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1. BEVEZETES
1.1. T limfocitak

Az adaptiv immunvalaszokban alapvetéen az immunrendszer kétféle limfocitaja, a B és
a T limfocitdk vesznek részt, melyek kitiintetett képessége az antigének sokasaganak
felismerése. A csontveldi hemopoetikus Ossejtekbdl szarmazd, majd a timuszban
(csecsemOmirigyben) fejlodo naiv T limfocitak (,,timusz dependens limfocitak™ vagy roviden

T sejtek) a cellularis immunvalasz meghataroz6 résztvevoi.

Bér a T és B sejtek, valamint a természetes 6l6sejtek (NK sejtek) fejlddése kiilonbozd iranyban
torténik, kozos eldalakbol szarmaznak és mindharom sejtvonal fejlédésében fontos az 1L-2
receptorcsaldd vy lanca ¢és a JAK3 kindz. Az egyes ¢érési fazisokat jellegzetes
membranstrukturak, receptorok megjelenése és eltlinése kiséri. A T sejtek differencialédasa a
periférian is folytatodik, ahol kialakulnak a kiilonbozd effektor funkciokkal rendelkezd
alpopuléciok. A T sejtek tobbsége nyugvo allapotban kering a periférias nyirokszervek kozott,
aktivalasukhoz legalabb két jel sziikséges, a naiv T sejtek antigén-specifikus aktivacioja és a
kostimulacios jelek egylittesen eredményezik a sejtosztodast €s differencialodast elésegitd uj
gének kifejez0dését és sejtfelszini receptorok fokozott expressziojat. Sorsukat az donti el, hogy
a masodlagos nyirokszervekben torténd vandorlasuk sordn taldlkoznak-e szdmukra
felismerheté MHC-peptid komplexeket bemutatd antigénprezentalo sejttel (APC-vel), tovabba
attol, hogy milyen kostimuldld jelet kapnak kornyezetiikb6l és az APC-t6l. Ezek a
kolcsonhatasok hatarozzék meg, hogy a T sejt receptor (TCR) altal kozvetitett jelek hatasara a
sejtek effektor sejtekké differencidlodnak-e, valaszképtelenség (anergia) allapotaba keriilnek

vagy a programozott sejthalal (apoptozis) kovetkeztében elpusztulnak.

1.2. IL-2 és IL-15 citokinek

Az l-es tipust citokinek csaladjdba tartozd interleukin-2 egy 15,5 kDa tomegl
glikoprotein, melyet 1976-ban fedeztek fel, mint a csontveldi eredetii T limfocitak ndvekedési
faktorat. A citokincsaladbol elsOként klonoztak génjét 1983-ban, ill. receptordnak génjét egy
évvel késObb, majd kristalyszerkezetét 1992-ben hatdroztdk meg. Az interleukin-15-6t
egymastol fliggetleniil 2 kutatdcsoport is azonositotta 18 évvel az IL-2 felfedezése utan azon

crer

2 antitestek jelenlétében is stimulélja.



Az IL-2-t elsésorban CD4" T limfocitak termelik az antigén stimulacidt kovetden, de kisebb
mennyiségben CD8" T sejtek, NKT sejtek, aktivalt dendritikus sejtek és hizosejtek is
szekretaljak, makrofagok azonban egyaltalan nem. Egyarant tekinthetd autokrin és parakrin
novekedési faktornak, mivel visszahat az 6t termel0 sejtre, de ugyanakkor a kdrnyezetében 1évo
mas T sejtek novekedését is eldsegiti. Emellett pleiotrop hatést fejt ki mas sejttipusokra, pl.

noveli az NK sejtek citolitikus aktivitasat vagy eldsegiti a B sejtek immunglobulin termelését.

IL-15-6t termelnek a monocitak, makrofagok, dendritikus sejtek, sztroma sejtek és néhany
epitél sejt. Receptoranak alfa alegységével egyiitt szimultdn ko-expresszaljak az aktivalt
monocitak és dendritikus sejtek. A ligand hozzako6tédik az IL-15Ra-hoz az endoplazmatikus
retikulumban aztan egyiitt transzportalodnak a sejtfelszinre, lehetdveé téve a transzprezentaciot
az NK progenitor sejtek felé.

Mig az IL-15 kiemelkedd jelentdségli a konvenciondlis Tn sejtek talélésében és

crer
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termelésének eldsegitésében az IL-2 és az IL-15 is szerepet jatszik. Mindkét citokin stimuldlja
az NK sejtek fejlodését és proliferaciojat is. Az AICD folyamatat az IL-2 eldsegiti, mig az IL-
15 gatolja azt. Utobbi citokin ugyanakkor a CD8" memoria T sejtek talélésében is meghatarozo

faktor.

1.3. Citokinreceptorok: IL-2R és IL-15R

Mindkét membranreceptor harom alegységbdl épiil fel: a f (CD122) és a y. (CD132)
alegységeket kozdsen hasznaljak, melyek a jelatviteli folyamatokhoz sziikségesek; mig sajat,
ligand-specifikus a lancaik (az IL-2Ra vagy CD25 ¢és az IL-15Ra vagy CD215) a citokin
megkotéséért felelosek. Alegység-Osszetételiiktol fiiggden, a receptorok kiilonbozo ligandkotd
affinitassal rendelkezd komplexeket alkothatnak a sejtmembranban. Az IL-2Ra tranziensen
expresszalodik a T sejt receptor aktivacidt vagy az IL-2-nek a tobbi alegységhez vald
kapcsolodasat kovetden. Onmagaban alacsony affinitassal koti a citokint (Ka=108 M), szignal
tovabbitasa nélkil. A heterodimer IL-2/15RPyc kozepes affinitassal koti az IL-2-t vagy az IL-
15-6t (Ka=10° M), mig a heterotrimer IL-2Rayc és IL-15Rofyc nagy ligandkété affinitdst
(Ka=10""" M). A heterodimerek és a heterotrimerek hatékony jelatvitelre képesek. Az IL-2Ra-
val ellentétben az IL-15Ro 6nmagéban is nagy affinitassal koti a ligandjat (Ke=10"" M). A B



lancot az IL-2-n kiviil csak az IL-15 hasznalja (IL-2/15Rp), mig a yc lanc az IL-15-6n kiviil
része még az IL-4, IL-7, IL-9 és az IL-21 receptoranak is.

