao et al., 2011a). Az IL-2 stimulalja az
IL-4Ra expresszidjat (Liao et al., 2008), ugyanakkor az IL-7Ra alegységek kifejez6dését
gatolja (Xue et al., 2002). Miutan az IL-7 egy fontos tlélési faktor, az IL-7R expresszid
gatlasa a tuléléshez sziikséges jelek elnyomasa révén potencidlisan eldsegitheti a mar
emlitett AICD folyamatat, illetve a T sejtek expanziojat kovetd kontrakcios fazis
kialakulasat viralis fertézések esetén. Az IL-4Ra indukcidja révén az IL-2 eldsegiti a Th2
sejtek differencialodasat.

Sziikséges megemliteni, hogy nemcsak a 7yc csaladba tartoz6 citokinek esetén
figyelheté meg az IL-2 szabalyoz6 szerepe: az IL-2 stimulélja az IL-12R2 expresszidjat,
ugyanakkor gatolja az IL-6Ra és a gpl30 kifejez6dését (Liao et al., 2011b). A gp130
expresszio gatldsa lehet az egyilk magyarazata az IL-2 gatlo hatdsara a  sejtek

differencialodasaban. Az itt felsorolt példakban a differencialodasi folyamatnak az IL-2 nem

20



kozvetlen hajtoereje, hanem — az adott receptor alegység, s igy a funkciondlis
receptorkomplexek szamanak modositasaval — a sejteknek a differencialddasi folyamatban
kulcsszerepet jatszo citokinekre mutatott valaszkészségét, s ezaltal a kapcsolodo jelatviteli
folyamatok hatékonysagat kontrollalja (erdsiti vagy gyengiti). Attol fliggden, hogy az
antigén stimulaciot kovetden a T sejt kdrnyezetében milyen a citokin milid, az IL-2 egyfajta

kozponti, ,,mester” regulatorként segit(het) a sejtsorsra vonatkozé dontés kialakitasaban.

2.5 A sejtmembran szervezodése

A sejtek kommunikacidjaban, az anyag- ¢és informdcidaramlasban, valamint ezek
szabalyozasaban a plazmamembran alapvetd szerepet jatszik. A’70-es években kidolgozott
Singer-Nicolson folyékony—mozaik membranmodell szerint a membrant alkoté folyékony
lipid kettdsréteg egyfajta oldoszernek tekinthetd, amelybe agyazva véletlenszerlien és
szabadon uszkalnak a membran fehérje komponensei (Singer et al., 1972). Mar ez a modell
is hangsulyozta a membranstruktura dinamikus jellegét, illetve felvetette, hogy ez a
dinamizmus — a fehérjekomponensek lateralis diffiizidja révén — lehetdvé teszi azok
talalkozasat és igy funkcionalis egylittmiikddését, illetve a komponensek adott jelre torténd
atrendezddését. A késObbi adatok tiikkrében, amelyek egy része mar a 80-as években
rendelkezésre allt, a modell jelentds korrekciora szorult. Egyrészt kideriilt, hogy a lipidek
eloszlasa sem teljesen homogén, illetve funkciojuk nem meriil ki a passziv olddszer
szerepben, emellett a fehérjekomponensek mozgasa szdmos esetben korlatozott, amely
végeredményben kiilonb6zd mérettartomanyokban megvalosuld szervezddésiikhoz vezet
(Damjanovich et al., 1997; Matko et al., 2002; Ramalingam et al., 1997; Vereb et al., 2003).

Mara mar tudjuk, hogy a membran komponenseinek szervezddése/
kompartmentalizacioja altalanos jelenség, amely alapvetd szdmos fiziologias sejtfunkcio,
igy az intra- ¢és intercelluldris jelatvitel, koordinalasaban ¢és végrehajtasaban. A
kompartmentalizacid révén létrejott membrandomének egyik tipusat a polarizalt sejteken
megfigyelhetd, un. stabil domének jelentik, ahol a membran egyes, egymastol jol elkiiloniilo,
specializalt funkcidt ellatd régioi a funkcid altal meghatarozott fehérje- €s lipidkészlettel,
valamint szerkezettel és mérettel jellemezhetdk. A membran kompartmentumok kialakulasa
nem-polarizalt sejteken is megfigyelhetd, azonban az igy kialakulo struktirak élettartama és
méreteloszlasa joval szélesebb skalat fed le. Osszetételiiket és/vagy felépitésiiket tekintve

tobbségiikre bizonyos fokt dinamizmus a jellemzd.
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A tobb alegységbdl allo fehérjek, igy az értekezésemben is vizsgalt interleukin-9 és
-2 receptorok esetén a legalapvetdbb szervezddési szintet az alegységek kozvetlen
molekuléris kdlcsonhatasa, s ezaltal a funkcionalis receptorkomplexek kialakulasa jelenti.
Ugyancsak az egyes fehérjekomponensek fizikai kozelsége (homo-, illetve hetero-
megvalosuld szervezddésében, az un. kisméretli molekulaklaszterek (nanodomének)
kialakulasdban. Az egyes membranfehérjék, illetve az altaluk alkotott kisméreti
fehérjeklaszterek nagyobb Iéptékii, a tobb szdz nanométeres (vagy akar mikrométeres)
mérettartomanyban megvaldsuld kompartmentalizaciojat is szamos esetben feltartak. Az 2.8
fejezetben, az IL-2R vonatkozasaban mindegyik szervez6dési szintre vonatkozoan lathatunk
példat.

A membranfehérjék szervezddésének kialakitisaban, fenntartdsdban és
szabalyozasaban kiilonb6z6 tényezOk jatszhatnak szerepet, igy a fehérje-fehérje, fehérje-
lipid és lipid-lipid kolcsonhatasok, a citoszkeleton membran-asszocialt része, vezikularis
transzport folyamatok, extracellularis faktorok (pl. ligandum kd&tédése, extracellularis
matrix). A felsorolt faktorok koziil szeretném kiemelni a lipid mikrodomének, ezen beliil is
az un. lipid tutajok (raftok) szerepét. A lipid mikrodomének modellmembranokban és
biologiai membranokban egyarant megfigyelhetok, kialakuldsuk a hasonlo fizikai-kémiai
tulajdonsagokkal rendelkez6 lipidek ,,csoportosulasanak”™ a kovetkezménye. A lipid tutajok
(20-100 nm) altalanos definicio szerint magas koleszterin és glikoszfingolipid tartalommal
rendelkez6 domének, amelyekben — feltehetéen a lipidekkel kialakitott preferencilis
kolcsonhatasok révén — megfigyelhetd a glikozil-foszfatidilinozitol (GPI)-horgonyzott (pl.
CD48), valamint a membran citoplazmatikus oldaldhoz (dupla) telitett zsirsavlanccal
kapcsolodo (acilalt) fehérjék (pl. Src protein tirozin kinazok, G fehérjék), illetve a hozzajuk
kapcsolodo citoszolikus jelatvivé molekuldk feldiisuldsa. A specialis membrankapcsolattal
rendelkez0 fehérjék mellett transzmembran fehérjék jelenléte kimutathaté a lipid tutajokban.

A lipid tutajok méretiiket és Osszetételiiket tekintve is igen sokszinii, dinamikusan
valtoz6 struktardk. Kritikus szerepet jatszanak a jelatviteli folyamatokban kulcsfontossagu
fehérjék - mint pl. receptorok, ioncsatornak, kapcsolodo intracellularis elemek - sejtfelszini
elrendezddésének kialakitasdban, igy ezen jelatviteli folyamatok szabalyozasdban. A lipid
kiilonboz6 fehérjéket egymds kozvetlen kozelébe terelve, mdasokat pedig egymastol

elkiilonitve elésegithetik a jelatvitel szempontjabol fontos kolesonhatasok kialakulasat. A
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lipid tutajok a nagyobb méreti fehérjecsoportosulasok mellett a kisebb méreti
fehérjeklaszterek kialakitasdban és dinamikus atrendezédésében is szerepet jatszanak. A
transzmembran jelatvitel tér- és idébeli szervezésében ily modon a lipid tutajokon beliili és
azok kozotti dinamikus folyamatok kitiintetett szerepet téltenek be (Vamosi et al., 2006). A
lipid tutajok nélkiilozhetetlenek tovabba a lipidek és fehérjék szortirozasaban, kiilonféle

vezikularis transzportfolyamatokban is.

2.6 Membranfehérjék térbeli kapcsolatanak vizsgalata konfokalis 1ézer
pasztazod mikroszkopidval

A membranfehérjék elrendezddésének ¢és mas fehérjékkel kialakitott térbeli
viszonyanak vizsgalata, valamint az ezeket kialakitd és szabdlyoz6 tényezdk feltardsa
alapvetd informacidkkal szolgdlhat a membranban lezajlo folyamatok részleteinek
megértéséhez (Bodnar et al., 2005; Vereb et al., 2003). Ennek vizsgalatara szamos biokémiai
(pl. pull down assay) és biofizikai mddszer ad lehetdséget. Utdbbiak eldnye, hogy —
ellentétben a biokémiai modszerekkel —nem igénylik a sejtek feltarasat, a vizsgalatok intakt,
de legaldbbis kvazi-intakt sejteken is elvégezhetOk. Emellett — a kivalasztott modszer
fliggvényében — a fehérjék (és egyéb membranalkotok) szervezddése kiilonbozo
hierarchikus szinteken tanulmanyozhatd, kezdve a molekularis szintli kapcsolatok
feltérképezésétdl a nagyobb mérettartomanyban megvalosuld szervezddésig. A
membranban lezajlé komplex folyamatok megértéséhez legtobb esetben nem elegendd csak
egy hierarchikus szinten vizsgdlodni, a leginkabb célravezetd, ha a fehérjék és egyéb
membranalkotok altal kialakitott struktirakat tobb szinten vizsgaljuk egyidejiileg (Jenei et
al., 2009).

A membranalkotok szervezddésének vizsgalatdra szolgadlod biofizikai mddszerek
koziil a legkézenfekvObbek a kiilonféle mikroszkopias eljarasok. Ezekben az eljarasokban a
vizsgalni kivant molekuldkat specifikus jeloléssel latjuk el, majd (egy vagy tobb)
mikroszkopos képet rogzitiink. A képek kvantitativ analizisével a jelzett molekula térbeli
eloszlasa, illetve — tobbféle jelzett molekula esetén — az egyes eloszlasok egymashoz vald
viszonya tanulméanyozhato. A mérettartomanyt az adott mikroszkopias eljards felbontasa
hatarozza meg (6. abra). A CLSM alkalmazasaval fluoreszcensen jelzett membranalkotok
lateralis (plazmamembranbeli) eloszldsa a néhany szdz nanométeres mérettartomanyban

vizsgalhato (Bodnar et al., 2005; Jenei et al., 2009). Ezt a modszert az teszi széles kdrben
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alkalmazhatdva, hogy a konfokalis mikroszkop napjainkban mar kdnnyen elérhetd, €s a

minta el0készitése is viszonylag egyszeriien megoldhato.
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6. ABRA: AZ  ELETTUDOMANYOKBAN  HASZNALT MIKROSZKOPOS  ELJARASOK
MERETTARTOMANYAI (https://www.innoteka.hu/cikk/latni_a_lathatatlant.1859.html)

A technika lehetdvé teszi, hogy a sejtfelszini strukturdkat, illetve a sejt belsejének
akar haromdimenziés viszonyait is vizsgalni tudjuk. El6 sejteken alkalmazva a rendszer
alkalmas a membranalkotok  dinamikus sajatsdgainak = tanulméanyozasara s
(internalizdcio/membranban torténd transzlokacio).

Két membranalkotd (vagy altalanossdgban barmilyen 2 sejtalkotd) térbeli
viszonyanak vizsgalatakor az elsédleges kérdés az az, hogy ko-lokalizalnak-e egymassal,
illetve a kolokalizacio mértékének kvantitativ jellemzésére két alapvetd lehetdség adodik:
egyrészrdl az el6fordulasuk kozotti korrelacio mértékének, masrészt pedig atfedd
hanyaduknak (co-occurrence vagy egyiittes eléfordulas) meghatarozasa. Mindkét esetben a
vizsgalt molekuldk eloszldsat jellemzé képparok segitségével hatarozzak meg a
kolokalizacié jellemzésére alkalmazott kvantitativ paramétert, ugyanakkor az igy kapott
értékek a molekuldk térbeli viszonydt mas-mas szempontbol jellemzik. A korrelaciods
vizsgalatok sordn a kérdés az, hogy az egyik molekula adott régidban torténd eléfordulasa
(vagy hidnya), mennyiben befolyasolja a masik adott régidban torténd eléfordulasat, annak
megjelenése mellett a szamossagat is beleértve. Ezzel szemben az egyiittes el6fordulas
vizsgalatakor csak azt vizsgaljuk, hogy vannak-e olyan teriiletek, ahol mindkét

membranalkoté eléfordul és az adott membranalkoté mekkora hdnyada talalhaté meg ezeken
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a teriileteken (Aaron et al., 2018; Dunn et al., 2011; Manders et al., 1993; McDonald et al.,
2013; Pike et al., 2017).

A fenti megfontolasok elvileg barmilyen képpar esetén alkalmazhatok a vizsgalt
komponensek kapcsolatanak leirasara, ahol az alkalmazott modszertél fiiggben a detektalt
jel eltérd lehet. Miutan kisérleteim soran konfokalis mikroszkopids méréseket végeztem,
ahol a képek analizise soran az egyes biomolekuldk térbeli kapcsolatanak feltérképezésére a
pixelenkénti fluoreszcencia intenzitdsokat alkalmaztuk, a tovabbi Ileirdsban ezt a

terminoldgiat hasznalom.

2.6.1 Korrelacios vizsgalatok

A két membranalkotd elhelyezkedése kozotti korrelacié meghatarozasanal azt
vizsgaljuk, hogy egy adott teriileten megjelené molekula mennyire feltételezi egy masik
molekula jelenlétét. Masképpen fogalmazva: az egyik csatorndban mérhetd fluoreszcencia
intenzitds mennyire hatarozza meg a masik csatornaban mérhetd jel intenzitasat, vagyis,
hogy a két fluoreszcens jel kozotti korrelacio kiilonbozik-e attol, amit véletlenszerii eloszlas
esetén varhatunk.

Az egyik leggyakrabban alkalmazott korrelacios modszer a Pearson-féle korreldcios
koefficiens meghatarozasa, amely megmutatja, hogy két kvantitativ valtozo kapcsolata
(esetiinkben a biomolekuldk szdmaval aranyos fluoreszcencia intenzitdsok) mennyire
linearis, azaz milyen mértékben magyarazza az egyik valtoz6 megvaltozasa a masik valtozo
megvaltozasat. Az adott képparhoz tartozo kereszt-korreldcios egylitthatokat az x és y

csatornaban a Pearson-féle keresztkorrelacids koefficiens segitségével szamithatjuk ki:
co ¥ (i — )i — ()
2
JZi,j(xij = (%)) Xy — (YN?

(1)

ahol xij és yij x és y képek i,j koordinataju pixeleiben/pixelblokkjain mért fluoreszcencia
intenzitast, mig <x>, <y> az atlag intenzitast jelenti.

Miutan a Pearson-féle egylitthatd tartalmazza a pixelintenzitdsok atlagtol vald
eltérését, ezért eldjellel rendelkezik, elméletileg -1 és +1 kozott vehet fel értékeket. Ha az
egyiitthato értéke +1, akkor a két csatorndban mérhetd intenzitdsok kozott egy elséfoku
(linearis) fiiggvénnyel jellemezheté a kapcsolat van. A +1 szélsé érték a két molekula

(pontosabban az Oket tartalmaz6 pixelek) kozotti teljes pozitiv korrelaciot, a -1-es széls6
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crer

Ha a koefficiens értéke 0, akkor az intenzitasok kozoOtt nincs linearis korrelacid, azaz
fliggetlenek egymastol, azaz a vizsgalt molekulak térbeli kapcsolata véletlenszert. Itt kell
megjegyezni, hogy a linearis korrelacio hianya nem zar ki masfajta fiiggvénykapcsolatot.

Onmagéban a korrelacids egyiitthato nem alkalmas ok-okozati viszony
meghatarozasara. Viszont feltételezhetd, hogy ha a vizsgalt fehérjék eloszlasa egymassal
korrelal (vagy €ppen anti-korreldciot mutat), akkor annak biologiai jelentdsége is van.
Sejtfelszini fehérjék eloszlasanak vizsgalatakor a korrelacios egyiitthato értéke elsdsorban a
kolokalizacid (vagy szegregécid) tényének kimutatdsara szolgal, annak valos mértékét
legtobbszor nem lehet megmondani a C értéke alapjan.

A Spearman korreldcios koefficiens szintén a két valtozo kozotti Osszefiiggésrol
nyujt informacidt, azaz megmutatja, hogy az egyes valtozok hogyan befolyasoljak egymas
értékét. Az Osszefliggés irdnyara €s erOsségére szintén kovetkeztethetiink a koefficiens
alapjan. Ugyanakkor az ok-okozati kapcsolatok feltarasara ez a mddszer sem alkalmas. A
Spearman analizist abban az esetben hasznaljdk, amikor a két fluoreszcens csatorna kozotti
korrelaci6 nem linedris, azaz a képpontokon mérhetd intenzitasok kapcsolata megjosolhato,
de a fluoreszcencia intenzitasokat leir6 szorasgorbe (scatter plot) nem jellemezhetd linaris
fliggvénnyel. A Spearman korreldci6 az un. rang korrelaciok kozé tartozik (Rank
Correlation). A minta elemszaménak novelésével a pontossaga is novekszik. A modszer a
kapcsolat szorossdganak mérésére a fluoreszcencia intenzitasok helyett az intenzitadsokbol
szamolt rangszdmokat szamolja ki Ggy, hogy a pixelekhez intenzitastol fiiggden pozitiv
egész szamokat rendel (a legalacsonyabb intenzitast, hattértél magasabb lesz az 1, stb.),

majd ezeket hasonlitja 6ssze a két képen. Ez a transzformacio linearizalja a szorasgorbét.
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2.6.2 Egyiittes el6fordulas (co-occurrence) analizis

Az egyiittes eléfordulas (Co-occurrence) analizise soran azt vizsgaljuk, hogy az
egyes membranalkotokat jelzé fluoreszcens jel mekkora hanyada jelenik meg kozos
membranteriileteken (pixelekben).

Ezt a fajta egyiittallast legegyszeriibben ugy jellemezhetjiik, ha meghatdrozzuk a
kozosen elfoglalt membranteriiletek aranyat az egyik, illetve a masik membranalkoto altal
elfoglalt Osszteriilethez képest. Azaz, a mindkét fluoreszcencias jelet tartalmazo pixelek
szdmat osztjuk az Osszes olyan pixel szaméval, ami csak az egyik vagy csak a masik jelet
tartalmazza) (Aaron et al., 2018).

Az egyes membranalkotok atfedd héanyaddt az un. Manders kolokalizdcios
koefficienssel is jellemezhetjiik, mely az atfedd pixelek szama (teriilete) mellett az adott
pixelre jellemzd intenzitasviszonyokat (azaz az ott kifejez0d6 membranalkotok szamat) is
figyelembe veszi. Igy a magasabb intenzitasi pixelek nagyobb siillyal vesznek részt a
szamitasban, mint a hattérhez kozeliek, ezaltal az adott membranalkotd tényleges atfedd
hanyada hatarozhaté meg.

