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1. Bevezetés
1.1  Sejtfelszini fehérjemintazatok jelentosége

A kiilonboz6 fehérjék, kiilondsképpen a sejtfelszini receptorok mintazatanak vizsgalata
régota nagy érdeklédésre tart szamot a sejt-, €s molekularisbiologiaban, immunoldgiaban, stb.
Ennek oka, hogy a felszini molekuldk homo- és hetero-asszociacioja tobb sejt és
immunfunkciokkal hozhatd 6sszefliggésbe. A sejtfelszini fehérjék konformécidi 6sszefliggésbe
hozhatok tobbek kozott a jelatviteli folyamatokban, az antigénfelismerésben, aktivacios

folyamatokban.

1.2 Sejtfelszini fehérjemintézatok vizsgalatanak modszerei

1.2.1 Fluoreszcens vizsgalati médszerek

Ezen a sejtfelszinen taldlhaté fehérjék eloszlasdnak tanulméanyozéasara foként
immunfluoreszcenciai vizsgalatok adnak lehetdséget, mely soran kihasznalva az antitest-
antigén reakciot, specifikusan jelolhetok a kiilonb6z6 fehérjék fluoreszcens festékek
segitségével.

Igy a legalapvetdbb és legegyszertibb vizsgalati modszer a fluoreszcencia mikroszkopiai
képalkotas, ahol altalaban indirekt fluoreszcensen jel6lt mintak vizsgélhatok. Kihasznélva,
hogy a fluoreszcens festékeket gerjeszteni képes megvilagito fény és a fluoroférok altala
emittalt fény hullamhossza egymashoz képest eltolodnak, igy nagy érzékenységgel
detektalhatok a jelolt molekulak, kizarva a gerjeszté fényt, illetve a minta meg nem jel6lt
részleteit.

A fluoreszcencia mikroszkop egy specialis valtozata a konfokalis mikroszkép. A
konfokalis elrendezést korabban is publikaltak, de a technika csak a 70-es években, a lézerek
kifejlesztésével terjedt el igazan. Mig a hagyomanyos esetben a mikroszkép a minta teljes
feliiletét megvilagitjuk és a minta teljes feliiletérdl érkezo fényt detektalja, itt specidlis optikai
elemek (lyukdiafragmak) segitségével megoldhatd, hogy a minta csak egy fékuszpontban
gerjeszthetd, és mintabol csak ebbdl a fokuszpontbol érkezé fluoreszcens fényt legyen
detektalva. igy nem csak az elhajlasbdl szarmazé felbontasi korlat, hanem a fokuszponton
kiviilrdl érkezd fénysugarak nagy hatterét is csokkenteni tudjuk. Masik nagy elénye, hogy a
kilénbdz6 fokuszsikokbol 3D rekonstrukeio segitségével 3D-s képek készithetok.



A technika egyik legnagyobb korlatja a sejtfelszini fehérjék mintadzatanak tanulmanyozasban,
a korlatozott lateralis feloldas. A fényelhajlasbol szarmazo korlat, melyet az Abbe torvény ir le,
minimalisan koriilbeliil 200 nanométer. Igy az ezen tavolsagokon beliil 1évé fluoreszcens
molekuldk nem kiilonithetdk el egymastol, egyetlen fényforrasnak, pontnak latszanak.

A Kkorai konfokalis lézerpasztazd mikroszkopiat (CLSM) aztan szamos tovabbfejlesztett
valtozatat fejlesztették ki, amik képesek a hagyomanyos fénymikroszképok feloldasi korlatait
atlépni.

A hagyomanyos fluoreszcencia mikroszkdpok egyéb technikakkal valo kiegeészitett
valtozatai képesek kikiiszobolni a feloldasi korlatokat, kiilonb6zé modszerekkel. A teljesség
igénye nélkil ilyenek a fotoaktivacios lokalizéciés mikroszkopia (PALM), a sztochasztikus
optikai rekonstrukcidos mikroszkoépia (STROM) vagy a teljes belsd visszaverddéses
fluoreszcencia mikroszkopia (TRIF).

Ebben az esetben képesek vagyunk az optikai mikroszkopok altal megszabott 200 nm-es
tavolsagokon bellli fluoroférokat is elkiléniteni egymastol 50-100 nm-es tavolsagon belil.
Hatranyi viszont, hogy korlatozott hozzaférésiek a késziilékek, illetve specialis
festékmolekulakat igényelnek.

Egy masik széleskdrben alkalmazott szuperfeloldasi mikroszkdpia, a stimulalt emisszio
kioltdsu mikroszkdpia (STED). Itt az egy pontban gerjesztett mintdnak a gerjesztett pont
kdrvonalat egy specidlis optikéaval kialakitott specialis profild STED lézerrel stimulalt modon
legerjesztjik, melynek hatasara a legerjesztett fluoroforok altal emittalt fotonok hullamhossza
kiilonbozd lesz a spontan emissziobol szarmazo fotonok hullamhosszaval, és igy elkiilonithetd.
Viszont az eredetileg gerjesztett par 100 nm-es folt k6zepén 1évO, spontan emissziora képes
rész csak parszor 10 nm. gy az elméletileg lefoldhato tavolsag megkozelitéleg 50 nm.
Hatranya, hogy mikroszkop sajatossagaibol fakadoan, a felbontas erésen fiigg a STED 1ézer
intenzitasatol. Ez biologiai mintaknal negativ hatdssal jar, ugyanis nem alkalmazhatunk
barmekkora Iézerintenzitast, a minta karosodasa nélkdl.

Egy masik technika, ami segitségével a fehérjék proximitas viszonyait nagyon
érzékenyen tanulmanyozhatunk, ami ugyancsak fluoreszcens elven miikodik, de nem sorolhatd
a mikroszkopok csaladjaba a Forster-tipusl rezonancia energiatranszfer.

Ebben az esetben két kiilonbozo fluoreszcens festéket alkalmazunk. A két ugynevezett donor
és akceptor molekulak specialisan vannak 6sszevalogatva. A donor molekula emisszids
spektrumanak atfedésben kell lennie az akceptor molekula abszorpcios spektruméaval. Ebben az
esetben a donor molekula sugarzasmentes atmenettel képes gerjeszteni az akceptor molekulat,

abban az esetben, ha molekulak tavolsaga nem haladja meg a 10 nm-es tavolsagot, illetve ha a
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festékmolekulak dipdl momentumaik parhuzamosak egymassal. Ennek az atmenetnek a
valoszinlisége erds fiiggést mutat a két molekula kozotti tavolsdg nagysagaval, ami a tavolsag
hatodik hatvanyanak reciprokaval aranyos. Igy tulajdonképpen ez egy nagyon érzékeny

tavolsagmérési lehet6ség. De hatranya, hogy csak a 10 nm-es tavolsadgokon beliil alkalmazhato.
1.2.2 Transzmisszios elektronmikroszképos (TEM) vizsgélati technika

