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1 Bevezetés
1.1.  Membranmodellek, membranfehérjék lateralis organizacioja

A sejtek membranjanak f0 feladata a sejt sajat folyamatainak elvélasztasa a kiilsé
kornyezettol, illetve az azzal valo szabalyozott anyagtranszport €s kommunikaci6 fenntartasa.
Az utobbi évtizedekben szamos megfigyelés mutatott ra, hogy a Singer-rél és Nicolson-rol
elnevezett modellt szlikséges kiegésziteni. 1997-ben Simons és lIkonen enyhe detergens
kezelésnek ellenallo, un. detergens-rezisztens membran frakciokat talalt (DRM). Ez alapjan
terjedt el az dan. lipid tutaj hipotézis. A lipid tutajok specialis Gsszetételli membrandomének,
foként koleszterinbdl, szfingomielinbdl, glikoszfingolipidekb6l (GSL) és GPI-horgonyzott
fehérjékbdl felépiilé dinamikus struktarak. A lipid tutajok mind strukturalis, mind funkcionalis
fehérjeplatformként jellemezhet6ek, nagysaguk valtozatos eloszlast mutat (10-300 nm).

A membranfehérjék szabad elmozdulasat a viszkozus kdrnyezet mellett a citoszkeleton
is gatolhatja. Az inhomogén sejtfelszini fehérjeeloszlasok tobb tényez6é egylttes hatasaval
magyarazhatoak:

1. Membranban mikddo erdk: lipid domén struktira, viszkdézus membranrégiok, fehérje-
fehérje kdlcsonhatasok

2. Intracellularisan haté tényezdk: a citoszkeleton direkt vagy indirekt modon gétlé hatésa,
vezikularis transzport folyamatok altali akkumulacid, jelatviteli folyamatok altal indukalt
klaszterizacio

3. Extracellularisan hato tényezok: elektrosztatikus erdk, keresztkotd ligandumok valamint
az extracelluléris matrix

4. Egyéb tényezok: pl. a membranpotencial megvaltozasa, kiilonféle perturbald tényezok,

crer

tényezok modositasan keresztiil fejthetik ki hatasukat.

A felsorolt tényez6k nem egymastdl fiiggetleniil, hanem egymas hatasat kiegészitve miikddnek,
jelenlétik szikséges a fehérjék mobilitasanak, eloszlasanak, aggregacios allapotanak
szabalyozésaban.

1.2. Interleukin-2 és -15 receptorok

Az IL-2 és IL-15 citokineknek fontos szereplk van az immunsejtek aktivaciojaban,
taléléseben és sejthalalaban. Receptor alegységeik, illetve az ezekbdl létrejovo kiilonféle
komplexek mas-mas affinitassal képesek a citokinek megkdtésére. Receptoraik harom

alegységbdl allnak, melyekbdl kettdt, a B és yc alegységet a két citokin megosztva hasznél, de az
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a alegységek citokin specifikusak. A sejtmembranban a receptorok ligandjuk nélkul is
Osszeszerelt formaban talalhatok, €s lipid tutajokban dasulnak fel. A k6zos jelatvivo lancoknak
koszonhetben az IL-2 és IL-15 receptorok részben hasonl6 funkcidkkal rendelkeznek, pl. segitik
a CD4™ T limfocitak proliferaciojat, a CD8" effektor sejtek aktivaciojat, a T és NK sejtek
citotoxititasat. Emellett ellentétes funkcidik is vannak: az IL-2 apoptotikus folyamatot, un.
aktivacio indukalta sejthalalt valt ki az immunvélasz lecsengése soran, mig az IL-15 gatolja ezt
a folyamatot és elésegiti a CD8" memoria T sejtek tulélését. A receptorok fontossagat jelzi, hogy
a vc alegységek génmutacidi az Ugynevezett X-kromoszomahoz kapcsolt kombindlt
immunhianyos tinetcsoport (X-linked severe combined immunodeficiency, X-SCID)

kialakulasat eredményezik.

1.3. Az L. és I1. osztalyu fo hisztokompatibilitasi komplex molekulak

Az immunfolyamatokban, legféképpen az antigén prezentacidban kulcsszerepet jatszo

glikoproteineknek, f6 hisztokompatibilitasi komplexnek két tipusat, az elsé és masodik osztalyu
MHC glikoproteineket (MHC | és MHC 1) kiilénboztetjuk meg. Az MHC 1 glikoprotein
heterodimer egy transzmembradm nehézlanchol és egy periférias konnyiilancbol all. Az MHC Il
molekuldk két hasonld méretli transzmembran lancbol allnak.
A legtobb, sejtmaggal rendelkezd sejt felszinén kimutattdk az MHC 1 jelenlétét. Az MHC 11
molekuldk expresszidja tobb sejttipuson indukélhatd, de normal korulmények kozott csak
professziondlis antigénprezentald sejteken: B sejteken, makrofagokon és dendritikus sejteken
talalhatd meg. Klasszikus funkcidjuk szerint a B sejteken expresszaloddé MHC | molekulak az
altaluk felismert endogén eredetli (pl. tumorantigének, virusfehérjék) peptideket prezentaljak a
T sejt receptornak. Az MHC 1l molekulak exogén peptideket prezentalnak a CD4" T sejteknek.
Az aktivalt CD4" sejtek funkcidja a tdbbi immunsejt (B sejtek, makrofagok, CD8" T sejtek)
folyamatainak, igy az immunvalasz szabéalyozdsa, elsOsorban citokinek (interferon-y,
IL-2, -4, -5, -6, -9, -10, -13) szekrécidja révén.

A plazmamembranban az MHC | molekulak oligomereket képeznek, és lipid tutajokban
dusulnak fel. Az MHC | glikoproteineknek tobbféle sejttipusban szamos interakcios partnerét
sikerilt korabban feltérképezni: az EGF receptort, a transzferin receptort, az interleukin-2/15
receptor alegységeit (IL-2Ro, IL-2/15Rp, ye, IL-15Ra), az inzulin receptort, a tetraspan
molekulakat (CD53, CD81, CD82), az intracellularis sejtadhéziés molekulékat (ICAM 1).

Az elsé kisérletes eredmények az MHC I €s az IL-2 receptorok molekularis kdzelségérol
Forster rezonancia energiatranszfer (FRET) méréseken alapultak. A kisérleteket elébb T

sejtvonalon majd periférias T sejteken is elvégezték. Fluoreszcencia visszatérési gorbék
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analizisével (FRAP mérésekkel) kimutattdk, hogy az IL-2Ra mobilitasa csokken az MHC I-
ellenes antitesttel torténd jelolés hatasara, ami tovabb valdszinisitette kdzvetlen molekularis
kozelsegiket. Transzmisszios elektronmikroszkoppal készult képek segitségevel T limfoma
sejteken kimutattdk az immunogold jel6léssel ellatott IL-2Ra és MHC I kozos klaszterezettségét.