A Manders altal bevezetett szamitas két egyiitthatot ad meg (Manders et al., 1993),

amellyel a kétfajta molekula atfedé hanyada kiilon-kiilon meghatarozhato:

x y
wt = Btk e fliphali; =0 )
x Ei,jlf,cj > i,j kolok 0, ha Il?’,j —0
y
ML = Ei.jli},]jkolok ahol 7. _ Ii,j,ha IiJ,Cj >0
y Zi‘jlij,]j ’ i,j kolok 0, ha ILJ'C] —0 (3)

ahol Ii’fj és Ii’fj a kiiszobérték feletti intenzitassal jellemezhetd, 1,)  koordinataji
pixeleiben/pixelblokkjain  detektalt intenzitasokat jelenti az x és y csatorndkban, mig

I k€SI « Ugyanezen csatornakban detektalt intenzitasokat jelenti azon pixelekben,

X

i,j kolo i,j kolo

ahol mindkét csatorndban kiiszobintenzitas feletti jel detektalhatd. Ennek megfeleléen ML
az egyik csatornaban, mig MJI, a masik csatorndban detektalt membranalkotok atfedd

hanyadat jellemzi.
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2.6.3 A kolokalizacios kisérletek interpretacioja, kontrollok

Adott molekulapar esetén a koefficiensek értékét befolyasolhatjak a kisérleti
rendszer bioldgiai és/vagy technikai paraméterei: mig a Pearson-féle egyiitthatd esetén a
vizsgalt molekulak abszolut és relativ (egymashoz viszonyitott) szamossaga, az eltérd
kolokalizacids sajatsagokkal jellemezheté membranteriiletek egyiittes 1étezése (pl. atfedod és
kizar6 teriiletek parhuzamos Ilétezése ugyanazon a sejten) eredményezhet nehezen
értelmezhetd adatokat, addig a Manders egylitthatok esetében az un. kiiszobérték (azaz a
hattér) meghatarozasa a kritikus (Dunn et al., 2011).

A kolokalizacios adatok megfeleld értelmezéséhez kritikus a megfeleld kontrollok
alkalmazasa. Ezek egyrészt lehet6séget adnak arra, hogy a kolokalizaci6 jellemzésére
hasznalt kvantitativ paraméter esetén meghatarozzuk az adott kisérleti rendszerhez tartozo,
un. dinamikus tartomanyt, amelyen beliil a tényleges értékek elhelyezkedhetnek, masrészt
tartomanyanak meghatarozasa pozitiv, illetve negativ kontrollok segitségével torténhet.
Pozitiv kontrollként olyan molekulaparok alkalmazhatok, amelyek sejtfelszini kifejez6dése
bizonyitottan a masik jelenlétét feltételezi, azaz ,.kapcsoltan” fordulnak el6 (pl. az MHC |
két alegysége). Negativ kontrollként bizonyitottan elkiiloniilé6 membranrégidkban eléfordulod
molekulak (pl. lipid tutaj és burkolt vezikula rezidens membranalkotok) alkalmazhatok
(Harder et al., 1999; Langlet et al., 2000).

Az eldzbéekben ismertetett megfontolasok, igy a koefficiensek altal felvehetd értékek
tartomanya is, pontszerli objektumok esetén érvényesek. Ezzel szemben a fehérjék (és mas
membranalkotdk) valos mérettel rendelkezd objektumok, az egy fehérje altal elfoglalt
»térfogat” nem fedhet 4t egy masik fehérje altal elfoglalt térfogattal, még a fehérjék
kozvetlen fizikai kapcsolata esetén sem. Igy még teljes mértékii kolokalizacié esetén is
el6fordulhat, hogy a kép felvétele soran a partnerek egy részét kiilon pixelben/pixelblokkban
detektaljuk, igy a koefficiens értéke alacsonyabb lesz az elméletileg elérheté maximalis
érteknél, azaz 1-nél. Ugyanigy, egymastol elkiiloniilé membranalkotok esetén is
eléfordulhat, hogy azonos pixelben/pixelblokkban detektaljuk Oket, igy az elméletileg
varhatdé minimum értékt6l magasabb értéket kapunk. Pearson koefficiens esetén -1 helyett
kevésbé negativ értéket, mig a Manders egyiitthatd esetén O helyett annal valamivel

magasabb pozitiv értéket tapasztalunk.
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A kolokalizacios, kiilonosen a korrelacids vizsgalatok sarkalatos pontja a valds
kolokalizacié (vagy ¢éppen szegregacio) elkiilonitése a véletlen altal 1étrehozott,
,latszolagos” korrelaciotol (anti-korrelaciotol). Amennyiben két objektum térbeli eloszlasa
egymastol fiiggetlen, a Pearson-féle korrelacios koefficiens elméleti varhatod értéke nulla.
Ugyanakkor — a fentebb emlitett megfontolasok miatt — a véletlen akar teljesen fliggetlen
eloszlas esetén is generalhat nullatol kiilonbozé korrelacios koefficiens értéket, kiilondsen
akkor, ha legalabb az egyik molekula kifejezetten magas expresszioval jellemezheto.
Emellett, amennyiben a vizsgalt molekuldk szdmossaga jelentdsen eltér, valds korrelacio is
eredményezhet alacsony pozitiv korrelacids koefficiens értéket. igy kiilondsen a korrelacios
koefficiens alacsony értéke esetén okozhat gondot annak eldontése, hogy az érték tényleges,
nem a véletlennek koszoénhetd korrelaciot jelez-e.

Ellentétben a pozitiv, illetve negativ kontrollal, a véletlenszeriiség ellendrzésére —
pont a koefficiens expresszio fliggése miatt — nehezen kivitelezheté (gyakorlatilag
lehetetlen) megfeleld biologiai kontrollt talalni. Ezen probléma athidalasara ad lehetdséget
Costes és munkatarsainak un. konfidencia intervallum modszere, amelyet eredetileg
intracellularis sejtalkotok kapcsolatanak vizsgalatara dolgoztak ki (Costes et al., 2004): adott
sejt esetén a két molekula eloszlasarol detektalt mikroszkopos képek pixeleinek keverésével
modellezik azok véletlenszerli kapcsolatat és szamitanak korrelacios koefficiens értéket. A
folyamatot megfeleléen sok (tobb szdz) alkalommal megismételve meghatdrozhaté a
vizsgalt molekuldk véletlenszerli (nem korrelalt) térbeli kapcsolatira vonatkoztathatd
(altalaban 95%-0s) konfidencia intervallum, amely az adott sejtre jellemzd expresszios
viszonyokat tiikrozi. Az eredeti képpar alapjan szamitott, a két molekula tényleges térbeli
kapcsolatat tiikr6z6 korrelacios koefficiens értékét ehhez az intervallumhoz hasonlitjak.
Amennyiben a koefficiens értéke az intervallumon kiviil esik, a két molekula valodi pozitiv
(vagy negativ) korrelacidja valdsziniisithetd. Az intervallumba esé értékek esetén nem

tudunk biztosat mondani, csak annyit, hogy nincs statisztikai bizonyiték a két molekula

rrrrrrrr
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2.7 Membranfehérjék molekularis kdlcsonhatasdnak vizsgalata: FRET
hatasfok meghatarozasa

Mig a konfokalis mikroszkoppal végzett kolokalizacios és egyiittes el6fordulas
mérések né¢hany 100 nm-es mérettartomanyban adnak informaciot a vizsgalt fehérjék
lateralis eloszlasardl, addig a FRET moddszer lehetdvé teszi a fehérjék molekularis

A FRET soran egy gerjesztett allapotban levd donor fluorofér dipol-dipol
kolcsonhatas révén, fotonemisszid nélkiil adja at energiajat egy masik, un. akceptor
molekulanak. Az energiaatadas feltétele a donor emisszids €s az akceptor abszorpcids
spektrumanak atfedése, illetve a donor emisszidos ¢€s az akceptor abszorpcios
dip6lmomentumanak megfeleld orientacidja. Emellett a donor-akceptor tavolsagnak a 2-10
nm tartomanyba kell esnie (Clegg, 1995; Szollosi et al., 2006).

FRET kovetkeztében a donor alap-, mig az akceptor gerjesztett allapotba keriil.

crer

kibocsatasa. A folyamat az alabbi egyenlettel irhat6 le

KFRET

D+A+hfp > D"+A—> D+A" > D+ A+ hf, 4)
e D és A az donor és akceptor festékek alapallapotat jeloli;
e D* és A*a donor és akceptor gerjesztett allapota;
e KrreT az energiatranszfer folyamat sebességi allandoja;

o fp és fa a donort gerjesztd, illetve az akceptor altal emittalt fotonok frekvenciaja.

A FRET sebességi allandojara igaz, hogy kpgrpr < Jk?R™°, ahol J a donor emisszios és az
akceptor abszorpcids spektruménak atfedési integralja, x*> a donor és akceptor relativ
atlagos értéke 2/3), R pedig a két molekula tavolsaga. A fentiek alapjan adott donor-akceptor
par esetén a kg csak a két molekula atlagos tavolsaganak fiiggvénye.

A FRET hatasfoka (E) kiszamithato a FRET atmenet és az Osszes lehetséges
relaxiciora vezetd atmenet sebességi allandoinak segitségével (a sebességi allandok

Viszonya meghatarozza az egyes legerjesztddési folyamtok valdsziniiségét):

k
kFRET+kf+knf
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ahol krrer a FRET atmenet sebességi allandoja, kra fluoreszcenciaval jard relaxacio, knf
pedig az egyéb, nem fluoreszcens atmenetek sebességi allanddja.
A Forster tipust energiaatadas sajatossaga, hogy a FRET a donor-akceptor tavolsag hatodik
hatvanyaval forditottan aranyos:
_ RS
RS$+RS

(6)

ahol R a donor és akceptor tavolsaga, Ro pedig az 50%-os FRET hatasfokhoz tartozé Forster
tavolsag egy adott donor-akceptor par esetén.

Mivel a FRET hatéasfoka forditottan aranyos a donor-akceptor tavolsag hatodik
hatvanyaval, igy kivaléan alkalmas intermolekuldris kapcsolatok feltérképezésére (pl.
fehérjék asszociacidinak kimutatasara) (Stryer, 1978). A sejtfelszini fehérjék
statisztikus atlaga, igy a kapott érték alapjan tényleges tdvolsag nem hatarozhaté meg, csak
az asszociacid tényére lehet kovetkeztetni beldle.

A FRET hatésfokot tobb mddon is meg lehet hatdrozni, attol fiiggden, hogy milyen
mérhetd folyamatokban valé megjelenését vizsgaljuk. A FRET méréseknek alapvetden
kéttéle valtozatat szokas targyalni (Péter Nagy, 2012)

(1) Hetero-FRET, mely esetén a donor és akceptor spektroszkopiailag kiilonbozik
egymastol. FRET hatasdra a donor, illetve akceptor egyes fluoreszcenciads paraméterei
megvaltoznak, amely lehetdséget ad a FRET hatasfok meghatarozasara:

e csOkken a donor fluoreszcencia intenzitasa;

e csokken a donor fluoreszcencia élettartama akceptor jelenlétében,;

e 10 a donor fluoreszcencia anizotropidja,

e lassul a donor fotoelhalvanyitési kinetik4ja;

e akceptor fluoreszcencia intenzitasa megno.
(2) Homo-FRET, mely esetben a festékek spektroszkopiailag azonosak. Ebben az esetben
meghatarozasara.

Viszonylagos egyszerlisége miatt a sejtfelszini fehérjék kolcsonhatasinak
vizsgalatara az intenzitasvaltozds mértékeébdl torténd FRET hatasfok meghatarozas a
legelterjedtebb modszer. Az intenzitdsalapu vizsgalatok aramlasi citometriara, illetve

mikroszkopiara egyarant adaptilhatok, kihaszndlva ezzel a kétféle miiszer adta
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lehetdségeket. A kovetkezdkben roviden emlitem azon mddszerek elméleti alapjat, amelyet

sajat vizsgalatainkban alkalmaztunk.

2.7.1 Intenzitas ardnyon alapul6 (,,ratiometric”’) FRET (rFRET) médszer

Az intenzitas alaptt FRET modszer eldnye, hogy €16 mintakon is alkalmazhato, a
FRET hatéasfokot sejtenként is meghatarozhatjuk, igy a fluoreszcensen jelolt molekulak
kolcsonhatasat pixelenként és sejtenként vizsgalhatjuk (P. Nagy et al., 2016). A FRET
hatasfok a direkt gerjesztett donor és akceptor fluoreszcencia intenzitdsa, valamint az
akceptor szenzitizalt (azaz a FRET altal kivaltott) emisszidja alapjan az aldbbi

egyenletrendszer segitségével hatarozhato meg (A D ¢és A indexek a donort, illetve az

akceptort jelolik):
s
Il(ABX,D'Aem,D) =Ip(1—E) + 148, + IDEaS_z (7)
L (e Aema) = I (1 = ESy + 1S, + IpEa ®)
I3(Aex,as Aema) = Ip(1 = E)S3 + I, + IDE% 9)
A_D
€r2 = zgz‘% (10)

Minden egyes duplan (azaz donorral és akceptorral is) jelzett minta esetén harom
kiilonbdzd csatornaban detektaljuk a fluoreszcencia intenzitasokat:

Q) donor csatorna (l1), ahol a gerjesztési és emisszios hullamhosszak a donornak
felelnek meg;

(i) FRET csatorna (I2), ahol a gerjesztés a donor abszorpcids spektrumaban tortént, a
detektalas pedig az akceptor emisszids spektrumanak megfeleléen (szenzitizalt
emisszio);

(iii)  valamint akceptor csatorna (I3), ahol a gerjesztés és emisszios hullamhosszak az
akceptornak megfeleld hullimhossz-tartoméanyokban tortént.

Az alkalmazott festékpar és a miiszerben rendelkezésre allo gerjesztési/detektalasi
paraméterek fliggvényében sziikséges lehet az egyes csatornak kozotti, un. atvilagitas miatti
(S1-4 faktorok), illetve a donor és akceptor eltérd gerjeszthetdsége és kvantumhatasfoka (o
faktor, extinkcids egylitthatok) miatti korrekcid. Mint lathatjuk, a detektalt intenzitdsok

kifejezhetok az akceptor jelenléte nélkiil mért donor intenzitéds (Ip) és kdzvetleniil gerjesztett
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akceptor (la) intenzitas, a FRET hatasfok (E) és a fentebb emlitett korrekcios faktorok a,
valamint az extinkcids allandok () segitségével.

Az li-I3 intenzitasok a hattérlevonas utani intenzitasokat jelolik. Az Si és Ss
atvilagitasi faktorok a donor FRET, illetve akceptor csatorndba torténd atvilagitasat
jellemzik, mig az S» és Sa4 faktorok az akceptor FRET, illetve donor csatornaba torténd
atvilagitasat. Ezen faktorok az o faktorral egyiitt az egyszeresen (csak donorral vagy
akceptorral) jelzett mintak fluoreszcencia intenzitasabol hatarozhatok meg, itt nem
részletezett modon (a mi rendszeriinkre vonatkozoan lasd 4.5.1 fejezet).

A fenti egyenletrendszer segitségével a FRET hatasfok sejtenként meghatarozhato

akar aramlasi citométer, akar konfokalis mikroszkop alkalmazasaval.

2.7.2 Akceptor fotoelhalvanyitason alapuld FRET (accpbFRET)

Az accpbFRET modszer alapja, hogy a donor fluoreszcencia intenzitdsa akceptor
jelenlétében csokken a FRET kovetkeztében (kioltas, donor quenching)((Roszik et al., 2008;
Wouters et al., 1998). Amennyiben az akceptort nagy intenzitassal, megfeleld
hulldmhosszsagu fénnyel gerjesztjiik, akkor olyan irreverzibilis fotokémiai atalakuldsokon
megy keresztlil, amelyek kovetkeztében molekularis szerkezete megvaltozik, ennek
kovetkezményeként tobbé nem képes a donortol energiat atvenni, azaz a donor fluoreszcens
intenzitasa a FRET hatafokatol fliggd mértékben megnd. Fluoreszcens akceptor alkalmazva
annak fluoreszcencia intenzitasa lecsokken, ,.kiég” (,,photobleaching”, fotoelhalvanyulas),
innen a modszer elnevezése. Az el6z6 modszerrel szemben, amely aramlasi citométerre és
konfokalis mikroszkopra egyarant adaptilhatd, ez az eljaras kizardlag mikroszkop
alkalmazaséaval val6sithatd meg.

A FRET hatasfoka az alabbiak szerint, pixelenként hatarozhaté meg

FPl-B
Ey = (1 - Fl,gz_B) x 100% (11)

ij

ahol az Fi{P! és a Fij°? az akceptor kiégetése el6tt és utan detektalt donor fluoreszcencia
intenzitdsok egy adott pixelben, B pedig a sejtek atlagos autofluoreszcencidja a donor
csatorndban, amelyet jeloletlen sejteken végzett mérések soran hatdroztunk meg. Hasonléan
az intenzitasalapti mérésekhez, itt is sziikséges a megfeleld kontrollok alkalmazésa, amelyek

segitségével az akceptor nem tokéletes fotoelhalvanyulasa (vagy esetlegesen fluoreszcens
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reakcidtermékek képzddése), a donor intezitascsokkenése, illetve a detektaldsi csatornak
kozotti esetleges atvilagitast lehet korrigalni, amelyek a FRET hatasfok alul- vagy
feliilbecslését okozhatjak (Berney et al., 2003; Roszik et al., 2008).

2.8 Az IL-2 receptor részvételével kialakuld sejtfelszini fehérje mintazatok

Az IL-2 receptor Osszeszerelodésével, illetve sejtfelszini szervezddésével
kapcsolatban mar viszonylag sok adat all rendelkezésre. Damjanovich és munkatarsai 1997-
ben aramlasi citometrids FRET modszerrel kimutattak, hogy a magas affinitast heterotrimer
IL-2R komplex alegységei citokinkotés nélkiil is egymas molekularis kozelségében
helyezkednek el human T limfoma sejteken (Damjanovich et al., 1997). Az IL-2, valamint a
heterotrimer IL-2R-ral egy, illetve két kozds receptoralegységet ,,hasznald” IL-7 és IL-15
citokinek kotédése a komplexen beliili kdlcsonhatasokat szelektiven modositotta. Ez az
eredmény Osszhangban allt mas, a preformalt (IL-2 kotése nélkiil is 1étez6) IL-2Rof
heterodimerek 1étezésére utald vizsgalatokkal és jelent6sen arnyalta az IL-2R komplex
kialakuldsara vonatkozoan elfogadott, Un. affinitds konverzidés modellt, mely szerint a
receptorkomplex kialakulasa tobb 1épésben, az IL-2Ra/IL-2 kotés 1étrejottét kovetden
torténik. IL-2 hianyaban az egyes receptoralegységek egymastol fiiggetleniil helyezkednek
el (Kondo, 1986). Késobb munkacsoportunk feltarta, hogy a heterotrimer IL-2R
kialakulasahoz és funkcidjahoz elengedhetetlen a lipid tutajok integritasa (Matko et al.,
2002). Ujabb eredmények szerint az IL-2R receptor alegységek részleges asszociacioja ma
az endoplazmatikus retikulumban bekovetkezhet, majd a sejtmembranban valik teljessé
(Volko et al., 2019). IL-2-t is termeld sejtekben ez a részleges asszociacié mar az ER-bol
(vagy Golgi-bol) kiinduld hatékony IL-2 jelatvitelt tehet lehet6veé.

