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1. BEVEZETES

1.1 A yccitokinek és receptoraik a T sejtek miikodésében

A v citokincsalad, amely az interleukin-2 (IL-2), IL-4, IL-7, IL-9, IL-15 és IL-21
citokineket foglalja magaba, a kozosen hasznalt yc (common vy) receptor alegységrdl kapta
nevét. A yc lanc kifejezddése a legtobb limfoid eredetii sejten, igy a T sejteken is megfigyelheto.
Ennek kovetkeztében a csaladba tartozo citokinek meghatarozo jelentéségiiek ezen sejttipusok
fejlodésében, homeosztazisuk, aktivacios és differencidlodasi folyamataik szabalyozasaban,
ezaltal az adaptiv immunrendszer 6sszehangolt miikodésének kialakitasaban.

A v¢ citokinek a korai fejlédéstdl kezdve az effektor sejtek funkcidjanak szabdlyozasaig
szdmos szinten nélkiilozhetetlenek a normal T sejtmiikddés kialakitdsdban és fenntartdsaban.
Mindegyik vyc citokin pleitotrop hatassal bir. A csalad tagjai a kozos receptor alegység és a kdzos
jelatviteli molekuldk hasznalatdbol eredéen bioldgiai hatasok tekintetében bizonyos foki
redundanciat mutatnak. Az atfedé funkciok mellett ugyanakkor egyedi, gyakran ellentétes
funkciokat is képesek ellatni akar ugyanazon sejttipus esetén. Hibas miikodésiik, amely
alapulhat mind a citokineket, mind pedig az egyes receptorlancokat, illetve a kapcsoldédod
érintd miikddési zavar, immundeficiencia vagy rosszindulati elvaltozas alapjat képezheti. A yc
citokinek hatdsédnak erdsitése, gatlasa vagy mas modon torténd befolyasolasa igy terdpias

potenciallal bir(hat) szamos betegség kezelésében.

1.2 Az IL-9 és IL-2 receptorok

Az IL-2 a yc citokincsalad els6ként azonositott tagja. Biologiai hatasat autokrin és
parakrin mechanizmussal egyarant kivalthatja, miutdn mind az IL-2-t termeld, mind pedig a
kornyezetében taldlhatdo mas T sejtekre is hatdst gyakorol(hat). Amellett, hogy szamos esetben
T sejt novekedési faktorként viselkedik, az IL-2 jelenléte az aktivacido indukalta sejthalal
(AICD) folyamataban is kritikus, emellett fontos szerepet jatszik kiillonbozé CD4" és CD8* T
sejt alpopulaciok funkcidjanak és homeosztazisanak szabalyozasaban. Az IL-2 citokinnek
kozponti szerepet tulajdonitanak a citokin csalad tobbi tagjanak szabalyozasaban is. Az IL-2R
a heterotrimer yc receptorok kozé tartozik, felépitésében a yc lanc és a citokin specifkus o

alegység mellett az IL-15R-ral kozoés B alegység vesz részt. Korabban intézetiinkben
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kimutattak, hogy aktivalt T limfocitak, illetve szamos human T limféma eredetii sejt felszinén
az IL-2R az MHC I és II glikoproteinekkel k6zds szuperklaszterekben fejezddik ki, amelyek
kialakitasaban ¢és fenntartdsdban kiemelt szerepet jatszanak a lipid tutajok. Az IL-15R a
alegysége szintén ezen szuperklaszterekben dusul fel a mindkét receptorfajtat expresszald
sejteken.

Az IL-9 citokint elséként helper T sejt novekedési faktorként azonositottdk egerekben,
potencialis onkogén aktivitdssal. Ennek ellenére a kutatdsok fokuszaban hosszu ideig az
allergias immunvalaszban betdltott szerepe allt, amelyet a hizosejtekre kifejtett pleiotrop hatasa
alapozott meg. Az utdbbi években keriilt ujra elétérbe a T sejtes tumorok kialakulasanak
eldsegitésében jatszott szerepe, amelyet egér modellrendszeren, illetve human biopszidkon
egyarant bizonyitottak. Az IL-9 hatasa érvényesiilhet kdzvetleniil a tumor sejteken, illetve a
limfomak kialakulasat szabalyozo tényezOk (pl. Treg Sejtek, tumor mikrokdrnyezet)
befolyasolasan keresztiil is; a pontos mechanizmus ugyanakkor még nem tisztazott. Az IL-9R
a kozos yc citokin receptor csalad egyik heterodimer 0sszetételi tagja, amelynek expresszidja
elsdsorban a magas affinitast, heterotrimer IL-2R komplexet is kifejezd T sejttipusokon

figyelhetd meg.

1.3 A membrianfehérjék sejtfelszini szervezédésének vizsgalata

A sejtek kommunikacigjaban, az anyag- és informacid-aramlasban, valamint ezek
szabalyozasaban a plazmamembran alapvetd szerepet jatszik. A membran komponenseinek
szervezddése/kompartmentalizacidja szamos fiziologias sejtfunkcio, igy az intra- ¢és
intercellularis jelatvitel, koordinalasaban és végrehajtasaban Kkritikus szerepet jatszik. A
kompartmentalizacidé révén létrejott membrandomének egyik tipusat a polarizalt sejteken
megfigyelhetd, Un. stabil domének jelentik, ahol a membran egyes, egymastol jol elkiiloniild,
specializalt funkciot ellatd régidi a funkcid altal meghatarozott fehérje- és lipidkészlettel,
valamint szerkezettel és mérettel jellemezhet6k. A membran kompartmentumok kialakulésa
nem-polarizalt sejteken is megfigyelhetd, azonban az igy kialakuld struktirak élettartama és
méreteloszlasa joval szélesebb skalat fed le. Osszetételiiket és/vagy felépitésiiket tekintve
tobbségiikre bizonyos foku dinamizmus a jellemzo.

A tobb alegységbdl allo fehérjék, igy az altalam vizsgalt interleukin-9 €s -2 receptorok
esetén IS, a legalapvetébb szervezOdési szintet az alegységek kozvetlen molekularis

kolcsonhatasa, s ezaltal a funkciondlis receptorkomplexek kialakuldsa jelenti. Az egyes

.....
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a membranfehérjék nanométeres tavolsagskalan megvalosuld szervezddésében, az un.
kisméreti molekulaklaszterek (nanodomének) kialakulasaban is. A membranfehérjék, illetve
az altaluk alkotott kisméretii fehérjeklaszterek nagyobb 1éptékii, a tobb szaz nanométeres (vagy
akar mikrométeres) mérettartomanyban megvalosuldé kompartmentalizacidjat is szamos
esetben feltartak.