Egy mésik széleskdrben alkalmazott technika, amivel a proteinmintdzatok vizsgalhatok,
az transzmisszids elektronmikroszképia (TEM). A TEM mikroszkopidnak messze jobb a
feloldé kepessége, mint a hagyomanyos fénymikroszkdpoknak (kdérdlbelul 1 nm), viszont
erOsen szigori a mintaval szemben tamasztott kovetelményei. Ennek a mikroszkopianak a
sajatossaga, hogy Onmagaban csak erdsen korlatozottan alkalmazhatd bioldgiai mintak
vizsgalatara. A nehézséget a minta dsszetétele jelenti, ami tobbségében konnyi elemek. Ezek a
konnyii atomok elektrondenzitasa, azaz az elektronnyalab szorasanak képessége csekély. Igy a
bioldgiai mintak, szdvetek sejtek, az transzmisszids elektronmikroszkop felvételeken csak igen
kis kontrasztot szolgéltatnak. Ezt példaul anatdémiai, szOvettani vizsgalatoknal a mintat
valamilyen, a kontrasztot noveld nehézelemek soéival ,.festjiikk”. Ilyen anyagok példaul az
ozmium-tetroxid, 6lom-citrat, uranil-acetét.
Ezek a festési eljardsok azonban nem megfeleléek a specifikus fehérjék lokalizacidinak a
meghatarozasara, ugyanis nem fehérje specifikus festési eljarasok.

Abban az esteben, ha specifikusan szeretnénk megjel6Ini és TEM-es vizsgalni a fehérjék
eloszlasat, az immunogold technika jelent megoldast.
Ebben az esetben a vizsgalni kivant proteint, specifikusan tudjuk jel6lni kolloidalis méretii
aranygombokkel. Ez egyrészt csak a vizsgalando fehérjéhez kotédik, masrészt az aranyak, mint
nehézelemnek nagyon nagy az elektrondenzitasa, igy igen jé kontrasztot szolgaltat a TEM
felvételeken. Ahogy a fénymikroszkopok esetében a kiilonbozd spektrumt festékekkel
egyidében kiilonbozd fehérjék vizsgalhatok, ugy itt ezt kiilonb6zd méretli aranygdmbok
segitségével tudjuk megvaldsitani.

Mivel viszonylag széleskdrben elterjedt a transzmisszios elektronmikroszképia, illetve
a kiemelkedd felbontoképessége miatt valasztottuk ezt a technikat a sejtfelszini
proteinmintazatok vizsgalatara és jellemzésére. A legnagyobb akadaly, amibe belelitkdztlnk,
ami a TEM mintdk egyik legerdsebb feltétele, a mintdk maximalis vastagsdga, ami nem
haladhatja meg a koralbeltli 100 nm-t. Ez nagyban megneheziti az immunogolddal jel6lt

sejtfelszini receptorok vizsgalatat, ugyanis a sejtek parszor 10 mikrométeres vastagsaga,



nagysagrendekkel nagyobb a TEM mintak maximalis vastagsdgaval. A minta vékonyitasa
viszont nem karosithatja a sejtet jelolt kettds lipid rétegét.

Ilyen TEM mintapreparélasi eljaras azonban nem volt fellelhet6 a szakirodalomban, igy
a vizsgalatainkat megel6zden egy kiilon minta-elokészitési eljarast fejlesztettiink ki, amivel

vizsgalhatova valt a kiilonb6zo proteinek eloszlasai, mintazatai a sejtek felszinén.
1.2.3 TEM mintaval szemben tamasztott kdvetelmények

Az  elektronmikroszkép  felépitésébdl  kovetkezik, hogy a hagyomanyos
fénymikroszkopos mintakhoz képest kilonleges feltételeknek kell teljesiilnie.

e Mivel az elektronmikroszkép vakuumban Uzemel, igy a minta nem tartalmazhat
folyadékot, igy gondoskodnunk kell a minta szaritasarol.

e A TEM-ben hasznélt elektronnyaléb athatoloképessége minimalis, igy a mintanak a
maximalis vastagsdga erdsen korlatozott, ami koriilbeliili érték maximum 100 nm.
Igy a mintabdl ultravékony metszeteket kell késziteni, vagy egyéb mintavékonyitasi
eljarast kell alkalmazni a bioldgiai mintakon.

e Mivel a bioldgiai mintakban 1év6 szerves konnylielemek (N2, Oz, Ho, sth.) kontrasztja
kicsi a TEM-nal, igy meg kell ndvelniink a vizsgalandd minta kontrasztjat nehéz elemek

soival, vagy immunogold jel6lési technikaval, lathatova tenni a vizsgalando fehérjéket.
2. Célkitiizések

1. Vizsgélni kivantuk, az IL-2 és IL-15 molekuldk sejtfelszini mintazatat.
Esetlegesen mutatnak e valamilyen rendez6dést sajat maguk és egymas kozott, illetve

ha igen, mekkorak és milyen szdmossaguak ezek a kialakult klaszterek?

2. Az immunogold jel6lt mintak transzmisszios elektronmikroszkopos vizsgalatokra
alkalmazott minta-preparalasi eljards tovabbfejlesztése, a sejtfelszini anitgén-
mintazatok vizsgalatdnak pontosabb leirdsa érdekében. Az (j minta-elokészitési
protokoll segitségével, valaszt talalni, hogy a felszinen kifejez6dé MHC I illetve MHC
IT molekulak mintazataban a véletlenszert eloszlashoz képest milyen csoportosulasok

talalhatok nanométeres skalatol egészen a mikrométeres mérettartomanyokig?



3. Szerettiilk volna megvizsgalni, hogy hogyan befolydsolhatja a kiilonb6zé sejtfelszini
molekula jelenik meg. A BLS sejteken nem expresszalodd6 HLA 1l fehérje, a
transzfekciot kovetd megjelenése, befolyasolja e a HLA T és HLA II proteinek

proximitas viszonyait?
3. Anyagok és mddszerek
3.1  Avizsgalatokhoz alkalmazott sejtvonalak tenyésztése

Kit 225 FT7.10 sejtvonal:

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

JY és BLS-1 limféma sejtvonalak:

AJY (ATCC, Manassas, VA, USA) és a BLS-1 human B-limféma sejtvonalakat (Prof.
Mark Exley ajandéka, Harvard Medical School, Boston, USA) szubkonfluenciaig szaporitottuk,
haromszori passzaléssal hetenként RPMI 1640 taptalajban, amely 10% FBS-t, 2mM I-
glutamint és 50 ug/ml gentamicint tartalmazott, 37°C-on, 5% CO_ atmoszféraban.