1.4. IL-2 transzmembran jelatvitel

A receptorhoz vald kotddést kovetden az IL-2 — és mivel a jelatvitelben résztvevo
receptor alegységeket kozosen hasznaljak, igy az [L-15 is — tobb jelatviteli utat aktival. A B és
a Yc lancok citoplazmatikus doménjének heterodimerizacioja a Janus csalad tirozin kindzainak
(JAK1, JAK3) aktivacidjahoz vezet, a JAK1 a B alegységgel, mig a JAK3 a yc-vel asszocial. A
JAK kindzok aktivaljak egymast és foszforilaljak a receptorlancokat. Az Y338 foszforilacio a
B lancon lehetévé teszi az SHC adaptor fehérjével valo asszociaciot, ami platformot szolgaltat
a Ras-MAP kindz aktivaciohoz és eldsegiti a sejtnovekedést. Az Y392 és Y510 foszforilacio a
STATI1, STAT3 és STATS (A ¢és B) transzkripcids faktorok toborzasat medialja, a STATS
fehérjék leghatékonyabb aktivacidjaval. Szintén aktivalddik a foszfoinozitol-3-kinaz (PI3K)-
Akt-p70-S6K jelatviteli Git, ami a sejtndvekedést €s -talélést segiti el6. A STATSA és STATSB
molekuldk az IL-2/15RB lancon dokkolddnak, foszforilaloédnak, dimerizalédnak és
transzlokalodnak a sejtmagba, ahol azon célgénekhez kapcsolodnak, melyek a T sejtek

novekedéséhez, differencialédasahoz és effektor funkcioihoz esszencialisak.

1.5. Az IL-2Ra és a Daclizumab

Az IL-2 receptor ligand-specifikus alfa alegysége kivételesen értékes immunterapids
célpont, mivel nyugvo sejtek koziil csak Treg sejteken és CDS56MCD16"° NK sejteken jelenik
meg, viszont konstitutiv expressziojat mutattak ki egy sor malignus €és benignus betegséggel
(szervkilokddés, neoplazia, kiilonféle autoimmun- és fert6z6 betegségek) asszocialtan. 1981-
ben irtak le el0szor az IL-2Ra-ellenes monoklonalis antitestet, az anti-Tac-ot (T cell activation
antigen), ami megakadalyozza a citokin és a receptor interakciojat, azaz blokkolja az IL-2
kotodését az IL-2Ra-hoz. Ennek a humanizalt valtozatat daclizumab (Zenapax, Roche) néven
1997-ben engedélyezte az FDA vese allograft kilokddés megakadalyozasara. Ez volt a
harmadik monoklondlis, az elsé humanizalt illetve az elsd olyan antitest, amit citokin receptor
kapcsan hasznaltak a terapidban. A T sejt proliferacido gatlasat megcélzando (és bar csekély
sikerrel), de alkalmazzak T-sejt-medialt autoimmun betegségek (pl. szklerdzis multiplex,
aplasztikus anaemia) vagy kiilonb6z0 neoplaziak (felnéttkori T-sejtes leukémia) kezelésében

iS.



1.6.  Felnottkori T-sejtes leukémia (ATL)

A felndttkori T-sejtes leukémia/limféoma (ATL) a legagresszivabb T sejtes
leukémia/limféma, melyet a CD4" T sejtek HTLV-1 retrovirus altali fertézése okoz. A
periféridas vérben nagy mennyiségli CD25-6t is kifejezd CD4" T sejtet lehet kimutatni.
Valtozatos klinikai tulajdonsagai alapjan akut, limfoma, kronikus és smoldering (,,parazslo”)
ATL altipusokat kiilonboztetnek meg. Bar az utobbi két tipus a fehérvérsejtek normal vagy
kiss¢ emelkedett szamaval jellemezhetd és jobb prognozist, az akut ATL-es betegek
kezelésében a hatékony terdpia jelenleg limitalt, szervmiikddési zavarokkal és rossz
progndzissal tarsul (4-10 hénapos atlagos tulélési idével). A korai fazisban a leukémias CD4"
T sejtek autokrin novekedési periddusa figyelheté meg az IL-2 és funkcionalis IL-2 receptorok
expressziojaval. Az ATL-nek ebben a fazisaban a sejtek proliferacidja csokkenthetd anti-IL-
2Rao (anti-Tac) antitest alkalmazéasaval. Idével bar az IL-2 szekrécié megsziinik, a CD25
sejtfelszini expresszidja még folyamatos. Ez a késoi fazis IL-2-independens novekedéssel
jellemezhetd. Sok betegnél a késoi fazis konstitutivan aktivalt JAK-STAT jelatviteli Gitvonallal

asszocialt.

1.7.  Szekretalt és plazmamembran fehérjék vezikularis transzportja

A szekrécios fehérjék — koztiik az interleukin-2 és -15 is — a bioszintetikus-szekrécios
uton keresztiil jutnak el a szintézis helyétdl a plazmamembranig. Erre az utra csak azok a
fehérjék terelddnek, amelyek specialis szignalszekvencidval rendelkeznek. Ez teszi lehetdve,
hogy a szintézist végz0 riboszomarol az endoplazmatikus retikulum membranjan keresztiil a
retikulum iiregrendszerébe keriiljenek. Innen a Golgi-késziilék ciszternaiba aramlanak at, ahol
valogatas utan egy résziik vezikulumokba csomagoldédva hagyja el a Golgit és jut el a
plazmamembranig, ahol exocitozissal kiiiriil, mig mdés fehérjék az endoszoéma/lizoszoma

rendszerbe keriilnek.

A membranfehérjék — igy az interleukin receptorok — szintézise és aramlasa a szekrécios
fehérjékhez hasonldéan valosul meg, azzal az eltéréssel, hogy teljes terjedelmiikkel sosem
kertilnek be az ER lumenébe. Specialis horgonyz6 szekvencidiknak kdszonhetden rogziilnek az
ER membranjdban, ahonnan vezikuléris transzporttal, membranhoz kotottségiliket megdrizve

jutnak el végso rendeltetési helyiikre.



1.8. MHC fehérjék

A 6. kromoszdma rovid karjan talalhat6 az emberi genom legnagyobb polimorfizmussal
rendelkezé komplexe, a f6 hisztokompatibilitasi génkomplex (MHC). A klasszikus MHC-
gének két £6 régigja altal kodolt MHC I és MHC II fehérjék a plazmamembranban megjelend
HLA (human Ileukocyte locus A) antigének. Kiemelkedd jelentdséggel birnak az
immunrendszer miikodésében, foként a T sejtes immunvalasz kivaltasdban és lezajlasaban. Az
I. osztalyba tartoz6 MHC glikoproteinek minden, sejtmaggal rendelkezé human sejt felszinén
kifejezddnek, mig az MHC II molekulakat 4llando jelleggel csak a hivatasos antigénprezentdlo
sejtek expresszaljak, de megjelennek egyes tumoros sejtek felszinén illetve IFNy—val
indukalhatéak. Az MHC I {6 funkcioja az endogén eredetii antigének (peptid fragmentumainak)
bemutatasa a CD8" T limfocitaknak, de T a sejtek jelatviteli folyamatainak szabalyozaséban is
részt vesznek. Ezzel szemben az MHC II molekulak az APC-k altal endoszomalis uton
processzalt exogén eredetli antigéneket ismerik fel és prezentdljak a CD4" T limfocitakon
megjelend T sejt receptornak. A kétféle glikoprotein szerkezetében is kiilonbozik. Az MHC 1
heterodimer: polimorf (o) nehézlancahoz nem kovalensen kapcsolddik a kdnnytilanc, egy Po-
mikroglobulin molekula. A peptidkétésre alkalmas konformacio kialakitdsdhoz és a molekulak
sejtfelszinre jutdsdhoz elengedhetetlen a B2-mikroglobulin kapcsoldédasa. Az MHC I molekulat

egymashoz nem-kovalens moédon kapcsolddéd polimorf a- €s polimorf B-lanc épiti fel.