Az azonos csaladba tartozo receptorok, igy a yc csalad esetén is, kritikus kérdés a
kozos receptor lancok megosztasa a receptorcsalad egyes tagjai kozott. Konfokalis
mikroszkopias kolokalizacid, valamint FRET ¢és fluoreszcencia keresztkorrelacids
spektroszkopia (FCCS) mérések segitségével intézetiinkben kimutattak, hogy az I1L-2/15R
rendszer mind a négy alegységét kifejezd T limfoma sejteken a kétféle receptor kozos
klasztereket alkot az adott sejtek lipid tutajaiban, amelyben az egyes receptoralegységek
kolcsonhatasa a citokin tipusatol fiiggéen modosul (Vamosi et al., 2004). Adataik alapjan az
IL-2/IL-15 receptor rendszer a kovetkez6képpen modellezheté: az egyes alegységek
(minimum) heterotetramer struktiraba tomoriilve egymas molekularis kozelségében
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helyezkednek el. IL-2 vagy IL-15 kotodését kovetden az alegységek tavolsaga (és/vagy
konformacidja) megvaltozik: kialakul a megfeleld magas affinitast heterotrimer (afyc)
receptorkomplex, mig masik citokin specifikus o lanc eltavolodik a citokin-receptor
kolcsonhatas helyétdl (7. abra). Mindezek az eredmények felvetették a lehetOségét egy
gazdasagos alegységmegosztasi mechanizmus 1étezésének a y¢ citokinreceptorok (legalabbis
a heterotrimer receptorok kozé tartozok) kozott, amelyhez a lipid tutajok szolgaltathatnak

platformot.

@ IL-2Ra| IL-15Ra @

@ IL-2Ra IL-15RG®
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7. ABRA: AZ IL-2/15R ES AZ MHC GLIKOPROTEINEK SZUPERKLASZTEREINEK
LEHETSEGES (MINIMALIS) MODELLJE

Az IL-2/15R rendszer mind a négy alegységét kifejez6 T limfoma sejteken a két receptor az MHC I és
IT fehérjékkel kozos klasztereket alkot. Az egyes alegységek heterotetramer strukturaba tomoriilve
egymas molekularis kozelségében helyezkednek el. A relevans citokinek kotddését kovetben az
alegységek tavolsaga (és/vagy konformacioja) megvaltozik.

Kozeli mez6 optikai mikroszkopiés (near field scanning optical microscopy, NSOM)
vizsgalatokkal kimutattdk az IL-2Ra szubmikrométeres méretii klaszterekbe tomortilését is
human T limféoma eredetli sejteken (de Bakker et al., 2008). Ugyanakkor az NSOM
vizsgalatok azt is feltartdk, hogy az IL-2Ra alegységek egy kis hdnyada monomerként, a
nagyobb méretli klaszterekbdl kizarva helyezkedik el a sejtek plazmamembranjaban. Az
eredmények arra is felhivtak a figyelmet, hogy az IL-2Ra klaszterek denzitasa (egységnyi
teriileten kifejez6do receptor alegységek szama) gyakorlatilag konstans, azaz nem fiigg a
klaszter méretétdl. Hasonlo eredményeket kaptak az IL-15Ra esetén is, bar ott az alegységek

klaszterekbdl kizart hanyada joval nagyobb mértékiinek adodott.

crer
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kideriilt, hogy az ICAM-1 adhéziés molekulaval azonos (Burton et al., 1990). A
késébbiekben feltartdk, hogy az IL-2Ra az MHC glikoproteinekkel k&zos
szuperklaszterekben fejezodik ki human T limféma eredetii sejtvonalakon és aktivalt T
limfocitadkon. A klaszterek kialakuldsaban ¢és fenntartasiban a membran lipid domén
szerkezete alapvetd szerepet jatszik (Matko et al., 2002; Vereb et al., 2000). Az IL-15R-t is
kifejezd sejteken az IL-15R szintén része ezen szuperklasztereknek (Vamosi et al., 2004).
fgy az IL-2/15R szerkezetére vonatkozo modell kiegészithetd az MHC fehérjékkel (7. abra).
FCCS ¢és STED mikroszkopids vizsgalatok tanusaga szerint az IL-2R, IL-15R ¢s MHC I
fehérjék szoros aggregatumok formajaban diffundalnak a sejtek membranjaban, kb. 400-600
nm-es szuperklasztereket alkotva. Az MHC 1 sejtfelszini expressziojat siRNS (RNS
silencing) technika segitségével csokkentve a klaszterek mérete is csokkent, ezzel
egyidejiileg a komponensek mobilitdsa jelentésen megndvekedett. Mindez az MHC I fontos
szervezd szerepére utalhat az IL-2/15 receptorok sejtfelszini szervezédésében (Mocsar et al.,

2016).
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3. CELKITUZESEK

Munkacsoportunk korabbi eredményei alapjan az IL-2R és IL-15R azonos membran
mikrodoménekben, hasonldé molekularis kornyezetben/kozos szuperklaszterben fejtik ki
hatasukat human T limfoma eredetti sejteken. Feltételezhetd, hogy mas, a yc lancot hasznald
citokinreceptorok, igy az IL-9R is, hasonl6 kornyezetben, esetleg azonos szuperklaszterben
funkciondlnak. Ezt aldtdmasztja az a tény is, hogy az IL-9Ra lanc els6sorban olyan sejteken
expresszalodik, melyek a heterotrimer IL-2R-t is kifejezik és ahol az IL-2 fontos szabalyozo
szerepet tolt be (pl. Th2, Thl7, Treg) (Liao et al., 2011a). Emellett az IL-9Ra jelentds
homologiat mutat az IL-2/15Rp lanccal, amely hasonl6 fehérje-fehérje, illetve fehérje-lipid
kolesonhatasok kialakitdsdnak lehetdségére utal.

Ezen el6zmények ismeretében munkdm célja az IL-9R elhelyezése a térképen, azaz
az IL-2R/MHC szuperklaszterekkel valo térbeli kapcsolatanak feltarasa human T limfoma
sejteken. A vizsgalt fehérjék (és mas membranalkotok) térbeli kapcsolatanak kvantitativ
jellemzésére a FRET modszert (nanométeres skalan torténd szervez6dés), valamint a
konfokalis mikroszkopids képek Pearson-féle korrelacids, illetve Manders-féle co-
occurrence analizis moddszerét (membrandomén szintl kapcsolat) alkalmaztuk.
Celkitlizéseim az alabbi f6 pontokban foglalhatok Gssze:

(1) IL-9R kapcsolata az IL-2R/MHC szuperklaszterekkel, beleértve a lipid tutajok
szerepét az IL-9R sejtfelszini lokalizacidjanak kialakitasaban;

(2) A heterodimer IL-9R 6sszeszerelodése, az IL-9R és az IL-2R kapcsolata;

(3) Costes konfidencia intervallum modszerének adaptalasa membranfehérjék térbeli
kapcsolatanak korrelacios analizisében;

(4) A konfidencia intervallum modszer adaptalasa membranfehérjék egyiittes

elé6fordulasanak (co-occurrence) analizisében.
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4. ANYAGOK ES MODSZEREK

4.1 Sejttenyésztés és citokin kezelés

Vizsgalatainkat az alabbi két, human T limféma eredetii sejtvonalon végeztiik:
Kit225/1L9R: az IL-2R a, B és yc alegységeit konstitutivan kifejezd, IL-2-fliggd, nem HTLV-
asszocialt, segitd/inducer fenotipusu (Th/i) human T-limféoma sejtvonal, amelyet a Kit225
sejtvonal (Hori et al., 1987) stabil IL-9Ra transzfekciojaval allitottak elé kollaboracios
partneriink (Thomas A.Waldmann) laboratériumaban.

MT-2: az IL-2 és IL-9 receptorok alegységeit konstitutivan kifejez6, HTLV-1 virussal
fert6zott, human felnétt T sejtes leukémia (ATL) sejtvonal (Miyoshi et al., 1981). Az MT-2
sejtek IL-9-et termel6 sejtek (Lee et al., 1989).

Egyik, altalunk hasznalt sejtvonal sem termel IL-2-t.

Mindkét sejtvonalat RPMI 1640 médiumban (SIGMA Aldrich, St. Louis, MO, USA)
tenyésztettiik, ami 10%-0s FBS-t (magzati borju szérumot), penicillint és sztreptomicint
tartalmazott. A Kit225/IL9R sejtek médiuma 30 U/ml human rekombinans IL-2-t (NCI BRB
Preclinical Repository, Frederich, MD, USA), valamint a vad tipusu sejtek novekedését gatld
G418-at (800 pg/ml, Calbiochem-Nova-biochem Ltd, Nottingham, UK) is tartalmazott. A
sejtkultarakat 37 “C-on, allandd parcialis nyomasu CO2 atmoszféra (COz tartalom 5%),
illetve megfeleld paratartalom mellett tenyésztettiik, és 48-72 oranként passzaltuk. Az IL-9
hatdsdnak vizsgélatdra iranyuld kisérleteink eldtt a Kit225/IL-9R sejteket passzalasat
kovetden 48 oran keresztiil IL-2 mentes médiumban tenyésztettiik (,,&heztetett sejtek™),
kizarva ezzel az IL-2 esetleges zavard hatasat az IL-9 kotddésére. Ezen vizsgalatokban a
sejteket mosast kovetden friss RPMI médiumban szuszpendaltuk, majd 0,25 pg/ml IL-9
jelenlétében 20 percig 37 °C—on inkubaltuk.

4.2 Sejtalkotok specifikus jelzése

Kisérleteink soran a membranfehérjéket fluoreszcens festékkel konjugalt
monoklonalis antitesttel, a GM1 gangliozidot pedig fluoreszcensen jelzett kolera toxin B
(CTX-B) alegységgel jeloltik (Molecular Probes, Eugene, OR, USA). A III. tablazat
tartalmazza az egyes fehérjék vizsgalata soran alkalmazott antitesteket. Az IL-9Ra

alegységhez kotddo kétféle antitest abban kiilonbozik, hogy milyen mértékben gatoljak az
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IL-9 citokin kotddését/hatasat. A TSIH9RA3 proliferacidés esszé szerint az AH9R4
kismértékii, mig az AHIR7 erds inhibitornak mutatkozott (De Smedt et al., 2000). Emiatt
azon vizsgalatainkban, ahol az IL-9 kezelés hatasat tanulmanyoztuk, kizarolag az AH9R4

antitestet alkalmaztuk.

I11. TABLAZAT: MONOKLONALIS ANTITESTEK

Epitop Antitest neve |Izotipus Beszerzési hely
B2m L368 IgGlk Hibridoma sejtek altal termelt
MHC I nehézlanc (MHC I HC) | W6/32 IgG2ak Hibridoma sejtek altal termelt
MHC Il (HLA-DR) L243 1gG2a Hibridoma sejtek altal termelt
) RepliGen Corp., Waltham, MA,
IL-2Ra anti-Tac 1gG2a
USA
J.C. Renauld, Ludwig Institute for
AHIR4 19G2a Cancer Research and Experimental
IL-9Ra Medicine Unit, Brussels, Belgium
laboratoriuma
AHIR7 IgG2bk BiolLegend, San Diego, CA, USA
BD Pharmingen, San Diego, CA,
e lanc TugH4 1gG2b
USA
transzferrin receptor MEM75 IgG1 Exbio Praha, Praga, Csehorszag

Az antitestek fluoroforral torténd konjugalasa a Biofizikai és Sejtbioldgiai Intézetben
tortént. Az antitestek jel6lési aranyat (egy antitesthez kotddod fluoroforok atlagos szama)
spektrofotometriasan hataroztuk meg. A sejtfelszini fehérjék, illetve a GM1 gangliozid
specifikus jelzésére kiilonféle hullamhosszon emittalé Alexa Fluor 488, -546, -647 (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA, USA), Cy3 és Cy5 (Amersham Pharmacia Biotech,
Amersham, UK) fluoroférokkal konjugalt reagenseket (monoklonalis antitestek, illetve CTX
B) hasznaltunk.

A sejteket a tenyésztd flaskabol kivéve hideg 1x PBS (150 mM NacCl; 3,2 mM KCI;
8,6 mM NaxHPOg; 1,7 mM KH2POa4, pH=7,4) pufferben 2x mostuk, majd az elére bemért,
telitési koncentracioban alkalmazott antitestekhez adtuk a mintanként ~10° sejtet tartalmazo
sejtszuszpenziot 40 pl végtérfogattal. Ezt kovetden a mintakat 45 percig jégen inkubaltuk,
majd a szabad, nem kotddott antitestek eltavolitdsa miatt hideg pufferrel 2x mostuk, végiil
1% formaldehidet tartalmazo hideg PBS oldattal fixaltuk a sejteket.

Az IL-9 hatdsanak vizsgalata soran a sejtek immunfluoreszcens jelzése a citokin
kezelést (1asd 4.1) kovetden tortént. A citokin kezelt, illetve kontroll sejteket el6szor 2%-0s
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natrum-azid tartalmi PBS-sel, ezt kovetden pedig normal PBS-sel mostuk, majd az
el6zdekben leirtaknak megfelelden jeloltiik a fluoreszcensen jelzett antitestekkel vagy CTX-

B alegységgel.

4.3 Fehérje expresszid meghatirozasa

A vizsgélt membranfehérjék expresszios szintjét Alexa Fluor 488, illetve Alexa Fluor
546 festékekkel konjugalt monoklonalis antitestek kotddésének aramldsi citometrias
vizsgalataval hataroztuk meg. A vizsgalatokat FACSAria aramlasi citométerrel (Beckton-
Dickinson, New Jersey, USA) végeztiik. A kotohelyek relativ szamat a sejtek fluoreszcencia
intenzitas hisztogramjanak autofluoreszcenciaval korrigalt és az alkalmazott antitest jeldlési
aranyaval (az antitesthez k6tddo festékmolekulak atlagos szama) normalizalt kozépértékébol
(Mean Fluorescence Intensity, MFI) hataroztuk meg. Az elérhetd kotShelyek abszolut
szdmanak meghatdrozdsahoz az MFI értékeket ismert szamu festéket tartalmazé
mikrogydngyok segitségével kalibraltuk (Quantum™ Alexa Fluor 488 MESF kit, Bags
Laboratories, Fisher, USA). A mérési adatokat a Szentesi Gergely altal irt REFLEX
programmal értékeltiik ki (Szentesi et al., 2004).

4.4 Membranalkotok paronkénti kolokalizacidjanak kvantitativ jellemzése

A membrandomén szintli (néhany szdz nanométeres tdvolsagskalan megvaldsulo)
kolokalizacios vizsgalatokat Olympus FluoView 1000 (Olympus Corporation, Shinjuku,
Tokyo, Japan) konfokalis mikroszkoppal végeztiik. A vizsgalatok soran két vagy harom
sejtfelszini alkotdt (membranfehérje, illetve GMI1 gangliozid) jeldltiink meg olyan
specifikus markerekkel (lasd 4.2 fejezet), amelyeket egymastol elkiilonitheté spektrumu
fluoroforral jeldltiink meg. A sejteket 1%-0s formaldehid oldattal fixaltuk, 1mg/ml poli-L-
lizinnel el6kezelt targylemezre cseppentettiik, majd a kicseppentett mintahoz 10 ul 50%
glicerin/50% 1x PBS-ben oldott Mowiol-t (Calbiochem®, San Diego, USA) adtunk. A
Mowiol csokkenti a festékek gerjesztett allapotban bekdvetkezd irreverzibilis fotokémiai
atalakulasanak (photobleaching) valoszintiségét, a poli-L-lizin pedig jobb tapadast biztosit a
sejtek szamara a targylemezen. Az altalunk hasznalt festékek gerjesztésére €s detektalasara

vonatkoz6 informacidkat a IV. tdblazatban foglaltam 6ssze.
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A mérések soran a sejtek feddlemezhez kozeli (alsd) vagy targylemezhez kozeli
(fels6) rétegébol vettiik fel a tobbesatornas optikai szeleteket. Ily modon egy, az optikai
tengelyre merdleges (vagy kozel merdleges), kétdimenzidsnak tekinthetd membransikban
vizsgalhatd a membranalkotok eloszlasa és térbeli kapcsolata, minimalizalva ezzel a mas
teriiletekrol érkezo jelek zavaro hatasat. Az optikai szeleteken Gauss szlirést alkalmaztunk,
a fluoreszcencia csatornak kozotti atvilagitds mértékének minimalizaldséra a képeket un.
,soronkénti szekvencidlis tizemmoddban” vettiikk fel. Ez azt jelenti, hogy adott sorban
egymast kdvetden rogzitettiilk az egyes csatornakhoz tartozoé jeleket (gerjesztés/detektalas),
majd ezt kovetden ugrottunk a kdvetkezd sorra. A képeket 60x UPLSAPO olajimmerzios
objektivvel (NA 1,35) rogzitettiik. A képek optikai szeletvastagsaga kb. 1um-es volt. A
rogzitett képek 512x512 pixelbdl alltak, az egyes pixelek XY irdanyl kiterjedése ~51 nm

volt.

IV. TABLAZAT: A KOLOKALIZACIOS VIZSGALATOKNAL HASZNALT GERJESZTESI ES DETEKTALASI

PARAMETEREK (OLYMPUS FLUOVIEW 1000 KONFOKALIS MIKROSZKOP)

Gerjesztés
Festék neve Detektalasi hullamhossz
(1ézer tipusa, hullimhossz)
Alexa Fluor 488 Argon ion 488 nm 500-530 nm
Alexa Fluor 546 He-Ne 543 nm 555-625 nm
Alexa Fluor 647 He-Ne 633 nm 655-755 nm
Cy3 He-Ne 543 nm 555-625 nm
Cy5 He-Ne 633 nm 655-755 nm

A 1ézerintenzitasok térbeli homogenitasat Chroma autofluoreszcens targylemezekkel
ellendriztiik (Chroma Technology, Vermont, USA). A kolokalizacids vizsgalatok sordn a
hasznalttal megegyez0 pixelmérettii képeket vettiink fel a targylemezrél, majd -
hattérkorrekcidot kovetden — a pixelintenzitdsokat normalizaltuk az adott kép atlagos
intenzitasara. A megvilagitasi profil minden lézer esetén homogénnek bizonyult, ezért nem
volt sziikség a megvilagitds inhomogenitasat kompenzald korrekcidra a kolokalizacios
képek analizise soran. Ugyanezt a Chroma targylemezt hasznaltuk a lézerintenzitdsok
1dobeli stabilitdsanak ellendrzésére is: a targylemez adott pontjat 10 masodpercig gerjesztve
képsorozatot vettiink fel az emittalt intenzitasokrol (1x10° adatpont). Az intenzitasokat a

felvett sorozat kozépértékére normalizaltuk, majd az 1d6 fliggvényében dbrazoltuk. Az igy
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kapott gorbék alapjan elmondhatjuk, hogy a 1ézerek iddben stabil gerjesztést biztositottak a
méréshez.

A kolokalizaciés vizsgalatok esetén kritikus szempont, hogy az adott objektumrol
(sejtrdl) a kiilonb6zo csatorndkban felvett képek helyzete ne térjen el szignifikansan. A
potencialis térbeli eltolodas ellendrzésére a Diplmage program ,.correctshift” parancsat
hasznaltuk, ami atlagosan kisebb, mint 1 pixelnyi eltolédast mutatott. Tekintve, hogy egy
pixel mérete (~51 nm) kisebb, mit a mikroszkop lateralis feloldasa, a képek kiértékelése
soran az eltolodas korrekcidjara nem volt sziikség.

A membranalkotok térbeli kapcsolatdnak kvantitativ analizise soran a secjteket
elészor manualisan korbe rajzoltuk, majd a maximum entropia algoritmus alkalmazasaval
(Nagy Péter, MatLab plugin) szegmentédltuk a membran és nem-membréan ,tartalmi”
pixeleket, valamint meghatdroztuk a kiiszob fluoreszcencia intenzitast. Ezt kovetden a
program a szomszédos pixelekbél a mikroszkop laterdlis feloldasaval Osszemérhetd
pixelblokkokat képzett. A kolokalizaciot jellemzd kvantitativ paramétereket a

pixelblokkokban mérhet6 intenzitasok alapjan hataroztuk meg.