Genetikai vizsgalatok Kkimutattdk, hogy az MHC gének polimorfizmusa szoros
kapcsolatban van tobb betegség kialakulasaval is: szkler6zis multiplex, I. tipusu diabétesz (T1D),
szisztémas lupus erythematosus, colitis ulcerosa (fekélyes vastagbélgyulladas), Crohn-betegség;
rheumatoid arthritis. igy az MHC | molekulanak tobbféle szabalyozé funkcidja latszik

korvonalazodni, mely kiegésziti az antigénprezentacioban betoltott szerepét.

1.4.  c-Jun és c-Fos transzkripcios faktorok

A sejtek généatirasat szabalyozO DNS-koté fehérjéket transzkripcios faktoroknak
nevezziik. Specifikus DNS promoter vagy enhanszer régiokhoz kotddve célgénjeik kifejez0dését
novelhetik vagy csokkenthetik, igy mikodésiik hatassal lehet a sejtek kulonfele élettani
folyamataira. A c-Fos és c-Jun transzkripcids faktorok leucin cipzérral 6sszekapcsolédé homo-
vagy heterodimerek, melyek az AP-1 (Activator protein 1) valaszadd elemeihez kotddnek. A
c-Foskc-Jun dimer funkcioja sejttipus fliggést mutat, egyes sejttipusokban pl. sejtproliferaciot
indukal, mas sejttipusokban apopt6zishoz jarul hozza. DNS-hez vald kotédésiikben szamos
kilonféle stimulus altal elinditott jelatviteli Gtvonal kozrejatszhat: pl. a G-fehérjéhez kapcsolt
receptorok, novekedési faktorok (TGFPB, EGFR), neurotranszmitterek, UV sugarzas,
onkofehérjék, mitogén aktivalta protein kinaz-, ciklikus AMP vagy Ca?*-fiiggd jelatviteli
atvonalak. A Fos-Jun komplex proliferaciot indukal6 hatasat a ndvekedési faktor receptorokon
keresztul a mitogén aktivalta protein kinaz (MAPK) jelatviteli utvonalon keresztil is kifejtheti.
Szamos patoldgias esetben a c-Fos magas expresszids szintjét figyelték meg, pl. Tamoxifen
rezisztens emlétumorban, szajiiregi rakban; az overexpresszid szerepét valoszinisitették majrak
karcinogenezisében. Magas expresszios szintje befolyasolhato példaul a pajzsmirigy hormon al
magreceptoran keresztiil. Néhany sejttipusban a c-Fos magas expresszidja apoptdzis indukcidjat
eredményezi. A c-Jun-nak a sejtciklus szabalyozasaban van szerepe, a ciklin D transzkripcids
faktort aktivalja, az aktivacio hianyaban a sejtciklus progresszidja a G1 fazisban megrekedhet.
A c-Jun overexpresszidja egyes tumor szupresszorok (p53, p21) expressziojat csokkenti, mialtal

felgyorsult sejtosztddas valosulhat meg.



1.5. A multiple-t algoritmus, FPGA - programozhat¢ logikai kapumatrix

A fluoreszcencia korrelacios spektroszképia (FCS) fluoreszcensen jelzett molekulak
difftizigjat, koncentraciojat, fotofizikai tulajdonsagait jellemzd paraméterek becslésére
alkalmazhaté mddszer €16 sejtekben vagy oldatban. Az FCS mérések soran a fluoreszcencia
intenzitast a jellemezni kivant folyamatok feloldasahoz sziikséges idébeli felbontassal kell
detektalni. Mivel a fotofizikai folyamatok Korrelacios ideje tipikusan a 10° — 10 s
tartomanyban, mig az ¢16 sejtekben diffundalo részecskék diffizios ideje 10 — 1 s tartomanyban
varhatd, igy ha azonos beosztast pontokban hatarozndnk meg a korrelacios fliggveényeket, tobb
nagysagrendnyi adatmennyiség tarolasara, hozzaférhetdségere és modositasara lenne szilkség. A
multiple-t algoritmus a fluoreszcencia korrelacids spektroszkopiaban alkalmazott eljaras,
segitségével kisebb adatmennyiség mellett a korrelacios fuggvenyek logaritmikusan
ekvidisztans késleltetési idépontokban szamolhatdak ki.
Az FPGA (field-programmable gate array, programozhatd logikai kapumatrix) egy olyan
aramkori elemek a felhasznal¢ altal szabadon programozhatdak, igy egy meghatarozott célu
hardver hozhat6 altaluk Iétre. Az FPGA eszkdz0k 6tvozik az integralhaté aramkorok alkalmazas-
specifikussagat és a processzor alapu rendszerek flexibilitasat. Figyelembe véve az FPGA chipek
memoria és szamitasi kapacitasat, valamint a multiple-t algoritmus sajatossagait egy modern

FPGA-n, akar egy tobbcsatornas (hardver) korrelator is kivitelezhetd lehet.



2. Célkitiizések

Dolgozatom {6 témaja az immunfolyamatokban alapvetd szerepet jatszo
membranfehérjék altal alkotott Kkis- és nagyméreti molekulaklaszterek szerkezetének és
dinamikajanak vizsgalata. Az MHC | molekula és az interleukin-2 és -15 receptorok
Munkank soran az MHC | molekulék szabalyoz6 szerepét vizsgéltuk az IL-2 és -15 citokin
receptorok és MHC | molekuldk klaszterizacidjaban és mobilitdsdban MHC | géncsendesités
segitségével. Dolgozatomban egy tobbcsatornas multiple-t korrelator validalasat is be fogom
mutatni, melyet mobilitds és ko-mobilitas vizsgalatokra is fel lehet hasznalni. Ertekezésem
tovabbi részében az IL-2 jelatvitel altal is aktivalt c-JunBlc-Fos transzkripcios faktorok
heterodimerjének konforméacidjat és DNS-kotédését vizsgaltam meg.

Kisérleteinkben az alabbi kérdésekre kerestlk a valaszt:

e Milyen szerepe van az MHC | molekuldknak az 1L-2/15 receptorok klaszteriz&ciojaban
és dinamikajaban?

e Az MHC | molekuldk expresszidja hogyan valtoztatja meg azok mobilitasat és
klaszterezettségét?

e A c-Jun és c-Fos transzkripciés faktorok dimerjének milyen a konformacioja él6

sejtekben?

Eredményeink segithetnek megerteni a membranfehérjék klaszterizacidjat és a transzkripcios
faktorok dinamikajat, valamint példaul szolgalhatnak a modern mikroszképos technikak

komplementer informéacidkat ny(jté alkalmazésara.



3. Anyagok és Modszerek
3.1.  Sejtvonal, sejttenyésztés, jelolés

A T sejtek sejtfelszini fehérjéinek vizsgalatdhoz IL-2-fiiggé FT7.10 human T limféoma
sejtvonalat hasznaltuk, amely a Kit 225 sejtvonalbdl szarmazik. A sejtvonal stabilan
transzfektadlva van FLAG peptiddel ellatott IL-15Ra-val, és az IL-2R mindharom alegységét
konstitutivan expresszalja. Az MHC | molekuldknak a klaszterizacidjaban betoltott szerepének
a vizsgalatdhoz a glikoproteinek expresszidjat siRNA transzfekcidval csokkentettik le. A
sejtfelszini fehérjéket fluoreszcens monoklondlis antitestekkel, a GM-1 gangliozidot kolera toxin
B-vel jeloltik.