Az MHC 1 (nehézlancanak polimorfizmusabol addddan) alléljainak szama a human
populédcidban ezres nagysagrendii. Napjainkig az egyes MHC I allélekkel asszocialt betegségek
egész sorat leirtdk mar, melyek foként autoimmun betegségeket (Crohn-betegség, sclerosis
multiplex) néhany gyulladasos betegséget (pl. Bechterew-kor, hajlamositdo gén: HLA-B27)

vagy fertdzéseket érintenek, szdmos esetben mindmaig tisztdzatlan patogenezissel.

1.9. Fehérjeklaszterek a sejtmembranban

rrrrrr

immunsejtek felszinén, emellett leirtdk szdmos membranfehérjével, pl. sejtfelszini
receptorokkal — IL-2R-ral, IL-15R-ral, EGFR-ral, transzferrin receptorral — vagy az ICAM-1
adhézios fehérjével, ill. az MHC II-vel vald kolcsonhatdsat is. Megfigyeltek IL-2Ra
homoasszociaciot is egyes T sejtvonalakon. Korabban munkacsoportunk kimutatta, hogy a
négy receptor alegység (IL-2Ra, IL-15Ra, IL-2/15RP és yc) heterotetramer komplexet alkot

citokin hidnyéban is T limfoma sejtek plazmamembranjaban.



2. CELKITUZESEK

Ertekezésem kozéppontjaban olyan, az immunrendszer szabalyozasaban kulcsszereppel
bir6 membranfehérjék tanulmanyozasa all, melyek segitségével klinikai szempontbdl is
relevans, értékes informaciok tarulhatnak fel, igy az intracelluldris IL-2 receptor

Osszeszerelddés és az IL-2/MHC 1 fehérjeklaszter szétszerelodés vizsgalata.

Az IL-2-termeld sejtek esetén, pl. felnottkori T-sejtes leukémidban a sejtfelszini
receptorokat (és az exogén IL-2-t) célz6 blokkolo antitestek hatastalansagara magyarazat lehet
az, hogy az IL-2 receptorok mar eldre 0sszeszerelddnek a szintézisiiket kovetden és az endogén
IL-2-t felhasznalva elinditjak a jelatvitelt, még mieldtt elérik a plazmamembrant. Ezért a

kovetkez6 célok vezéreltek munkam soran:

= a receptor alegységek kolokalizacidjanak és molekuléris kozelségének vizsgalata a
szekrécidos utvonalon, az endoplazmatikus retikulumtol a Golgi-n keresztiil a

plazmamembranig
= az [L-2 éltali jelatvitel ellendrzése az az ER-ben és a Golgi-ban

A transzmembran jelatvitelben szerepld fehérjék ¢és lipidek nem véletlenszerlien
helyezkednek el a plazmamembranban, hanem mintdzatokat alkotnak. A mintdzatok
modosulhatnak a fehérje expressziok valtozasakor, ami funkcionalis kdvetkezménnyel
jarhat. Kiilonbozo sejtfelszini fehérjemintazatokat hoznak létre példaul az altalam is
vizsgalt MHC molekulak ¢€s interleukin receptorok, jelatviteli hatékonysagot ndveld lipid
tutajokban feldtsulva a T sejtek plazmamembranjaban. Az IL-2/MHC I klasztereket érintd

valtozasokra fokuszalva igy az alabbi kérdés fogalmazodott meg benniink:

= megmaradnak-e a fehérje-fehérje kdlcsonhatasok a szuperklaszterben, ha az MHC 1

molekulak kifejezddése jelentdsen csokken?



3. ANYAGOK ES MODSZEREK
3.1.  Sejttenyésztés, géncsendesités

Az IL-2/15 receptorok alegységeinek Osszeszerelddését human méhnyak karcindma
(HeLa) sejtvonalon vizsgéaltam, melyet 10% (v/v) foetalis borji szérummal (FBS), L-
glutaminnal és gentamycinnel kiegészitett RPMI 1640 tapfolyadékban tenyésztettem. Az
intracellularis jelatvitel ellenérzéséhez ED40515(+) vad tipust és annak az IL-2-t stabilan
expresszalo valtozatdt, az ED/IL-2 human ATL sejtvonalakat hasznaltam. El6bbi sejtek

novekedésiikhoz 100 U/ml humén rekombinans I1L-2-t kaptak.

A plazmamembranbeli fehérjeklaszterek vizsgalatdhoz a Kit 225 K6 vad tipusu sejtekbol
létrehozott FT7.10 nevli, az IL-15Ro. alegységet stabilan kifejezd, CD4" human T limfoma
sejtvonalat hasznaltam. A sejtek novekedését 48 oranként 500 pM humén rekombinans IL-2
hozzaadasaval, az IL-15Ra pozitiv sejtek szelekcidjat 0,8 mg/ml Geneticin hozzdadédséaval

biztositottam.

Az FT7.10 sejtek géncsendesitését az MHC 1 konnytlancara, a f2-mikroglobulinra
specifikus siRNS szekvenciaval végeztem, melyet AMAXA Nucleofector II elektroporatorral
juttattam be a sejtekbe, a gyarto altal ajanlott protokoll szerint. Kontrollként elektroporalatlan
¢s irrelevans (GFP-ellenes vagy negativ kontroll) siRNS-sel transzfektalt mintakat
alkalmaztam. A sejtek életképességét fluoreszcein-diacetat/propidium-jodid festéssel
ellendriztem az elektroporacio utan 48 o6raval. Az MHC I, MHC I, IL-2Ra ¢és IL-15Ra
molekuldk sejtenkénti abszolit mennyiségét Dako QIFIKIT fluoreszcens gyongydk

segitségével hatdrozam meg, a gyarto altal ajanlott protokollt kdvetve.