4.4.1 Pearson-féle korrelacios analizis

Adott sejtre vonatkoz6, az aktudlisan vizsgalt két membranalkot6 eloszlasat rogzitd
képpar esetén a Pearson-féle korrelacios egylitthatot az (1) képlet segitségével hataroztuk
meg (lasd 2.6.1 fejezet). Ezt kovetden a képpar egyik tagjanak pixelblokkjait véletlenszeriien
ujra rendezte (,,megkeverte”) a program, majd meghatdrozta az igy kapott kép, illetve a
képpar masik, valtozatlanul hagyott tagja kozotti korrelacids koefficiens értékét. Ezt a
folyamatot 500 alkalommal megismételve megkaphatjuk a korrelacios koefficiens eloszlasat
abban az esetben, amikor az egyes csatornakban mért jelek (azaz a vizsgalt membranalkotok)
térbeli elhelyezkedése egymastdl ténylegesen fiiggetlen (C=0). Az eloszlas segitségével
minden egyes képpar (azaz minden egyes vizsgalt sejt) esetén meghatarozhatd az a 95%-0s
konfidencia intervallum, amelynek segitségével eldonthetjiik, hogy az eredeti képpar (azaz
a tényleges vizsgalt sejt) esetén kapott korreldcios koefficiens tényleges korrelaciot
(antikorrelaciot) valdszindsit-e. Az adott sejthez tartozd konfidencia intervallum
segitségével harom kategoriat definialhatunk (8. abra): ,,valédi pozitiv”, ,,valodi negativ”,
illetve ,nulla” kategéria. Amennyiben adott sejt esetén kapott Pearson korrelacios

egylitthatd az els® két kategoridba esik, akkor a két membranalkoto térbeli lokalizacidja
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kozott tényleges korrelaciot (,,valodi pozitiv’) vagy anti-korrelaciot (azaz a két

Megjegyzendd, hogy amennyiben a C értéke a kozépso, ,,nulla” kategoriaba esik, az
nem feltétleniil jelenti két membranalkoto térbeli eloszlasanak tényleges fiiggetlenségét.
Csak annyit jelent, hogy adott sejt esetén nincs statisztikai bizonyiték a nem véletlenszert

kapcsolatra.

,»valodi negativ’”’ .07 ,valodi pozitiv”

95% -os konfidencia
intervallum

8. ABRA: KORRELACIOS EGYUTTHATOK KATEGORIZALASA A 95%0-0S KONFIDENCIA
INTERVALLUM ALAPJAN

4.4.2 Membranalkotok atfedé hanyadanak meghatarozésa

A membranalkotok atfedé hanyadanak kvantitativ jellemzésére (egyiittes el6fordulas
vagy ,,co-occurance” analizis) mind az intenzitas-, mind pedig a teriiletalapi megkozelitést
alkalmaztuk (lasd 2.6.2 fejezet). Az intenzitasalapi egyiitthatokat (My és Mj) a Manders
altal kidolgozott (2) és (3) egyenletek segitségével hataroztuk meg. 2 fluoreszcensen jelolt
epitdp esetén az ML jelentése az “x” epitdp atfedé hanyada az “y” epitdppal, MSI, pedig az
Yy~ epitop atfedé hanyada az ,,x” epitdppal.

A teriiletalapti (M2 és M;‘) egylitthatok szadmitdsa soran az aldbbi egyenleteket

alkalmaztuk:
Yi,j AT} kolok
M4 == 12
X Zi_j Ai,j ( )
YA
MA — ,J “7i,j kolok 13

ahol Af; yo10r X-szel jeldlt epitop csatornajaban levo i,j blokkordinataju, binris valtozo:

értéke 1, ha mindkét csatornaban kiiszob feletti fluoreszcens intenzitas detektalhato
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(,-atfedd” pixelblokk), a tobbi pixel esetén értéke 0. Kovetkezésképpen Y; ; A7 j kolok 8Z
atfedé pixelblokkok Osszteriilete. A7; az x-szel jelolt epitop csatornajiban levd i,

blokkindexii binaris valtozo: kiiszob feletti fluoreszcencia intenzitas esetén értéke 1, minden

mas pixelblokk esetén értéke 0. Kovetkezésképpen ¥; ; A7 ; azon pixelblokkok dsszteriilete,

Y

melyek az x csatornaban kiiszbértek feletti intenzitassal rendelkeznek. Aj ;..

k €8
A ;analog modon definidlhatd a masik molekula (csatorna) esetén. Az My és Mj
egyiitthatok a Manders-féle kolokalizacios egyiitthaté modositott valtozatanak tekinthetdk.
Mind az intenzitdsalapt, mind pedig a teriiletalapt egylitthatok szdmitdsanal ugyanazt a
kiiszobintenzitds meghatarozasi algoritmust alkalmaztuk.

Az atfedo hanyad analizise soran szintén alkalmaztuk a korrelacids egyiitthatok
esetén bevezetett konfidencia intervallum moddszert: az 4.4.1 fejezetben leirt mddon
meghataroztuk az 4tfedd hanyad értékére vonatkozé konfidencia intervallumot arra az esetre,
amikor a két molekula eloszlasa véletlenszerli egymashoz képest, majd a tényleges értéket
ehhez az intervallumhoz viszonyitottuk. Abban az esetben tekintettiik bizonyitottnak a két
molekula atfedését az adott sejten, amennyiben az egyiitthatd értéke magasabbnak adddott,

mint a konfidencia intervallum felsd hatéra.

4.5 FRET vizsgalatok

A FRET mérések soran a két membranalkotot (membranfehérje, illetve GMI
gangliozid) olyan specifikus markerekkel jeldltik meg, amelyeket egymassal donor-
akceptor part képz6é fluoroforokkal konjugaltunk el6zdleg. A sejteket formaldehiddel
fixaltuk, majd poli-L-lizinnel bevont targylemezre helyeztiik ki. Az egyes FRET modszerek

esetén alkalmazott donor-akceptor festékparokat az V. tablazat tartalmazza.

V. TABLAZAT: AZ rFRET MERESEKNEL HASZNALT DONOR ES AKCEPTOR FESTEKPAROK GERJESZTESI ES
DETEKTALASI PARAMETEREI (ZEISS LSM 880 KONFOKALIS MIKROSZKOP)

Gerjesztés Detektalasi

Festék neve
(1ézer tipusa, hullimhossz) hullamhossz
Alexa Fluor 546 (donor) He-Ne 543 nm 548 -628 nm
Alexa Fluor 647 (akceptor) He-Ne 633 nm 638 - 759 nm
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A FRET méréseket konfokalis mikroszkoppal végeztiik, a mikroszkép tipusat a
megfeleld fejezetben ismertetem. A képeket a sejtek kozépsd, Un. gyurlszer
fluoreszcenciat mutato részérdl készitettiik. A képek felvétele soran itt is a ,,szekvencialis

tizemmodot™ hasznaltuk, igy minimalizalva a csatornak kozotti atvilagitas mértékeét.

45.1 Az ardnyalapu FRET (ratiometric FRET, rFRET) mérések kivitelezése

Az rFRET méréseket egy Zeiss LSM 880 konfokalis mikroszkoépon végeztiik. A
felvett képek 512x512 pixelbdl alltak, a pixelek XY iranyu kiterjedése ~207 nm volt, a
szeletvastagsag pedig ~1 um. A képeket 40x C-APOCHROMAT vizimmerzios
objektivvel (NA = 1,2) készitettiikk. A felhasznalt festékeket, gerjesztési és detektalasi

hullamhosszokat, 1ézereket az V. tablazatban foglaltam Gssze.

VI. TABLAZAT: AZ rFRET MERESEKHEZ SZUKSEGES KORREKCIOS FAKTOROK MEGHATAROZASA

Korrekcios faktor A faktor meghatarozasahoz

felhasznalt intenzitasok

(gerjesztés/detektalas hullamhossza)

Csak donorral jelzett mintabol szamithato

S1: donor fluorofor atvilagitasa a FRET | l2: FRET csatorna (donor/FRET)

csatornaba (S1=I12/11) I1: donor csatorna (donor/donor)

S3: donor fluorofor atvilagitasa az akceptor | I3: akceptor csatorna (akceptor/akceptor)

csatornaba (S3=l3/l1) I1: donor csatorna (donor/donor)

Csak akceptorral jelzett mintabol szamithato

So: akceptor fluorofor atvilagitisa a FRET | I3 akceptor csatorna (akceptor/akceptor)
csatornaba (S2=1/13) I>: FRET csatorna (donor/FRET)

S4: akceptor fluorofor atvilagitasa a donor | I1: donor csatorna (donor/donor)

csatornaba (Ss=l1/13) I3: akceptor csatorna (akceptor/akceptor)

Minden latdmezében harom fluoreszcencia intenzitast detektaltunk (11, 12 és 13) az
elméleti bevezetoben leirtaknak megfelelden (lasd 2.7.1 fejezet), melyek a donor, a FRET
és az akceptor csatornakban detektalhaté intenzitdsoknak felelnek meg. A képek
kiértékelése a Matlab alatt futé Diplmage alkalmazéssal tortént: a membran és nem-

membran “tartalm” pixeleket a ,manually seeded watershed” algoritmussal
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szegmentaltuk, majd az rFRET pluginnal meghataroztuk a FRET kiszamitasahoz
sziikséges atvilagitasi korrekcios faktorokat (Si, Sz, Ss, Ss, VI. tabldzat) ¢és a relativ
fluoreszcencia hatasfokot (« faktor) (P. Nagy et al., 2016). Itt sziikséges megjegyezni, hogy
az altalunk hasznalt festékparok esetén az Ss és az Ss korrekcids faktorok értéke
megkozelitéleg 0. Az a faktort olyan egyszeresen jelolt mintak segitségével hataroztuk meg,
ahol ugyanazt az epitopot jeloltik meg a donor, illetve az akceptor festéket hordozo
antitesttel (,,Ma/Mg modszer”). Ez esetben feltételezhetd, hogy a felkotddott antitestek
atlagos szama egyenlé mindkét mintaban. A moldaris abszorpcios koefficiensek (¢) és jelolési

aranyok (L) ismeretében az a faktor a kdvetkezoképp szdmithato:

— Masplp
- Mp 82 Lp (14)

ahol Mp a donor atlagos fluoreszcens intenzitasa a donor csatornaban, Ma pedig az akceptor
atlagos fluoreszcencia intenzitasa a FRET csatorndban.

Végezetiil a FRET hatasfok kiszamitasa a duplan (donor és akceptor festékkel
egyiittesen) jelolt sejteken tortént a (7-9) egyenletrendszer megoldasaval, watershed
szegmentacidt kovetden, a ,maximum likelihood” kozelitést haszndlva. Az rFRET

modszerrel a FRET hatasfok meghatdrozasa sejtenként tortént.

4.5.2 Akceptor fotoelhalvanyitason alapulo FRET (accpbFRET) vizsgalatok

Az accpbFRET vizsgalatokat Olympus FluoView 1000 konfokalis mikroszkoppal
végeztiik. A képeket 60x UPLSAPO olajimmerzids objektivvel (NA = 1,35) vettiik fel. A
képek mérete 512x512 pixel, optikai szeletvastagsaga ~1um volt. A pixelek XY iranyu
kiterjedése ~51 nm volt. A festékeket és a mérési paramétereket a VII. tablazat mutatja.

VIl. TABLAZAT: Az ACCPBFRET MERESEKNEL HASZNALT GERJESZTESI ES DETEKTALASI

PARAMETEREK (OLYMPUS FLUOVIEW 1000 KONFOKALIS MIKROSZKOP)

Gerjesztés Detektalasi
Festék neve
(1ézer tipusa, hullamhossz) hullamhossz
Alexa Fluor 546 (donor)
He-Ne 543 nm 555 - 625 nm
Alexa Fluor 555 (donor)
Alexa Fluor 647 (akceptor)
He-Ne 633 nm 655 - 755 nm
Cy5 (akceptor)
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A mérések sordn a duplan jelzett (donor- és akceptor flurofort egyarant hordozo)
sejtek donor és akceptor intenzitds-eloszlasarol egyszeletes, kétcsatornas konfokalis képet
rogzitettlink alacsony gerjesztd lézerintenzitas mellett (9/A és B abra). Ezt kovetden a donor-
gerjesztést kikapcsoltuk, majd az akceptor gerjesztésére hasznalt lézerrel maximalis
teljesitményen tobb pasztazast végeztiink. Az ismétlddod (3x) pasztazasok alkalmazasaval az
akceptor intenzitasa gyakorlatilag nullara csokkent (fotoelhalvanyitas). Ezutan egy tijabb
kétcsatornas képet vettiink fel alacsony lézerintenzitds mellett és vizsgaltuk a donor
intenzitdsanak valtozasat (9/D és E abra). A képek kiértékelése soran lowpass sziirést

végeztiink a hattérzaj csokkentése érdekében.

donor akceptor FRET

A

,Kiégetés” elott

,.Kiégetés” utan

0 100

-100
p2m MHC | HC FRET (%)

9. ABRA: AZ AKCEPTOR FOTOELHALVANYITASON ALAPULO FRET VIZSGALATOK MENETE
Az abra a vizsgalatainkban alkalmazott pozitiv kontroll, azaz az MHC | glikoprotein két lanca (p2m és HC)
kozotti FRET példajan keresztiil mutatja be az accpbFRET vizsgalatok menetét MT-2 sejteken.

A FRET hatasfok pixelenkénti meghatarozasahoz az ImageJ AccPbFRET moduljat
hasznaltuk (Roszik et al., 2008). Ez a program lehetévé tette olyan korrekciok hasznalatat,
mint a donor nem kivant, illetve az akceptor nem tokéletes kiégetése (ez a FRET hatasfok
alulbecslését eredményezheti), az akceptor, illetve az akceptor kiégetés fototermékének
lehetséges atvilagitasa a donor csatornaba (fals pozitiv eredményt adhat), illetve az egymas
utan felvett képek esetleges elcsuszasat. A kiértékelés eredménye egy szinkodolt FRET-
térkép (9/C abra), illetve az adott sejtre vonatkozo, pixelenkénti FRET hatasfok eloszlas
hisztogram (9/F abra). Egy adott fehérje parra jellemz6é atlagos FRET hatasfokot a

sejtenkénti FRET hisztogramok median értékeinek atlagolasaval hataroztuk meg.
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4.6 Statisztikai szamitasok

A kolokalizacid kvantitativ jellemzésére haszndlt egyiitthatok Osszehasonlitasara
kétmintas t-probat, illetve ANOVA tesztet hasznaltunk, mig a rFRET értékek eloszlasanak
vizsgalatat Kolmogorov-Smirnov teszttel végeztiik. A szamitasoknal a p < 0,05 eseteket

tekintettiik statisztikailag szignifikdnsnak.
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Sejtszam

5.

5

EREDMENYEK
1 Az IL-9R, az IL-2Ra ¢és az MHC glikoproteinek sejtfelszini expresszioja

A membranfehérjék térbeli kapcsolatanak kvantitativ analiziséhez elengedhetetlen a

vizsgalt fehérjék expressziojanak ismerete. A sejtfelszini expresszidt fluoreszcensen jelzett

monoklonalis antitestek kotédésének aramlasi citometrias analizisével hataroztuk meg. Itt

kell megjegyezni, hogy bar expressziordl beszéliink, ezzel a modszerrel valdjaban az antitest

kotdhelyek szamat vizsgéljuk, ami a kotddést befolyasol+6 kiilonféle hatdsok miatt (pl.

sztérikus gatlas, jelolési arany), valamelyest eltérhet a fehérjék tényleges sejtfelszini

szamatol. Ugyanakkor nagysagrendbeli eltérést nem okoz, igy a vizsgalatok tervezését és

értelmezését nem befolyasolja.

400

300 A

200

100 A

MHCI 300

nehézlanc

200 +

100 +

-

10*

—————

10°

10¢

10°
Fluoreszcencia Intenzitds Fluoreszcencia Intenzitds

10. ABRA: AZ MHC GLIKOPROTEINEK, AZ IL-2Ra, AZ IL-9Ra ES A yc SEJITFELSZINI EXPRESSZOJA KIT225/IL-9R

SEJTEKEN.
A fehérje expressziot az adott fehérjére specifikus, Alexa Fluor 546-tal konjugalt monoklonalis antitestekkel jelzett

sejteken dramlasi citometridval vizsgaltuk (lasd IIl.tdblazat, IL-9Ra esetén az AHO9R4 antitestre vonatkozo
hisztogramot mutatjuk be). Az abra ,,A” része a magasabb (MHC I és II), mig a ,,B” rész az alacsonyabb expressziojl
fehérjékre (yc, IL-9Ra) vonatkozé adatokat mutatja. A kotdhelyek szamanak meghatarozasa soran az egyes
hisztogramok atlagat a hattérrel és az adott monoklonalis antitest jel6lési aranyaval korrigaltuk. A k6tdhelyek abszolut
szamat ismert szamu festékmolekulat hordozo mikrogyongydk segitségével kalibraltuk (lasd Anyagok és modszerek).

A 10. abran bemutatott reprezentativ dramlési citometrids hisztogramok az MHC I
¢s II glikoproteinek, az IL-2Ra, az IL-9Ra, valamint a yc alegység kifejezddését mutatjak
IL-2 jelenlétében novesztett Kit225/IL-9R sejteken. A vizsgalt fehérjék szignifikansan eltérd

sejtfelszini szamossaga miatt az dramlasi citométeres vizsgalatok soran eltérd beallitasok
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hasznalatara volt sziikség. A 10. abra ,,A” része a magasabb (MHC I ¢és II), mig a ,,B” rész
az alacsonyabb expresszidju fehérjékre (ye, IL-9Ra) vonatkozé adatokat mutatja. A koztes
szamossagu IL-2Ra esetén a méréseket mindkét beallitassal elvégeztiik, lehetové téve ezzel
a fehérje expressziok 6sszehasonlitasat. A magas affinitast IL-2R expresszidja ¢s az MHC
I konstitutiv kifejezddése alapjan mindkét sejtvonal az aktivalt T sejtekre jellemzo
fenotipussal rendelkezik.

A VIII. tablazat a fehérjék relativ expresszios szintjét mutatja Kit225/I1L-9R ¢s MT-
2 human T limfoma sejteken. Az adatokat az MHC 1 glikoprotein nehézlancanak (HC)
expresszidjara normalizalva adtuk meg. Fluoreszcens mikrogydngyokkel végzett kalibracio
alapjan az MHC I glikoproteinek szdma a két sejten ~1,5 ( 0,13)x10° (Kit225/K6), illetve
~3,3 (£ 0,11)x10°. Ezen adatok ismeretében a tobbi fehérje abszolut szamossaga, valamint
— a sejtek méretének ismeretében — atlagos sejtfelszini denzitasuk is meghatarozhat6. Ez
utobbi adatra a FRET eredmények értelmezéséhez lesz sziikség (lasd késobb). A sejtek
atmérdjét konfokalis mikroszkopids képek segitségével hataroztuk meg. A Kit225/IL-9R
sejtek atlagos atmérdje 11,3 + 1,2 pm-nek, mig az MT sejtek atlagos atmérdje 17,5 = 2 pm-
nek adodott.

VIII. TABLAZAT: RELATIV FEHERJE EXPRESSZIOS SZINTEK KIT22/IL-9R ES MT-2 SEJTEKEN.
A kotohelyek relativ szamat az MHC I glikoprotein HC expresszidjahoz viszonyitva adtuk meg. (A

meghatarozas modjat 1asd 10. abra és 4.3 fejezet.)