Az AP-1 komplex vizsgalatdt a C-termindlison EGFP vagy mRFP1 fluoreszcens
fehérjével jelolt c-Fos és c-Jun transzfekcidjaval, HelLa sejteken végeztik. A dimerizacios
domént6l szamitott C-terminalis domén a Fos fehérjében hosszabb, mint a Jun-ban, igy a C-
vegen elhelyezett festékek tavol vannak egymastol a dimerben. Ezért a teljes hosszUsagu c-Fos
fehérjék mellett hasznaltunk egy olyan mutanst is, melynek C végérdl eltavolitottak 164

aminosavat (c-Fos?%).

3.2.  Forster rezonancia energiatranszfer (FRET)

modszer a Forster rezonancia energiatranszfer mérése. Mivel a FRET hatasfoka a donor-
akceptor tavolsag negativ hatodik hatvanyanak fliggvénye, igy gyakran és széleskoriien
alkalmazott modszer a fehérjék molekularis tavolsaganak monitorozasahoz. Az akceptor
fotoelhalvanyitas madszere azon alapul, hogy ha az akceptor festéket irreverzibilisen kiégetjik,
azok mar nem képesek a FRET kdlcsonhatasban részt venni, igy a donor fluoreszcenciaja
megnd. Figyelembe véve az FT 7.10 sejtvonalon az IL-2RP alacsony expresszios szintjét, a
FRET hatasfokot Olympus FluoView 1000 konfokalis mikroszképpal, akceptor elhalvanyitas
modszerrel hataroztuk meg. A c-Jun és c-Fos transzkripcids faktorok kozotti kdlcsénhatas
vizsgalatdhoz a FRET méréseket Zeiss LSM 510 konfokalis l1ézer pasztaz6é mikroszkopon (Carl
Zeiss, Jena, Németorszag) végeztik.

3.3.  Szuperfeloldasu STED mikroszkopia, digitalis képfeldolgozas

A szuperfeloldast mikroszkopia alkalmazasaval az Abbé-féle feloldasi hatarnal kisebb
strukturakat is lathatova lehet tenni. Dolgozatomban az MHC | molekulék és IL-2/15 receptorok
klaszterméretét stimulated emission depletion (STED) mikroszképiaval hataroztuk meg. Az IL-

2/15Ra és az MHC I fehérjeklaszterek nagysadgat harom moédszerrel szamszertsitettiik. A harom
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modszer harom eltéré megkdzelitésen alapul, igy az eredmények direkt 6sszehasonlitasa helyett
az adatok értelmezésénél célszer(i a klaszterméret valtozasok trendjeit alapul venni. Elséként a
fluoreszcencia intenzitdsmaximumok félértékszélességét (full width at half maximum, FWHM)
mértik meg. Masodik modszerként a STED képek térbeli autokorrelacios fliggvényének
alakjabol kovetkeztettiink az 1L-2/15Ra és MHC 1 klaszterméretek nagysagara. A klaszterek
méreteit képszegmentacids maddszerrel is meghataroztuk.

A fehérjék asszocialt hanyadaira a mindkét csatorndban a kiszOobérték feletti
Osszintenzitdas és a teljes sejtfelszini intenzitds hanyadosaibol kovetkeztettink. A
parkolcsonhatasok valamint a domén szintli egyiittallas szamszertsitéséhez a Pearson-féle

korrelacios egyutthatot is felhasznaltam.

3.4.  Fluoreszcencia korrelacids és keresztkorrelacids spektroszkopia (FCS, FCCS)

A fluoreszcencia korrelacios spektroszkopia fluoreszcensen jelzett molekuldk diffaziojat,
modszer €16 sejtekben vagy oldatban. Az MHC 1 glikoproteinek és az IL-2/15 receptorok
sejtfelszini mobilitasat fluoreszcencia korrelacios spektroszkopidval mértiik meg. A korrelacios
mérésekhez Olympus FluoView 1000 konfokalis mikroszkopot hasznaltunk, melynek negyedik
detektalasi csatornaja fotonszamlalé lavina fotodiodakkal van felszerelve. A fotonok
beérkezésének idejét egy NI7833 FPGA mérékartyaval (National Instruments, Austin, TX)
regisztaltuk 80 MHz-es mintavételezési frekvenciaval, sajat készitésii szoftverrel. Az
autokorrelacios gorbeket a foton beérkezési adatokbol, sajat fejlesztésiti programmal, multiple-t
algoritmussal szamoltuk ki.

Meghataroztuk a molekuldk diffuzids allandoit, atlagos részecskeszamat, a kiégetett
molekulahanyadokat, és ezekbdl a paraméterekbol készitettlink statisztikékat.

A c-Jun és c-Fos transzkripcios faktorok mobilitasi viszonyait a kollaboraciés partneriink
laboratériumaban kifejlesztett konfokalis mikroszkoppal, valamint az arra felszerelt korrelacios
modullal vizsgaltuk meg. Az FCCS gyakran alkalmazott eljaras a fehérje-fehérje
parkolcsonhatasok kimutatasara és jellemzésére. A keresztkorrelacids fuggvények lassu
komponensének paraméterbecslésével a transzkripcids faktor dimerek DNS-hez vald
kotédésének aranyat jellemeztik. Az auto- és keresztkorrelacios gorbéket a Quickfit 3.0

programmal, a triplet allapot jelenlétét figyelembe véve illesztettiik meg.



4. Eredmenyek
4.1.  MHC I géncsendesités hatdsanak a vizsgalata az 1L-2/15 citokin receptorokra

4.1.1. MHC 1 géncsendesités hatasa az IL-2/15Ra. alegységek és MHC I glikoproteinek

sejtfelszini részecskeszamaira

Az MHC | molekulaknak a klaszterizacidjaban bet6ltott szerepének a vizsgalatahoz az MHC |
expresszidjat siRNS transzfekcidval csokkentettilk le. A gencsendesités specifikusan csak az
MHC | glikoproteinek sejtfelszini expresszidjat csokkentette. Az SiRNS-t 100 pg/ml
koncentracidban alkalmazva az eredetei MHC | mennyiség 5-10%-a maradt meg.

A konfokalis térfogatban 1év6 részecskeszamokbol a teljes sejtfelszini részecskeszamokat is
megbecsiiltik, az igy kapott intervallumok atfedésben voltak a teljes populacidban aramlasi

citometriaval, kalibracios gyonggyel meghatarozott értékekkel.

4.1.2. Az IL-2/15Ra alegységek és az MHC | aggregacios allapotanak becslése a
molekularis fényességek analizisével

A molekuléris fényesség az egy diffundalo részecskét6l idéegység alatt detektalt fotonok szamat
jelenti (F/N). A molekularis fényesség aranyos az egyutt diffundald komplexben levé
fluoroférok szamaval, ismeretében a fehérjék homoaggregacios keépességét lehet megbecsilni.
A molekuléris fényességek 6sszehasonlitisa el6tt megvizsgaltuk, hogy a fluoreszcencia
intenzitas milyen mértékben csokken a mérés megkezdését kovetéen a festékmolekuldk
irreverzibilis fotoelhalvdnyodasa kovetkeztében. A csokkenés mértékét a fotoelhalvanyodasi
hényadossal (bleaching fraction) szamszersitettiik. Mivel a fotoelhavanyodasi hanyadosok 20
s utan meghaladtak az 50%-ot, igy indokolt, hogy csak a mérési id6 els6 15 s-abdl szarmazé F/N
adatokbol készitsunk statisztikakat.