3.2 AzIL-2Ra és IL-15Ra. sejtfelszini receptorok vizsgélata Kit225 FT7.10
sejtvonalon
3.2.1 Az IL-2Ra és IL-15Ra sejtfelszini receptorok immunogold jel6lése

Az IL-2 és IL-15 receptorok mintazatanak vizsgalata az 0j mintaelGkészitési eljarast
megelézden végeztiik, a korabban alkalmazott mintapreparalasi protokoll alkalmazasaval Kit
225 FT7.10 sejtvonalon. Ebben az esetben receptorokat indirekt modon jel6ltik, az IL-2R
esetében az elsddleges antitest egér hibridoma feliiliszo6jabol tisztitott anti-IL-2Ro 7G7/B6
(IG2a) antitestbdl eldallitott Fab fragment volt, illetve az IL-15 esetében az elsddleges antitest
egér hibridoma felilisz6jabdl tisztitott anti-1L-15Ra 7A424 (1gG) egész antitest volt. A
kolokalizacios vizsgalatoknal a masodlagos jelolok 15 és 30 nm-es aranygombokhdz kotott

poliklondlis antiegér antitestek voltak. (Az Aurogamig G15, anti-egér IgG nehéz és konnyi



lanc ellenes poliklonalis antitestekkel volt telitve, az Aurogamig G30 pedig anti-egér 1gG Fc
része ellenes poliklondlis antitestekkel, Amersham Pharmacia). A szekvencialis jel6lésnél a
sejtek IL2 receptorat el6szor anti-IL-2Ro 7G7/B6 (1G2a) antitestbdl elallitott Fab fragmenttel
jeloltuk, majd mosés utan Aurogamig G15-el. Ezutan ismételt mosas kdvetkezett, majd az
Aurogamig G15 aranygyongyoket beboritd poliklonalis antitestek nem hasznalt kotohelyeit
blokkoltuk feleslegben adott nem specifikus (a sejtek sejtfelszini fehérjéihez nem k6t6d6) Fab
fragmentekkel. A kovetkezé 1épésben az IL-15 receptor jeldltuk anti-1L-15Ro 7A424 (IgG)
egész antitesttel, majd moséas utan Aurogamig G 30-al. Az Ujabb PBS-es mosés utan, a mintakat
1%-o0s formaldehid/PBS oldatban fixaltuk 30 percig, majd 2%-os glutaraldehidet tartalmazé
natrium-kakodilat pufferben (0,1 M, pH: 7,2) egy éjszakan keresztil.

3.2.2 Az immunogolddal jelolt IL-2Ra és IL-15Ra receptorok TEM minta-
elokészitése

Az elsd 1épésben a TEM mintahordoz6 grid-ek lettek ,,formvar” hartyaval bevonva, ami
egy parszor 10 nm-es vékony milanyag hartya, a sejtek megtartasanak céljabol, melynek
fellletét poly-L lizinnel lettek kezelve, hogy a sejtek letapadjanak a hartyara.
Utéana lettek kirakva ra az immunogolddal jel6lt sejtek szuszpenzidban. Ezek utan a mintat
alkohol felszall6 soraval dehidréltuk (10, 30, 50, 70, 95%).
El6z6ekben az immunogolddal jellt mintat alkohol felszallo soraval dehidrltuk, majd
szabadlevegoOn szaritottuk. Az igy Osszeesett sejtek kiilsé korvonalan keletkezett, egy kelléen

vekony, a TEM szamaéra atvilagithato terdlet.

3.3  HLAésHLA Il homo- és hetero-asszociacidjanak vizsgalata az Uj minta-
elokészitési eljaras segitségével
3.3.1 HLAIés HLA Il sejtfelszini receptorok jelélése immunogold konjugacios kit
segitsegével

Az immunogold jelolés hagyoméanyosan indirekt jelolés, azaz eloszor specifikus
elsddleges antitesttel jeloliink, aztan specifikus méasodlagos antitesttel, jelen esetben specifikus
maéasodlagos antitesttel konjugalt aranygémbokkel. Ennek hatranya, ami immunogold jel6lés
esetében fokozottan karos lehet, hogy tébb mosasi fazist kell alkalmaznunk. Direkt jel6lés
esetében a jelolést kovetden elegendd 1-2 mosas. A mosas technikailag, hogy a centrifugalassal
letilepitett sejtekrdl ledntjiik a folyadékot, igy a nem kotddott antitesteket eltdvolitjuk. A

centrifugalas viszont fokozottan hatranyos az immunogold aranygdémbdok relativ nagy témege



miatt, igy hatvadnyozottan nagyobb a valdsziniisége, hogy a mar kotodott antitesteket is
eltavolitjuk a mintarol.

A direkt jel0lést megelézéen konjugalnunk kell az aranygdmbdoket a sajat, altalunk hasznalt
elsddleges specifikus antitesttel. Ehhez az Abcam (Cambridge, Egyesiilt Kiralysag) altal
forgalmazott konjugalé Kit-et hasznaltuk.

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

3.3.2 Immunogolddal jelolt HLA 1, HLA 1l receptorok TEM minta-elokészitése JY,
BLS-1 és tDQ6-BLS-1 sejtvonalokon
Az eléz6 kisérleteinkben a TEM mintael6készitési eljarasnak harom szamottevo
hianyossaga volt, melyek rontottadk az eredményeink statisztikai pontossagat:
1. A legnagyobb problémat a vizsgalhatd terulet nagysaga okozta, ugyanis a szaritast
kovetden csak igen korlatozott, a sejtet szélén 1évo gytrt lett kelloképpen vékony a
TEM szédmara (~100 nm).

2. A masik gondot az okozta, hogy a minta a szuszpenzidban vald jel6lés utan a
mintarol a transzmisszios elektronmikroszkdp egy vetlleti képet biztositott. Ezaltal
a képen nem csak egy sejtmembranon jelenlévé immunogold gdmbok voltak
lathatoak, hanem a sejt mindkét membranjan 1évék. Igy a valosigban a két
(fél)membran egymasra vetitett receptoreloszlasat tudjuk vizsgalni, ami
meghamisithatja az eredményeinket

3. aszabadlevegdn torténd szaritas hatasara a sejtek alakja, morfologiaja megvaltozik,

ami befolyasolhatja az eredményeket.
Ezért egy Uj minta-elokészitési protokollt fejlesztettiink ki, ami kikiiszoboli az eléz6
hianyossagait.

Az (] eljarés lényege, hogy egyfajta szendvicsszerkezetet hozunk létre, melyet Ugy
tudunk vékonyitani, hogy csak a sejtek fels6, immunogolddal jeldlt lipid kettdsrétege marad,
amit utana TEM segitségével tudunk vizsgalni.

A protokoll Iépései réviden, pontokba szedve a kovetkezo:
e Az immunogolddal szuszpenzioban jel6lt mintat (sejteket) egy el6zbleg poly-L lizinnel
kezelt koll6dium hartyaval bevont TEM mintahordoz6 gridre preparaljuk
e ezutan dehidrataljuk felszallo etanolsorral (10, 30, 50, 70, 95%)

e kritikusponton szaritjuk, elkeriilve a szaritast koveté morfologiai valtozasokat
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e vékony, parszor 10 nm-es szénréteggel vonjuk be, vakuumparologtato6 segitségével, ami
mechanikailag rogziti a sejteket a grid TEM hordozéra

e amyl-acetéat segitségével kioldjuk a minta alatt 1év6 kollodiumhartyat

e kémiailag kioldjuk a minta aldl a sejtalkotokat, meghagyva a szénhartyaval rogzitett
fels6 jelolt lipid kettosréteget

e mosast kdvetden, a minta alkalmas a transzmisszios elektronmikroszkop vizsgalatra.