Jelilt epitép Relativ expresszio (%)
atlag + SD
Kit225/1L-9R MT-2
IL-9Ra 1,5+£0,2 1,8+0,1
IL-2Ra 16 +1,2 13,2+0,8
Ye 0,6 + 0,07 0,3+0,1
MHC 11 51+10 50+3,3
MHC | HC 100 + 8,9 100+ 3,2
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5.2 Az IL-9Ra ¢és az IL-2R/MHC szuperklaszterek membrandomén szintii
kapcsolata

5.2.1 Konfokalis mikroszkopids képek vizualis analizise

Az IL-9Ra és a korabbi vizsgalataink altal feltart IL-2R/MHC szuperklaszterek
membrandomén szintli kapcsolatat konfokalis mikroszkopids képek analizisével vizsgaltuk.
Kisérleteink sordn a sejteket két vagy harom, egymastodl spektralisan elkiilonithetd fluorofort
hordozo specifikus jeloldvel (lasd 4.2 fejezet) jeloltiik meg.

A 11. 4dbran egy reprezentativ képsorozat lathatd, amely az IL-9Ra és az IL-2Ra
(11/A sor), az IL-9Ra és az MHC glikoproteinek (11/A és B sorok), valamint az IL-9Ra és
a GM1 tartalmu lipid tutajok kapcsolatat mutatja (11/C sor). Bar eltérd mértékben, de

minden esetben jelentds atfedést tapasztaltunk az IL-9Ra és felsorolt fehérjék, valamint a

GM1-tartalmu lipid tutajok altal elfoglalt régiok kozott (kevert szinli membranteriiletek az

" MHC I

11. ABRA: AZ IL-9Ra KOLOKALIZACIOJA AZ MHC | ES |1 GLIKOPROTEINEKKEL, AZ IL-2Ra ALEGYSEGGEL
ES A GM1 TARTALMU LIPID TUTAJOKKAL

(A) Az IL-9Ra@, AZ IL-2Ra ES MHC | KOLOKALIZACIOJA KIT225/1L-9R SEJTEKEN.

(IL-2Ra: Alexa Fluor 488-anti-Tac, IL-9Ra: Alexa Fluor 546-AHI9R7, MHC | HC: Alexa Fluor 647-W6/32)
(B) Az IL-9Ra S MHC Il KOLOKALIZACIOJA MT-2 SEJTEKEN

(IL-9Ra:: Alexa Fluor 546-AH9R7, MHC II: Alexa Fluor 488-L243).

(C) AZ IL-9Ra ES A GM1—TARTALMU LIPID TUTAJOK KOLOKALIZACIOJA MT-2 SEJTEKEN

(IL-9Ra:: Alexa Fluor 546-AH9R7, GM1: Alexa Fluor 647-CTX).

Az “atfedés” képeken lathatok az egyes sejtalkotok altal kozosen (szaggatott nyillal jeldlt, sarga teriiletek) és
egyediil hasznalt membranteriiletek (tomott nyil, piros/zold tertilet).

skala: 2 um
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atfedést mutatd képeken). A CLSM képek alapjan az IL-9Ra, az IL-2Ra ¢és az MHC 1
fehérjék paronkénti kolokalizacidja els6sorban azon membranteriileteken koncentralodik,
ahol mindharom fehérje jelen van (11/A sor).

A k6z0s membranrégiokban valo egyiittes el6fordulds mellett az IL-9Ra és az
elézdekben felsorolt membranalkotok kiilonallo membranrégidokban torténd megjelenését is
megfigyelhettik (11. abra, folytonos nyilak). A szegregalt domének jelenléte nem
korlatozdodott a magasabb szdmossagii membranalkotéra. Az egyes parok esetén az atfedo

¢s nem atfedd0 membranteriiletek aranya sejtenként valtozé mértéket mutatott.

5.2.2 Konfokalis mikroszkopias képek korrelacios analizise

Bar a CLSM képek vizudlis analizise feltarhatja az egyes membranalkotokat
tartalmazd membranteriiletek atfedését (vagy az atfedés hidnyat), ugyanakkor csakis
kvalitativ informacidval szolgédl, igy Onmagaban nem elegendd a fehérjék térbeli
viszonyanak jellemzésére. A szubjektiv tényezdk, igy pl. az egyes membranalkotok
expresszios szintje, s igy azok ,lathatdésaga”, jelentdésen befolyasolhatja az analizis
eredményét. Emellett nem ad modot a nem valods, azaz csupdn a véletlennek kdszonhetd
kolokalizaci6 kizardséara sem.

A fentiek miatt elvégeztik a képek kvantitativ analizisét a membranalkotok
paronként szamolt Pearson-féle keresztkorrelacios egylitthatoinak segitségével. A megfeleld
pozitiv €s negativ biologiai kontrollok hasznélatan til a Costes mddszer alkalmazéasaval
megalkotott konfidencia intervallum alapjan (lasd 4.4.1 fejezet) minden sejtet besoroltunk a
kovetkezd kategoridk valamelyikébe: ,,valddi pozitiv”, ,,valodi negativ” €s ,,nulla”, attol
fiiggden, hogy a kapott korrelacios koefficiens értéke a 95%-os konfidencia intervallum f6lé,
alda vagy éppen az intervallumba esett. Az egyiitthatok atlagit ezutan a kiilonb6z6
kategoridkon beliil szamitottuk. Osszesitett eredményeink a IX. tablazatban lathatok. A 12.
abra az egyes korrelaciés kategoridkba esé sejtek aranyat mutatja. Az egyes
membranalkotok jelzésére hasznalt antitestek jelolésére spektralisan elkiiloniild festékeket

hasznaltunk (Alexa Fluor 488, Alexa Fluor 546 és Alexa Fluor 647).
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IX. TABLAZAT: PEARSON KORRELACIOS ANALIZIS EREDMENYE KiIT225/IL-9R ES MT-2 SEJTEKEN
A tablazat a valddi pozitiv (,,+7) és valodi negativ (,,-”") korrelacids kategoridkba esd sejtek atlagos Pearson
egyiitthatojat (= SD) mutatja. A membranalkotokat a I11. tdblazatban feltiintetett markerekkel jeldltiik meg, az
IL-9Ra esetén az AHIR7 antitesttel kapott értékeket mutatjuk be. [a] Kit225/IL-9R sejtek: n>30; [b] MT-2
sejtek: n>20; [c] n>12; [d] egyetlen sejt esett ebbe a kategoriaba, nincs SD.

Jelzett Korreliciés Pearson egyiitthaté (atlag +£ SD)

membranalkotok kategoria Kit225/IL-9R? MT-2P

- -0,33+£0,12 -0,36 0,17
IL-9Ra + IL-2Ra

+ 0,38+0,13 0,38+ 0,18

- -0,39+0,16 -0,39+£0,15

IL-9Ra + MHC 1 HC

+ 0,35+ 0,22 0,46+0,18

- -0,39+0,17 -0,30+0,12
IL-9Ro + MHC 11

+ 0,41 +£0,21 0,43 +£0,18

- - 0,30+ 0,22 -0,36+0,16

IL-9Ra + GM1
+ 0,42 +0,23 0,39+0,19
- -0,32+0,16 -0,28 +£0,19
IL-2Ra + MHC I HC

+ 0,43 £0,20 0,47 £0,21°

- -0,14¢ nincs adat®
IL-2Ro + MHC 11

+ 0,57+0,17 0,48 +0,17

- -0,39+0,16 -0,43+0,17

TrfR + GM1

+ 0,28 +0,14 0,37¢

- nincs adat nincs adat
MHC I HC + p2m

+ 0,74 £ 0,13 0,81 +0,09°

53




5.2.3 Pozitiv és negativ kontroll mintdk

A pozitiv bioldgiai kontrollként hasznalt MHC I két lanca (B2m és HC) kozotti
Pearson-egyiitthato értékek mindegyike a valodi pozitiv kategdridba esett, atlagértéke a
varakozasoknak megfeleléen mindkét sejt esetében magas pozitiv (<SC>~ 0,7 - 0,8) értéknek
adodott. A negativ bioldgiai kontrollként hasznalt transzferrin receptor (TrfR) és a lipid
tutajokban feldiisuld6 GM1 gangliozid esetében a sejtek nagy része (80%) a valddi negativ
kategoridba esett (<C> ~ -0,4 atlaggal), ami — ismerve a két molekula egymastol jol
elkiiloniil6 membrandoménekben térténd feldusulasat — szintén varhatéd volt (IX. tablazat,
12/1,] és K,L abrak). Ugyanakkor a burkolt csapdak és a lipid raftok mérete miatt (lasd 2.6.3
fejezet) az elméletileg varthoz képest kevésbé negativ korrelacios koefficiens értéket
kaptunk. Megjegyzendd, hogy a negativ kontroll esetén a sejtek egy kis hanyada a valddi
pozitiv kategoridba esett, ami leginkdbb a TrfR és GM1 molekuldk alacsony sejtfelszini
kifejezodésének és/vagy a jelolési hatékonysagnak kdszonhetd, amely csokkenti a jel/zaj

aranyt, ezzel egyidejileg pedig a szamitas pontossagat is.

5.24 Az IL-2Ra és az MHC glikoproteinek membrandomén szintli kapcsolata

A Kit225/IL-9R sejtvonal a Kit225 sejtvonalnak az az IL-9Ra alegységgel stabilan
transzfektalt valtozata. Korabban kimutattdk, hogy az IL-2R és az MHC fehérjék jelentds
részt kozos membranrégiokban dusulnak fel a Kit225 sejteken (lasd 2.8 fejezet): igy el6szor
azt ellendriztiik, hogy a transzfekcid moédositotta-e az IL-2R és az MHC glikoproteinek
kolokalizacigjat. Eredményeink megerdsitették mind az MHC I, mind pedig az MHC 1l
fehérjék nagymértékii, nem véletlenszerti atfedését az IL-2Ra alegységgel a Kit225/IL-9R
sejteken. Az IL-2Ra. /MHC 1I par esetén gyakorlatilag az Osszes sejt a valdodi pozitiv
kategoriaba esett, ~0,6-0S C értékkel, mig az [L-2Ro./MHC I HC par esetén a sejtek tobbsége
(60%-a) esett ebbe a kategoéridba ~0,5 koriili C értékkel (IX. tablazat). Hasonld
eredményeket kaptunk az eddig még nem vizsgalt, az IL-9R-t konstitutivan kifejez6 MT-2
sejtek esetén is.

Fontos megjegyezni, hogy az IL-2Ra /MHC I par esetén a sejtek egy kisebb hanyada
(Kit225/IL-9R esetén a sejtek 30%-a, MT-2 esetén a sejtek 10%-a) a valodi negativ
kategéridba esett, ami arra utal, hogy ezek a fehérjék egymastol elkiiloniild
membranrégiokban is megtalalhatok.
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Sejtek aranva

5.25 Az IL-9Ra és az IL-2Ro/MHC szuperklaszterek membrandomén szintii
kapcsolata

Mar a CLSM képek kvalitativ analizise alapjan feltételezhetd volt az IL-9Ra és az
IL-2R/MHC szuperklaszterek tobbi tagjanak jelentés mértéki atfedése mindkét vizsgalt
sejttipus esetén (11. abra). A képek kvantitativ analizise megerdsitette ezt a feltételezést: a
sejtek jelentOs szazaléka a ,,valodi pozitiv” korrelacios kategoriaba esett mind az IL-9Ra és
az IL-2Ra, mind pedig az IL-9Ra ¢és az egyes MHC glikoproteinek térbeli kapcsolatat
tekintve (12. abra).
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12. ABRA: A COSTES-MODSZERREL MEGHATAROZOTT KORRELACIOS KATEGORIAKBA ESO SEJTEK ARANYA
MT-2 ES KIT225/1L-9R SEJTEKEN

(A-B) IL-9Ra (AH9R7) és IL-2Ro. (aTac)

(C-D) IL-9Ra (AH9R7) és MHC I HC (W6/32)

(E-F) IL-9Ra (AH9R7) és MHC II (HLA-DR) (L243)

(G-H) IL-9Ra. (AH9R7) és GM1 (CTX-B)

(1-J) MHC | HC (W6/32) és B2m (L368)

(K-L) TfR (MEMT75) és GM1 (CTX-B alegység)
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A Pearson korrelacios koefficiens értéke kozepesen magasnak (<C>~0,4) adddott.
Hasonl6 eredményt kaptunk az IL-9Ra és a GM1 tartalmu lipid tutajok viszonylataban is.

A korrelacids analizise alapjan a sejtek egy része a ,,valddi negativ” korrelacios
kategoridba esett, megerdsitve azt, a CLSM képek vizudlis analizise soran felvetddott
lehetdséget, miszerint az IL-9Ra és a tobbi vizsgalt membranalkotd kolokalizacioja nem
teljes mértéki: az atfedé6 domének mellett az IL-9Ra és a vizsgalt molekuldk egymastol
kiilonallo (szegregalt) membranrégiokban is eléfordulhatnak (11. abra). A ,,valédi negativ”
kategoriaba es sejtek aranya az IL-9Ra/MHC I esetén volt a legmagasabb (MT-2: ~50%,
Kit225/K6: ~70%) (12. abra).

A korreléacios analizise alapjan a sejtek egy része a ,,valodi negativ” korrelacios
kategoriaba esett, megerdsitve azt, a CLSM képek vizudlis analizise soran felvet6dott
lehetdséget, miszerint az IL-9Ra és a tobbi vizsgalt membranalkotd kolokalizacidja nem
teljes mértékii: az atfedé6 domének mellett az IL-9Ra és a vizsgalt molekulak egymastol
kiilonallo (szegregalt) membranrégidkban is eléfordulhatnak (11. dbra). A ,,valodi negativ”
kategoriaba esO sejtek aranya az IL-9Ro/MHC I esetén volt a legmagasabb (MT-2: ~50%,
Kit225/K6: ~70%) (12. abra).

5.3 Az IL-9Ra és az IL-2R/MHC szuperklaszterek molekularis szintii
kolcsonhatasa

Kimutattuk tehat, hogy az IL-9R — legalabbis részben — az IL-2R/MHC fehérjékkel
azonos membrandoménekben (lipid tutajokban) taldlhatok. A kovetkezOkben azt vizsgaltuk,
hogy a doménszintii kapcsolat mellett vajon ,,k6zelebbi”, molekularis szintii kdlcsonhatas is
fennall-e az IL-9R ¢és az IL-2R/MHC klaszterek kozott. Kisérleteinkben az akceptor
fotoelhalvanyitason alapulé FRET moddszert alkalmaztuk, amelynek soran a donor-, illetve
akceptor fluorofort hordozé monoklondlis antitestekkel jeldltik meg a vizsgalni kivant
fehérjéket, majd konfokalis mikroszkopos képeket vettiink fel a donor intenzitéas sejtenkénti
eloszlasarol az akceptor fluorofor jelenlétében, illetve annak fotoelhalvanyitasat kdvetden
(lasd 4.5.2 fejezet). A modszer Iényegét bemutatd 9. dbra egyben a vizsgalataink soran
alkalmazott pozitiv kontrollra, azaz az MHC 1 glikoprotein két lanca kozotti FRET-re
vonatkozo eredményilinket is demonstrdlja MT-2 sejteken. Negativ kontrollként a

transzferrin receptor és a GM1 gangliozid part alkalmaztuk.
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FRET kisérleteink soran mindig az alacsonyabb szdmossagu epitopot jeloltiik meg
a donor, mig a magasabb szamossagut az akceptor fluorofort hordoz6 antitesttel (illetve a
GM1 gangliozid esetében a CTX-B alegységgel). Az egyes epitdpok relativ expresszids
szintjeit a 5.1 fejezetben ismertettem, a FRET kisérletek tervezése és kivitelezése az ott
kozolt expresszios adatoknak megfelelden tortént.

Az accpbFRET vizsgéalatok eredményeit a X. tdblazatban foglaltam 6ssze. A 13.
abran pedig reprezentativ FRET hatasfok képeket, illetve a hozzajuk tartozo hisztogramokat
mutatok be Kit225/1L-9R sejteken.

X. TABLAZAT: FRET HATASFOKOK KIT225/IL-9R ES M T-2 SEJTEKEN

A tablazatban szereplé FRET-hatasfokok a pixelenként mért hatasfokok gyakorisagi hisztogramjanak median
értékeit atlagoltuk és kiszamitottuk a szorast (n > 10). A statisztikai szamitasokat ugy végeztiik, hogy ezeket
az atlagokat 6sszehasonlitottuk a negativ kontrollnal kapott értékekkel (p < 0,001). Donor fluoroforként Alexa
Fluor 546 vagy Alexa Fluor 555 (CTX B esetén), mig akceptorként Alexa Fluor 647 festéket alkalmaztunk.

E +£SD (%)
JELOLT EPITOPOK DONOR AKCEPTOR
Kit226/1L-9 MT-2
IL-9Rq + AHIR4 anti-Tac 6,4+2,3 52+2,1
IL-2Ro AHOR7 anti-Tac 6,6=2,1 6,1+3.4
IL-9Ra +
MHC | HC AHIR7 W6/32 172+6,1 13,5+ 7,0
IL-9Ra +
MHC 11 AH9R7 L243 159+5,1 10,2+5,2
IL-2Ra + .
MHC | HC anti-Tac W6/32 21,7+£5,7 22,5+5.2
IL-2Ra + .
MHC 11 anti-Tac L243 219+39 119+29
TrfrR + GM1 MEM75 CTXB 02+15 1,1+15
p2m+ MHC | HC L.368 W6/32 30,3+£5,3 354+54
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FRET hatasfok (%)

13. ABRA: AZ IL-9Ra ES AZ | L-2Ra/MHC KLASZTEREK MOLEKULARIS KOLCSONHATASA KIT225/1L-9R SEJTEKEN
(A-C) Pixelenkénti FRET hatasfok térképek és gyakorisagi hisztogramok az IL-9Ra és az IL-2R/MHC klaszterek
feltlintetett tagjai kozott. Minden esetben az Alexa Fluor 546 festéket hordozo antitesttel (AH9R4 vagy AHIR7) jelzett
IL-9Ra szolgalt donorként. Az IL-2Ra, MHC 1 és II fehérjéket akceptor fluoroforral (Alexa Fluor 647) konjugalt
monoklonalis antitestekkel (antiTac, W6/32, illetve L243) jeloltiik.

(D-E) Pixelenkénti FRET hatasfok térképek és gyakorisagi hisztogramok a pozitiv (B2m és MHC 1 HC) és a negativ
kontroll (GM1 gangliozid és TrfR) esetén. Jelolések: p2m — Alexa Fluor 546-L368, MHC | HC — Alexa Fluor 647-
W6/32, GM1 - Alexa Fluor 555-CTX, TrfR- Alexa Fluor 647-MEM75

A FRET hatasfok térképeket a donor csatornaban az akceptor kiégetése el6tt és utan felvett képek alapjan hataroztuk
meg. A szinkodolt skala a -100% (fekete) és a +100% (fehér) kozotti FRET hatasfok értékeket mutatja. A hattértél
alacsonyabb intenzitast pixeleket fekete szinnel jeloltiik. Skala: 2 pm.

Mint az vérhato is volt, a f2m és az MHC | HC kozott mindkét sejtvonal esetén
magas pozitiv FRET hatasfokot kaptunk (~30-35%), mig a negativ kontroll (GM1
gangliozid és transzferrin receptor) esetén alacsony, nullahoz kozelitd (~1-2%) atlagos
FRET értéket detektaltunk (X. tablazat, 9. és 13/D,E. 4bra).