Az F/IN értékek pozitivan korrelaltak az abban a mérési szakaszban mért &tlagos
fluoreszcencia intenzitassal. Megallapitottuk, hogy a molekularis fényesség linearisan né a
fehérjetartalom fliggvényében, magasabb lokalis expresszios szint mellett az MHC | fehérjék
jobban aggregalédnak. Az adatokbol megallapitottuk, hogy az MHC | homoaggregéacidja
szignifikansan csokkent a géncsendesités kovetkeztében. Eredményeink szerint mind az IL-

2/15Ra, mind az MHC II homoaggregécios hajlanddsaga fliggetlen az MHC I jelenlététdl.
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4.1.3. Az IL-2Ra, IL-15Ra alegységek és az MHC | mobilitdsanak valtozasa MHC |

géncsendesités hatasara

Amennyiben a fehérjék aggregécids Aallapota megvaltozik, az aggregatum meéret
valtozésa kovetkeztében azt varhatjuk, hogy a molekularis mobilitasuk is véltozni fog. A
molekularis fényességgel ellentétben a feherjék mobilitasai figgetlennek voltak a mérés kezdete
oOta eltelt 1d6tdl, igy indokolt az 6sszes mobilitasi adatbol statisztikat szamolni. Megvizsgaltuk,
hogy a diffuzids allandé milyen trend szerint fligg az atlagos fehérjetartalomtol. Megallapitottuk,
hogy az MHC I glikoproteinek atlagos diffuzios allandoja negativan korrelélt az abban a meérési
szakaszban szamolt atlagos fluoreszcencia intenzitassal, a tobb fehérjét tartalmazé klaszterek
lassabban diffundalnak. Mind az MHC I, mint az IL-2/15Ra mobilitasa szignifikansan nagyobb
volt az MHC | géncsendesitett sejteken. Ezen adatok ismeretében kijelenthetjik, hogy az MHC
I glikoproteineknek a sejtmembranban jelent6s szerepe lehet a mobilitas szabalyozasaban.
Megvizsgaltuk, hogy vajon a sejtfelszinen talalhatd inhomogén mintazatokban milyenek a
lokalis fehérjemobilitdsok. A sejtek magas és alacsony intenzitasu terlletein vizsgaltuk az
IL-2/15Ra alegysegek diffazids allandéit. Megallapitottuk, hogy mind az IL-2Ra, mind az IL-
15Ra alegységek mobilitasa kisebb volt azon teruleteken, ahol a lokalis koncentraciéjuk
magasabb volt. Adataink teljes 6sszhangban voltak a korabbi eredményekkel, miszerint az MHC

| expressziojanak csokkentése az IL-2/15Ra fehérjemobilitasok novekedéseét eredmenyezte.

4.1.4. Fehérjeklaszterek méretének meghatarozésa szuperfeloldast mikroszképpal
Fluoreszcencia korrelacids spektroszkopiai mddszerrel kimutattuk, hogy a vizsgalt
fehérjek mobilitasara és aggregacids képessegére szignifikans hatassal volt az MHC |
expresszidjanak csokkentése. Ezen eredmények alapjan azt feltételeztiik, hogy az MHC |
expresszionak mind az interleukin receptorok, mind az MHC | sejtfelszini klaszteriz&cidjanak
szabalyozasaban szerepe lehet. Hipotézisiinket 20 nm-es feloldasiu STED mikroszkdpos képek
analizisevel teszteltiik. A ko-disztribtcids analizis lehet6sége érdekében mind a kontroll, mind
a kezelt sejteket duplan jeloltik, a z6ld csatorndban MHC | ellenes antitesttel, a voros
csatornaban IL-2Ra- vagy IL-15Ra-ellenes antitestekkel. A klaszterméretek kvantitativ
jellemzéséhez harom kiilonb6z6 megkdzelitésen alapuld képelemzési eljarast hasznaltunk.
Géncsendesitett sejteken a klaszterek félértékszélességébodl szarmaztatott MHC | klaszterméret
stirtiséghisztogramja balra tolodott, az atlagos klaszterméret 640 = 120 nm-r61 260 + 80 nm-re
csokkent (atlag£SEM), a kiillonbség szignifikans volt. Az IL-2Ra hisztogramja nem valtozott az
MHC | géncsendesités hatasara, az atlagértékek kozotti kiilonbségek nem voltak szignifikansak.

Az IL-15Ra atlagos klasztermérete a géncsendesitett sejteken 360 + 60 nm volt, a kontroll
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sejteken 300 £ 60 nm (atlagtSEM). Masodik mddszerként a szuperfeloldasu képek térbeli
intenzitds korrelacios fuggvényeinek paraméterbecslésével hataroztuk meg a fehérjék
sejtfelszini klaszterméreteit. Az MHC | klaszterek atlagos mérete szignifikansan csokkent a
géncsendesités hatasara, 340 = 120 nm-r61 200 + 120nm-re (atlag+tSEM). Az IL-2Ra és IL-15Ra
atlagos klaszterméretei a géncsendesités hatasara nem valtoztak szignifikansan. Harmadik
eljarasként a  feherjeklaszterek méretét képszegmentacios eljarassal  kvantitaltuk.
Géncsendesitett sejteken az MHC 1 klaszterméret stiriséghisztogramja a kontroll mintahoz
képest balra tolddott, a teriiletek atlagértéke (7.2 + 0.9) x 10* nm2-r8l szignifikansan csokkent
(1.8 £ 0.2) x 10* nm?-re. Az IL-2Ra és IL-15Ra klasztereinek atlagos teriilete fiiggetlen volt az

MHC I jelenlétét6l, az atlagos klaszter nagysagok nem kiilonboztek szignifikansan egymastol.

4.1.5. Fehérjeklaszterek méret szerinti betoltottségének vizsgalata

A képek analizise soran azt is megvizsgaltuk, hogy vajon a klaszterek méret szerinti atlagos
fehérjetartalma hogyan valtozik a géncsendesités hatasara. Osszhangban a klaszterméretetek
valtozasaval az MHC | klaszterek kisebb fehérjetartalml klaszterekre estek szét. Ezen
képelemzési modszer is megerésitette azt a korabbi tapasztalatunkat, miszerint az IL-2Ro
klaszterizacioja valtozatlan maradt, annak ellenére, hogy a receptor alegységek mobilitasa
szignifikinsan megn6tt. Megallapitottuk, hogy az MHC | glikoproteinek mobilitast modulalo
szerepét nem az IL-2Ra és IL-15Ra klaszterméret valtoztatasan keresztl fejti.