3.2. Kldnozas, tranziens transzfekcio

A humén IL-2Ra és IL-15Ra cDNS-ét EcoRI/BamHI hasitohelyekkel pEGFP-N1 és
pmCherry-N1 expresszios vektorokba klonoztam a fluoreszcens proteint kodold rész eldtt
elhelyezked6 MCS-be (multiple cloning site). Marha pre-prolaktin szignalpeptidet BglII/EcoRI

hasitohelyekkel vittem be ugyanabba a vektorba a receptor génje elé.

Az IL-2/15Rp és yc génjét tartalmazo IL-2/15RB-YFP és ye-YFP plazmidokat Dr. Thierry Rose-
tol kaptuk (Institute Pasteur, Parizs). Ezekben a konstruktokban az YFP fluoreszcens proteint
EGFP-re és mCherry-re cseréltem. A megfeleld FP-t tartalmazé vektorbdl standard PCR
segitségével amplifikaltam a sziikséges DNS szakaszt, amit aztdn Agel/Notl hasitohelyekkel az



adott receptor génjét kodold plazmidba ligaltam, miutan abbol az YFP-t kivagtam. A konfokalis
mikroszkopos FRET mérések soran néhany kisérletben az IL-2/15Rp lanc roviditett varidnsat
hasznaltam (B-C7), amit 279 aminosav C-terminalisrol valod eltavolitasaval készitettem. Az igy
csupan 7 aminosav hosszusagu intracellularis doménnel rendelkezd alegységet kodold DNS-t a

pEGFP-NI1 vektorba ligaltam EcoRI/BamHI hasitohelyekkel.

A TagBFP-t is kifejez6 plazmidokat, ami az ER citoplazmatikus felszinét, ill. a Golgit jeloli,
Prof. Varnai Péter készitette el (Semmelweis Egyetem, AOK, Elettani Intézet).

A HelLa sejtek tranziens transzfekciojat 8-lyuku kamraban, FuGene HD transzfekcios
reagens segitségével végeztem el, a gyarto altal javasolt protokoll szerint. A transzfekcid utan
24 oraval, kozvetleniil a mérés elott, lecseréltem a tapoldatot a sejtekrdl Leibovitz’s L-15

»imaging” médiumra.

3.3. Retroviralis transzdukcio

Az egyes receptor alegységeket stabilan expresszalo Hela sejtvonalakat viralis
transzdukcioval hoztam Iétre, melyhez retroviralis pPBMN-Z-IN transzfer vektort és un. pakold
sejtvonalként, (DMEM-ben tenyésztett) HEK293T humdn embrionalis vesesejteket
hasznaltam. A vektorba a lacZ helyére el6zéleg BamHI/Sall hasitohelyekkel ligaltam a
megfeleld receptorlanc cDNS-ét (IL-2Ra, IL-2/15RP vagy yc). A pakold sejtekbe kalcium-
foszfatos modszerrel transzfektaltam a receptor inzertet tartalmazé transzfer vektort, a VSVG
¢s PAX2 csomagold (,helper”) plazmidokkal egyiitt. 4-6 oOra elteltével a médiumot friss
DMEM-re cseréltem a sejteken. 48 oraval késébb 2 ml, mar érett virusokat tartalmazo atsziirt
feliiliszoval fertdztem az el6z6 nap kitapasztott HeLa sejteket (0,5 x 10 sejt/lyuk). Az infekcid
hatékonysaganak novelése érdekében (mintdnként 10 pg/ml) polybrene-t alkalmaztam. A
receptor alegységek kifejez0dését immunfluoreszcens jeldlést kovetden konfokalis

mikroszkdppal ellendriztem.

3.4. Immunfluoreszcens jelolés

A virdlis transzdukcidval létrehozott HeLa-IL-2Ra, HeLa-f3 és HeLa-y. sejtvonalak nem
fejeznek ki semmilyen fluoreszcens fehérjét, ezért sejtmembranbeli expresszidjukat
immunfluoreszcens jeloléssel tettem lathatova. A jelolés elott 24 oraval 8-lyukt kamraba tettem

lyukanként 1,5x10% sejtet, 300 ul médiumban. Jéghideg HBSS oldattal valé mosast kdvetden a
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cre

inkubaltam 30 percig jégen, majd kétszer mostam jéghideg HBSS oldattal, végiil fixaltam 2%
formaldehid/HBSS oldattal. A jelolés soran a kovetkezd monoklondlis egér antitesteket
hasznaltam: az IL-2Ra citokinkotd epitopjat felismerd anti-Tac, az IL-2/15RB-hoz k&tddd
Mikf3, a yc alegységre specifikus TUGh4.

Az FT7.10 sejtek membranfehérjéinek jeldléséhez a kovetkezé6 monoklonalis egér
antitesteket hasznaltam fel: MHC I nehézlancara specifikus W6/32, B2-mikroglobulinhoz
kotddd L368, IL-2Ra citokinkdtd epitopjat felismerd anti-Tac, IL-15Roa-hoz kotédd anti-
FLAG-M2 vagy 7A4-24, transzferrin receptort felismer6 MEM-75 és GPI-horgonyzott CD48
fehérje ellent MEM102. A jelolést megeldézden Alexa Fluor 488, 546, vagy 647 fluoreszcens

festékek szukcinimidil-észteréhez konjugaltam az antitesteket.

3.5. FRET hatasfok meghatarozasa konfokalis mikroszkopiaval

A receptorlancok kozotti molekularis egytittallast 2-10 nm-es szinten mikroszkdpos,
pixelenkénti FRET technikéval vizsgaltam, Zeiss LSM 880 vagy Leica TCS SP5 II konfokalis
mikroszkopok segitségével. Az EGFP gerjesztéséhez egy argon-ion lézer 488-nm vonalat, az
mCherry gerjesztéséhez 543 nm-es (Zeiss) vagy 594- nm-es (Leica) HeNe 1ézert hasznaltam.
A fluoreszcencia intenzitasokat 3 csatornaban detektaltam: donor (ex: 488 nm, em: 500-550
nm), transzfer (ex: 488 nm, em: 604-687 nm) €s akceptor (ex: 543 vagy 594 nm, em: 604-687
nm). A spektralis atvilagitasi faktorokat ki azon mintakbodl szamoltam, ahol a sejtek egyszeresen
voltak transzfektdlva EGFP-vel (mint FRET donor), vagy mCherry-vel (akceptor). A hattér
korrekcio minden csatorndban az atlagos autofluoreszcencia intenzitasok levondsaval tortént,
amiket a nem-transzfektalt sejtek alapjan hatdroztam meg. Az a faktor, amit az azonos
mennyiségben kifejezddd gerjesztett donor €s akceptor fehérjék donor és transzfer csatornakbol
érkez6 fluoreszcencia intenzitdsai hataroznak meg, a pSV-EGFP-mCherry f0zids plazmiddal
transzfektalt sejtekbdl (a két fluoreszcens fehérjét 1:1 aranyban kifejezve) lett kiszdmolva. Az
energiatranszfer hatasfokat (£) minden donor- és akceptor FP-vel jelolt fehérjét ko-expresszalo

mintara meghataroztam.