3.4 Transzmisszios elektronmikroszkdpos vizsgélatok

A méréseinket Jeol 2000FX (Akishima, Tokid, Japan) transzmisszids
elektronmikroszkoppal végeztilk 200 kV-os gyorsitdfesziltség alkalmazasaval. A bioldgiai
mintakat jellemz6éen 80-100 kV-o0s gyorsitofesziltség alkalmazéasaval vizsgaljak, aminek két
oka van:

Egyrészt, mert a biolégiai mintdk mechanikai szilardsdga Kicsi, és a nagyenergias
elektronnyalab roncsolna a mintakat, masrészt mert a bioldgiai mintadk elemeinek rendszama
kicsi, igy nagy a gyorsitofeszultség hasznélata kis kontrasztot biztositana.

Esetiinkben viszont, nem a sejtdsszetevoit vizsgaljuk hanem az jel616 immunogold részecskéket
kivanjuk detektalni, aminek igen magas a rendszama, igy az Uugynevezett elektrondenzitasa.
Ezaltal az aranyatom nagymertékben tériti el az elektronokat, ami eltérités adja a transzmisszios
elektronmikroszkdp kontrasztjat.

A minta kicsi mechanikai szilardsag sem jelent gondot, mivel a minta-el6készitési protokoll
alatt a mintara parologtatott szénréteg kell¢ szilardsagot biztosit, hogy akar 200 kV-os
gyorsitofesziltség alkalmazasa mellett sem okozzon karosodast a mintaban.

A TEM felvételeket tor6lhetd, és tjra felhasznalhato ,,image plate”-kre fényképeztik, és
Ditabis® (Pforzheim, Németorszag) ,,imaging scanner’-rel hivtuk eld, ami Iényegesen jobb
mindségli képet szolgaltat, mint a hagyomanyos fotélemez, és nagy elénye, hogy a TEM

felvételeket kdzvetlenil digitalis formatumban kapjuk meg.

3.5 Az immunogold részecskék helyzetének (koordinatainak meghatarozasa)

Els6 1épésben az elkésziilt digitalizalt képekbdl kivagtuk (croppoltuk) a szdmunkra
jelentds részeket.
Ezt kovetéen a munkacsoportunk altal korabban kifejlesztett ,,ClickOnGold” szoftver
segitségével megkerestilk az immunogold részecskékr6l a TEM altal leképezett fekete

korongok kozepéinek koordinatait.
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A szoftver ezutan mentette ezeket a koordinatakat, a késobbi kiértékeléshez.

3.6 A Kkiértékelésre haszndlt par- és keresztparkorrelacids fliggvények (PCF és
PCCF) meghatarozasa

A PCF és PCCF fliggvény meghatarozasat a Cseh Tudomanyos Akadémia Molekuléris
Genetikai Intézete altal kifejlesztett ,,Gold” programmal végeztik. A szoftver konnyen
alkalmazhaté immunogold jel6lt mintak PCF és PCCF fuggvényeinek meghatarozasara.

A fuggvényeket és a hozzajuk tartozd 95%-o0s konfidenciaintervallumokat a szoftver Monte

Carlo szimul&ci6 segitségével hatarozza meg.

3.7 A PCF és PCCF értelmezése pontmintéazatok leirdsara

A pérkorrelacids és péarkeresztkorrelacié fuggvények az Ugynevezett méasodfoku
ponteloszlas leird fliggvények. A masodfoku kifejezés arra utal, hogy a fliggvénynek két
fliggetlen valtozoja van, ami esetiinkben nem més, mint a TEM felvételeken az el6z0 fejezetben
leirtak szerint a foltok (x,y) Descartes féle koordinataja. Egy pontmintazatrél ugyanakkor
nemcsak arrol tud informdcioét szolgaltatni, hogy kiilonbozik a véletlenszerli pontmintazattol
vagy sem, hanem informaciét tudnak szolgaltatni az esetlegesen meglévo klaszterek
tulajdonsagairdl is. Az altalunk alkalmazott fliggvény az Ugynevezett parkorrelacios és
parkeresztkorrelacids fliggvény (PCF, PCCF), ami a Ripley féle parkorrelacios fliggvénybdl
eredeztetheto.

A pontmintazatok tulajdonképpen 3 tipusat killénbdztetjik meg: véletlen, szabalyos és
klaszterizalt. A véletlen mintazatban nincs semmilyen korrelacié az egyes pontok (sejtfelszini
receptorok) kozott, a szabalyos esetben a pontok valamilyen szabalyos halézatban oszlanak el,
mintha taszito jellegli erd hatna koztiik, illetve a klaszterizalt esetben csomokban rendez8dnek,
azaz valamiféle vonzé kélcsonhatés tulajdonithatd kdztlk.

Ezekhez az esetekhez a kovetkezd PCFF és PCCF étékek rendelhetdek:

o Véletlenszerii PCF=1

e szabalyos PCF<1

e klaszterizalt PCF>1
A ,,Gold” szoftver az egyes tavolsagintervallumokhoz tartozd fliggvényértékeken kiviil
meghatarozza azok 95%-0s also- és felsé konfidenciaintervallumat is.
igy ha a fliggvény értéke kisebb az adott intervallumhoz tartozo6 alskonfidencia intervallumnal,
akkor a pontmintdzat szabalyos, ha az alsé- és fels intervallum kozott talalhatdo akkor

véletlenszerii, ha pedig meghaladja a fels6 konfidenciaintervallumot, akkor klaszterizalt a
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pontmintazat. Az intervallumok nagysaga becslést ad példaul az esetleges klaszterek méretérol,

¢s a fliggvény nagysaga az adott méretli klaszterek szamossagara.
4. Eredmények

4.1 IL-2Ra és IL-15Ra sejtfelszini fehérjék proximitas viszonyainak vizsgalata Kit 225

FT7.10 T-limfocia sejtvonalon

Az IL-2 és az IL-15 sok esetben hasonl6 sejtvalaszokat valt ki, de ellentétes hatasuk is
van a T-limfocitak életére és halalara. A jelatviteli utak eltérésének mar a plazmamembranon
kell bekdvetkeznie, ahol a citokinek koélcsonhatasba lépnek receptoraikkal. Ezért
kulcsfontossagli a receptorok szervezddésének molekuldris részleteinek megértése.
Modellrendszerkent az IL-2Ra és IL-15Ra sejtfelszini szervezédését és kozos lokalizaciojat
Kit225 FT7.10 huméan T-limfoma sejtekben vizsgaltuk TEM segitségével. A rogzitett képeket
képfeldolgozd alkalmazésunkkal elemeztilk, majd Monte Carlo szimul&cidval meghataroztuk a
parkorrelacios és a kereszt-parkorrelacios flggvényeket. A kérdéses fehérjéket kiilonb6zo
méretll (15, 30 nm) immunogold aranygdémbokkel jeldltiik.