Ezt koveten ellendriztiik, hogy az IL-2R és az MHC glikoproteinek korabban
szamos aktivalt, illetve limfoma eredetti T sejten feltart molekularis kdzelsége az altalunk
vizsgalt sejtvonalakon is megfigyelheté-e. Az IL-2Ra és az MHC 1 kozott mindkét
sejtvonalon magas (~22%) FRET hatasfokot detektaltunk. Hasonld nagysagrendii FRET
hatasfokot kaptunk az IL-2Ra és az MHC 11 fehérjék kozott a Kit225/IL-9R sejtvonalon,
mig az MT-2 sejtvonalon a FRET hatasfok értéke valamelyest alacsonyabbnak, de a negativ
kontrolltol tovabbra is szignifikdnsan magasabbnak adodott (X. tablazat, <E>~12%, p
<0,02). Eredményeink alapjan tehat mindkét sejtvonalon kimutathat6 az IL-2R és az MHC
glikoproteinek molekularis kozelsége.

A tovabbiakban megvizsgaltuk az IL-9Ra és az IL-2R/MHC klaszterek elemeinek
molekularis kozelségét (13/A,B,C abra, X. tablazat). Mindkét sejtvonal esetén magas FRET

hatasfokot detektaltunk az IL-9Ra és mindkét tipust MHC fehérje kozott (MHC I: <E> ~
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17% és ~13%, MHC II: <E> ~16% ¢és ~10% a Kit225/1L-9R, illetve az MT-2 sejteken). Az
IL-9Ra és az IL-2Ra. kozotti FRET hatasfok alacsonyabbnak adddott (<E> ~5-6%), de
szignifikansan meghaladta a negativ kontrollra kapott értéket (p <0,02).

A kovetkezdkben szamitassal ellendriztiik, hogy a detektalt FRET hatasfok értékek
esetén mekkora lehet a random (véletlen altal generalt) FRET hozzdjarulasa. A sejtek
méretének, illetve az egyes fehérjék (pontosabban antitest kdtohelyek) abszolut szaméanak
ismeretében (lasd 5.1 fejezet) meghataroztuk a vizsgalt fehérjék atlagos sejtfelszini
denzitasat. Monomer jellegii akceptorok esetén kb. 7000 molekula/um? denzitas esetén lenne
arandom FRET értéke az altalunk detektalt hatasfokokkal 6sszemérhetd (King et al., 2014).
Esetlinkben a legmagasabb expresszidval rendelkezd6 MHC I és MHC 11 esetén a denzitas
értéke ~3700, illetve ~2000 molekula/um?, emellett mindkét molekula jellemzben
oligomerek formajaban van jelen (Matko et al., 2002), igy a véletlen altal generalt FRET
hozzajarulasa MHC 1 vagy II akceptor esetén csupan néhany szézalék lenne. Az IL-2Ra
esetén az atlagos receptor denzitas kb. 500-600 molekula/um?, igy amennyiben az IL-2Ra

szerepelt akceptorként, a random FRET esetleges hozzéjarulasa még inkabb elhanyagolhato.

5.4 Az IL-9R és az IL-2R membrandomén szintii kapcsolata: Manders-féle
egylittes el6fordulas (co-occurrence) analizis

Annak érdekében, hogy pontosabb képet kapjunk az IL-9Ra és IL-2Ra
kapcsolatardl, illetve hogy megnézziik, hogy a korrelacids analizissel kimutatott atfedd- €s
szegregalt membranrégiok vajon el6fordulhatnak-e ugyanazon a sejten, a konfokalis
mikroszkopos képek korrelacios analizisét kiegészitettik a Manders-féle egyiittes
eléfordulas (co-occurrence) analizissel. Ezzel a modszerrel a8 membranalkotok egymassal
atfed6 hanyada hatarozhat6 meg.

Amellett, hogy az atfedé hanyad mértékét jellemz6 egyiitthatokat meghataroztuk
azokra a sejtekre, amelyekre vonatkozdan a Pearson-féle korrelacids analizis eredményét
korabban mar bemutattam (IX. tablazat), uj kisérleteket is végeztiink, ahol mindkét tipusu

analizist elvégeztiik.
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Eredményeinket a XI. tablazatban foglalom Gssze. A 2.6.2 és 4.4.2 fejezetekben
ismertetett kétféle (intenzitds- és teriiletalapi) kolokalizacids egyiitthatok értékét
hibahataron beliil azonosnak talaltuk. Ezen egyezés lehetséges magyarazatat a Megbeszélés
fejezetben targyalom. Az egyezés miatt a tovabbiakban csak az intenzitasalapi Manders
egyiitthatokat ismertetem, mégpedig a Costes-féle konfidencia intervallum moddszerrel
meghatarozott, korrelacios kategoriankénti bontasban. Az analizist két kiilonb6zo festékpar
(Alexa Fluor 546 ¢és Alexa Fluor 647, illetve Alexa Fluor 488 ¢és Alexa Fluor 546) esetén is

elvégeztiik.

XI. TABLAZAT: IL-9Ra ES IL-2Ra DOMENSZINTU KAPCSOLATA KIT225/IL-9R SEJTEKEN: KOMBINALT
KORRELACIOS ES EGYUTTES ELOFORDULAS ANAL{ZIS EREDMENYEI

A tablazat a Pearson-féle korrelacios koefficiens (C), illetve a Manders-féle intenzitas alapti kolokalizacios
egyiitthatok (MiLgra €és MiL2ra) értékét (atlag = SD) mutatja a Costes modszer alapjan meghatarozott
korreléacios kategoridkban két kiillonbozo festékpar esetén. Az M egyiitthatok esetén indexben jeleztem, hogy
mely fehérje masikkal atfedé hanyadara vonatkozik. Az IL-9Ra-et és IL-2Ra-et a feltiintetett, spektralisan
elkiilonithet6 fluorforokat hordozd6 AHIRA4, illetve antiTac monoklonalis antitesttel jeloltiik meg. [a] n=19; [b]
n=27

KORRELACIOS KATEGORIAK

“valodi negativ” “0” “valodi pozitiv”

Alexa Fluor 546-AH9R4 + Alexa Fluor 647-antiTac @

Szazalékos eloszlas 37% 37 % 26 %
<C>+SD -0,34 £ 0,15 0,03 +£0,11 0,40 £ 0,19
<MiL-9r>£=SD 0,39+0,18 0,59+0,10 0,78+ 0,12
<MiL-2r>£SD 0,17 £ 0,04 0,28 £0,13 0,50+ 0,15

Alexa Fluor 546-AH9R4 + Alexa Fluor 488-antiTac °

Szazalékos eloszlas 22% 37 % 41 %
<C>%SD -0,35+0,16 0,04 £ 0,10 0,38+0,17
<MiL-9r>+SD 0,30+ 0,17 0,56 £ 0,16 0,74+ 0,19
<MiL2r>£SD 0,24 £ 0,09 0,46 +0,22 0,49 + 0,29
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A kiilonbozd festékparokkal torténd vizsgalatok kozott nem volt szignifikans
kiilonbség, azaz jeloléstdl fiiggetleniil ugyanolyan eredményeket kaptunk a két a alegység
atfed6 hanyadéra vonatkozdan.

A Pearson-analizishez hasonloan a Manders egyiitthatok esetében is meghataroztuk
minden sejt esetén a véletlenszerl eloszlashoz tartozé konfidencia intervallumot (lasd 4.4.1
fejezet), ugyanakkor — az egyiitthato értéke altal hordozott informéacio eltérd jellege miatt —
ebben az esetben egyoldali 6sszehasonlitast végeztiink. A kapott egyiitthatok értéke minden
egyes vizsgalt sejt esetén a konfidencia intervallum felé esett, azaz az atfedés mértéke
minden esetben szignifikdnsan meghaladta a csupan a véletlen altal generalt egyiittes
eléfordulasra vonatkozo értéket.

Viarakozasainknak megfelelden a ,,valodi pozitiv”’ korrelacids kategoriaba eso sejtek
esetén mind az IL-9, mind pedig az IL-2 receptor a alegysége jelentés mértékti atfedést
mutatott a masik receptor a alegységével. Az IL-9Ra esetén az atfed6 hanyad 6sszemérhetd
volt a pozitiv bioldgiai kontrollként hasznalt f2m és az MHC | HC egymassal atfedd
hanyadara kapott értékekkel (Mgz2, = 0,70 + 0,22 és Mnc 0,83 £ 0,13). Eszerint az IL-9Ra
dontd tobbsége az IL-2Ra alegységgel azonos membranrégioban helyezkedik el. Az IL-2Ra
esetén az atfedd hanyad valamivel kisebbnek, kb. 50%-nak adddott.

A ,,valodi negativ” kategoridba esO sejtek esetén joval alacsonyabb, ugyanakkor — a
véletlen altal generédlthoz képest — még mindig szignifikans meértéki atfedést tapasztaltunk
a két receptor o alegysége kozott, azaz a két fehérje szegregacidja nem teljes. Ezt tAmasztja
ala az is, hogy a negativ bioldgiai kontrollként hasznalt transzferrin receptor és GM1
gangliozid esetén kapott értékektdl (Mrrr = 0,16 £ 0,11; Mgm1 = 0,14 + 0,16; C=-0,47 +
0,15) szignifikdnsan magasabb a két o alegység atfedését jellemzd egyiitthato értéke.

A kozépso, azaz ,,0” kategoria esetén a Manders-féle kolokalizacios egyiitthatok
értéke a ,,valodi pozitiv” és ,,valodi negativ” kategoridkban kapott értékekhez képest koztes
nagysagunak tekinthetd. Ez alol egyetlen kivétel volt, mégpedig az Alexa Fluor 546-AHI9R4
és Alexa Fluor 488-antiTac par, ahol az IL-2Ra alegységnek az IL-9Ra lanccal atfedo
hanyada hasonlé mértékiinek adodott a ,,valodi pozitiv”’ kategoriaban tapasztalthoz.

Fontos megemliteni, hogy az IL-9Ra alegységnek az IL-2Ra lanccal atfedo hanyada
minden esetben nagyobbnak adodott, mint az IL-2Ra alegység IL-9Ra lanccal atfedd
hanyada. Az Alexa Fluor 546-AH9R4 + Alexa Fluor 647-antiTac par esetén minden

korrelacios kategoriaban szignifikansan nagyobb volt az IL-9Ra atfedé hanyada. Az Alexa
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Fluor 546-AH9R4 + Alexa Fluor 488-antiTac par esetén hasonld tendenciat lattunk minden
korrelacios kategoriaban, de csak a ,,valodi pozitiv”’ kategéria esetén sikeriilt statisztikai
szignifikanciat kimutatni.

Itt sziikséges megjegyezni, hogy a Kkiterjesztett vizsgalatok alapjan az egyes
korrelacios kategoridkba tartozoé sejtek szazalékos aranya joval homogénebb eloszlast mutat,

mint arra a korabbi vizsgalatok alapjan kovetkeztethettiink (12. abra).

5.5 A citokin milio hatasa az IL-9R és az IL-2R membrandomén szinti
kapcsolatara

A kovetkezokben azt vizsgéltuk, hogy vajon az IL-9 kotddése befolyasolja-€ a két
interleukin receptor membrandomén szintli kapcsolatat. Az MT-2 sejtek termelik az 1L-9
citokint, igy ezen kisérleteinket a Kit225/IL-9R sejteken végeztiik el. Ezen sejtek tenyésztése
soran a tapfolyadékhoz rendszeres id6kozonként IL-2-t sziikséges adni. Miutan fennall
annak az esélye, hogy az IL-9 hatasat a sejten maradt IL-2 esetleg befolyasolja, ezért az IL-
9 hatasanak vizsgélatanal olyan sejteket hasznaltam, amelyeket passzalast kovetden IL-2
mentes médiumban tenyésztettiink 48 oran keresztiil (,,eheztetett” sejtek). Ezen sejteket IL-
9 jelenlétében inkubaltuk, majd vizsgaltuk, hogy a citokin kotddés hatdsara valtozik-e és ha
igen, hogyan, az IL-9 és IL-2 receptorok kapcsolata. A receptoralegységek expresszidjat az
IL-2 megvonasa, illetve az IL-9-cel torténd kezelés nem befolyasolta szignifikansan.

A 14. dbran egy reprezentativ konfokalis mikroszkopos kép lathato, amely az IL-9Ra

¢és IL-2Ra sejtfelszini eloszlasat mutatja ¢heztetett sejteken.

14. ABRA: AZ IL-9Ra ES IL-2Ra KOLOKALIZACIOJA EHEZTETETT
Ki1T225/1L-9R SEJTEKEN.

Az IL-9Ra és IL-2Ra alegységeket spektralisan eltéré fluoroforral
konjugalt monoklonalis antitesttel jeloltik (Alexa Fluor 546-AH9R7,
illetve , Alexa Fluor 488-anti-Tac), majd konfokalis képeket vettiink fel
az egyes fehérjék egyedi eloszlasarol. A kép az egymasra vetitett egyedi
eloszlasokat mutatja. Sarga szin jelzi azokat a teriileteket, ahol mindkét
fehérje kifejez6dik. Skala: 2 pm.

A CLSM képek és azok kvantitativ analizise alapjan ,.éheztetett” sejteken is

megtalalhatok mind a k6z6s, mind pedig a szegregalt membranteriiletek. Sem a Pearson-féle
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korrelacids koefficiensek atlagértéke, sem pedig a sejtek egyes korrelacios kategoridkban

vald szédzalékos eloszldsa nem kiilonbozik szignifikansan az ,.¢heztetett” és az IL-2

jelenlétében tenyésztett (tovabbiakban ,,normal”) sejtek kozott (XI. és XII. tablazat).

XI1. TABLAZAT: KOMBINALT PEARSON ES MANDERS ANALIZIS EHEZTETETT ES IL-9 KEZELT KIT225/IL-

9R SEJTEKEN.

A Pearson-féle korrelacios koefficiens (C), illetve a Manders-féle intenzitas alapt kolokalizacids egyiitthatok
(MiLgra és MiL2ra) értéke (atlag £ SD) a Costes modszer alapjan meghatarozott korrelacios kategoriakban. Az
M egylitthatok esetén indexben jeleztem, hogy mely fehérje masikkal atfed6 hanyadara vonatkozik.
(IL-9 kezelés leirasa: 5.1 fejezet)

Korrelaciés kategoriak

“valodi negativ”

“O”

“valédi pozitiv”

Alexa Fluor 546-AH9R4 + Alexa F

luor 647-antiTac @

Szazalékos eloszlas 23 % 40 % 36 %
<C>+SD Sheztetett sejtek -0,46 £ 0,17 -0,01 £0,10 0,35+0,15
<ML9r>£SD (n=47) 0,23 +0,15 0,55+0,13 0,57 +0,23
<MiL2r>+SD 0,22 +0,12 0,41+0,18 0,55 + 0,24
Szazalékos eloszlas 30 % 43 % 27 %
<C>£SD -0,34+ 0,11 0,06 + 0,06 0,34+0,19
+IL-9 (n=30)
<ML9r>£SD 0,28 +0,07 0,48 +0,21 0,69 +0,18
<MiL2r>£SD 0,35+0,15 0,52+0,18 0,56 + 0,28
Alexa Fluor 546-AH9R4 + Alexa Fluor 488-antiTac °
Szazalékos eloszlas 33% 28 % 39 %
<C>£SD Sheztetett sejtek -0,25 + 0,09 -0,06 = 0,08 0,45+0,09
<MiL-osr>+SD (n=18) 0,25+ 0,20 0,56+ 0,19 0,56+ 031
<MiL-2r>£SD 0,40 + 0,18 0,36 + 0,10 0,74 + 0,26
Szazalékos eloszlas 50 % 14 % 36 %
<C>+SD -0,37+ 0,14 0,10+ 0,02 0,33 +0,12
+IL-9 (n=14)
<ML-or>£SD 0,18+0,13 0,66 +0,01 0,74+ 0,22
<ML2r>£SD 0,33+0,24 0,40+ 0,24 0,48 +£0,28
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15. ABRA: IL-2 MEGVONAS HATASA AZ IL-9Ra ES az IL-2Ra ATFEDO HANYADARA.

A Manders kolokalizacids egyiitthato atlagos értéke a Pearson analizis soran meghatarozott korrelacios
kategoriakban normal és éheztetett Kit225/IL-9R sejteken. A felsd panelek (A és B) az IL-9Ra atfedd
hanyadat, mig az als6 2 panel (C és D) az IL-2Ra atfed6 hanyadat mutatja a masik receptor o lancaval. A
receptoralegységeket az A és C panelek esetén AlexaFluor546-AH9R4 + AlexaFluor647-aTac, mig a B és
D esetben AlexaFluor546-AH9R4 + AlexaFluor488-aTac fluoroforokkal konjugalt antitestekkel jeldltiik.
(*p<0,05)

Tendenciajat tekintve az Moz, alacsonyabbnak, az M2z, pedig magasabbnak
bizonyult az éheztetett sejtek esetében mind a ,,valddi pozitiv”’, mind pedig a ,,valodi
negativ” korrelacios kategoriakban mindkét festékpar esetén. A kétmintas t-probaval nyert
szignifikans kiilonbséget (p <0,05) az Alexa Fluor 546-AH9R4 + Alexa Fluor 647-antiTac
festékparnal az MiL-9rq, az Alexa Fluor 546-AH9R4 + Alexa Fluor 488-antiTac festékparnal
pedig az MiL-2r« koefficiensek Osszehasonlitasakor tapasztaltunk. A ,,0” kategoriaba esd
sejtek esetén nem volt szdmottevo kiilonbség az ,,&heztetett” és a ,,normal” sejtek kozott.

Miutan a két festékparral tortént vizsgalatok 2-mintas t-probaval torténd statisztikai
elemzése soran eltérd statisztikai szignifikanciat tapasztaltunk az IL-2 megvonas hatasat
tekintve (15. abra), 4-szempontos ANOVA elemzés segitségével is megvizsgaltuk az I1L-2
megvonds hatdsat az o alegységek doménszintii atfedésére. A kdvetkezd szempontok szerint
tortént az analizis: kezelés tipusa (,,normal” és ,,éheztetett” sejtek), alkalmazott festékpar
(Alexa Fluor 546-AH9R4 + Alexa Fluor 647-antiTac ¢és Alexa Fluor 546-AH9R4 + Alexa
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Fluor 488-antiTac), citokinreceptor fajtaja (MiL-ora és MiL-2r4), illetve a korrelacids kategoria
(,,valodi negativ”, ,,0”,”valodi pozitiv’). Az analizis eredménye alapjan az 1L-2 megvonas
hatéasa fliggetlen az alkalmazott festékpartol (p = 0,19). A 2-mintas t-proéba soran tapasztalt
eltérést a szignifikancia szintben a kis elemszam, illetve a mérési bizonytalansag okozhatta.
Osszességében azt mondhatjuk, hogy az IL-2 megvonasa kiilonbdzéképpen hat az Mi-or, és
MiL-2r« egylitthatokra, ami a valtozasok irdnydnak tendencidja is igazol.