A membranfehérjék elrendezddésének ¢és mas fehérjékkel kialakitott térbeli viszonyanak
vizsgalata, valamint az ezeket kialakitd és szabdlyozd tényezOk feltarasa alapvetd
informaciokkal szolgalhat a membranban lezajlo folyamatok részleteinek megértéséhez. Ennek
vizsgalatara szamos biokémiai és biofizikai modszer ad lehetdséget. Utdbbiak elénye, hogy
nem igénylik a sejtek feltarasat, a vizsgalatok intakt, de legalabbis kvazi-intakt sejteken is
elvégezhetok. Emellett — a kivalasztott modszer fiiggvényében — a fehérjék (és egyéb
membranalkotok) szervezddése kiilonb6zo hierarchikus szinteken tanulméanyozhato, kezdve a
molekularis szintii kapcsolatok feltérképezésétdl a nagyobb mérettartomanyban megvalosulo
szervezOdésig. A membranban lezajlé komplex folyamatok megértéséhez legtobb esetben nem
elegendd csak egy hierarchikus szinten vizsgalddni, a leginkébb célravezetd, ha a fehérjék és
egy¢b membranalkotok altal kialakitott struktarakat tobb szinten vizsgaljuk egyidejiileg.

A membranalkotok szervezddésének vizsgalatara szolgalo biofizikai modszerek 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 eloszldsok egymashoz valo viszonya tanulmanyozhato6.

A konfokalis lézer pasztazo mikroszkopia (CLSM) alkalmazaséaval fluoreszcensen jelzett
membranalkotok plazmamembranbeli eloszlasa a néhany szaz nanométeres mérettartomanyban
vizsgalhato. Két membranalkotd térbeli viszonyanak vizsgéalatakor az els6dleges kérdés az,
kérdésnek a megvalaszolasara, illetve a kolokalizacio mértékének kvantitativ jellemzésére két
alapvetd lehetdség adddik: egyrészrdl az el6fordulasuk kozotti korrelacio mértékének, masrészt
pedig atfed6 hanyaduknak (co-occurrence vagy egyiittes eléfordulas) a meghatarozasa.
Mindkét esetben a vizsgalt molekulak eloszlasat rogzitd képparok segitségével hatarozzak meg
a kolokalizacid jellemzésére alkalmazott kvantitativ paramétert, ugyanakkor az igy kapott
értékek a molekulak térbeli viszonyat mas-mas szempontbol jellemzik.

A kolokalizacios, kiilonosen a korrelacios vizsgalatok sarkalatos pontja a valds
kolokalizaci6 (vagy éppen szegregacio) elkiilonitése a véletlen altal 1étrehozott, ,,latszolagos”

korrelaciotol (anti-korrelaciotol). A véletlenszerliség ellendrzésére nehezen kivitelezhetd
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(gyakorlatilag lehetetlen) megfeleld bioldgiai kontrollt talalni. Ezen probléma athidalasara ad
lehetdséget Costes ¢és munkatarsainak Un. konfidencia intervallum moddszere, amelyet
eredetileg intracellularis sejtalkotok kapcsolatanak vizsgalatara dolgoztak ki: adott sejt esetén
a két molekula eloszlasardl detektalt mikroszkdpos képek pixeleinek keverésével modellezik
azok véletlenszerii kapcsolatat és szamitanak korrelacios koefficiens értéket. A folyamatot
megfeleléen sok (tobb szaz) alkalommal megismételve meghatarozhat6 a vizsgalt molekuldk
véletlenszeriit (nem Kkorrelalt) térbeli kapcsolatara vonatkoztathatd (altalaban 95%-0S)
konfidencia intervallum, amely az adott sejtre jellemzd expresszids viszonyokat tiikkrozi. Az
eredeti képpar alapjan szamitott, a két molekula tényleges térbeli kapcsolatat tiikr6z6
korrelacios koefficiens értékét ehhez az intervallumhoz hasonlitjdk. Amennyiben a koefficiens
értéke az intervallumon kiviil esik, a két molekula valodi pozitiv (vagy negativ) korrelacioja
valoszintsithetd. Az intervallumba esé értékek esetén nem tudunk biztosat mondani, csak
azaz nem zarhato ki a véletlen hatasa.

Mig a konfokalis mikroszkop néhédny 100 nm-es mérettartomanyban ad informaciot a
vizsgalt  fehérjék  laterdlis  eloszlasarol, addig a  Forster-féle  fluoreszcencia
rezonancia energia transzfer (FRET) moddszer lehetévé teszi a fehérjék molekularis
Viszonylagos egyszerlisége miatt a sejtfelszini fehérjék kolcsonhatisinak vizsgélatira az
intenzitasvaltozas mértékébdl torténd FRET hatdsfok meghatarozas a legelterjedtebb modszer.
Az intenzitasalapu vizsgalatok dramlasi citometridra, illetve mikroszkopiara egyarant
adaptalhatok, kihasznalva ezzel a kétféle miiszer adta lehetdségeket. Az intenzitas alapu FRET
modszer eldnye, hogy ¢€l6 mintdkon is alkalmazhatd, a FRET hatasfokot sejtenként is
meghatarozhatjuk, igy a fluoreszcensen jelolt molekuldk kolcsonhatasat pixelenként és
sejtenként vizsgalhatjuk. A FRET hatasfok a direkt gerjesztett donor €s akceptor fluoreszcencia
intenzitdsa, valamint az akceptor szenzitizalt (azaz a FRET altal kivaltott) emisszidja alapjan
szamithat6 ki. Ezzel az eljarassal a FRET hatasfok sejtenként meghatarozhat6 akéar dramlési
citométer, akar konfokalis mikroszkop alkalmazasaval. Az accpbFRET modszer alapja, hogy a
donor fluoreszcencia intenzitasa akceptor jelenlétében csokken a FRET kovetkeztében.
Amennyiben az akceptort nagy intenzitassal, megfeleld hullamhosszisaga fénnyel gerjesztjiik,
akkor olyan irreverzibilis fotokémiai atalakuldsokon megy keresztiil, amelyek kovetkeztében
molekularis szerkezete megvaltozik, ennek kdvetkezményeként tobbé nem képes a donortol
energiat atvenni, azaz a donor fluoreszcencia intenzitasa a FRET hatafokatol fiiggd mértékben

megno.



2. CELKITUZESEK

Munkacsoportunk korabbi eredményei alapjan az IL-2R és IL-15R azonos membran
mikrodoménekben, hasonlé molekularis kornyezetben fejtik ki hatdsukat human T limfoma
sejteken. Feltételezhetd, hogy mas, a kdzds yc lancot hasznalé citokinreceptorok, igy az IL-9R
is, hasonl6 kdrnyezetben, esetleg azonos szuperklaszterben funkcionalnak. Ezt alatdmasztja az
atény is, hogy az IL-9Ra lanc els6sorban olyan sejteken expresszalodik, melyek a heterotrimer
IL-2R-t is kifejezi és ahol az IL-2 fontos szabalyozoé szerepet tolt be. Emellett az IL-9Ra
jelentés homologiat mutat az IL-2/15Rf 1anccal, amely hasonlo fehérje-fehérje, ill. fehérje-lipid
kolesonhatasok kialakitasanak lehetdségére utal.