Elsédleges anti-IL-2Ra. 7G7/B6  és  elsddleges anti-IL-15Ra  7A424, valamint
aranygyongyokkel konjugalt (IL2: 15 nm és IL15: 30 nm) kecskében termelt anti-egér 1gG
masodlagos antitestekkel jeloltik.

Béar az IL-2Ra és az IL-15Ra Kklaszterizacioja néhany szdz nanométeres skalan
konfokalis mikroszkoppal €és Kozelimezds Pasztazé Optikai Mikroszkoppal (SNOM) is
megfigyelték, de a klaszterek eloszlasanak kdzvetlen elemzése mindeddig hianyzott. Az
immunogold jel6lés segitségével, viszont kdzvetlendl is meg tudtuk figyelni az IL-2Ra. és IL-
15Ra doménjeit. Ezen a hierarchikus szinten az IL-15Ra és az IL-2Ra. csoportosulasat is
megfigyeltlik az FT7.10 sejtek plazmamembranjaban. TEM-kisérleteink megerdsitették az IL-
2Ra-t és IL-15Ra-t tartalmazé membrandomének egyuttes lokalizaciojat. A homo- és hetero-
asszociacioit igazold PCF és PCCF értékeinek elemzése utan azt talaltuk, hogy Az IL-2 (15
nm-es aranyrészecskék) klaszterez6dése jol 1athato a 10-20 nm-es, 40-50 nm-es és 70-80 nm-
es intervallumokban, azaz a PCF fliggvények ebben az intervallumokban szignifikansan
meghaladjdk a random eloszlashoz tartozo 1-es értéeket. Az IL-15 receptorok (30 nm-es
aranyrészecskék) klaszterezodése 20-30 nm-es es 50-60 nm-es intervallumba tehetd. A PCCF
értékei az IL-2 és 1L-15 receptorok kolokalizaciojara utal. igy két receptor kolokalizalodasat

figyelhetjiik meg 40-80 nm-es, illetve 140-170 nm-es intervallumokban.
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4.2  Transzmisszios elektronmikroszkopos mintak elokészitésének tovabbfejlesztése

sejtfelszini fehérjék eloszlasanak vizsgalatara

Kisérleteink soran a legfontosabb célul azt tiiztiik ki, hogy minél pontosabb statisztikéval tudjuk
leirni a sejtfelszini fehérjék eloszlasanak Kkorrelaciojat, illetve keresztkorrelacidjat.
Matematikailag ezt akkor lehet elérni, ha az adott mintdban minél tobb az ,,esemény”, ami
esetlinkben az, hogy minél toébb legyen az immunogold aranygémbok szama az egyedi TEM
felvételeken.

Ezt ugy érhetjiik el, hogy vagy az jel6ldmolekulak feliileti stirliségét vagy a vizsgalhato teriilet
nagysagat noveljik. Az elsé esetben viszonylag korlatozottak a lehetségeink. A sejtfelszini
fehérjéek aranygombbel valo jel6lésnél viszont problémat jelenthet az, hogy a minta mosasanal
(centrifugalasanal) viszonylag konnyli a gombok leoldasanak esélye. Igy az egyik
leghatasosabb modszer ennek az esélyének a csokkentésére, ha a mosasok szamat csokkentjlk,
az indirekt jeldlés helyett a direkt jelolést alkalmazzuk.

A TEM mintaknak szamos feltételnek kell megfelelni. Az egyik legfontosabb feltétel a
minta vastagsagara vonatkozik, azaz nem haladhatja meg a 80-100 nm-es értéket. Altalanos
esetben, a bioldgiai mintat epoxi gyantdba agyazzuk, aztdn ultramikrotommal ultravékony
metszeteket készitink, azaz felszeleteljik a mintat. Esetlinkben ez nem alkalmazhato, ugyanis
a vizsgalt el6zetesen immunogolddal jel6lt mintdk feluletét szeretnénk vizsgalni, igy a
szeletelés utan a jelodlt lipid kettdsréteg nem alkotna egybefiiggd feliiletet, azaz nem teljesiilne
a minta lehet6 legnagyobb teriiletén végzett vizsgalatanak kivanalma.

Korabban, a munkacsoportunkban mar korabban vizsgalt minta el6készitésének alapja

az volt, hogy a sejtszuszpenzidban jelélt mintat a TEM mintahordozo felliletére kicseppentve
szabadlevegén lettek kiszaritva. Igy a sejt egy vékony kiilsé korvonalan keletkezett sav mar
atlathato volt a transzmisszios elektronmikroszkdp szamara.
Igy a sejtek kozepén talalhato sejtalkotok a TEM szamara atlathatatlanok, igy az egyik hatranya
maodszernek, hogy nagy a vizsgalhatd teriletvesztése. Masik hatranya, hogy a minta kiszaradasa
utan a vetiileti képen nem egy kett6slipidrétegen talalhaté aranygdmboket lathatjuk, hanem a
két réteg Osszeszaradasa utan keletkezett két kettOslipidréteget. Ezért nem a sejtfelszini
immunogold aranygémbok eloszlasat lathatjuk, hanem a két felszin egymasra vetitett képét.
Masik probléma, hogy a szabadlevegén vald szaritas utdn megvaltozik a sejt morfologiaja és
igy valtozhat a fehérje eloszlas a sejt feluletén.

Ezert egy komplex minta-elokészitési eljarast fejlesztettink ki, ami egyfajta
szendvicsszerkezet képez. A minta vékonyitasara kémiai maratast alkalmaztuk 100 g/l-es
koncentracidju natriumhidroxid vizes oldataval, a szaritashoz pedig kritikusponton széritas
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valasztottuk. A legnagyobb kihivast azt jelentette, hogy fizikailag hogyan rogzitjik a sejteket a
hordozofeliiletre a kezelések alatt.
Igy egyfajta szendvicsszerkezetet hoztunk létre, amit kezeltiink:
e A szuszpenzioban direkten jelolt sejteket Kicseppentettik egy kordbban
kollédiumhartyaval bevont és poli-L lizinnel kezelt TEM hordoz6 gridre
o felszalld etanolsorral dehidréltuk (10, 30, 50, 70, 95%)
e majd mintat kritikusponton szaritottuk, ami megérzi a sejtek morfologiai tulajdonsagait
e veékony, parszor 10 nm-es szénréteggel vontuk be a mintadt vakuumparologtato
segitségevel
e amil-acetattal itatott sziirpapir segitségével kioldottuk az ideiglenes tartofunkciot
biztosito kollodium hértyat
e kémiailag kioldottuk a mintaalkotokat a sejtekb6l 100 g/1-es, megtartva a szénhéartya

segitségével fixalt felso lipid kettosréteget a jelolé immunogold részecskékkel

A szénhartydnak koszonhetden az immunogold jelold aranygdmbdk rogzitve vannak,
illetve elegendd stabilitast eredményez, hogy a konvenciondlisan bioldgiai mintdkhoz
alkalmazott 80-100 kV-0s TEM gyorsitdsebesseg helyett, akar 200 kV-os gyorsitofesziltséget

is képes elviselni.