Az ER ¢és a Golgi azonositasahoz TagBFP-t is kifejezd (Sacl és giantin) plazmidokat
hasznaltam, melyek segitségével organellum-specifikus médon analizaltam a FRET adatokat
azokban a pixelekben, ahol a TagBFP fluoreszcencia intenzitasa egy beallitott kiiszobérték

felett volt. A mérési adatok kiértékelése a FiJi ImageJ programmal, RiFRET plugin-nal tortént.
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3.6. FRET hatasfok meghatarozasa aramlasi citometriaval

A mérésekhez egyszeresen (csak donor vagy csak akceptor) és duplan ((donor-
(AlexaFluor546) illetve akceptor- (AlexaFluor647) festékkel konjugalt monoklonalis
antitestekkel)) jelolt sejteket hasznaltam. FACSAria 1l aramlési citométerrel az dsszes sejtrol
harom csatornaban (donor, FRET ¢és akceptor) detektaltam a fluoreszcencia intenzitasokat. A
kovetkezo gerjesztési hullimhosszakat €s detektalasi tartomanyokat alkalmaztam: 561/595+25,
561/>635 és 633/>635 nm. Az atvilagitasi faktorok és a donor és az akceptor detektalasi
hatékonysagat jellemzd o faktor egyszeresen jelolt (csak donoros vagy csak akceptoros)
mintakbdl lettek meghatarozva. A doglott sejteket kizartam az analizisbdl az oldalszoras/elére
szoras dot plot-ok alapjan. A FRET adatokat az intézet korabbi munkatarsa altal irt REFLEX

nevll programmal értékeltem ki.

3.7. Golgi izolalas ATL sejtekbol

Az ED40515(+) vad tipust sejtekbdl (48 oras IL-2 éhezést kdvetden) és az ED/IL-2
sejtekbdl ultracentrifugalassal izolaltunk Golgi apparatust tartalmazé frakciokat Golgi Izolalo

Kit segitségével a gyartd protokolljanak megfeleléen (Sigma-Aldrich).

3.8. Fehérje kimutatasa Golgi izolatumokban Western blot technikaval

Az ATL sejtek total sejtfrakcioit és Golgi izolatumait proteaz inhibitort és foszfataz

inhibitort tartalmazo fehérje lizis pufferben oldottuk 4°C-on majd fehérje koncentraciojukat

cre

térfogata futtatd pufferrel elegyitettiik €s elfoztiik (99°C, 10 perc). Mintanként 20 pg fehérjét
8%-0s SDS—poliakrilamid gélen valasztottunk szét, majd PVDF membranra blottoltunk. Az ER
¢és Golgi jelenlétén kiviili lehetséges, szennyezd organellumok azonositasat azokra specifikus

antitestekkel végeztiik.

3.9. Statisztikai elemzés

A statisztikai elemzésekhez Student’féle t-tesztet hasznaltam a GraphPad Prism

program segitségével. Azokat a valtozasokat tekintettem szignifikdnsnak, ahol p<0,05 volt.
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4. EREDMENYEK
4.1. Az IL-2/15 receptorok intracellularis osszeszerelodése

4.1.1. A Kkotranszfektalt IL-2/15 receptor alegységek részleges kolokalizaciot mutatnak

az ER és a Golgi teriiletén

Az ¢é16 HeLa sejtek kiilonb6z6 intracellularis kompartmentumaiban a receptorlancok
(membran domén szintll) egyiittallasat eldszor a kozottik 1évo kolokalizacid mértékének

meghatarozasaval ~200-300 nm felbontassal, konfokalis mikroszkop segitségével vizsgaltam.

A kolokalizaciéo mértéke a két csatornaban késziilt kép zold és vords pixel intenzitdsai kdzotti
Pearson-féle korrelacios koefficiensek (C) meghatarozasaval fejezhetd ki, melynél az elméleti
maximum 1, ami azonos képekre, mig a 0-hoz kozel esd érték a jelolt fehérjék egymastol
fiiggetlen lokalizaciojara utal. A pozitiv kontrollként hasznalt EGFP-mCherry fzios fehérje,
amelynél a zold és a vords csatorndban 1€évo intenzitdsok homogén sarga szinti atfedd képet
eredményeznek, magas atlagos korrelacios koefficienssel rendelkezik (C=0,93). A negativ
kontrollnal, a tobbszordsen randomizalt képek pixeleibdl a kolokalizacids egyiitthato értéke 0-

nak adodott.

A ve-EGFP és az IL-2/15RB-mCherry kolokalizacioja az ER-ben és a Golgi-ban csak
részleges volt; amellett hogy voltak olyan teriiletek, ahol mindkét fehérje hasonld intenzitast
mutatott, olyan régiok is eléfordultak, ahol az egyik vagy a masik receptorlanc dominalt. A
részleges kolokalizacidora utal a korrelacids egyiitthatd pozitiv kontrollhoz viszonyitott

alacsonyabb értéke is (0,55 az ER-ben és 0,5 a Golgi-ban).

Az IL-2Ra-EGFP ¢és a B-C7-mCherry (az IL-2/15Rp alegység C-terminalison roviditett
verzidja) esetében, az ER-ben és a Golgi-ban is magasabb korrelacié volt mérhetd (C=0,7) és
még magasabb a plazmamembranban (C=0,83). Az IL-15Ra-EGFP és a B-C7-mCherry esetén
hasonlé tendenciat kaptam: részleges kolokalizaci6 az ER-ben és a Golgi-ban (C=0,62 és 0,67)

¢és nagyobb mértékii a plazma membranban (C=0,83).

Az EGFP-IL-2Ra és az mCherry-IL-15Ra alegységek kozepes C értéket adtak az
ER/Golgi teriiletén (0,54 ¢és 0,48) és igen magas értéket a plazmamembranban (0,89). A
kotranszfektalt y.-EGFP és yc-mCherry kolokalizacigja az ER-ben és a Golgi-ban szintén
részleges volt (C=0,5 és 0,68). A yclanc sejtfelszini gyenge fluoreszcencia intenzitdsa nehezen
elkiilonithetd az autofluoreszcenciatol, ezért ennél a fehérje-parnal csak az intracellularis
organellumok teriiletén hatdroztam meg a korrelacios egyiitthatokat, a plazmamembranban

nem.
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4.1.2. A konfokalis mikroszkopias FRET mérések soran alkalmazott kontrollok

Az 1L-2/15 receptor alegységek molekularis szinti intracellularis Osszeszerelddését
konfokalis mikroszkopids, intenzitds-alapi FRET mérésekkel vizsgaltam, organellum-

specifikus modon.