4.1.6. Kolokalizalt molekulafrakciok meghatarozasa

A tovabbi képelemzési vizsgalatokban a receptor alegységek és MHC | glikoproteinek kozotti
parkolcsonhatasokat kvantitaltuk. Az IL-2/15Ra receptor alegységek MHC I melletti asszocialt
hanyadait szamszerusitettilk kontroll és géncsendesitett sejteken egyarant. A géncsendesités
kovetkeztében az MHC 1 expesszioja 90%-kal csokkent, az IL-2Ra és IL-15Ra szintjei
véltozatlanok maradtak. Az IL-2Ra MHC I melletti asszocialt hanyada 75 + 3%-rdl 5,4 £ 3%-ra
csokkent. Hasonl6an az IL-15Ra MHC I-gyel asszocialt hanyada is szignifikansan csokkent, 91
+ 4%-rol 20 £ 6%-ra. Ilyen mértékii csokkenést az MHC 1 asszocialt hanyadaiban nem
tapasztaltunk, az IL-2Ra-al val6 asszociacidja 61 + 8%-rdl csokkent 52 + 7%-ra, mig az IL-
15Ra-al valo asszociacidja 12 £ 2%-rdl 19 £ 5%-ra nétt (atlag + SD). Ezen utdbbi adatok
ismeretében megallapitottuk, hogy a géncsendesités utdn megmaradé MHC | molekulak k6zos
sejtfelszini komplexeket alkotnak az IL-2Ra valamint IL-15Ra molekulakkal.
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4.1.7. Parkdlcsonhatasok jellemzése Pearson-korrelacios koefficienssel

Az MHC 1 és IL-2/15Ra koz6tti asszocialt hanyadok meghatarozasa utan a molekularis
egylttallas mértékét a Pearson-féle korrelacidés  koefficiens meghatarozdsaval s
szamszerUsitettilk. Az egylitthatd meghatarozasat tobb kiilonboz6 intenzitasra vonatkozo
kiiszoberték feltétel mellett is elvégeztiik. A géncsendesités hatasara a korrelacios koefficiens
értéke mindket fehérjeparra (MHC 1 - IL-2Ra valamint MHC I - IL-15Ra), mindegyik feltétel
mellett szignifikdnsan csokkent. Az analizissel megerdsitettiik korabbi eredményiinket,
miszerint a géncsendesités utan az IL-2Ra. és IL-15Ra tobbsége MHC I mentes teriileten foglal
helyet.

A szuperfeloldasu képek analizise mellett ugyanazon sejtekrdl késziilt, 200 nm felbontasu
konfokalis képek ugyanilyen melységii analizisét is elvégeztiik. A konfokalis modban késziilt
képek vizsgalatanak eredményei dsszhangban voltak a STED eredményekkel. Az IL-2Ra. és IL-
15Ra MHC I melletti asszocialt hanyadai csokkentek az MHC I expresszidjanak a csokkentése
kovetkeztében. Ekdzben a megmaradd MHC | glikoproteineknek az interleukin receptorokkal

asszociélt hanyadai nem véltoztak szignifikansan.

4.1.8. MHC I, IL-2/15Re alegységek lipid tutajokban valo lokalizacidja

A mobilitas és aggregacios viszonyok valtozasanak az ismeretében hipotézisként
feltehetjiik, hogy a receptoroknak és az MHC glikoproteineknek nemcsak a mikro-, hanem akar
a makrokornyezetére is befolydssal lehet az MHC | expresszidjanak valtozésa. Ezt a kérdest
konfokalis mikroszkoppal készilt képekkel, a lipid tutajok €s a receptor alegységek kozotti
Pearson korrelacios koefficiensek 6sszehasonlitdsaval teszteltik. A Pearson korrelécios
koefficiensek atlagértékei az IL-2Ra vagy IL-15Ra és a GMy lipid tutaj marker kdzott nem
valtoztak szignifik&nsan a géncsendesités hatasara. Eredményeink azt mutattak, hogy az IL-2Ra
és az IL-15Ra membran mikrodomén lokalizaciojara nem volt szignifikans hatassal az MHC |
molekuléak jelenlétének csokkentése. Az MHC | molekulék és lipid tutajok kdzotti korrelacids
egyutthatd csokkent. Adataink alapjan megallapithatjuk, hogy az expresszios szint valtozasa
kovetkeztében a sejtfelszini MHC | lipid tutajbeli lokaliz&cidja szignifikdnsan csokkent. A
korrelacios egyltthatd csokkenésének masik lehetséges oka az, hogy a részecskeszam redukcidja

a jel/zaj viszonyt is csokkenti, igy az egyutthatd csdkkenni fog.
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4.1.9. IL-2Rp - IL-2Ra kolcsonhatas vizsgélata akceptor fotoelhavanyitdsos FRET
meéréssel

A fehérjemobilitasi és klaszterizacios valtozasok jellemzésén talmenéen megvizsgaltuk,

hogy vajon az MHC | molekuldknak van-e kritikus szerepe az IL-2/15Rp - IL-2Ra dimer

létrejottében, konformacidjaban? A receptor alegységek kozotti FRET hatasfokot akceptor

elhalvanyitasos modszerrel mértik meg. A kontroll és géncsendesitett sejteken az alegységek

kozott mért FRET értékek atlagertékei hibahataron belil megegyeztek, szignifikdnsan nem

.....

konformaécidja fuggetlen az MHC I glikoproteinek jelenlététol.

4.2. Az AP-1 komplex vizsgalata
Munkéam kovetkez6 részében az IL-2 jelatvitel altal is aktivalt c-Jun—c-Fos transzkripcios
DNS-hez val6é kotddését fluoreszeencia korrelacids és keresztkorreldcios gorbék analizisével

vizsgaltuk.

4.2.1. c-Fos és c-Jun heterodimerizacidjanak vizsgalata FRET segitségével

végeztiink. A C terminalis végén roviditett EGFP-Fos?'®-nak, valamint az mRFP1-Jun-nak
sejtmagon beliili eloszlasat homogénnek tapasztaltuk, de a molekularis szintii interakciojukat a
lokélis fehérjekornyezet is befolyasolhatja. Megallapitottuk, hogy a transzkripcids faktorok
kozotti FRET hatasfok a sejtmagon beltl homogén volt. A molekularis kdrnyezet heterogenitasat
tilkr6z0 FRET hisztogram keskeny volt, a kozvetlen molekuralis kornyezet feltehetden csak
kismértékben befolyasolja a C-terminalis végeik kozotti atlagos tavolsagot és a dimerizacios
hajlanddsagot. Az atlagos FRET hatasfok a pozitiv kontroll mintaban (faziéos EGFP-mRFP1)
22,1+ 2,8% volt, mig a negativ kontroll sejtekben 0,3+0,8%. A c-Fos lerdviditése az atlagos
FRET hatasfok ndvekedését eredményezte: a teljes hosszisagu c-Fos-EGFP és c-Jun-mRFP1
kozotti érték 3,0+1%-volt, ami 8,4 £ 0,5 nm donor-akceptor tavolsagnak felel meg (4,7 nm
Forster radiuszt feltételezve), mig c-Fos?'5-EGFP és c-Jun-mRFP1 kozétt 9,940,5% (6,8 + 0,1
nm). Ezen FRET valtozas 6sszhangban van azzal, hogy a teljes hosszUsagu heterodimerben a C
terminalis c-Fos 165 aminosavval tavolabb helyezkedik el a Jun-tél, igy varhato volt, hogy a
molekularis rovidités a FRET hatasfok novekedését eredményezi.
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4.2.2. c-Jun és c-Fos transzkripcios faktorok DNS-kotédésének vizsgalata FCCS-el