Ezen eldzmények ismeretében munkam célja az IL-9R elhelyezése a térképen, azaz az
IL-2R/MHC szuperklaszterekkel valo térbeli kapcsolatanak feltdrasa humén T limféma
sejteken.

Célkitlizéseim az alabbi f6 pontokban foglalhatok 6ssze:

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

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

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

(4) A konfidencia intervallum modszer adaptalasa membranfehérjék co-occurrence

analizisében.



3. ANYAGOK ES MODSZEREK

1.1. Sejttenyésztés és citokin kezelés

Vizsgalatainkat két, human T limfoma eredetii sejtvonalon végeztiik: Kit225/IL9R: az
IL-2R a, B és yc alegységeit konstitutivan kifejez6, IL-2-fliggd, nem HTLV-1 asszocialt,
helper/inducer fenotipusta(Th/i) human T-limfoma sejtvonal, amelyet a Kit225 sejtvonal stabil
IL-9Ra transzfekciojaval allitottak eld kollaboracios partneriink (Thomas A.Waldmann)
laboratoriuméaban. MT-2: az IL-2 és IL-9 receptorok alegységeit konstitutivan kifejez6, HTLV-
1 virussal fert6zott, human felnétt T sejtes leukémia (ATL) sejtvonal. Az MT-2 sejtek IL-9-et
termeld sejtek.

Mindkét sejtvonalat RPMI 1640 médiumban tenyésztettiik, ami 10%-0s FBS-t,
penicillint és sztreptomicint tartalmazott. A Kit225/IL9R sejtek médiuma 30 U/ml humén
rekombinans IL-2-t, valamint a vad tipusu sejtek novekedését gatlo G418-at (800 pg/ml) is
tartalmazott. A sejtkultarakat 37 °C-on, allandd parcialis nyomasu CO2 atmoszféra (CO2
tartalom 5%), ill. megfeleld paratartalom mellett tenyésztettiik, és 48-72 dranként passzaltuk.
Az IL-9 hatasdnak vizsgalatara iranyulo kisérleteink eldtt a Kit225/IL-9R sejteket passzalasat
kovetden 48 oran keresztiil IL-2 mentes médiumban tenyésztettiik (,,eheztetett sejtek™), kizarva
ezzel az IL-2 esetleges zavaré hatasat az IL-9 kotédésére. Ezen vizsgalatokban a sejteket mosast
kovetden friss RPMI médiumban szuszpendaltuk, majd 0,25 pg/ml IL-9 jelenlétében 20 percig
37 °C-on inkubaltuk.

3.2 Sejtalkotok fluoreszcens jelzése

A membranfehérjéket fluoreszcens festékkel konjugalt monoklonalis antitestekkel, a
GM1 ogangliozidot pedig fluoreszcensen jelzett kolera toxin B alegységgel jeloltiik.
Alkalmazott antitestek: MHC I koénnyi lanc - L368, MHC I nehézlanc — W6/32, MHC 1l —
L243, IL-2Ra — anti-Tac, IL-9Ra — AH9R4 és AHIR7, yc lanc — TugH4, transzferrin receptor
— MEMT75. A TSTH9RA3 proliferacios esszé alapjan az AHIR4 kismértékben, mig az AHOR7
erésen gatolja az IL-9 citokin kotédését/hatasat. Igy az IL-9 kotédés hatasat célzod

kisérleteinkben az AH9R4 antitestet alkalmaztuk.



3.3 Fehérje expresszié meghatarozasa

A vizsgalt membranfehérjék expresszios szintjét Alexa Fluor 488, illetve Alexa Fluor 546
festékekkel konjugalt monoklonalis antitestek kotddésének aramlasi citometrias vizsgalataval
hataroztuk meg (FACSAria aramlasi citométer). A kotOhelyek relativ szamat a sejtek
fluoreszcencia intenzitas hisztogramjanak autofluoreszcenciaval korrigalt és az alkalmazott
antitest jelolési aranyaval normalizalt kozépértékébol (Mean Fluorescence Intensity, MFI)
szamitottuk. Az elérhetd kotohelyek abszolut szamanak meghatarozasahoz az MFI értékeket
ismert szamu festéket tartalmazo mikrogydngyok segitségével kalibraltuk (Quantum™ Alexa
Fluor 488 MESF kit). A mérési adatokat a Szentesi Gergely altal irt REFLEX programmal
értékeltiik ki.

3.4 Membranalkoték paronkénti kolokalizacidjanak kvantitativ jellemzés

A membrandomén szintli kolokalizacios vizsgalatokat Olympus FluoView 1000
konfokalis mikroszkoppal végeztiik. A vizsgalatok soran két vagy harom sejtfelszini alkotot
(membranfehérje, illetve GM1 gangliozid) jeldltiink meg elkiilonithetd spektrumu fluoroforral
konjugalt specifikus markerekkel.

A tobbcsatornas képek felvételét olyan optikai szeletekben végeztiik, amelyekben a
membranszelet merdleges (vagy kozel merdleges) az optikai tengelyre: a fedélemezhez kozeli
(als0), illetve a targylemezhez kozeli (felsd) rétegben. Ebben az esetben mérhetiink a legkisebb
zavaro6 jelet a vizsgalt membranteriileten kiviili részekbdl. A felvett optikai szeletek analizise
Gauss sziirést kovetden tortént. A csatornak kozotti atvilagitas mértékének minimalizalasara a
képeket Un. ,,soronkénti szekvencidlis lizemmodban™ vettiik fel, ami azt jelenti, hogy egymaés
utdn, soronként torténik a kiilonbozo 1ézerekkel valo gerjesztés €s a gerjesztés hatasara emittalt
fotonok detektaldsa az egyes csatorndkban.

A membranalkotok térbeli kapcsolatanak kvantitativ analizise soran a sejteket el6szor
manualisan korberajzoltuk, majd a maximum entropia algoritmus alkalmazéaséaval (Nagy Péter,
MatLab plugin) szegmentaltuk a membran és nem-membran ,tartalmt™ pixeleket, valamint
meghataroztuk a kiiszob fluoreszcencia intenzitast. Ezt kdvetden a program a szomszédos
pixelekbdl a mikroszkop lateralis felolddsadval Osszemérhetd pixelblokkokat képzett. A
kolokalizaciot jellemzd kvantititv paramétereket a pixelblokkokban mérhetd intenzitdsok

alapjan hataroztuk meg.