Ezt kdovetden megvizsgaltuk az IL-9 kotddés hatasat a két fehérje térbeli viszonyara.
Az éheztetett sejteket 20 perces IL-9 kezelésnek vetettiik ala (eldzetes vizsgalatainkban a 20
perces stimulaciot kovetden tapasztaltunk maximalis STAT1 aktivaciot). Az IL-9 kotddése
nem okozott szignifikans eltérést sem a Pearson-féle korrelacios egylitthatd értékében, sem
pedig a sejtek egyes korrelacios kategoriak kozotti megoszlasaban (16. abra, XII. tablazat).
Az IL-9Ra atfedé hanyada novekedd tendenciat mutatott a ,,valddi pozitiv” kategdridban a
hasznalt festékparoktol fiiggetleniil, bar nem tudtunk szignifikdns valtozast kimutatni. A
masik két kategoridban nem tudtunk konzisztens tendenciat kimutatni. Habar az M2z
érteke szignifikdns megndvekedett a ,,valodi negativ”’ korrelacids kategoéridban a tobbi

korrelacios kategoriaban nem tapasztaltunk szignifikans valtozast.
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Az abra az IL-9Ra (A) és az IL-2Ra (B) masik



5.6 IL-9 hatésa a yc, az IL-9Ra és az IL-2Ra molekularis kdlcsonhatasara

Mint lathattuk, membrandomén szinten az IL-9 kétddése nem befolyasolta az IL-9R
¢s az IL-2R a alegységeinek térbeli kapcsolatat. A kovetkezokben azt vizsgaltuk, hogy a két
a alegység, illetve a mindkét citokin receptoranak felépitésében részt vevo ye lanc és az a
alegységek molekuldris kolcsonhatasat befolyasolja-e az IL-9 kotddése. Hasonldan a
doménszintii kapcsolat vizsgalata soran alkalmazott protokollhoz (lasd 4.1 fejezet), az IL-9
kotddés hatasat 20 perces stimulacionak alavetett, ,,éheztetett” Kit225/IL-9R sejteken
tanulmanyoztuk. A FRET hatésfokot az aranyalapu FRET (rFRET) moédszerrel, sejtenként
hataroztuk meg a donor, akceptor, illetve FRET csatornaban felvett képeken detektalt
intenzitasok alapjan (lasd 4.5.1 fejezet). Azért ezt a modszert valasztottuk, mert irodalmi
adatok alapjan mas mikroszkopos FRET technikakkal (pl. accpbFRET) 6sszehasonlitva,
alacsony expresszioju fehérjék (pl. yc lanc) kolcsonhatasainak vizsgalatakor ez bizonyult
statisztikailag a legmegbizhatobbnak (P. Nagy et al., 2016; Roszik et al., 2009).

A yclanc sejtfelszini szamossaga jelentdsen alacsonyabb mind az IL-9Ra, mind pedig
az IL-2Ra szamossaganal (relativ expresszids szintek: yc — 0,5, IL-9Ra — 1, IL-2Ra —
10), igy a yc alegység és az egyes a lancok kdlcsonhatasanak vizsgalata soran minden esetben
a vc¢ lancot jeloltik meg a donor fluorofort hordozd antitesttel. A kétfajta o alegység
kolcsonhatasanak vizsgalata soran — az accppbFRET mérésekhez hasonldan (lasd 5.3 fejezet)
— az IL-9Ra hordozta a donor, mig az IL-2Ra az akceptor fluorofort. A FRET hatasfok
meghatarozasa az 4.5.1 fejezetben ismertetett modon tortént: a sejtmembran pixelek
»kijelolése” utan (17/A abra) sejtenként meghataroztuk a FRET hatasfokot, majd az igy
kapott értékek eloszlasat hisztogram formajaban abrazoltuk (17/B abra).

Eredményeink alapjan a FRET hatasfok gyakorisagi hisztogramok kozépértéke a vyc
— IL-9Ra par esetén ~18%, az IL-9Ra — IL-2Ra par esetén ~17%, mig a yc — IL-2Ra par
esetén ~25% ¢heztetett sejteken, ami a vizsgalt fehérjék molekularis kdlcsonhatdsara utal.
Tekintve az akceptorként hasznalt a alegységek atlagos sejtfelszini denzitasat (lasd 5.1
fejezet), a random FRET hozzdjarulasa a tényleges detektalt hatasfokhoz elhanyagolhatd
(bovebb magyarazatot lasd 5.3 fejezet) (King et al., 2014), amely alatamasztja azt, hogy a
detektalt FRET értékek valodi, nem véletlenszer(i kapcsolatot jeleznek.

66



53| B v. + IL-9Ra IL-9Rq + IL-2Ra v +IL-2Ra
(;\ mmm  cheztetett sejtek
E\S 0,2 7 TL-9-cel kezelt
E ’ éheztetett sejtek
=~
38
‘> 0,1
0,0 ||H|.||H.. ,.lelﬂmll‘ ,||||I

-0.2-0,1 0,0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 -0,2-0,1 0,0 0,1 0,2 0,3 04 0.5 -0,2-0,1 0,0 0,1 0,2 0,3 0,4 0.5

FRET hatasfok

17. ABRA: IL-9 HATASA AZ IL-9Ra, IL-2Ra ES a yc MOLEKULARIS KOLCSONHATASARA

(A) A képek membran és nem-membran pixelekre torténd szegmentalasa ,,manually seeded watershed”
algoritmussal az akceptor (IL-2Ra) csatornaban felvett képen (bOvebben lasd 4.5.1 ). Az IL-9Ra-t Alexa
Fluor 546-AH9R4, mig az IL-2Ra-t Alexa Fluor 647-anti-Tac antitesttel jeldltiik. Skala: 5 pm.

(B) Sejtenkénti FRET hatasfok gyakorisagi hisztogramok a yc/IL-9Ra (n¢herteret=444, N+iLo = 501), az IL-
9R0/IL-2Ra (Ngheztetett =292, Ni+i9 = 229) és a yo/IL-2Ra (Neheztetet =292, N+i-g =367) parok esetén éheztetett,
illetve 1L-9 citokinnel kezelt Kit225/IL-9R sejteken. A vy¢, IL-9Ra és IL-2Ra receptor alegységeket TugH4,
AHO9R4 és anti-Tac monoklonalis antitestekkel jel6ltiik. A donor epitdpot jel6ld antitesteket Alexa Fluor 546
festékkel, mig, az akceptor epitopot Alexa Fluor 647-tel konjugalt antitesttel jeldltiik. Donorként a parok

elsdként, akceptorként a parok masodikként feltiintetett tagja szolgalt.

Ahogy az a 17/B abran bemutatott reprezentativ mérésbol kittinik, 1L-9 kotddés
hatasara a heterodimer IL-9R komplex elemei kozotti FRET hatasfok nem valtozott
szignifikansan. Ezzel szemben az IL-9Ra — IL-2Ra és a yc — IL-2Ra kapcsolatat jellemz6
FRET hisztogramok esetén szignifikans eltolodast tapasztaltunk IL-9 kezelés hatasara (p
<0,007, Kolmogorov-Smirnov teszt): a hisztogramok kozépértéke az IL-9Ra — IL-2Ra par
esetén 17%-16l 20%-ra nott, mig a yc— IL-2Ra par esetén 25%-rol 20%-ra csokkent (17/B

abra).
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A 17/B abran bemutatott valtozasokat a tovabbi méréseink is megerdsitették: az IL-
9Ra — IL-2Ra estén szignifikans novekedést (20-50%), mig yc— IL-2Ra esetén szignifikans
csOkkenést tapasztaltunk (20-30%). A yc—IL-9Ro parnal nem tapasztaltunk konzekvens
eltolodast a FRET kozépértékében (atlagos eltolodas mértéke: -1,7 £ 7%). A mérés, illetve
kiértékelés megbizhatosagat az Alexa Fluor 546 — Cy5 donor-akceptor parral is ellendriztiik:
az eddigiekben ismertetettekkel Osszhangban allo valtozast tapasztaltunk, annyi
kiilonbséggel, hogy a FRET hatasfokok értéke magasabb volt.

Sziikséges megemliteni, hogy a FRET gyakorisagi hisztogramok szoérasa relative
magasnak adodott, kiilonosen azon esetekben, amikor a yc szerepelt donorként. Ennek oka
elsGsorban a y¢ alacsony expresszioja: a kiértékelés soran meghatarozott paraméterek (lasd
4.5.1 fejezet) er6sen fliggenek a fluoreszcencia intenzitastol, amelybdl szamitjuk éket (azaz
,zajos” kép esetén a szamitott FRET hatasfok is magasabb szorassal hatarozhatdé meg).
Emellett a FRET értékeket sejtenként szamitottuk, igy az egyes sejtek egyedi akceptor
eloszlasa a kiilonbozd tulajdonsagut membrandomének kozott szintén befolyasolhatja a

szamitott értéket.
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6. MEGBESZELES

Disszertaciom célja az interleukin-9 receptor sejtfelszini szervezédésének
feltérképezése volt human T limfoma eredetii sejteken. Az IL-9R a yc citokinreceptor csalad
egyik heterodimer Osszetételli tagja, amelynek expresszidja elsésorban a magas affinitasu,
heterotrimer IL-2R komplexet is kifejez6 T sejttipusokon figyelhetd meg. Korabban
intézetiinkben kimutattak, hogy a szintén a y. receptorok kozé tartozo IL-2R aktivalt T
limfocitdk, illetve szamos human T limféoma eredeti sejt felszinén az MHC 1 és 11
glikoproteinekkel ko6zds, Un. szuperklasztereket alkot, amelyek kialakitasaban és
fenntartasaban kiemelt szerepet jatszanak a lipid tutajok (Matko et al., 2002; Vereb et al.,
2000). Az IL-15R o alegysége szintén ezen szuperklaszterekben dasul fel a mindkét
receptorfajtat expresszalo sejteken (Vamosi et al., 2004). Vizsgalataink egyik fontos kérdése
a fentiek alapjan az 1L-9 receptor és az IL-2R/MHC szuperklaszterek térbeli kapcsolatanak
feltarasa, amelyet tobb hierarchikus szinten tanulmanyoztunk.

Az IL-9R és az IL-2R/MHC tartalmt lipid tutajok térbeli kapcsolatanak a néhany
szaz nanomeéteres tavolsagskalan torténd feltarasa konfokalis mikroszkopids képek Pearson-
féle korrelacios, illetve Manders-féle egyiittes eléfordulas (co-occurrence) analizisével
tortént. A Pearson analizis soran sikeresen adaptaltuk a Costes és munkatarsai altal korabban
intervallum modszert (Costes et al., 2004). Ezzel az eljarassal lehetéségiink van az adott
sejtre meghatarozott korrelacios koefficiens kategorizalasara (konfidencia intervallum ala,
felé vagy éppen Dbeleesik), igy a tényleges korrelacido (anti-korrelacio)
felismerésére/valosziniisitésére a potencialis torzitd tényezOk kikiiszobdlése révén (pl.
expressziobeli kiillonbségek, stb.). A modszert ismert térbeli kapcsolattal rendelkezd
molekulaparok segitségével validaltuk: mind a pozitiv kontrollként alkalmazott molekulapar
(MHC I nehéz- és konnyt lanca), mind pedig a negativ kontroll (lipid tutaj-rezidens GM1
gangliozid és burkolt csapdékban kifejezddo transzferrin receptor) esetén jellemzden a vart
kategoriakba (,,valodi pozitiv”, illetve ,,valodi negativ”’) estek a sejtenként meghatarozott
korrelacios koefficiens értékek (lasd 5.2 fejezet).

A konfidencia intervallum moddszert a megfeleld modositassal a membranfehérjék
atfedd hanyadanak (egyiittes eléfordulas) analizise soran is alkalmaztuk: itt az intervallum

fels6 hataranal magasabb kolokalizacidos egyiitthatd esetén tekintettiik az atfedést
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statisztikailag megalapozottnak. Itt szintén az el6zoekben emlitett pozitiv és negativ
kontrollok segitségével tortént meg a modszer validalasa (lasd 5.2.3 fejezet).

A konfokalis mikroszképids képek Pearson analizise a sejtek egy jelentOs
hanyadaban ,,valodi pozitiv”’ korrelaciot tart fel az IL-9Ra és az IL-2Ro/MHC tartalmt
lipid domének (lipid tutajok) kozott mindkét vizsgalt human T limféma sejttipus esetén.
Vizsgalatainkat FRET mérésekkel kiegészitve kimutattuk az IL-9Ra és az IL-2R/MHC
klaszterek elemeinek molekularis kozelségét, azaz az IL-9R ezen fehérjemintazatok tovabbi
komponense.

Eredményeinket az IL-2 ¢és IL-15 receptorokra vonatkozo kordbbi adatokkal
Osszevetve valosziniisithetd, hogy a y¢ citokinreceptorok szervezédését egy olyan altalanos
rendezd elv vezérli aktivalt vagy transzformalt T sejtek plazmamembrdnjaban, amelyben
mind a lipid tutajok, mind pedig az MHC glikoproteinek kulcsszerepet jatszanak. Az igy
kialakult fehérjeklaszterek pontos funkcidja még tisztdzasra var, de valosziniisithetd
szereplik a funkciondlis receptorkomplexek kialakitasaban, igy a jelatviteli folyamatok
kivaltasaban, hatékonysaguk szabalyozasaban. Az IL-9 ¢és IL-2 receptorok
kolokalizacidjanak lehetséges funkcionalis kdvetkezményeit kés6bb targyalom.

Az MHC 1 glikoproteinek jelenléte — egyebek mellett — befolyasolhatja a vy
receptorok dinamikus sajatsagait, s ezen keresztiil, indirekt modon beavatkozhat azok
jelatviteli folyamataiba. Korabbi FCS, STED ¢és FRET adatok alapjan az altalunk vizsgalt
Kit225/IL-9R sejtekkel ,,rokon” Kit225/FT7.10 sejtek lipid tutajaiban feldasulé 1L-2R, IL-
15Ra és MHC 1 fehérjék kisebb méretii, valtozatos Osszetételii, Gn. szoros aggregatumok
formajaban léteznek az adott membranrégion beliil. Ezen egységek egy része mobilis, mas
résziik korlatozott mobilitassal rendelkezik. A sejtfelszini MHC I expresszid csokkentése
jelentdsen megnovelte az IL-2Ro/IL-15Ra tartalma fehérje aggregatumok mobilitasat,
anélkiil, hogy az IL-2Ra/IL-15Ra kapcsolat geometriajat modositotta volna.

Tovabbi lehetdség, hogy az MHC glikoproteinek kozvetleniil is részt vesznek a
citokinek altal aktivalt jelatviteli Utvonalakban, pl. hasonlo kereszt-szabalyozasi
mar leirtak. A human MHC 1 és az inzulin receptor (IR) fizikai kdlcsonhatasat és annak
funkcionalis kovetkezményeit liposzoma modellrendszeren és B limfoma sejtvonalakon
egyarant feltartak (Ramalingam et al., 1997). Kimutattak, hogy az MHC /IR arany novelése
megnoveli az IR ligandum-koté affinitasat, tirozin kindz aktivitasat, valamint az IRS-1

foszforilacidjanak és a PI-3 kinaz aktivalodasanak mértékét egyarant fokozza. Inzulin
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stimulacié hatasara az MHC I nehézlanca is foszforilalodik, majd asszocial a P1-3 kinazzal.
Az MHC I szabalyozo szerepét kimutattak idegsejtekben is in vivo, ahol az MHC | negativan
szabalyozta a szinapszis szamot az inzulin receptor szinapszis formalodasat elésegitd
hatasainak gatlasaval (Dixon-Salazar et al., 2014). Az MHC 1 specifikus monoklonalis
antitestekkel torténd ligalasa olyan jelatviteli tvonalak aktivalodasat eredményezheti,
amelyek a yc citokinek jelétviteli folyamataiban is megjelennek (Skov et al., 1998; Xu et al.,
2012). Az MHC | negativ szabalyozd szerepét a Toll-like receptorok altal triggerelt
gyulladasos folyamatokban szintén leirtak (Xu et al., 2012).

A CLSM képek Pearson-féle korrelacids analizise alapjan az IL-9Ra és az IL-
2R/MHC szuperklaszterek a kozés membranrégiok (lipid tutajok) mellett egymastol
szegregalt membran teriileteken is el6fordulnak, ahogy ezt a sejtek egy jelentds hanyada
esetén tapasztalhatd, a ,,valodi negativ”’ kategdridba sorolhatd korrelacios koefficiens
mutatja. A CLSM képek vizualis analizise alapjan a szegregalt domének jelenléte nem
korlatozddott a magasabb szamossag membranalkotora. A dolgozatomban nem emlitett
STAT1 aktivacids (tirozin foszforilacios) kisérleteink eredménye alatamasztotta az IL-9R és
az IL-2R/MHC tartalmu lipid tutajok kettds térbeli viszonyat. A telitési koncentracio alatt
alkalmazott 1L-9 hatasara a STATI1 aktivacido jellemzéen 2 fazisban megy végbe a
Kit225/IL-9R sejteken: egy gyors, minden sejtet érinté pY-STAT]1 szint emelkedést okozo
fazist egy lassabb, ugyanakkor szignifikdnsabb magasabb aktivalt STATL szinttel
jellemezhetd fazis kovet. A lipid tutajok integritasanak (koleszterin kivonassal torténd)
megbontasa eltérden befolyasolta ezt a két fazist: mig az elsd, gyors fazis kialakuldsara nem
volt hatassal, a masodik, lassabb fazis kialakulasat késleltette, 6sszhangban az IL-9R lipid
tutajokhoz kdéthetd, illetve azon kiviili el6fordulasaval.

Megjegyzendd, hogy a sejtek egy része esetén a vonatkozé konfidencia
intervallumon beliilre (azaz a ,nulla” kategoériaba) esett az IL-9Ra és az IL-2R/MHC
klaszterek, valamint a lipid tutajok térbeli kapcsolatat jellemzdé korrelacios koefficiens
értéke. Ez utalhat arra, hogy ezen sejteken véletlenszerli az adott membrankomponensek
térbeli viszonya, de arra is, hogy az atfedd és szegregalt membranrégiok egyiittes jelenléte
kompenzalja egymdst a korrelacios egyiitthaté szdmitdsa soran. accpbFRET adataink ez
utobbi magyarazatot valoszinusitették, tekintve a median FRET értékek egymoduszu
frekvenciaeloszlasat. Sot, a szignifikansan pozitiv iranyba eltolédé median FRET hatasfok
értékek arra utalnak, hogy az IL-9Ra és az IL-2R/MHC klaszterek kolokalizacioja a ,,valodi

negativ” korrelacids kategoriaba tartozd sejteken is jelen van. Osszevetve a STATI
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aktivacidos mérésekkel, mindez arra utal, hogy az IL-9Ra és az IL-2R/MHC tartalmu lipid
tutajok kétfajta térbeli kapcsolata (atfedd, illetve szegregalt membrandomének) nem zarja ki
egymast, ugyanazon sejt felszinén is el6fordulhatnak. Az egyes parok esetén az atfedo és
nem atfed6 membranteriiletek aranya sejtenként valtozo mértéki lehet, ami az adott sejtre
vonatkozo korrelacios koefficiens értékében tiikrozodik.

Erdekes modon az IL-2Ra/MHC 1 viszonylataban is talltunk a ,,valodi negativ”
korrelacids kategoriaba eso sejteket, azaz itt is 1éteznek nemcsak atfedd, hanem szegregalt
membranrégiok is. Ennek oka feltehetden az, hogy az MHC I nemcsak lipid tutajokban,
hanem azokon kiviil is eléfordulhat (Goebel et al., 2002; Knorr et al., 2009; Matko et al.,
2002; Vamosi et al., 2004; Vereb et al., 2000).

Fontos megjegyezni, hogy eredményeink fliggetlenek a vizsgalt sejt tipusatol: a
transzfektalt IL-9R-t kifejezd Kit225/IL-9R és az IL-9Ra-t konstitutivan expresszaldo MT-2
sejtek esetén hasonld eredményeket kaptunk. Az MT-2 sejtvonal a szabalyozoé T sejtek
(Treg) modellrendszeréiil szolgalhat, igy az itt nyert informaciok a kés6bbiekben
hozzéjarulhatnak az IL-9 jelatvitel Treg sejtekben betdltott szerepének megismeréséhez is
(Hamano et al., 2015).