A c-Fos—c-Jun heterodimerek DNS-hez val6 kotédését FCS és FCCS gorbék analizisével
végeztlk el. Megvizsgaltuk, hogy a c-Fos roviditese vajon befolyésolja-e a dimer mobilitasat,
DNS-hez valé kotddését és dimerizéacidjat. A keresztkorrelacios amplit(dd a c-Fos?*® EGFP
amplitaddjanak atlagosan 34+6%-a volt. Ez a hanyados hasonl6 a korabban teljes hosszusagu
heterodimerek kozo6tt mért 31+6% értékhez. A negativ kontroll sejteken a keresztkorrelacios
hanyados 13+3% volt, a nem nulla érték a csatorndk kozotti spektrélis atvilagitasbol szarmazik.
A pozitiv kontroll sejteken a flzios EGFP-mRFP1 fehérjével mért keresztkorrelacios hanyados
45+4% wvolt. A korrelacios gorbék lecsengésének analizisébdl a transzkripcids faktorok
mobilitasi viszonyaira, valamint a DNS-hez vald két6dés aranyara lehet kovetkeztetni. A gyors
komponens diffuziés ideje 1,0 - 1,4 ms volt, mig a lassu komponensé a 67-91 ms tartomanyba
esett. A teljes hosszUsagu c-Fos—c-Jun kotranszfektalt minta esetén a lassi komponens aranya
77+13%-volt, mig a roviditett Fos?®>~Jun minta esetén minddsszesen 56+4%. A Fos—Jun
komplex gyors és lassu komponenseinek diffGzios ideje hasonld nagysaglinak adddott az
irodalomban mas transzkripcids faktorok szabad és kotott komponensére vonatkozo6 adatokhoz,
igy a paraméter jol tukrozi a még szabadon diffundalo, illetve a DNS-hez k6tddott transzkripeids
faktorok mobilitasi viszonyait. A lassi komponens aranyanak megvaltozasa a Fos C-terminalis
szakaszanak a DNS-kotésben valo funkcidjat valoszinisiti. Megallapitottuk, hogy a korrelacios
fuggvények lassu komponenseinek hanyadaibdl levont kdvetkeztetés egyezésben van korabbi
megfigyelésekkel, miszerint fibroblaszt sejtekben a C-terminalis régionak transzaktivacios

SZerepe van.

4.3. FPGA Kkorrelator validalasa

Ertekezésemben bemutatom a membranfehérjék mobilitasanak és aggregacios
allapotanak jellemzéséhez hasznalt szoftverkorrelator, valamint a munkacsoportunkban
fejlesztett FPGA hardverkorrelator validalasat, amit tesztoldatok korrelacids fliggvényeinek
dsszehasonlitasaval és paraméterbecslésével végeztik el.

Az antitestek autokorrelacios fliggvényeinek illesztéséhez a szabad, valamint az
antitestekhez kotott festékek kiillonbozo diffuzids allandoit is figyelembe vevd kétkomponensii
modellfuggvényt hasznaltuk. Az antitestek keresztkorrelaciés modellfiiggvényében a szabad
festekek valamint a triplet atmenet keresztkorrelacios jaruléka nem szerepel, igy a fliggvényeket
az egykomponensii diffuziot leir6 egyenlettel illesztettiik meg.

Az keresztkorrelacidés adatok osszevetésekor lényeges, hogy a kereskedelmi forgalomban

kaphato ALV 5000E korrelator nem alkalmas az auto- és keresztkorrelacio egyidejii mérésére, a
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fliggvényeket csak egymas utan, kiilon mérésekbdl lehet meghatarozni. Ezzel szemben az
FPGA-korrelatorral az eszkdz adattarolasi kapacitdsanak es jelfeldolgozasi sebessegének
kdszonhetden az auto- és keresztkorrelacios fliggvények egyidejiileg is kiszdmolhatoak. Az

illesztett paraméterek a két korrelator eszkdzon kozel azonosak voltak.
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5. Megbeszélés
5.1. MHC I géncsendesités hatasanak vizsgalata az 1L-2/15 citokin receptorokra

A membranfehérjékbol felépiild sejtfelszini struktirdk valtozatos térbeli és iddbeli
szerkezettel rendelkeznek, tobb hierarchikus szinten szervezbdnek. A  sokrétl
fehérjeszervez6dés tobb tényezé és kolcsOnhatas egyittes kovetkezménye. A struktdrak
méretének és életidejének eloszlasat mind a membranban hatd, mind intra- és extracellularisan
hat6 kolcsonhatasok egyarant befolyasolhatjék.

Ertekezésemben az immunfolyamatokban fontos szereppel rendelkezé 1L-2 és -15 citokin
receptorok és MHC | molekuldk altal alkotott kisméretii molekulaklaszterek dinamikajat
vizsgaltam meg.

Korabbi eredmények szerint az MHC glikoproteinek néhany nanométeres nagysagu
szervezOdését azok akar mikrométer méretii doménekben vald akkumulacidja koveti. A
nagyméret(i, MHC I-et és IL-2R-t tartalmazo klaszterek kdzott dinamikus részecskekicserélodés
torténik, és mindegyik Klaszterbeli elem lipid tutajokban dasul fel. Fluoreszcencia
keresztkorrelacios spektroszkopia segitségével kimutattdk az IL-2/15 receptorok és MHC |
molekuldk legalabb néhany tiz ms életidejii egylittmozgasat. lrodalmi adatok szerint a
nagyméretit MHC I klaszterek stabilizalasaban a citoszkeletonnak is szerepe lehet.

Ezen elé6zmények ismeretében megvizsgaltuk, hogy egy Kklaszterbeli komponens
eltavolitdsa milyen kdvetkezményekkel jar a molekulaklaszterek aggregécidjara és
dinamikussagara. A fehérjék klaszterizacidjdnak vizsgalatahoz kilonféle maodszereket
kombinaltunk, melyek kiilonboz6 hierarchikus szinteket vizsgalnak.

A molekularis fényességek analizisével kimutattuk, hogy a kisméreti MHC I komplexekben
tobb MHC | molekula is jelen van, az aggregacio mértéke csokkent az expresszids szint
csokkentésével. Az MHC I glikoproteinekkel ellentétben az IL-2/15 receptor alegységek homo-
Eredményeink kiemelik, hogy egyes membréanalkotok homoaggregacidés készsége a
koncentracidjuk fuggvénye, mig mas membranfehérjék aggregacidja nem mutat ilyen
Osszefuiggést. Méréseink kimutattak a lipid nanodoménekhez hasonld méretti kisméretii fehérje
nanoklaszterek jelenlétét, hozzajarultak a tobb szintli szervezddés épitdelemeinek
kialakulasdhoz sziikséges tényezok megértéséhez.