Pearson-féle korrelacios analizis: A vizsgalt membranalkotok eloszlasat rogzitd képpar esetén

meghataroztuk a Pearson-féle korrelacios egylitthatot, majd a képpar egyik tagja esetén a
pixelblokkokat 500 alkalommal véletlenszeriien Gjrarendezve (,,megkeverve”), meghataroztuk
a kevert kép, illetve a képpar masik, valtozatlanul hagyott tagja k6zotti korrelacios koefficiens
értékét. igy megkaptuk a korrelacios koefficiens adott sejtre vonatkozo intenzitasviszonyoknak
megfeleld eloszlasat arra az esetre vonatkozoan, amikor a két membranalkoto sejtfelszini
elrendez6dése egymastol ténylegesen fiiggetlen (C=0). Az eloszlas segitségével minden egyes
képpar (azaz minden egyes vizsgalt sejt) esetén meghatarozhaté az a 95%-0s konfidencia
intervallum, amelynek segitségével eldonthetjiik, hogy az eredeti képpar (azaz a tényleges
vizsgalt sejt) esetén kapott korrelacidos koefficiens tényleges korrelaciot (anti-korrelaciot)
valosziniisit-e. Az adott sejthez tartozd konfidencia intervallum segitségével a korrelacios
koefficiens tényleges értékét besoroltuk az alabbi harom kategoria valamelyikébe: ,,valddi
pozitiv”, ,,valédi negativ”, illetve ,nulla” kategéria. Amennyiben adott sejt esetén kapott
Pearson korrelacids egyiitthato az elsé két kategoriaba esik, akkor a két membranalkoto térbeli

lokalizacioja kozott tényleges korrelaciot (,,valddi pozitiv”’) vagy anti-korrelacidt (azaz a két

crer

Membranalkotok dtfedd hanyadanak meghatdrozdsa: a membranalkotok atfedé hanyadanak

kvantitativ jellemzésére (egyiittes el6fordulds vagy ,,co-occurance” analizis) szolgald
egylitthatét intenzitas-, illetve teriiletalapti megkozelitéssel egyarant meghataroztuk. Itt szintén
alkalmaztuk a korreldcios egyiitthatok esetén bevezetett konfidencia intervallum moddszert:
meghataroztuk az atfedd hanyad értékére vonatkozo6 konfidencia intervallumot arra az esetre,
amikor a két molekula eloszldsa véletlenszerli egyméshoz képest, majd a tényleges értéket
ehhez az intervallumhoz viszonyitottuk. Abban az esetben tekintettiik bizonyitottnak a két
molekula atfedését az adott sejten, amennyiben az egylitthat6 értéke magasabbnak adddott, mint

a konfidencia intervallum fels6 hatara.

3.5 Fluoreszcencia rezonancia energia transzfer (FRET) vizsgalatok

Aranyalapu FRET (ratiometric FRET, rFRET) mérések kivitelezése: Az rFRET méréseket

Zeiss LSM 880 konfokalis mikroszkopon végeztiik. Minden latdmezében héarom
fluoreszcencia intenzitast detektaltunk, melyek a donor, a FRET ¢és az akceptor csatorndknak
feleltek meg. A képek kiértékelése a Matlab alatt futd6 DipImage alkalmazassal tortént: a

membran és nem-membran “tartalma” pixelek szegmentdlasdhoz az un. ,,manually seeded
10



watershed” algoritmust hasznaltuk, majd meghatdroztuk a FRET kiszamitasahoz sziikséges
paramétereket az rFRET plugin segitségével. A korrekcidés faktorok ¢és a relativ
fluoreszcencia hatasfok kiszamitasdhoz egyszeresen jeldlt, azaz csak donorral és csak
akceptorral jelzett mintdkat hasznaltunk. Végezetiil a FRET hatéasfok kiszamitasa a duplan

(donor és akceptor festékkel egyiittesen) jelolt sejteken tortént, sejtenként.

Akceptor_fotoelhalvinyitison alapuléo FRET (accpbFRET) vizsgdlatok: Az accpbFRET
vizsgalatokat Olympus FluoView 1000 konfokalis mikroszkoppal végeztiik. A mérések soran

a duplan jelzett (donor- és akceptor flurofort egyarant hordozd) sejtek donor és akceptor
intenzitas-eloszlasarol egyszeletes, kétcsatornds képet rogzitettiink alacsony gerjesztd
lézerintenzitas mellett. Ezt kovetden a donor-gerjesztést kikapcsoltuk, majd az akceptor
gerjesztésére hasznalt 1ézerrel maximalis teljesitményen tobb pasztdzast végeztink. Az
ismétlédé (3x) pasztazasok alkalmazasaval az akceptor intenzitasa gyakorlatilag nullara
csokkent (fotoelhalvanyitds). Ezutan egy ujabb kétcsatornds képet vettiink fel alacsony
lézerintenzitas mellett és vizsgaltuk a donor intenzitds valtozasat. A képek kiértékelése soran
lowpass sziiréssel csokkentettilk a hattérzajt. A pixelenkénti FRET hatasfokot az Imagel
AccPbFRET moduljaval hataroztuk meg, amely lehetové tette a sziikséges korrekciok (pl.
donor nem kivant kiégetése, képek esetleges elcsuszasa, sth.). A kiértékelés eredménye egy
szinkodolt FRET-térkép, illetve az adott sejtre vonatkozo, pixelenkénti FRET hatasfok eloszlas
hisztogram. Egy adott fehérjeparra jellemzd atlagos FRET hatasfokot a sejtenkénti FRET

hisztogramok mediéan értékeinek atlagolasaval hataroztuk meg.
3.6 Statisztikai szamitasok
A kolokalizacié kvantitativ jellemzésére hasznalt egyiitthatok 0Osszehasonlitdsara

kétmintas t-probat, illetve ANOVA tesztet hasznaltunk, mig a rFRET értékek eloszlasanak

vizsgélatat Kolmogorov-Smirnov teszttel végeztiik.
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4. EREDMENYEK

4.1 Az IL-9Ra és az IL-2R/MHC szuperklaszterek membrandomén szintii kapcsolata:

Pearson-féle korrelacios analizis

Az IL-9Ra ¢és az IL-2R/MHC szuperklaszterek membrandoménszintii kapcsolatat
konfokalis mikroszkopias képek kvantitativ analizisével, a Pearson-féle korrelacios egyiitthato
segitségével jellemeztiik. Az analizis soran sikeresen adaptaltuk Costes és munkatarsainak
korabban intracellularis sejtalkotok térbeli kapcsolatanak vizsgalatara alkalmazott konfidencia
intervallum moddszerét, amelynek segitségével elkiilonithetd a véletlenszerd, illetve a tényleges
kolokalizacié két membranalkotd kozott. A modszer alkalmazhatosagat a pozitiv és negativ
bioldgiai kontrollok segitségével validaltuk (MHC I konnyt és nehéz lanca — pozitiv kontroll,
transszferrin receptor és GM1 gangliozid — negativ kontroll).