4.3  Sejtfelszini fehérjék proximitas viszonyainak megvaltozasanak vizsgalata HLA
DQ fehérjének megjelenésével, Bare Lymphocyte Syndrome (BLS) sejtvonalon

transzmisszids elektron mikroszkop segitségével

Kisérleteink annak a hipotézisnek a tesztelésére iranyulnak, hogy a HLA 1 és Il osztéalyu
e egymas eloszlasat nanométeres, illetve tobb tiz nanométeres skalan.
Ebbdl a célbol harom sejtvonalat elemeztiink: a BLS-1 sejtvonalat, amely nem fejez ki HLA Il
fehérjéket, de endogén I. osztalyd fehérjéket igen; a tDQ6-BLS-1 sejtvonal, amely transzfektalt
HLA DQ (Il osztalyd) és endogén HLA | osztalyd molekulékat is kifejez; és a JY sejtvonal,
amely endogén modon fejez ki mind az I, mind a II osztalyt molekuldkat megfeleld szinten.
Vizsgaltuk a HLA 1 osztalyu, HLA Il osztalya sejtfelszini molekulak homo- és hetero-
asszociacioit.

Mivel a korabbi FRET vizsgalatok eredmeényei a HLA fehérjék megvaltozott sejtfelszini

eloszlasi mintdzatara utaltak [58], célul tliztikk ki a HLA I és HLA II molekuldk membran

= sz
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kiilonb6z6é molekulak megjelenitéséhez az immunogold jelélt mintan vegeztink TEM
vizsgalatot, amely informaciot nyujt a par 100 nm-es és egy mikrométeres skala kozotti
molekulamintézatokrol.

Itt kdzvetlenil mértiik a HLA | és HLA 11 klaszterek eloszlasat ezen a hierarchikus
szinten a harom kiilonb6z6 sejtvonal (JY, tDQ6-BLS-1, BLS-1) plazmamembranjaban
immunogold jelolés segitségével. Mind a HLA I, mind a HLA II molekuldkat kiilonb6z6
méreti, 10, 20 vagy 30 nm-es aranygydngyokkel konjugalt antitestekkel jeloltik.

A PCF elemzése azt mutatja, hogy a JY sejtek esetében a HLA | molekulédk eloszlasa a
10-20 nm-es ¢és a 200 nm-es tavolsagtartomanyban jelentOsen eltér a véletlenszera eloszlastol
feltételezve meghatarozott értékekt6l. A HLA I molekulak szintén nem véletlenszerii eloszlast
mutattak a JY sejteken, a 10-20, 30—150 és 190-210 nm-es tartomanyban. A BLS-1 sejtekben
a HLA I molekuldk nem véletlenszerti eloszlast mutattak a 10-20 nm-es, 30-120 nm-es, és kis
mértékben a 210-350 nm-es tavolsagtartomanyban a PCF fuggveény szerint. A BLS-1 sejtek
nem fejeznek ki HLA 11 molekulékat a sejtfelszinen, igy itt PCF analizist nem végeztink. A
tDQ6-BLS-1 sejtekben a HLA I molekulak kifejez6dése nem véletlenszerii eloszlast mutatott a
10-210 nm-es tartomanyban, és az Ujonnan szintetizalt HLA Il (HLA-DQ) molekulak
megjelentek a sejtfelszinen, klasztereket képezve, a 10-200 nm és 400-600 nm tartomanyban.
A de novo szintetizdlt HLA-DQ molekuldk egyértelmiien nem véletlenszerii jellemzoéket
mutattak ezen a hierarchikus szinten.

Azt is meg akartuk vizsgalni, hogy a HLA | és HLA 1l sejtfelszini molekulak
klasztereket alkotnak-e egymas koril, azaz kimutathatd valamely féle keresztkorrelacié ezen
molekulak kozott a sejtfelszinen. Ezért dupla immunogolddal jeloltik JY és tDQ6-BLS-1
sejteket 10, illetve 20 nm-es aranygdémbokhodz konjugalt HLA | és HLA 11 molekulak elleni
antitestek felhasznélasaval.

A kontroll JY sejtvonalon, a HLA | és HLA Il molekulak PCCF-je enyhe asszociaciot mutatott
a HLA | és HLA 1l molekulak kdzott kordlbelil 25, 75 és 175 nm-en. Megjegyzendd, hogy a
cstcsok egy része alig haladja meg a 95%-os szignifikancia szintet, ezért ezeket az eredmények
értelmezéset ovatosan kell kezelni.

A JY sejtekkel ellentétben a tDQ6-BLS-1 sejtek HLA | és HLA Il molekulainak PCCF-je nem
mutatott mérhetd eltéréseket a véletlenszertihoz képest a HLA 1 és HLA II molekulak kozott
(26. abra (F) panel), ami arra utal, hogy ezekben a sejtekben a de novo szintetizalt HLA DQ
molekulak nem keverednek HLA | klaszterekkel.
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5 Megbeszélés

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

A legelterjedtebb, a sejtfelszini fehérjestruktarak vizsgalatara a kulonbozo
mikroszkopos vizsgalati modszerek, amik foként optikai, és azon beliil is fluoreszcencia
mikroszképos vizsgalatok. A hagyomanyos fluoreszcencia mikroszkdpianak nagy eldnye a
konnyl hozzaférhetdség, illetve a viszonylagos egyszertisége.

A legnagyobb hatranya a hagyomanyos fénymikroszkopoknak a maximalis felbontasi vagy
diffrakcios korlat, amit az Abbe torveny értelme szerint ardnyos az emisszios fény
hullamhosszaval. igy az elérheté minimalisan feloldhato tavolsag kériilbeliil 200 nm.

Az utdbbi idékben azonban nagy eldrelépés volt a kiillonbozoé szuperfeloldasu optikai
mikroszkopok fejlesztésében, melyek kiillonbozd elveken keresztiil képesek kikeriilni a
hagyomanyos mikroszkopok feloldasi limitaciojat jelentd diffrakcids korlatot.

Hatranyi, hogy nehezen hozzéférhetéek a késziilékek, vagy specialis kovetelményeknek kell
megfelelnitk, példaul a mintdknak vagy az alkalmazhatd specialis festékeket igényelnek.

Egy kilén osztalyba sorolhat6é a Forster rezonancia energia transzfer (FRET), amivel
nanométeres tartomanyba es6 fehérje proximitas vizsgalhato.