Azért, hogy az [L-9Ra €s az IL-2Ra alegységek térbeli kapcsolatarol atfogdbb képet
kapjunk, a korreldcids analizissel nyerheté informaciot kiegészitettiik az egylittes
eléfordulas (,,co-occurrence”) vizsgalataval (Aaron et al., 2018). E két modszer
kombinéciodjaval jellemezték kordbban az EGF receptor szubcellularis eloszlasat, illetve
kovették nyomon annak sejten beliili utvonalat (trafficking) (Pike et al., 2017). Miutan egyik
célunk a citokin milli6 hatdsdnak tanulméanyozésa volt, ezen vizsgalatokat a Kit225/IL-9R
sejteken végeztiik el, tekintve az MT-2 sejtek IL-9 termel6 képességét (Lee et al., 1989).

A Kkétféle szamitasi modszerrel (teriiletalapt és a klasszikus, Manders-féle
intenzitasalapti szamitasok, 2.6.2 ¢és 4.4.2 fejezetek) meghatarozott kolokalizacios
egylitthatok hibahatdron beliil azonosak voltak, fliggetleniil az alkalmazott kisérleti
koriilményektdl (normal és €heztetett sejt, IL-9 hozzdadasa). Ez arra utal, hogy az IL-9Ra,
illetve az IL-2Ra részvételével kialakult klaszterek atlagos siirtisége (packing density), s igy
az egységnyl membran teriileten detektalhat6 atlagos fluoreszcencia intenzitéas, allandonak
tekinthetd az dket tartalmaz6 pixelblokkokban (legaldbbis az a alegységek tekintetében). Ez
0sszhangban all korabbi kozeli mezd pasztazo optikai mikroszkopias (NSOM) vizsgalatok

eredményével, ahol azt talaltak, hogy a mar korabban emlitett, ,,rokon” Kit225/FT7.10
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sejteken az IL-2Ra (és IL-15Ra) altal kialakitott klaszterekben az o alegységek atlagos
stirisége konstans (de Bakker et al., 2008).

Az egyiittes el6fordulas analizissel igazoltuk, hogy az IL-9Ra és az IL-2Ra egy
minimalis, de a véletlen altal generalttél szignifikansan nagyobb mértékii atfedése
korrelacios kategoriatol fiiggetleniil minden sejten, igy az 0sszességében negativ korrelaciot
mutatd (azaz a két receptort dontden elkiiloniilé membranteriileteken kifejezd), valamint a
konfidencia intervallumba esO korrelacidés koefficienssel jellemezhetd sejteken is
megfigyelhetd, alatamasztva ezzel az elkiiloniilo és atfedd domének egyiittes el6fordulasat,
amelyet korabbi eredményeink alapjan mar valoszintsitettiink. rFRET vizsgalataink tovabbi
bizonyitékot szolgéltattak: az IL-9Ra ¢és IL-2Ra kozott sejtenként meghatarozott FRET
hatasfokok egy moddusszal jellemezhetd frekvenciaeloszlasa, valamint a FRET hatasfok
sejtek dontd tobbségében szignifikansan pozitiv értéke egyarant ezt tamasztja ala. Kiilondsen
erés ez a bizonyiték, ha figyelembe vessziik, hogy az rFRET moddszerrel a korabbi
accpbFRET modszerhez képest jelentésen magasabb szamu sejt analizalhatd, igy
statisztikailag is megbizhatobb modszernek tekinthetd.

Az a alegységek atfedd hanyadanak mértéke a ,,valddi negativ’ korrelacios
kategériaban hasonlonak adodott a két receptor esetében (25-30%). Figyelembe véve az IL-
2Ra kozel 10-szeres sejtfelszini szamossagat, ez arra utal, hogy az IL-9Ra és az IL-2Ra 1:10
sztochiometridban talalhat6 a kozos klaszterekben.

A ,,valdodi pozitiv” korrelacios kategoriaba eso sejteken az IL-9Ra tobbsége az IL-
2Ra alegységgel atfedd membranrégiokban fejez6dott ki. Az IL-2Ra atfedé hanyada ennél
kisebb mértékii, ami lehet egyszerlien a két alegység eltérd expresszids szintjének
kovetkezménye, ugyanakkor a térbeli elkiiloniilés bioldgiai/funkciondlis okai sem zarhatok
ki. Ez utobbi feltételezést tamasztja ald az is, hogy IL-2 megvonas (éheztetés) hatasara az
IL-2Ra alegység IL-9Ra alegységgel atfedé hanyada mind a ,,valodi pozitiv”’, mind pedig a
,valodi negativ” kategoridkban kismértékben megndvekedett, mikdozben az expresszios
viszonyok nem valtoztak szignifikdnsan. Ez arra utal, hogy a szegregalt IL-2Ra domének
megjelenésének hatterében egyéb, az IL-2/IL-2R komplex aktiv részvételével kialakulo
folyamatok is szerepet jatszhatnak. A szegregalt IL-2Ra domének kialakulasat okozhatja pl.
az IL-2Ra lancok korai endoszomak segitségével torténd reciklizacioja (Hemar et al., 1995).

Korabbi rontgenkrisztallografias adatok jelents hasonldsagot tartak fel az IL-2/1L-

crer

crer
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(Chirifu et al., 2007). Ennek az alternativ, nem kanonikus IL-2 jelatviteli utvonalnak a
1étezését sejtproliferacios kisérletek is alatdmasztjak: az IL-2R o alegységét hordozo sejtek
jelenléte jelentdsen felerdsitette a csak az IL-2RByc heterodimert kifejezé T leukémia eredeti
sejtek IL-2 altal kivaltott proliferaciojanak mértékét (Eicher et al., 1998). Ahogy azt a
Bevezetésben emlitettem, az IL-2Ra — az IL-15Ra alegységgel ellentétben — alapvetden
alacsony citokinkot6 affinitassal bir. A szegregalt IL-2Ra klaszterek kialakulasa eldsegitheti
az IL-2-t kotott IL-2Ra  koncentraltabb megjelenését, ezaltal megndvelheti a
transzprezentacié kialakulasanak valosziniiségét (de Bakker et al., 2008; Liparoto et al.,
2002).

Az IL-9Ra IL-2R o alegységgel atfedd hanyada IL-2 megvonas (éheztetés) hatasara
csokkent, ami arra utal, hogy az IL-2 szabalyoz6 szerepet tdlthet be az IL-9R sejtfelszini
szervezOdésében, ezaltal a receptor komplex jelatviteli hatékonysaganak szabalyozasaban.
egymassal atfed6 hanyadaban nem okozott szignifikans valtozast. Korabbi NSOM és STED
vizsgalatok alapjan Kit225/FT7.10 sejteken az IL-2Ra domének atlagos sugara ~300-400
nm (de Bakker et al., 2008; Mocsar et al., 2016). Sajat eredményeink Szerint, ha az 1L-9
kotddése okoz is valamekkora atrendezddést, annak mértéke nem elegendd arra, hogy a két
receptorfajta térbeli kapcsolatat kimutathatdé mértékben megvaltoztassa a néhany 100
nanométeres mérettartomanyban.

A heterodimer IL-9R 0sszeszerelédését, valamint az IL-9 kotédésének hatasat az IL-
kolcsonhatasara szintén ¢éheztetett Kit225/IL-9R  sejteken, az rFRET modszerrel
tanulmanyoztuk. Kimutattuk, hogy az IL-9Ra és a yc alegységek IL-9 hianyaban is egymas
kozvetlen molekularis kdzelségében talalhatok, tehat a heterodimer IL-9R komplexek —
legalabbis részben — eldre Osszeszerelt allapotban vannak jelen a Kit225/IL-9R sejteken.
Korabbi, antitest indukalt fluoreszcens co-patching kisérletekben hasonlé eredményre
jutottak emberi és egér eredetii sejteken egyarant (Malka et al., 2008). A preformalt IL-9R
heterodimerek mennyisége IL-9 kotddés hatdsira kozel kétszeresére ndtt. Hasonlo
eredményeket kaptak az IL-2RB és a 7yc vonatkozédsdban is. Az eldre Osszeszerelt
heterodimerek jelenléte 6nmagaban nem valtott ki STAT foszforilaciot, ahhoz sziikséges
volt a relevans citokin kotddése is. Megjegyzendd, hogy a hivatkozott kisérletekben hasznalt
sejtekben eredetileg nem fejezédik ki yc citokinreceptor, igy az IL-9Ra alegységet, az IL-

2RP alegységet, a yc lancot és a 7yc citokinek jelatvitelében kritikus JAK3 kinazt is
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transzfekcio segitségével juttattdk be a sejtekbe. Mindez, figyelembe véve az IL-2, IL-15 és
IL-7 receptorok dsszeszerelédésére vonatkozo adatokat (Damjanovich et al., 1997; Vamosi
et al., 2004; Waickman et al., 2020) arra utalhat, hogy a yc és a citokin specifikus alegységek
feltehetden az egyes alegységek szerkezetébdl adodo preferencidlis fehérje-fehérje és/vagy
fehérje-lipid kolcsonhatasok révén. Ezt a feltételezést timasztja alé az is, hogy az IL-2/15R3
kimutathat6 volt transzfektalt alegységeket tartalmazo HeLa sejtekben (Volko et al., 2019)
Ellentétben a fent emlitett co-patching vizsgalatok eredményeivel, mi nem
tapasztaltunk szignifikans valtozast a yc és IL-9Ra kozott detektalhato FRET hatasfok
értékében IL-9 kot6dés hatasara. Ezzel szemben a yd/IL-2Ra és az IL-2Ro/IL-9Ra parok
esetén detektalt FRET hatasfokok eloszlasa szignifikdnsan eltolodott, ami az IL-9/2R
valészintisiti. A co-patching modszerrel kapott eredmények és a sajat FRET adataink kdzotti
ellentmondas csak latszolagos: az IL-9R heterodimerek szamanak novekedése nem
feltétleniil jelenti azt, hogy a két alegység kozotti atlagos tavolsdgban FRET szinten
detektalhat6 valtozas torténik (legalabbis az adott epitopok vonatkozasaban).
Eredményeinket az irodalomi adatok tiikrében a kovetkezOképp interpretalhatjuk
(18. abra): Az IL-9R az IL-2 receptorral (és feltehetden egyéb fehérjékkel, pl. MHC 1 és 11
glikoproteinekkel) egyiitt laza szerkezetli, atrendezddésre képes fehérjeklasztereket alakit ki
a vizsgalt humén T limfoma eredeti sejtek lipid tutajaiban, amelyek ,,forré pontként”
(jelatviteli centrumként) szolgéalva lehetovée teszik a jelatviteli folyamatok gyors elindulésat
a citokin kotodését kovetden. Citokin kotddés hatasara egyrészt kialakul a
receptorkomplexek funkcionalis (jelatvitelre képes) konformacidja, masrészt megnd az
Osszeszerel6dott receptorkomplexek szama is, ezaltal szabalyozva a jelatvitel hatékonysagat.
Az IL-9R ¢és IL-2R korrelacios kategoriatol fiiggetleniil minden sejten megfigyelhetd kozos
membrandoménjei egyfajta ,,niche”-ként szolgalhatnak a receptorkomplexek szdmara.
Azaltal, hogy az adott membranrégioban koncentraljdk az IL-9/2R alegységeket,
szabalyozhatjak a funkcionalis receptorkomplexek kialakulasanak sebességét, valamint a yc
alegység hatékony megosztasat eldsegitd platformot biztositanak az IL-2 és IL-9 szamara.
Egyre tobb bizonyiték van arra vonatkozdan, hogy a yc lanc szintje kulcsszerepet
jatszik a yc citokinek jelatviteli hatékonysaganak (citokin kiiszobkoncentracioja, jelatvitel

erdssége ) meghatarozasaban (King et al., 2014). Az IL-2R és az IL-9R (vagy mas yc
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citokinreceptorok) kolokalizacidja egy olyan lehetéséget vet fel az elérhetd yc szint
szabalyozasara, amely nem igényli az expresszios szint tényleges modositasat (pl.
downregulacio vagy 0j fehérje szintézise révén), ezaltal gyorsabb és hatékonyabb. Az IL-2
kotddése a yc lancok €s a kapcesolodo jelatviteli elemek (legalabb egy részének) elvonédsaval
csOkkentheti a tobbi citokin szdmara hozzaférhetdé vy lancok szamat. A sejt
mikrokdrnyezetében megjelend aktualis citokinmili6tdl fliggéen ez a mechanizmus lehetéveé
teszi az IL-9 (és mas vyc citokin) altal kivaltott jel er6sségének finomhangolasat. Ezt
tamasztjak ala STATI aktivacios vizsgalataink is, amelyekben az IL-9 altal kivaltott STATI
aktivacid hatékonysagat az IL-2-vel torténd eldkezelés koncentraciofiiggd modon
gyengitette. Ez a mechanizmus természetesen nemcsak az IL-2 szabalyoz6 szerepének
vonatkozasaban miikodhet, hanem barmely két (vagy tobb) vyc citokin esetén. igy pl. a
kozelmultban mutattak ki, hogy az IL-2 jelatvitel hatékonysaga forditottan korrelal az IL-
7Ra expresszidjaval Treg sejteken, amelynek hatterében az IL-7Ra és a yc lancok
preasszocicidja all (Waickman et al., 2020).

A disszertaciomban bemutatott eredményeink alapjan a yc citokinreceptorok és az IL-
2R kolokalizacigja 4ltaldnos érvényli jelenség, amelynek kialakulasa az adott
receptorkomplex Osszetételétdl (heterodimer vagy heterotrimer) fiiggetlen. Amellett, hogy
ez az elrendezés lehetdve teszi a citokin-specifikus a alegységekhez képest szignifikansan
alacsonyabb expresszios szinttel rendelkezd yc gazdasagos ¢€s hatékony megosztasat a
kiilonbozd receptorfajtak kozott, eldsegitheti az IL-2 feltételezett szabalyozo szerepének
betoltését a yc citokinek rendszerében (Liao et al., 2011a). Tovabba megfigyeléseink
alatdmasztjak, hogy membranfehérjék szervezddésének kiilonbozd hierarchikus szinten
torténd vizsgalatakor sziikséges az elérhetd biofizikai modszerek kombindlt felhasznalasa,
valamint tobbféle, egymast kiegészitd kiértékelési modszeré is ahhoz, hogy megbizhatd
képet kapjunk a membranfehérjék eloszlasarol, mely hozzajarulhat a jelatviteli folyamatok

jobb megértéséhez is (Aaron et al., 2018; Bodnar et al., 2005; Lagache et al., 2015).
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18. ABRA: AZ IL-9R KS IL-2R SEJTFELSZINI ELOSZLASANAK LEHETSEGES MODELLJE KIT225/IL-9R
SEJTEKEN

(A) Az IL-9Ra és IL-2Ra doménszintii ko-lokalizacioja a ,,valodi negativ” (bal oldali) és ,,valodi pozitiv”
(jobb oldali) korrelacios kategoriakba esé sejteken

Piros szin jeloli a kizarolag IL-2Ra-t, z6ld szin a kizardlag IL-9Ro-t, mig sarga szin a mindkét alegységet
tartalmazé pixelblokkokat.

~~~~~~

Az egyes alegységek IL-9 hianyaban jellemzdé (bal panel), illetve 1L-9 hozzdadasat kovetden kialakuld
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7. OSSZEFOGLALAS

PhD munkdm sordn az immunrendszer szabalyozasaban fontos szerepet jatszo
interleukin-9 receptoranak sejtfelszini osszeszerelédését és az IL-2R/MHC szuperklaszter
elemeivel valo térbeli kapcsolatat tanulmanyoztam tobb hierarchikus szinten, human T
limféma sejteken.

FRET ¢és CLSM méréseink bizonyitottak, hogy a korabban mas T sejteken feltart, az
IL-2R és az MHC glikoproteinek részvételével kialakitott fehérjemintazatok mind az MT-2,
mind pedig a Kit225/IL-9R sejteken megtalalhatok. Az IL-9R, legalabbis részben, az IL-
2R/MHC Kklaszterekkel kozos lipid tutajokban, az IL-2R és az MHC fehérjék molekularis
kozelségében fejezédik ki, azaz az IL-9R ezen klaszterek tovabbi dsszetevdje. Korabbi, az
IL-2 és IL-15 vonatkoz6 adatokkal dsszevetve eredményiinket valoszintisithetd, hogy a yc
citokinreceptorok szervezddését egy olyan altalanos rendezé elv vezérli aktivalt vagy
transzformalt T sejtek plazmamembranjaban, amelyben mind a lipid tutajok, mind pedig az
MHC glikoproteinek kulcsszerepet jatszanak.

A CLSM képek Pearson-féle korrelacios analizise feltarta, hogy a kozos domének
mellett az IL-9R ¢és az IL-2R/MHC klaszterek szegregalt membranteriileteken is
eléfordulhatnak, akar ugyanazon a sejten is. Az atfedd €s nem atfedd membranteriiletek
aranya — a korrelacios koefficiens értékében is tetten érheté mértékben— sejtenként valtozo
lehet. Ezt tamasztja ala a korrelacios analizis kiegészitéséiil szolgald egyiittes el6fordulas
modszere is, mellyel igazoltuk az IL-9Ra és az IL-2Ra egy minimalis, de a véletlen altal
generalttol szignifikdnsan nagyobb mértékii atfedéseét korrelacios kategoriatol fliggetlentil
minden sejten.

Kit225/IL-9R sejteken FRET mérésekkel feltartuk a yc alegység és az IL-9Ra
molekularis kozelségét mar IL-9 tavollétében is. Rovid ideig tartd IL-9 kezelés hatdsara
pedig sikeriilt az IL-9/2R klaszter belsé struktarajanak (konformacio és/vagy Osszetétel)
megvaltozasat kimutatni. Hipotézisiink szerint a vizsgalt huméan T limfoma sejtek felszinén
az IL-9R ¢és IL-2R komplexek (valamint egyéb fehérjék, pl. MHC 1 és II glikoproteinek)
kozremiikodésével 1€trejovo, atrendezddésre képes, laza szerkezeti klaszterek egyrészt
eldsegitik a hatékony jelatvitelt a ligandum kotést kovetden, masrészt lehetdvé teszik a yc

receptoralegységek hatékony megosztasat, s igy a kivaltott valasz finomhangolésat.
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8. SUMMARY

In my PhD work, I investigated the cell surface assembly of the receptor of interleukin-
9, which plays an important role in the regulation of the immune system. | also studied the
spatial relationship of the IL-9R with the IL-2R/MHC supercluster at different hierarchical
levels in human T lymphoma cells.

Our FRET and CLSM measurements indicated that IL-9Ra forms supramolecular
clusters with IL-2R and MHC molecules in lipid rafts on both MT-2 and Kit225/IL-9R cells.
IL-9R is an additional component of these clusters. Taking into account our current and
previous results on IL-9, IL-15 and IL-2 receptors it is plausible to assume that superclusters
of yc cytokine receptors with MHC glycoproteins may be generally present in the plasma
membrane of activated or transformed T cells in which both lipid rafts and MHC
glycoproteins play a key role.

Pearson's correlation analysis of CLSM images revealed that in addition to common
domains, IL-9R and IL-2R / MHC clusters may also occur in segregated membrane regions,
even on the same cell. The ratio of overlapping and non-overlapping membrane areas can
vary from cell to cell that can be achieved in the value of the correlation coefficient. This is
also supported by the co-occurrence method, by which we demonstrated a minimal but still
significant fraction of both between IL-9Ra and IL-2Ra receptor types overlap with the other
one, in all cells, regardless of the correlation category.

On Kit225/1L-9R cells, FRET measurements revealed the molecular proximity of the
common Y. subunit and IL-9Ra even in the absence of IL-9. As a result of short-term IL-9
treatment, a change in the internal structure (conformation and/or composition) of the IL-
9/2R cluster was detected. Clusters with the IL-9R and IL-2R complexes (and other proteins
such as MHC I and 11 glycoproteins) on the surface of the studied human T lymphoma cells
are loosely structured and capable of properly initiating efficient signaling following ligand

binding.
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