A pozitiv kontrol, a zold és a voros fluoreszcens fehérjét 1:1 aranyban kifejezé6 EGFP-mCherry
fuzios fehérje, amely a teljes sejtben egyenlden expresszalodik, £=24,5% =+ 2,3%-os (atlag + s.

d.) atlagos FRET hatasfokot eredményezett.

Negativ kontrollként harom kiilonb6z6é mintat alkalmaztam. Az egyik az lires EGFP és
mCherry expresszids vektorok kotranszfekcidja altal valosult meg, amely (a magvacskak
kivételével) a teljes sejtben egyenletes eloszlast mutatott £=0,9% + 1,7% atlagos transzfer

hatasfokot adott.

A masodik negativ kontroll az N-terminéalisan jelolt EGFP-IL-2Ra koexpresszidja az mCherry-
GPI-vel (glikozilfoszfatidilinozitol-horgonyzott fehérje), mely esetben a donor és az akceptor
fluorofér is a plazmamembran extracellularis oldalan helyezkedett el, £=0,4% =+ 1,1% transzfer
hatasfokot eredményezett az ER-ben és 1,5% + 0,9%-ot a plazmamembranban. Ez a kontroll
alkalmas az esetlegesen kialakulé random FRET vizsgalatara is, mely véletlen egytittallas révén
kovetkezhet be két egymastol fliggetlen membrankomponens kozott. A kontroll fehérjék is a
lipid tutajokban fejezédnek ki hasonlé koncentraciéban, mint a receptorlancok egy-egy adott
kisérlet soran. Az alacsony E értékek arra utalnak, hogy a kisérleteim soran a receptorokhoz

hasznalt expresszids szint mellett jelentds mértékli random FRET nem jott 1étre.

A harmadik negativ kontrollt a C-terminalison jelolt IL-2Ra-EGFP ¢és az mCherry-GPI
kotranszfektalt sejtek jelentették, melyek esetén E=1,1% = 0,6% FRET hatasfok volt mérhetd
a citoszolban (itt ER/Golgi markert nem hasznaltam) és 0,4% + 0,9% a plazmamembranban.
Ebben az esetben az IL-2Ra az intracellularis részén, mig a GPI az extracellularis oldalan
fejezte ki a fluoreszcens fehérjét. Igy a donor és az akceptor legalabb a membran lipid
kettosréteg vastagsaganak megfeleld tavolsagra volt egymastol (5-10 nm). Ez a kontroll azt
mutatja, hogy egy olyan mintanal, ahol a donor-akceptor tdvolsag a FRET tartomanyon kiviil
esik, a FRET hatasfok praktikusan nulla, bizonyitva, hogy a spektralis atvilagitasi faktorok
pontos meghatarozasaval pontos FRET szamitast végezhetliink. Hangsulyozando, hogy az

atlagos FRET hatasfokok minden altalam alkalmazott negativ kontroll esetén 1,6% alatt voltak.
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4.1.3. Az IL-2/15Rp lanc asszocial a y. alegységgel az ER-ben és a Golgi-ban

A kontroll mintdk energia transzfer hatasfokainak meghatdrozasa utdn a kozepes
ligandkotd affinitassal rendelkezd IL-2/15Rp - e heterodimerek 6sszeszerelodését vizsgaltam.
A FRET méréseket eloszor ye-EGFP-vel és IL-2/15RB-mCherry-vel kotranszfektalt sejteken
végeztem el. A FRET hatasfokokat kizarolag azokbdl a pixelekbdl szamoltam, ahol az ER vagy
a Golgi marker jelen volt, ezeken a teriileteken 5,5%-ot (& 2,7%) €s 4,6%-ot (£ 2,5%) kaptam.
A donor és akceptor jelolés felcserélése (IL-2/15RB-EGFP és ye-mCherry) hasonlé FRET
hatasfokokat eredményezett: 5,5% + 2,4% (ER) és 3,7% =+ 2,2% (Golgi). Minden érték
szignifikansan nagyobb volt, mint a negativ kontroll (EGFP+mCherry), ami arra utal, hogy az
IL-2/15Rp és y. alegységek legalabb részben Osszeszerelddnek ezekben az organellumokban.
A v-EGFP és az IL-2/15RB-mCherry receptorlancok sejtfelszini fluoreszcencia intenzitasa
nehezen volt elkiilonithetd az autofluoreszcencia intenzitasoktol, ezért a plazmamembranban

nem tudtam FRET-et mérni.

Az interleukin-2 és -15 receptorok alegységei koziil az IL-2/15RpB rendelkezik a
leghosszabb intracellularis doménnel, ami 200 aminosavval hosszabb, mint a 7y. lanc
intracellularis doménje. Ahhoz, hogy a két receptorlancot kozelebb hozhassam egymashoz,
elkészitettem a B alegység C-terminalison roviditett verzidjat, a B-C7 konstruktot (minddssze 7
aminosav hosszu citoplazmatikus résszel). Varakozasainkkal ellentétben ez a mddositas nem
volt szignifikans hatassal a transzfer hatasfokra, £=4,4% + 1,5% volt az ER-ben és 4,1% += 2,0%

a Golgi-ban.

4.1.4. Az IL-2/15Rp alegység részlegesen asszocial az IL-2Ra-val és az IL-15Ra-val a

szekrécios utvonalon, mielott teljesen dsszeszerelédnek a sejtfelszinen

A késObbiekben az IL-2/15Rp lancnak a citokin-specifikus IL-2Ra-val és IL-15Ra-val
valé kolcsdnhatasat vizsgaltam. Osszehasonlitottam az N- és C-terminalison jeldlt alegység-
parokat €s megvizsgaltam a B lanc roviditésének ¢és a harmadik alegység jelenlétének hatasat.
Az N-terminalison jeldlt alegységek kozotti FRET hatasfokok, EGFP-IL-2/15Rp és mCherry-
IL-2Ra (5,5% + 1,3% az ER-ben, 5,0% + 1,7% a Golgi-ban) vagy mCherry-IL-15Ra (6,9% +
2,4% az ER-ben, 6,2% =+ 2,3% a Golgi-ban) kozott szignifikdnsan magasabbak voltak a negativ
kontrollnal. Ezek az eredmények arra utalnak, hogy mindkét o lanc legalabb részlegesen
asszocial a B lanccal, miel6tt kikeriilne a sejtfelszinre. Alacsonyabb FRET értékeket kaptam a