A Kit225/1L-9R sejtvonal a Kit225 sejtvonal IL-9Ra alegységgel stabilan transzfektalt
valtozata. Korabban kimutattdk, hogy az IL-2R és az MHC fehérjék jelentds részt kdzos
membranrégiokban dusulnak fel a Kit225 sejteken: igy eldszor azt ellendriztiikk, hogy a
transzfekcié modositotta-e az IL-2R és az MHC glikoproteinek kolokalizacigjat. Eredményeink
megerdsitetttk mind az MHC 1, mind pedig az MHC 1I fehérjék nagymértékii, nem
véletlenszerl atfedését az IL-2Ra alegységgel a Kit225/IL-9R sejteken. Hasonl6 eredményeket
kaptunk az eddig még nem vizsgalt, az IL-9R a alegységét konstitutivan kifejez6 MT-2 sejtek
esetén is.

Mar a CLSM képek kvalitativ analizise alapjan feltételezhetd volt az IL-9Ra és az IL-
2R/MHC szuperklaszterek tobbi tagjanak jelentés mértékii atfedése mindkét vizsgalt
sejtvonalon. A képek Pearson-féle korrelacios analizise megerdsitette ezt a feltételezést: a
sejtek jelentds szézaléka a ,,valddi pozitiv”’ korrelacids kategoriaba esett mind az IL-9Ra és az
IL-2R0, mind pedig az IL-9Ra és az egyes MHC glikoproteinek térbeli kapcsolatat tekintve.
Hasonl6 eredményt kaptunk az IL-9Ra és a GM1 tartalmu lipid tutajok viszonylatdban is. A
korrelacios analizis ugyanakkor azt is feltarta, hogy a sejtek egy jelentds része esetén az IL-
ORa és a tobbi vizsgalt membranalkotd (elsésorban) egymastol kiilonadllo (szegregalt)

membranrégiokban fordul el6.
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4.2 Az IL-9Ra és az IL-2R/MHC szuperklaszterek molekularis szintli kolcsonhatasa

A kovetkezOkben fotoelhalvanyitason alapuld FRET moddszerrel azt vizsgaltuk, hogy a
doménszintli kapcsolat mellett vajon ,,kdzelebbi”, molekularis szintli kolcsonhatés is fennall-e
az IL-9R és az IL-2R/MHC klaszterek kozott. Mint az varhat6 is volt, a pozitiv és negativ
biologiai kontroll mintdk esetén, az MHC I glikoprotein konnyl és nehézlanca kozott mindkét
sejtvonal esetén magas pozitiv FRET hatasfokot kaptunk, mig a negativ kontroll (GM1
gangliozid ¢és transzferrin receptor) esetén alacsony, nullahoz kozelité atlagos FRET értéket
detektaltunk.

Az IL-2Ra és az MHC |, valamint az IL-2Ra és az MHC 11 fehérjék kozott mindkét
sejtvonal esetén pozitiv, a negativ kontrolltdl szignifikdnsan magasabb FRET hatafokot
detektaltunk, azaz az IL-2R és az MHC glikoproteinek ezeken a sejteken is egymas molekularis
kozelségében taldlhatok. Ugyancsak szignifikdnsan pozitiv FRET hatasfokot detektaltunk az
IL-9Ra és mindkét tipusi MHC fehérje, valamint az IL-9Ra és az IL-2Ra kozott.

4.3 Az IL-9R és az IL-2R membrandomén szintli kapcsolata: Manders-féle egyiittes

eléfordulas (co-occurrence) analizis

Annak érdekében, hogy pontosabb képet kapjunk az IL-9Ra és IL-2Ra kapcsolatardl,
ill. megvizsgaljuk, hogy a korrelaciés analizissel kimutatott atfedé- és szegregalt
membranrégiok eléfordulhatnak-e ugyanazon a sejten, a CLSM képek korrelacios analizisét
kiegészitettiik a Manders-féle egyiittes eléfordulds (co-occurrence) analizissel. Ezzel a
modszerrel a membranalkotok egymassal atfedé hanyada hatarozhat6 meg.

Amellett, hogy az atfed6 hanyad mértékét jellemzd egyiitthatokat meghataroztuk azokra
a sejtekre, amelyekre vonatkozoan a Pearson-féle korrelacidés analizis eredményét az
elézéekben bemutattam, 0j kisérleteket is végeztiink, ahol mindkét tipust analizist elvégeztiik.

Az egyes fehérjeparok atfedd hanyadat jellemz6 egyiitthatok esetében is meghataroztuk
a véletlenszer(i eloszlashoz tartozo, sejtenkénti konfidencia intervallumokat, ugyanakkor — az
egyiitthato értéke altal hordozott informéacid eltérd jellege miatt — ebben az esetben egyoldali
Osszehasonlitast 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 el6fordulasra vonatkozo értéket.

Viarakozasainknak megfeleléen a ,,valodi pozitiv”’ korrelacids kategoridba esd sejtek

esetén mind az IL-9R, mind pedig az IL-2R a alegysége jelentds mértéki atfedést mutatott a
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masik receptor a lancaval. Az IL-9Ra esetén az atfedd hanyad 6sszemérhetd volt a pozitiv
bioldgiai kontrollként hasznalt MHC 1 glikoprotein konnyli (B2m) és nehézlanca (HC)
egymassal atfedé hanyadara kapott értékekkel (Mg, = 0,70 + 0,22 és Muc = 0,83 + 0,13).
Eszerint az IL-9Ra dont6 tobbsége az IL-2Ro alegységgel azonos membranrégioban
helyezkedik el. Az IL-2Ra esetén az atfed6 hanyad valamivel kisebbnek, kb. 50%-nak adodott.

A ,,valodi negativ” kategoridba esé sejtek esetén joval alacsonyabb, ugyanakkor — a
véletlen altal generalthoz képest — még mindig szignifikans mértékii 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 ¢s GM1 gangliozid
esetén kapott értékektdl szignifikdnsan magasabb a két a alegység atfedését jellemz0 egyiitthato
értéke.

4.4 A citokin milié hatasa az IL-9R és az IL-2R membrandomén szintii kapcsolatara

A kovetkezdkben azt vizsgaltuk, hogy vajon az IL-9 koétddése befolydsolja-e a két
interleukin receptor membrandomén szintli kapcsolatat. Az MT-2 sejtek dnmaguk is termelik
az IL-9 citokint, igy ezen kisérleteinket a Kit225/IL-9R sejteken végeztiik el. A Kit225/IL-9R
sejtek tenyésztése soran a tapfolyadékhoz rendszeres idokozonként IL-2-t sziikséges adni.
Miutan fennall annak az esélye, hogy az IL-9 hatdsat a sejten maradt IL-2 esetleg
befolyasolhatja, ezért az 1L-9 hatasdnak vizsgalatanal olyan sejteket hasznaltam, amelyeket
passzalast kovetden IL-2 mentes médiumban tenyésztettiink 48 oran keresztiil (,,heztetett”
sejtek).