Az MHC | molekuldk mobilitasa kovetkezetesen magasabbnak bizonyult a kdlcsénhatd feherjék
altal alkotott aggregatum méretének csokkentésével. Az IL-2/15Ra alegységek mobilitasa
ugyancsak megnétt a kolcsonhat6 partnerek (MHC I) szdmanak a cs6kkentésével. Eredményeink

ravilagitanak, hogy a citokin receptorok dinamikéaja érzékeny a mikrokérnyezet valtozasara.
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Feltételeztiik, hogy a vizsgalt fehérjék megnovekedett mobilitasanak hatterében azok
klaszterizacios hajlandosadganak megvaltozasa allhat. A fehérjék magasabb szintii organizaciojat
szuperfeloldastt mikroszkopiaval vizsgaltuk meg. A klaszterméret valtozast harom eltérd
megkozelitést alkalmazd klaszterméret meghatarozé algoritmussal teszteltik. Mindharom
eljaras eredménye egyhanguan azt timasztotta ala, hogy az MHC | molekulak klasztermérete az
expresszids szint fuggvénye. Az IL-2/15Ra alegységek klaszterizacidjat, valamint az IL-2/15R[3
és IL-2Ra vagy IL-15Ra kozotti atlagos tavolsagot az MHC | eliminaldsa nem volt képes
szignifikansan befolydsolni. Megallapitottuk, hogy az MHC | proteinek nagyméretii
klaszterméretének, valamint a nano-homoaggregatumok méretének a csokkenése dsszhangban
all a mobilitdsok valtozasaval, a kisebb méretli klaszterekben atlagosan nagyobb volt a
nanoklaszterek mobilitasa.

A szuperfeloldasu képek analizisével kimutattuk, hogy az MHC | géncsendesitése az MHC | és
a receptorok asszocialt hanyadat és a Pearson-féle korrelacids koefficienseket is csokkentette,
igy az MHC 1 eliminaldsa nem a klaszterméret valtoztatasan keresztiil, hanem a kdlcsénhatd
partnerek szdmanak csokkenésével jarult hozza a receptorok mobilitdsdnak ndvekedéséhez. Az
asszocialt hanyad adatok alapjan megallapithatjuk, hogy a géncsendesités utdn megmarado
MHC | molekuldk az IL-2Ra és IL-15Ra alegységek mellett maradtak, ami stabil kapcsolatot
feltételez az MHC | és a receptorok kozott.

Mivel mind az IL-2Ra és IL-15Ra, mind az MHC I proteinek lipid tutajokkal asszocialt
struktarat alkotnak, és az MHC | géncsendesités kovetkeztében mind a receptorok, mind az
MHC 1 mobilitasa megnétt, felvetddik a kérdés, hogy vajon a receptor alegységek lipid
tutajokban valé feldisulasara hatdssal van-e a kolcsonhatd partnerek szamanak, az
aggregatumok méretének csokkentése. Kolokalizacios adataink alapjan megallapitottuk, hogy a
receptorok lipid tutajokban valo akkumulacidjara nincsen hatassal a géncsendesités. Az eddigi
irodalmi adatok alapjan lipid tutajokban valo feldusulasukat csak koleszterin kivonassal és
ligandjuk hozzaadasaval lehetett megvaltoztatni.

Osszefoglalasképpen elmondhatjuk, hogy az IL-2 és -15 citokin receptorok és az MHC |
glikoproteinek klaszteriz&cidjara szignifik&ns hatdssal volt a legmagasabb szinten expresszalt

klaszterbeli komponens, az MHC | géncsendesitése.

Bar értekezésemben funkcionalis vizsgalatokat nem végeztem, altalanossagban elmondhatjuk,
hogy a fehérje nano- és mikroklaszterek jelatviteli platformként szolgalhatnak, igy a
membranfehérjék klaszterizacioja tobb jelatviteli Utvonalra és sejtfunkciora jelentds hatassal

lehet. A membanfehérjék hierarchikus és dinamikus klaszterizacidjanak pontos megértése
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feltételezi az intra- és extracellularis, valamint a membranban hat6 tényezok alapos feltarasat.
Ertekezésemben megvizsgaltam, hogy a legnagyobb szamban jelenlevd klaszterbeli elem

permanens csokkentése milyen konzekvenciakkal jar egyes nano- és mikroméretti formaciokra.

5.2. Az AP-1 komplex vizsgalata

Az AP-1 komplex a Fos, Jun és ATF (Activating transcription factor) fehérjecsaladok
elemeibdl felépiilé transzkripcios faktor. Ertekezésem masodik részében a c-Jun—c-Fos
heterodimer transzkripcios faktor konforméacidjat és DNS-hez valé kotddési képességét
vizsgaltam meg. A c-Fos és c-Jun leucin cipzarral 0sszekapcsolodd dimer, szamos gén
szabalyozésaban van szerepik, aktivaciojuk az IL-2 altali jelatvitel egyik lehetséges végpontja.
A C-termindlis doménjuk konformécioja ismeretlen, az irodalomban csak dimerizacios és DNS-
koté doménjlkrol all rendelkezésre kristalyszerkezeti struktura.

A két molekula C-végén elhelyezkedé GFP és mRFP1 ko6zott FRET-tel meghatarozott
tavolsadgadatok segitségével a molekularis dinamikai modellek kodzil kivalaszthattuk azokat,
melyek kompatibilisek méréseinkkel. Ez alapjan megéllapithattuk, hogy a két fehérje C-
termindlis szakaszai a linearis hosszak altal lehetové tett tavolsagoknal jelentésen kdzelebb,
helyezkednek el, ami a transzaktivacios domenek kdzelségére utal a dimerben. A fluoreszcencia
keresztkorrelacios spektroszkopiai analizis segitségével megallapitottuk, hogy DNS-hez kotott
dimer transzkripcios faktorok aranya csokkent, ha a c-Fos C-terminalisat 165 aminosavval
megroviditettik, tehat a C termindlis régionak funkcidja van a DNS-hez vald kotédésben. Ez
egybecseng a C-terminalis domén transzaktivacids szerepével. Eredményeink ravilagitanak arra,
hogy a molekuléris dinamikai szimulaciokbol szamolt lehetséges konformacidk korét jelentdsen
szlikiteni lehet FRET mérésekbdl kapott atlagos tavolsagok segitségével.