Ennek az energiatranszfernek a feltételei, hogy a fluoreszcens molekuldk kozotti tavolsag nem
haladhatja meg a 10 nm-es tavolsagot, masrészt a molekulak dip6lus orientacidinak minél
jobban egybe kell esnie.
Ez a hatranya is, hogy csak az 1-t61 10 nm-es kozelségi tartomanyba esé molekulak
tanulmanyozhatdk vele.

Ezeért fordult a valasztasunk az transzmisszids elektronmikroszkopiara (TEM).

A TEM egy viszonylag széleskorben elterjedt késziilék, amely a mm-es tartomanyoktél akar a
nm-es tartomanyokig hasznalhat6. A TEM-el vizsgalhato a receptormintazatok, ha a specifikus
jelélésre tgynevezett immunogold jeldlést alkalmazunk, ami egy kolloidalis mérettartomanyba
es6 (parszor 10 nm) aranygomb, ami tokéletes kontrasztot biztosit a TEM felvételeken.

Munkacsoportunkban méar korabban is folytattunk vizsgalatokat immunogolddal jel6lt
mintak sejtfelszini molekulamintazatok jellemzésére, transzmisszids elektronmikroszkopos
felvételek segitségével. Ugyanakkor a korabban hasznalt Poisson fliggvény helyett a
parkorrelacios (PCF) illetve parkeresztkorrelaciés (PCCF) fuggvényt alkalmazva lényegesen
pontosabb leirast tudtunk a receptormintazatok jellemzésére. A fliggvények segitségével
becslést tudtunk adni a klaszterek esetleges meglétére, a klaszterek méretére illetve azok

szamossagara is.
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Az 0j PCF flggvény segitsegével vizsgalni szerettik volna, a Kit225 FT7.10
sejtvonalon kifejez6dd, IL-2 és IL-15 sejtfelszini receptorok eloszlasanak. Az eredményeink
szerint az IL-2 receptorok a 10-20 nm-es, 40-50 nm-es és 70-80 nm-es intervallumokban, az
IL-15 receptorok pedig a 20-30 nm-es és 50-60 nm-es intervallumban klasztereket alkotnak a
kapott PCF értékek szerint. Megvizsgaltuk az IL-2 és IL-15 receptorok keresztkorrelacidit is a
PCCF segitségevel, azaz jelen van e valamilyen korrelacio a két sejtfelszini fehérje kdzott. A
kapott eredmények az IL-2 és IL-15 receptorok keresztkorrelaciojat mutatta 40-80 nm-es,
illetve 140-170 nm-es intervallumokban. Az Kkisérleti eredményeinket 0Osszefoglalva,
megallapithatjuk, hogy az IL-2 és IL-15 sejtfelszini receptorok eloszlasa nem véletlenszert,
illetve, hogy a két receptor keresztkorrelaciot mutat egymassal a sejtfelszinen.

A vizsgélat alatt viszont azzal a problémaval szembestiltiink, hogy az eddig alkalmazott
mintaelokészitésnek az egyik hatranya, hogy a vizsgaland¢ teriilet erdsen korlatozott. Az elso
kisérleteinkben a TEM mintael6készités roviden a kdvetkezd volt: A jelolt sejteket, TEM
mintahordozéra alkoholos dehidralas soran kiszaritottuk. Igy a sejt egy szélsd, vékony savja
kell6en vékony lett, hogy a transzmisszios elektronmikroszkop szamara atlathatova valjék.

A hibak kikuszobolésére egy Uj minta-el6készitési eljarast fejlesztettiink ki. A
kifejlesztett protokoll roviden egyfajta szendvicsszerkezet. A jel6lt, és kritikusponton széritott
sejteket, egy parszor 10 nm-es szénhartya fizikailag fixalja a mintahordozo, Ugynevezett TEM
grid (egy 3 mm atmérdjli aranyrdcsra) feliiletére, mely sejtekbdl a sejtalkotokat kémiai
maratassal pedig eltavolitottuk. Az igy eldkészitett mintakon a vizsgalhato feliilet a tobbszordse
lett a kordbban alkalmazottnak, pontosabban a teljes sejt fels6, immunogolddal jel6lt lipid
kettds rétege atvilagithatd a mikroszkOop szdmara. Az () minta-eldkészitési eljarasunkat
alkalmazva a késobbi vizsgalataiban nagyobb statisztikai pontossagot érhetiink el a sejtfelszini
immunogolddal jel6lt fehérjéek mintazatanak (homo- és hetero-asszociécidinak) leirasaban.

Az 0j TEM modszer kidolgozésa sorén csatlakoztam a munkacsoportunkban folytatott
kutatashoz, ahol azt vizsgaltdk, hogy a sejtfelszinen egy addig nem kifejez6dd fehérje
megjelenése milyen hatassal van a hozza kapcsolodo egyéb sejtfelszini fehérjék eloszlasara.
Ezekhez a vizsgalatokhoz a Bare lymphocyte syndrome (BLS) sejtvonalat valasztottuk (BLS-
(HLA 1) egyaltalan nem fejezédik ki a sejtfelszinen.

A BLS-1 sejteket DQA1*0102/pClneo és DQB1*0602/pClneo vektorokkal transzfektaltuk. A
transzfekcid hatdsara az HLA Il molekula kifejezddott a sejtfelszinen.

Kivancsiak voltunk, hogy az tjonnan megjelent molekula milyen hatassal van a tébbi

kornyez0 fehérjék sejtfelszini eloszlasara, illetve kivancsiak voltunk arra is, hogy egy harmadik,
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kontrollsejtvonalhoz (JY) képest kilonbségeket tudunk-e kimutatni. Ezért immunogolddal
konjugalt specifikus antitestekkel jeloltik az HLA I, HLA Il molekuldkat a BLS, a
transzfektalt-BLS és a JY sejtvonalakon, kettds jel6léssel.

Arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy az Gjonnan kifejezodé (HLA I1) DQ molekulak
a transzfektalt tDQ6-BLS-1 sejtvonalon magas korrelaciot mutattak, azaz sajat magukkal
asszocialva klaszterekben fejezddnek ki, ugyanakkor az HLA I molekulédkkal azok klasztereivel
nem keveredtek. Ez a viselkedés nem volt megfigyelheté JY sejtvonalon, ahol HLA I
klaszterek, HLA 11 klaszterek, illetve HLA | és HLA Il molekulakat tartalmazé klaszterek is
megfigyelhetok voltak.