A CLSM képek kvantitativ analizise alapjan az ,,éheztetett” sejteken is megtalalhatok
mind a koz0s, mind pedig a szegregalt membranteriiletek. Sem a Pearson-féle korrelacios
koefficiensek értéke, sem pedig a sejtek egyes korrelacids kategoridkban valod szazalékos
eloszlasa nem kiilonbozott szignifikdnsan az ,.€heztetett” és az IL-2 jelenlétében tenyésztett
(tovabbiakban ,,normal”) sejtek kozott.

Tendencigjat tekintve az Moz, alacsonyabbnak, az M2z, pedig magasabbnak
bizonyult az €heztetett sejtek esetében mind a ,,valodi pozitiv”’, mind pedig a ,,valddi negativ”
korrelacios kategoriakban mindkét alkalmazott festékpar esetén. A kétmintas t-probaval nyert
szignifikans kiilonbséget (p <0,05) az Alexa Fluor 546-AH9R4 + Alexa Fluor 647-antiTac
festékparnal az MiL-9r,, az Alexa Fluor 546-AH9R4 + Alexa Fluor 488-antiTac festékparnal
pedig az MiL-2r. koefficiensek dsszehasonlitasakor tapasztaltunk. A ,,0” kategoriaba esé sejtek

esetén nem volt szamottevo kiilonbség az ,.€heztetett” és a ,,normal” sejtek kozott.
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Ezt kdvetden megvizsgaltuk az IL-9 kotddés hatasat a két fehérje térbeli viszonyara. Az
¢heztetett sejteket 20 perces IL-9 kezelésnek vetettiik ala (eldzetes vizsgalatainkban a 20 perces
stimuléciot kovetden tapasztaltunk maximalis STAT1 aktivaciot). Az IL-9 koétédése nem
okozott szignifikans eltérést sem a Pearson-féle korrelacios egylitthatod értékében, sem a sejtek
egyes korrelacidos kategdridk kozotti megoszlasdban, sem pedig a két alegység atfedo
hanyadaban. Tehat membrandomén szinten az IL-9 k6tddése nem befolyasolta az IL-9R és az

IL-2R o alegységeinek térbeli kapcsolatat.

4.5 IL-9 hatasa a yc, az IL-9Ra és az IL-2Ra molekularis kolesonhatasara

A kovetkezOkben megvizsgéltuk, hogy a két a alegység, illetve a mindkét citokin
receptoranak felépitésében részt vevo yc lanc és az o alegységek molekularis kolcsonhatasat
befolyasolja-e az IL-9 kotdédése. Hasonloan a doménszintli kapcsolat vizsgéalata sordn
alkalmazott protokollhoz, az IL-9 kotddés hatasat 20 perces stimulacionak alavetett,
»cheztetett” Kit225/IL-9R sejteken tanulmanyoztuk. A FRET hatasfokot az aranyalapi FRET
(rFRET) modszerrel, sejtenként hatdroztuk meg a donor, akceptor, illetve FRET csatornédban
felvett képeken detektalt intenzitdsok alapjan. Azért ezt a modszert valasztottuk, mert irodalmi
adatok alapjan mas mikroszkopos FRET technikakkal (pl. accpbFRET) 0Osszehasonlitva,
alacsony expresszidju fehérjék (pl. yc lanc) kolcsonhatdsainak vizsgalatakor ez bizonyult
statisztikailag a legmegbizhatobbnak.

Eredményeink alapjan a FRET hatasfok gyakorisagi hisztogramok kézépértéke a yc— 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 molekuléris kdlesonhatasara utal. Az IL-9 kotodése
nem okozott szignifikans valtozast a heterodimer IL-9R komplex elemei k6z6tti FRET hatasfok
értékében. Ezzel szemben az IL-9Ra — IL-2Ra és a yc— IL-2Ra kapcsolatat jellemz6é FRET
gyakorisagi hisztogramok szignifikdnsan eltolodtak 1L-9 kezelés hatasara (p<0,007,
Kolmogorov-Smirnov teszt): a hisztogramok kozépértéke az IL-9Ra — IL-2Ra par esetén
szignifikdnsan megnétt, mig a yc — IL-2Ra par esetén szignifikansan csokkent IL-9 kotodését

kovetden.
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5. MEGBESZELES

Disszertaciom célja az interleukin-9 receptor sejtfelszini szervezddésének feltérképezése
volt human T limféma eredetli sejteken. Az IL-9R a kodzds ye citokin receptor csalad egyik
heterodimer 0Osszetételii tagja, amelynek expresszidja elsésorban a magas affinitasu,
heterotrimer IL-2R komplexet is kifejez6 T sejttipusokon figyelhetd meg. Korabban
intézetiinkben kimutattdk, hogy a szintén a yc receptorok kozé tartozo IL-2R aktivalt T
limfocitak, illetve szamos human T limféoma eredetli sejt felszinén az MHC 1 és II
glikoproteinekkel kozds, Un. szuperklasztereket alkot, amelyek kialakitisdban és
fenntartdsaban kiemelt szerepet jatszanak a lipid tutajok. Az IL-15R a alegysége szintén ezen
szuperklaszterekben dusul fel a mindkét receptorfajtat expresszalo sejteken. Vizsgalataink
egyik fontos kérdése a fentiek alapjan az IL-9 receptor és az IL-2R/MHC szuperklaszterek
térbeli kapcsolatanak feltarasa, amelyet tobb hierarchikus szinten tanulméanyoztunk.

Az IL-9R ¢és az IL-2R/MHC tartalmu lipid tutajok térbeli kapcsolatanak a néhany szaz
nanométeres tavolsagskalan torténd feltarasa konfokalis mikroszkopids képek Pearson-féle
korrelacios, illetve Manders-féle egyiittes eléfordulas (co-occurrence) analizisével tortént. A
Pearson analizis sordn sikeresen adaptaltuk a Costes és munkatarsai altal kordbban
intracellularis sejtalkotok térbeli korrelaciojanak vizsgalatara bevezetett konfidencia
intervallum modszert. Ezzel az eljarassal lehetdségiink van az adott sejtre meghatarozott
korrelacidos koefficiens kategorizalasara, igy a tényleges korrelacid (anti-korreldcio)
felismerésére/valoszinlisitésére a potencialis torzitd tényezdk kikiiszobolése révén (pl.
expressziobeli kiilonbségek, stb.). A konfidencia intervallum modszert a megfeleld
modositassal a membranfehérjék atfedé hanyadanak (egylittes eléfordulés) analizise soran is
alkalmaztuk: itt az intervallum felsd hataranal magasabb kolokalizacios egyiitthatdo esetén
tekintettiik az atfedést statisztikailag megalapozottnak.