C-termindlison jeldlt IL-2Ra-EGFP és IL-2/15RB-mCherry esetén (4,3% + 1,1% - ER, 2,3% +
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0,9% - Golgi, mint ugyanezen alegységek N-termindlison jeldlt valtozatai kozott, ami
valoszinlileg a C-termindlisok kozotti nagyobb tavolsagbol fakad. Ezért megismételtem a
FRET méréseket a rovid intracellularis doménnel rendelkezd B-C7-mCherry és IL-2Ra-EGFP
(5,0% = 1,7% - ER, 4,7% =+ 2,0% - Golgi) vagy IL-15Ra-EGFP (4,9% + 1,6% - ER, 4,5% =+
1,3% - Golgi) kotranszfekciokkal is. Ez magasabb FRET hatasfokokat eredményezett, mint
amit a teljes hosszusagu B-lanccal kaptam. A B-C7-mCherry hasznalatakor mind az IL-2Ra-
EGFP, mind az IL-15Ra-EGFP esetén az alegységek erds sejtfelszini expressziojat
tapasztaltam és sokkal magasabb FRET hatasfokot sikeriilt elérni a plazmamembranban (21,6%
+ 5,4% az IL-2Ra és 21,6% = 5,1% az IL-15Ra esetén), mint az ER-ben vagy a Golgi-ban. A
plazmamembranban mért magas energia transzfer arra utal, hogy ezen receptor alegységek
teljes 0sszeszerelddése csak a rendeltetési helyiikon kovetkezik be, vagyis a szekrécids Ut soran

torténd dsszeszerelddés részleges.

Annak kideritésére, hogy vajon a yc alegység - mint a magas affinitdsu afyc receptor
heterotrimerek harmadik tagja - hatassal van-e az o és B lancok kdlcsonhatéasara, jeldletlen,
fluoreszcens protein nélkiili ye lancot stabilan kifejez0 HeLa-y. sejtvonalat hasznaltam. A
mérések eredménye szerint a yc alegység jelenléte nem befolyasolta szignifikansan az IL-15Ra

¢s a B-C7 heterodimerek kozotti kdlesonhatast.

4.1.5. Az IL-2Rao és IL-15Ra kozos klaszterei

Intézetiinkben korabban kimutattadk, hogy az IL-2Ra és az IL-15Ra k6z6s komplexben
fejez6dik ki a T sejteken, ami feltehetéen a jelatvivé B ¢és ye alegységek hatékony
megosztasaban jatszik szerepet. Kivancsiak voltunk, vajon a két o lanc mar a trafficking soran
is asszocial-e egymassal. Az N-terminalison EGFP-vel vagy mCherry-vel jelolt a lancok
vizsgalata pozitiv FRET hatasfokot eredményezett, ami intracelluldris heterodimerek
kialakulasara utal (ER: E=4,8% =+ 1,4%; Golgi: 3,8% +2,2%). A plazmamembranban magasabb
energia transzfer (£=9,5% =+ 2,5%) volt mérhetd, tehat a sejten beliili Osszeszerelddés
feltehetden itt is részleges. Megvizsgaltam az IL-2/15Rp alegység jelenlétének befolyasat a két
eltérd a lanc kolcsonhatasara, fluoreszcens fehérje nélkiili IL-2/15RB-t stabilan kifejezd HeLa-
B sejtvonalon megismételve a méréseket. Enyhe FRET hatéasfok csokkenés volt tapasztalhato

mindkét sejtorganellum teriiletén, ami kompeticiora enged kovetkeztetni a két o lanc

.....
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4.1.6. Sejtorganellumok atfedését vizsgalé kontroll mérések

A receptor alegységek vizsgalatakor méréseim az endoplazmatikus retikulum és a Golgi
terliletére korlatozodtak, a receptorlancok elsédlegesen ezen intracellularis organellumokban

lokalizal6édnak.

A kapott alacsony korrelacios értékek arra utalnak, hogy bar eléfordul valamelyest atfedés a
mikroszkopos képeken az organellumok eloszlasa kozott, az alkalmazott ER és Golgi jelold
markerek segitségével megfelelden el lehet kiiloniteni azokat a recirkulalé endoszomaktol és a
lizoszomaktol, a mért energiatranszfer értékek az ER-ben ill a Golgiban talalhato alegységparok

kolesonhatasaibol adodtak.

4.1.7. 1L-2 jelatvitel az ATL sejtek Golgi apparatusaban

Amennyiben a receptorok 0sszeszerelddnek mar a szintézisiiket kovetden, elindithatjak
a jelatvitelt felhasznalva az endogén IL-2-t, miel6tt kijutnak a sejtfelszinre. Felmertl a kérdés,
hogy az ER-ben és a Golgi-ban részlegesen mar dsszeszerelddott receptorok valoban képesek-
e hatékony jelatvitelre. Ennek kideritésére Golgi-t izolaltunk az ATL sejtvonalainkbdl és
Western-blottal vizsgaltuk az IL-2 jelatvitelében szerepld fehérjék foszforilaciojat. A Jakl a B
lanchoz kotodik és foszforilalja azt, mig a Jak3 konstitutivan a yc alegységgel asszocial és azt
foszforilalja. Sikeriilt kimutatni pJakl-et és pJak3-at, tovabba foszfotirozin savot a yc lanc
molekula tomege koriil (65-70 kDa) az IL-2-t expresszaldo ED/IL-2 sejtek Golgi frakcidjaban.
Mindhérom foszforilalt fehérje jele sokkal gyengébb volt az IL-2-t nem termeld, ¢heztetett (IL-
2 megvonasnak alavetett) ED40515(+) vad tipusu sejtek esetén. Az izolalt Golgi frakciok
GM130 (Golgi marker) pozitivak voltak, de calreticulint (ER-re jellemzd fehérjét) is
tartalmaztak. Az izolatumokban sem lizoszoma/késdi endoszéma marker (LAMP1), sem
recirkulalé endoszéma marker (Rabl1), sem pedig plazmamembran marker (a membranban

kiilondsen hosszu, >100 ora féléletidejit MDR1) nem volt detektalhato.

17



4.2. A sejtfelszini MHC I — IL-2R fehérjeklaszterek részleges szétszerelédése

Munkéam masodik részében a sejtfelszini MHCI-IL2R fehérjeklasztereket illetve azok

részleges szétszerelddését vizsgaltam.