Mivel a c-Fos és c-Jun heterodimerizacidja régoéta ismert, igy j6 modellrendszerként
hasznalhaté GFP-mRFP1 kozotti FRET mérések optimalizalasara és tervezésére. Az 1L-2
receptorok sejtfelszini Osszeszerelddését ligand hidnyaban is a receptor alegységek kozotti FRET
mérések bizonyitottdk. Munkacsoportunkban jelenleg kutatasokat folytat az IL-2 és -15 receptor
alegységek sejten beliili 6sszeszerelddésének nyomon kovetésére az endoplazmas retikulumban
és a Golgiban, igy a c-Fos és c-Jun kozotti FRET mérésének a kidolgozasat hasznalni lehet méas
az interleukin receptorokhoz kotott GFP-mRFP1 donor-akceptor parok kozotti FRET

mérésekhez is.
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5.3. Az FPGA korrelator validalasa

Ertekezésem harmadik részében egy multifunkciés ujraprogramozhatdé méréeszkoz
FCS/FCCS mérésekben val6 alkalmazésat mutattam be. A mérések soran gyakran sziikség van
a korrelacios fuggvenyek futasidében valo kiszdmoladsara és megjelenitésére, igy a gorbék
kiszamolasat célhardver (hardver korrelator) hasznalata megkonnyiti. A korrelacids gorbék
kiszamolasadhoz gyakran hasznélt eljaras a multiple-t algoritmus, hasznalataval a korrelacios
fuggvényeket logaritmikusan ekvidisztans késleltetési idépontokban lehet kiszamolni. Az
algoritmus nem tal nagy adattarolasi igénye, valamint az adatblokkonkénti szdmolas
eredményeképpen az altalunk elérhetd FPGA eszk6zon lehetséges volt tobbesatornas multiple-t
hardver korrelatort fejleszteni. Az FPGA eszkozok elényei kozott szerepel a kereskedelmi
forgalomban kaphat6 korrelatorokhoz képesti olcsoésaguk. Tovabbi eldnyik az
Ujraprogramozhatdsaguk, valamint a tébbszoros analog illetve digitalis aramkori bemenetelilk,
igy nem csak korreldtor elemként, hanem &ltaldnos céli mérésvezérld és adatgyiijtd eszkozként
is hasznalhat6ak. A korabban rendelkezésiinkre allé ALV 5000E korrelator egyszerre csak vagy
a két csatorna autokorrelacios fuggvényeit, vagy pedig azok keresztkorrelacios fuggvényeit tudja
kiszamolni. Mivel a membran inhomogén, igy az érzékeny terfogatban milliszekundumos
id6skalan kicserélddd fehérjekomplexek aggregacios és difflizids paraméterei valtozékonyak.
Ezért az egymas utan elvégzett auto- és keresztkorrelaciés mérések mas molekulapopuléciot
jellemeznek, ami hatranyos, ha pl. az autokorrelacios és keresztkorrelacios fliggvények ismeretét
is igényl6 asszocialt hanyad meghatarozasa a célunk. Az FPGA Kkartya egyidejiileg képes az
6sszes korrelacios fliggvény meghatarozasara, kikiiszobolve ezt a problémat.

Ertekezésemben a mérbeszkoz validalasaként két szinnel jelolt, oldatban diffundalé

antitest korrelaciés fliggvényeinek a paraméterbecsléseit végeztem el. A paramétereket a
kereskedelmi forgalomban kaphat6 ALV 5000E Kkorrelatorral meghatarozott fliggvények
nemlinearis illesztésével is megbecsultem. Az illesztett paraméterek a két eszkdzon kdzel
azonosak voltak.
A péarhuzamos auto- és keresztkorrelacios fiiggvények kiszdmolasaval a molekulakomplexek
asszocialt hanyadat lehet egy mérésen beliil pontosabban megbecsulni, valamint az egylittmozg6
komplexek stabilitasat is lehetséges jellemezni. Terveink szerint az eszkozt sejtfelszini
fehérjekomplexben valo asszocialt hanyad meghatarozasara is hasznalni fogjuk. Tovabbi
terveink szerint az eszkdzon haromcsatornas hardver korrelatort is fogunk fejleszteni, mellyel
harom mas-mas szinnel jelolt fehérje mobilitasi viszonyait és asszocialt hanyadait fogjuk
megmérni (pl.: IL-2Ra. - IL-2R - IL-2Ry).
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6. Osszefoglalas

A membranfehérjékbol felépiild sejtfelszini struktirdk valtozatos térbeli és iddbeli
szerkezettel rendelkeznek, tobb hierarchikus szinten szervezddnek. Az immunfolyamatokban
fontos szereppel rendelkez6 interleukin-2 és -15 citokin receptorok és az MHC | és Il molekulak
kozos klaszterekben fejezddnek ki T sejtek membranjaban. Kivancsiak voltunk arra, hogy a
legmagasabb expresszidju komponens, az MHC | hogyan befolyasolja a klaszter elemeinek
aggregaciojat és dinamikajat. Ezért az MHC | expresszidjat siRNS-sel csendesitettik.
Szuperfelfodast képek analizisével kimutattuk, hogy az MHC | molekulék klasztermérete azok
expresszids szintjének a fliggvénye. Az IL-2Ra és IL-15Ra alegységek klaszterizaciojat,
valamint az IL-2/15Rp és IL-2Ra kozotti atlagos tavolsagot az MHC 1 csendesitése nem
befolyasolta. Molekularis fényességek analizisével kimutattuk, hogy a kisméreti MHC I
komplexekben a homoaggregacio mértéke csokkent az expresszios szint csokkentésevel. FCS
mérések segitségével megallapitottuk, hogy az MHC | molekulak mobilitasa kovetkezetesen
nagyobb a kdlcsonhatd fehérjék altal alkotott aggregatum méretének csokkentésével. Az IL-
2/15Ra alegységek mobilitasa is megnétt az MHC 1 szamaénak a csokkentésével. Az MHC 1 és
az IL-2Ro/IL-15Ra stabil kolcsonhatasa kovetkeztében a géncsendesités utan megmaradé MHC
I molekulak az IL-2Ro/IL-15Ra alegységek mellett maradtak. A receptorok lipid tutajokban valo
akkumul&cidjara nem volt hatassal a géncsendesités.
Ertekezésem tovabbi részében az IL-2 jelGtvonalban is szerepet jatsz6 c-Jun és a c-Fos
heterodimer transzkripcids faktorok konformaciojat és dinamikus sajatsagait vizsgaltam meg. A
dimerek konformaciojanak vizsgélatahoz a C-végiikon elhelyezkedd fluoreszcens fehérjék
kozott FRET méréseket végeztiink, a DNS-kotédés vizsgalatat fluoreszeencia keresztkorrelacios
spektroszkopias (FCCS) analizis segitségével végeztik el. Megallapitottuk, hogy a DNS-hez
kotott dimer transzkripcids faktorok aranya csokkent, ha a c-Fos C-terminélis végeét
megroviditettiik, tehat a C termindlis régionak funkcidja van a DNS-hez vald kotédésben. A
FRET adatok alapjan szamolt atlagos tavolsagok ismeretében a molekularis dinamikai
szimulaciokbol szamolt lehetséges konformaciok korét jelentdsen szlikiteni lehetett.
Az értekezés utolso részében egy Gjraprogramozhatd mérdéeszkoz (FPGA) biofizikai mérésekben
valo lehetséges alkalmazasat, illetve validalasat mutattam be fluoreszcencia (kereszt)korrelacios
mérésekben. Az eszkdzzel, valamint a kereskedelmi forgalomban kaphaté korrelatorral
meghatarozott korrelacios fliggvények paraméterbecslését nemlineéris illesztéssel vegeztem el,
a paraméterek a ket eszk6zon kdzel azonosak voltak. Az eszk6z segitségével megbecsiilhetd a
molekulakomplexekben levo fehérjék asszocidlt hanyada és mobilitasa, lehetdvé téve pontosabb

biofizikai modellek felallitasat.
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