A konfokalis mikroszkopias képek Pearson analizise a sejtek egy jelentés hanyadaban
,»valodi pozitiv” korrelaciot tart fel az IL-9Ra és az IL-2Ro/MHC tartalmi membrandomének
(lipid tutajok) kozott mindkét vizsgalt human T limfoma sejtvonal 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 vonatkozo6 korabbi adatokkal 6sszevetve
valoszintisithetd, hogy a yc citokin receptorok szervezddését egy olyan altalanos rendezd elv

vezérli aktivalt vagy transzformalt T sejtek plazmamembranjaban, amelyben mind a lipid
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tutajok, mind pedig az MHC glikoproteinek kulcsszerepet jatszanak. Az igy kialakult
fehérjeklaszterek pontos funkcidja még tisztdzasra var, de valoszinlisithetd szerepiik a
funkciondlis receptorkomplexek kialakitasdban, igy a jelatviteli folyamatok kivaltasaban,
hatékonysaguk szabalyozasaban. Az MHC I glikoproteinek jelenléte — egyebek mellett —
befolyasolhatja a yc receptorok dinamikus sajatsagait, s ezen keresztiil, indirekt mddon
beavatkozhat azok jelatviteli folyamataiba. Kordbbi FCS, STED ¢és FRET adatok alapjan az
altalunk vizsgalt Kit225/IL-9R sejtekkel ,,rokon” Kit225/FT7.10 sejtek lipid tutajaiban
feldasuld IL-2R, IL-15Ra és MHC I fehérjék kisebb méretii, valtozatos dsszetételii, in. szoros
aggregatumok forméjaban 1éteznek az adott membranrégion beliil. Ezen egységek egy része
mobilis, mas résziik korlatozott mobilitassal rendelkezik. A sejtfelszini MHC 1 expresszio
csOkkentése jelentdsen megndvelte az IL-2Ro/IL-15Ra tartalmu fehérje aggregdtumok
mobilitasat, anélkiil, hogy az IL-2Ro/IL-15Ra kapcsolat geometriajat modositotta volna.

A CLSM képek Pearson-féle korrelacios analizise alapjan az IL-9Ra és az IL-2R/MHC
szuperklaszterek a k6zos membranrégiok (lipid tutajok) mellett egymastdl szegregalt membran
terlileteken is eléfordulnak, ahogy ezt a sejtek egy jelentds hanyada esetén tapasztalhato, a
,»valodi negativ” kategoriaba sorolhato korrelacios koefficiens mutatja. A CLSM képek vizualis
analizise alapjan a szegregalt domének jelenléte nem korlatozodott a magasabb szamossagu
membranalkotora.

Fontos megjegyezni, hogy eredményeink filiggetlenek a vizsgalt sejt tipusatol: a
transzfektalt IL-9R-t kifejezd Kit225/IL-9R és az IL-9Ra-t konstitutivan expresszalo MT-2
sejtek esetén hasonlo eredményeket kaptunk.

Azért, hogy az IL-9Ra ¢és az IL-2Ra alegységek térbeli kapcsolatarol atfogobb képet
kapjunk, a korrelacios analizissel nyerheté informaciot kiegészitettikk az egyiittes el6fordulas
(,,co-occurrence”) vizsgalatdval. Miutan egyik célunk a citokin millid hatdsdnak
tanulmanyozasa volt, ezen vizsgalatokat a Kit225/IL-9R sejteken végeztiik el, tekintve az MT-
2 sejtek 1L-9 termel6 képességét. Igazoltuk, hogy az IL-9Ra és az IL-2Ra egy minimalis, de a
véletlen altal generdlttdl szignifikdnsan nagyobb mértékii atfedése korrelacios kategoriatol
fiiggetleniil minden sejten, igy az 6sszességében negativ korrelacidt mutato (azaz a két receptort
dontden elkiiloniild0 membranteriileteken kifejezd), valamint a konfidencia intervallumba es6
korrelacios koefficienssel jellemezhetd sejteken is megfigyelhetd. Mindez alatamasztja az
elkiiloniilé és atfedd domének ugyanazon a sejten torténd egyiittes eléfordulasat. rFRET
vizsgélataink tovabbi bizonyitékot szolgaltattak: az IL-9Ra és IL-2Ra kozott sejtenként
meghatarozott FRET hatasfokok egy modusszal jellemezhetd frekvenciaeloszldsa, valamint a

FRET hatasfok sejtek dontd tobbségében szignifikdnsan pozitiv értéke egyarant ezt timasztja
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ala. Kiilonosen erds ez a bizonyiték, ha figyelembe vessziik, hogy az rFRET mddszerrel a
korabbi accpbFRET modszerhez képest jelentdsen magasabb szdmu sejt analizalhatd, igy
statisztikailag is megbizhatobb modszernek tekinthetd.

Az IL-9Ra IL-2Ra alegységgel atfedé hanyada IL-2 megvonas (éheztetés) hatasara
csokkent, ami arra utal, hogy az IL-2 szabalyozd szerepet tolthet be az IL-9R sejtfelszini
szervezddésében, ezaltal a receptorkomplex jelatviteli hatékonysaganak szabalyozasaban. Az
hanyadaban nem okozott szignifikans valtozast. Korabbi NSOM ¢és STED vizsgalatok alapjan
Kit225/FT7.10 sejteken az IL-2Ra domének atlagos sugara ~300-400 nm. Sajat eredményeink
szerint, ha az IL-9 kotédése okoz is valamekkora atrendez6dést, annak mértéke nem elegendd
arra, hogy a két receptorfajta térbeli kapcsolatat kimutathatdé mértékben megvaltoztassa a
néhany 100 nanométeres mérettartomanyban.

A heterodimer IL-9R 6sszeszerel6dését, valamint az IL-9 kotddésének hatasat az IL-9R
kolcsonhatasara szintén ¢heztetett Kit225/IL-9R  sejteken, az rFRET modszerrel
tanulmanyoztuk. Kimutattuk, hogy az IL-9Ra és a yc alegységek IL-9 hianyaban is egymas
kozvetlen molekularis kozelségében talalhatok, tehat a heterodimer IL-9R komplexek —
legalabbis részben — elére 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.

Ellentétben az emlitett co-patching vizsgalatok eredményeivel, ahol IL-9 kotédés
hatasara jelentésen megnovekedett az yc/IL-9Ro dimerek szama, mi nem tapasztaltunk
szignifikans valtozast a yc és IL-9Ra kozott detektalhatdo FRET hatasfok értékében IL-9 kotddés
hatasara. Ezzel szemben a y¢/IL-2Ra és az IL-2Ra/IL-9Ra parok esetén detektalt FRET
hatasfokok eloszlasa szignifikansan eltolodott, ami az IL-9/2R klaszterek belso struktirajanak
modszerrel kapott eredmények és a sajat FRET adataink kozotti ellentmondas csak latszolagos:
az IL-9R heterodimerek szamanak ndvekedése nem feltétleniil jelenti azt, hogy a két alegység
kozotti atlagos tavolsagban FRET szinten detektalhatd valtozas torténik (legaldbbis az adott
epitopok vonatkozasaban).