6. Az értekezés Uj tudomanyos eredményei

1. Munkacsoportunkban korabban is kiemelkedd szerepet toltott a sejtfelszini receptorok
mintazatanak elemzése, azon belll is az immunogolddal jeldlt mintak, transzmisszids
elektronmikroszkdppal torténd vizsgdlata. De a kiértékelés menete nehézkes és hossza
folyamat volt. Tovabba az alkalmazott matematikai statisztikai analizis nem voltak
alkalmasak az esetlegesen meglévé mintazatok kelléen részletes jellemzésére.
Igy az altalunk kifejlesztett szoftver segitségével képes voltam a mintakrol készitett
TEM felvételeken detektdlni az immunogold jel6ld kolloidalis méretii aranygdmbok
képeit (foltjait), és koordinatait a késébbi elemzés céljabdl elmenteni.
Az igy kapott adatokat késobb elemzi tudtam a Cseh Tudomanyos akadémia altal
kifejlesztett szoftver segitségével, ami egy sokkal hatékonyabb statisztikai fuggvényt
alkalmazott.
gy adaptalni tudtam két Gj figgvényt a kutatasomba, a parkorrelacios, és
parkeresztkorrelacids fliggvenyt, amivel a sejtfelszini fehérjék esetleges klasztereinek a
méretétre és szdmossagara is becsléseket tudtam adni. Alkalmaztam az IL-2 és IL-15
receptorok klasztereinek jellemzéséhez, ahol a munkacsoportunk korabbi kutatasai csak
a klaszterek jelenlétét tudta kimutatni Kit225 FT7.10 sejtvonalon.

2. A korébban alkalmazott transzmisszios elektronmikroszképos méréseinknél hasznalt
minta-elokészitési eljaras szamos hidnyosaggal rendelkezett. Kicsi volt a vizsgalhato
teriilet, ami miatt a statisztikai pontossag jelentdsen korlatozott volt. Tovabba a
szaritasbol adédé morfoldgiai valtozasok befolyasolhattak a kapott sejtfelszini fehérjék
mintazatarol kapott eredményeket. A kapott felvételeken nem egy lipid kettdsrétegen
jelenlévo a fehérjék helyét reprezentdldé immunogold aranygémbdk voltak lathatoak,

hanem két, egymasra lapult rétegé, ami torzithatja az eredményeket.
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A korébban alkalmazott minta-el6készités hatranyos tulajdonsagai miatt, egy 1j
transzmisszios elektronmikroszkopos minta-elkészitési eljarast fejlesztettem ki, ami
képes volt kikiiszobdlni az el6z6ek hatranyait.

3. A Kkifejlesztett szoftver és az Gjonnan adaptélt flggvények segitségével, a
munkacsoportunkban éppen folyamatban 1évé kutatasba csatlakoztam be, ahol arra a
kérdésre kerestik a vélaszt, hogy hogyan valtozik meg egy a sejtfelszini molekula
mintazata, ha egy addig nem expresszalt molekula jelenik meg. Kivancsi voltam, hogy
nanomeéteres skalan, hogyan valtozik meg a kordbban is expresszalodott molekula
mintazata, illetve milyen mintazatot mutat az tjonnan expresszalodott molekula, illetve
milyen a két molekula proximitas viszonya, ahol a két vizsgalt sejtfelszini molekulanak
a HLA | és HLA Il volt. Modellrendszerlinkben a Bare Lymphocyte Syndrome (BLS)
sejtvonalon egy ritka génmuticionak koszonhetden nem kifejezddik ki. Viszont a
transzfekciot kdvetéen megjelent a sejtfelszinen a HLA 1I fehérje. Kontrol sejtvonalra
a JY sejtvonalat hasznaltuk, ahol mindkét sejtfelszini fehérje megjelenik. Az (j
eljarassal megvizsgalva a kiilonb6zo sejtvonalakat, azt az eredményt kaptam, hogy a
transzfektalt BLS sejtvonalon hasonld klasztereket alkot mind a HLA 1 és HLA I

molekula, de a JY sejtvonallal ellentétbe itt a HLA | és HLA Il klaszterek nem

.....

7. Osszefoglalas

1. Az altalunk kifejlesztett kiértékeld szoftver segitségével, és egy Uj a sejtfelszini
receptorok (sikbeli pontmintazat) mintazatanak leirasara szolgal6 szoftver alkalmazasa, az
Interleukin-2 (IL-2Ra) és az Interleukin-15 (IL-15Ra) sejtfelszinen kifejez6dott molekulak
homo- és hetero-asszociacidinak feltérképezésére a KIT 225 FT7.10 sejtvonalon. Az adott
molekulakat immunogold jel6lési technikat alkalmazva transzmissziés elektronmikroszkopia
(TEM) segitségével vizualizaltuk.

Szamos TEM felvétel kiértékelése utan arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy a sejtfelszinen
kifejez6d6 IL-2Ra €s IL15Ra mintazatanak eloszlasa szignifikansan eltér a véletlenszerii
eloszlastdl, ami vizsgalt receptorok homo- és hetero-asszociacidira utal.

2. Az els6 kisérleteinkben szamos probléma meriilt fel a TEM minta-elokészitési
eljarasban, amely foként a vizsgéalando teriilet nagysaganak korlatozottsaga €s igy a mintazat
leirdsanak pontatlansdga volt. Ennek érdekében egy Uj TEM mintael6készitési protokollt

fejlesztettiink ki, amely kikiiszobolte a korabbi hianyossagokat.
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Az ) eljaras segitségével megvizsgaltuk a human JY sejtvonalon Kkifejez6d6 f6
hisztokompatibilitasi komplex (HLA) 1| és Il tipust sejtfelszini fehérjék mintazatanak
vizsgalatara alkalmaztuk. Vizsgalatunk eredményeképpen kovetkeztetéseket vonhattunk le,
hogy a vizsgalt receptorok tobb kiilonboz6 méretii klaszterekben rendezédve jellennek meg a
sejtfelszinen.

3. Az ltalunk kifejlesztett TEM  minta-elokészitési  protokollt —alkalmazva,
bekapcsolddtunk a munkacsoportunkban mar zajlo vizsgélatokba, melynek célja, hogy a Bare
Lymphocyte Syndrome (BLS-1) és ezen sejtvonal transzfekcidjat kovetéen (tDQ6-BLS-1), az
addig rajta nem kifejez6do II tipust fO hisztokompatibilitasi komplex (HLA II) megjelenése
hogyan befolyasolja a korabban is kifejez6d6 I tipust f6 hisztokompatibilitasi komplex (HLA
I) eloszlasat, illetve milyenek az egymashoz képesti proximitds viszonyai. A mérési
eredményeinket 6sszehasonlitottuk a JY sejtvonalon kapott eredmeényekkel, ahol minkét
molekula jelen volt. Eredményeink szerint, egyrészt az HLA | és HLA 11 molekulak hasonld
mintazatot mutattak mind JY és a tDQ6-BLS-1 sejtvonalakon, ugyanakkor a JY sejteken az
HLA | és HLA 1l klaszterek részben keverednek, addig a tDQ6-BLS-1 sejtvonalon ezek a
szegregalddnak. Elképzelhet, hogy a transzfektalt tDQ6-BLS-1 sejteken a mar meglévé HLA
| molekulakat, illetve a de novo szintetizalo6 DQ molekulakat is tartalmazé vegyes klaszterek

1étrej6ttéhez hosszabb 1d6 (akar hetek) sziikséges.
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