Eredményeinket az irodalomi adatok tiikrében a kdvetkez6képp magyardzhatjuk: Az IL-
9R az IL-2 receptorral (és feltehetden egyéb fehérjékkel, pl. MHC I és II glikoproteinekkel)
egylitt laza szerkezetii, atrendez0désre képes fehérjeklasztereket alakit ki a vizsgalt huméan T

limfoma eredetti sejtek lipid tutajaiban, amelyek ,,forr6 pontként” (jelatviteli centrumként)
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szolgalva lehetdvé teszik a jelatviteli folyamatok gyors elinduldsat a citokin kotodését
kovetden. Citokin kotddés hatisara egyrészt kialakul a receptorkomplexek funkcionalis
(jelatvitelre képes) konformacidja, masrészt megnd az Osszeszerelddott receptorkomplexek
szama is, ezaltal szabalyozva a jelatvitel hatékonysagat. Az IL-9R és IL-2R korrelacios
kategoriatol fiiggetlenlil minden sejten megfigyelheté k6z6s membrandoménjei egyfajta
»hiche”-ként szolgalhatnak a receptorkomplexek szdmara. Azaltal, hogy az adott
membranrégioban koncentraljak az IL-9/2R alegységeket, szabalyozhatjak a funkcionalis
receptorkomplexek kialakuldsanak sebességét, valamint a yc alegység hatékony megosztasat
elésegitd platformot biztositanak az IL-2 és IL-9 szamara.

Egyre tobb bizonyiték van arra vonatkozdan, hogy a y¢ lanc szintje kulcsszerepet jatszik
a yc citokinek jelatviteli hatékonysaganak (citokin kiiszobkoncentracioja, jelatvitel erdssége)
meghatarozasdban. Az IL-2R és az IL-9R (vagy mads 7. citokinreceptorok) kolokalizacidja egy
olyan lehetdséget vet fel az elérhetd y¢ szint szabalyozasara, amely nem igényli az expresszios
szint tényleges modositasat (pl. downregulacido vagy uj fehérje szintézise révén), ezaltal
gyorsabb és hatékonyabb. Az IL-2 kétddése a kdzos yc lancok és a kapcsolodo jelatviteli elemek
(legalabb egy részének) elvonasaval csokkentheti a tobbi citokin szdmdara hozzaférhetd yc
lancok szamat. A sejt mikrokornyezetében megjelend aktualis citokinmili6tol fiiggben ez a
mechanizmus lehetové teszi az IL-9 (és mas yc citokin) altal kivaltott jel erdsségének
finomhangolasat. (Ezt timasztjak ala STATI aktivacios vizsgélataink is, amelyekben az IL-9
altal kivaltott STATI1 aktivacid hatékonysagat az IL-2-vel torténd eldkezelés
koncentraciofiiggd mddon gyengitette.) Ez a mechanizmus természetesen nemcsak az 1L.-2
szabalyoz6 szerepének vonatkozasaban miikddhet, hanem barmely két (vagy t6bb) yc citokin
esetén. Igy pl. a kozelmiltban 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.

A disszertaciomban bemutatott eredményeink alapjan a yc citokinreceptorok és az IL-2R
kolokalizacigja altalanos érvényll jelenség, amelynek kialakuldsa az adott receptorkomplex
Osszetételétdl (heterodimer vagy heterotrimer) fliggetlen. Amellett, hogy ez az elrendezés
lehetdvé teszi a citokin-specifikus o alegységekhez képest szignifikansan alacsonyabb
expresszios szinttel rendelkezd vyc gazdasagos ¢és hatékony megosztasat a kiilonbozo
receptorfajtak kozott, eldsegitheti az IL-2 feltételezett szabalyozd szerepének betdltését a yc
citokinek rendszerében. Tovabba eredményeink aldtdmasztjdk, hogy membranfehérjék
szervezddésének kiilonbozd hierarchikus szinten torténd vizsgélatakor sziikséges az elérhetd

biofizikai moddszerek kombinalt felhasznédldsa, valamint tobbféle, egymadst kiegészitd
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kiértékelési modszeré is ahhoz, hogy megbizhaté képet kapjunk a membranfehérjék

eloszlasarol, mely hozzajarulhat a jelatviteli folyamatok jobb megértéséhez is.
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6. OSSZEFOGLALAS

PhD munkdam soran az immunrendszer szabalyozésaban fontos szerepet jatszo
interleukin-9 receptoranak sejtfelszini Osszeszerelddését és az IL-2R/MHC szuperklaszter
elemeivel valo térbeli kapcsolatat tanulmanyoztam tobb hierarchikus szinten huméan T limfoma
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
klaszterekkel k6zos lipid tutajokban, az IL-2R és az MHC fehérjék molekularis kozelségében
fejezédik ki, azaz az IL-9R ezen klaszterek tovabbi Gsszetevdje. Korabbi, az IL-2 és IL-15
vonatkozo6 adatokkal dsszevetve eredményliinket valdsziniisithet6, hogy a yc citokin receptorok
szervezddését egy olyan altalanos rendezd 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 kozds domének
mellett az IL-9R ¢és az IL-2R/MHC Kklaszterek szegregalt membranteriileteken is
el6fordulhatnak, akar ugyanazon a sejten is. Az atfedd és nem atfedé membranteriiletek aranya
— a korrelacios koefficiens értékében is tetten érhetd mértékben— sejtenként valtozo lehet. Ezt
tamasztja ala a korrelacios analizis kiegészitéséiil szolgald egyiittes eléfordulas modszere is,
mellyel igazoltuk az IL-9Ra és az IL-2Ra egy minimalis, de a véletlen altal generalttol
szignifikansan nagyobb mértékii atfedését korrelacios kategoriatol fiiggetleniil minden sejten.

Kit225/IL-9R sejteken FRET mérésekkel feltartuk a kozos yc alegység és az IL-9Ra
molekularis kozelségét mar IL-9 tavollétében is. Rovid ideig tartd IL-9 kezelés hatasara pedig
sikeriilt az IL-9/2R klaszter belsé struktardjanak (konformécido és/vagy 0Osszetétel)
megvaltozasat kimutatni. Hipotézisiink szerint a vizsgalt human T limfoma sejtek felszinén az
IL-9R és IL-2R komplexek (valamint egyéb fehérjék, pl. MHC 1 és II glikoproteinek)
kozremiikodésével 1étrejovo, atrendezOdésre képes, laza szerkezetli klaszterek egyrészt
eldsegitik a hatékony jelatvitelt a ligandum kdotést kdvetden, masrészt lehetdve teszik a kdzos

vc receptoralegységek hatékony megosztasat, s igy a kivaltott valasz finomhangolasat.
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