4.2.1. Az IL-2/15 receptorok és az MHC glikoproteinek plazmamembranbeli

expresszioja az MHC I géncsendesitése eldtt és utan

Az IL-2R, IL-15R, MHC I és MHC II molekulak szuperklasztereket alkotnak a Kit 225
FT7.10 T limfoma sejtek lipid tutajaiban. Az MHC I — mint az ezen klaszterek szervezddésében
legerdsebben kifejez0do tag — szerepének a kideritésére elvégeztem az MHC I expresszidjanak
géncsendesitését a konnytilancra specifikus anti-Bom siRNS-sel. Az MHC 1 jelentds sejtfelszini
megjelenése miatt fontos volt a csendesités hatékonysadganak maximalizaldsa. Az MHC 1
membranbeli expresszidja a ndvekvd siRNS koncentracioval parhuzamosan csokkent, a
maximalis hatast 100 pg/ml koncentracional érte el, ahol az expresszios szint az eredeti 5-10%-
ara esett vissza. A géncsendesités specifikusagat bizonyitja, hogy a tobbi vizsgalt fehérje (az
IL-2Ra, IL-15Ra és MHC II) kifejez6désére nem volt hatassal. A kontrollként hasznalt
irrelevans siRNS-ek (anti-GFP vagy anti-erbB1) nem eredményeztek valtozast sem az MHC

molekuldk, sem pedig az interleukin receptorok expressziojaban.

4.2.2. Az MHC I/IL-2R0o/IL-15R0 Kklaszterek részleges szétszerelodése, az MHC I homo-

és heteroasszociaciok mértékének csokkenése

A molekularis egyiittallasokat, azaz az MHC 1 ¢és II glikoproteinek homo- ¢és
citometrids Forster rezonancia energia transzfer (FRET) mérések segitségével vizsgaltuk.
Negativ kontrollként a burkolt csapdakban elhelyezkedd transzferrin receptorok és a lipid
tutajokban lokalizal6do GPI-horgonyzott CD48 fehérjék kozott mértiink energiatranszfert, ami
3+1% FRET hatésfokot eredményezett. Pozitiv kontrollnak az MHC I kdnny(i- és nehézlanca
kozotti kolesonhatasbol adodo, atlagosan 52+1%-nak mért FRET-et tekintettiik, amely az MHC
I géncsendesités hatasara 28+1%-ra csokkent. Ebben az esetben az energiatranszfer csak
részben intramolekularis: az aggregatumokat alkot6 MHC I molekuldk asszocidlhatnak
egymassal, egyik molekula kdnnytilanca kdlcsonhatva egy masik molekula nehézldncaval. Az
MHC I nehézlancok homoklasztereit jellemzd energiatranszfer értéke szignifikans csokkenést

mutatott az MHC I géncsendesitésének kovetkeztében: a nehézlancok kozott mérhetd 35+1%-
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os FRET hatasfok 1141%-ra esett vissza. Ennél a FRET parnal az intakt MHC I nehézlancara
specifikus, donor és akceptor festékkel jelolt antitestet hasznaltunk.

.....

csOkkenést mutatott az MHC 1 géncsendesitésének hatdsara (47+1%-r61 9+1%-ra).
Hasonloképpen, az IL-15Ra és az MHC 1 kdzotti energiatranszfer is csokkent (4441%-rol
7+1%-ra). Ez nem meglepd, hiszen az akceptor/donor ardny csokkenésével annak
valdszinlisége is lecsokken, hogy egy adott donor-jeldlt fehérjének a FRET hatotavolsagan (2-

10 nm) beliil lesz egy akceptorral jeldlt partnere.

Az IL-15Ra + IL-2Ra heteroasszociacio jelentéktelen valtozasa az MHC 1 géncsendesités
kovetkeztében arra utal, hogy az interleukin receptorok kapcsolatara az MHC I molekulakkal

val6 kolesonhatasuk nincs befolyassal.

4.2.3. A FRET hatasfok fiiggése a donor- és akceptor-jelolt fehérjék expresszios szintjétol

Megvizsgaltuk, hogyan fligg az energiatranszfer hatdsfoka a kolcsonhatd fehérjék
expresszios szintjétol. A donorral jelolt fehérjék expresszioja alapjan a sejteket harom
(alacsony, kdzepes, magas donorintenzitast) csoportba soroltuk. A donorral jel6lt IL-15Ra és
az IL-2Ra heteroasszocidciot az akceptorral jelolt MHC I-gyel jol megfigyelhetd tendencia
jellemzi, a FRET hatasfok novekszik az egyre emelkedé N4/Np molekulaarany fliggvényében,

¢€s gyorsabb telitddést mutat magasabb donor expresszio esetén.

rrrrrr

nd, a vartnak megfelelden. Kozel azonos szami donor- és akceptor-jelolt MHC I molekulat
vontunk be az analizisbe, mivel csak azon sejteket vettiik figyelembe, ahol az N4+/Npa 0,9 - 1,1

kozotti tartomanyba esett.
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5. MEGBESZELES

5.1. Az IL-2/15 receptorok intracellularis dsszeszerelédése

Az IL-2 és az IL-15 receptorok alegységei valtozatos homo- és heterokomplexeket
alkotnak kiilonb6zd sejtek plazmamembranjaban, melyek eltéré ligandkotd affinitassal
rendelkeznek. Ezek koziil a B-ye. kdzepes affinitasu heterodimerek (Kd~10° M) és a nagy
affinitdst o-B-ye heterotrimerek (Kd~10"" M) képesek hatékony jelatvitelre. Intézetiinkben
korabban kimutattik, hogy az IL-2 és -15 receptorok eldre dsszeszerelt allapotban vannak jelen
a plazmamembranban ligand hidnyaban is, és konformaciojuk a ligand kotddése kdvetkeztében
megvaltozik. Azt is leirtdk, hogy a receptorok heterotetramer komplexeket alkotnak, melyek a
kozos jelatvivé B és ye lancokbol, valamint a citokin-specifikus IL-2Ra és IL-15Ra
alegységekbol tevodnek Ossze. Erdekes kérdésként meriil fel, vajon az Gjonnan szintetizalt
receptorlancok csak a rendeltetési helyilikon, a plazmamembranban taldlnak egymasra vagy
elore Osszeszerelt allapotban érik el a membrant. Ha a receptor alegységek intracellularisan is
asszocidlnak egymadssal mar a szekrécids uton, esélyt adnak a jelatvitel lejatszodasara még
miel6tt elérik a plazmamembrant. Ez a megfigyelés az autokrin jelatvitel egy 11j lehetdségét veti

fel azon sejtekben, melyek kifejezik a receptorokat és azok ligandjat is.

Megfigyeltek autokrin miikodést a - szintén a citokin receptorok szupercsaladjaba
tartozd - novekedési hormon receptor (GHR) esetén is. A novekedési hormon (GH) in vivo
valtoz6 mértékli szimultan hatast fejt ki kiilonbozd szoveteken endokrin, parakrin és autokrin
modon. Egy modell szerint a hormon az ER-ben kozvetleniil a szintézis utan hozzakotodik a
receptorahoz, megkonnyitve ezzel magéanak a receptornak az érését. A sejtfelszinre kijutott
hormon-receptor komplexhez igy exogén ndvekedési hormon nem tud kotddni. Ebben az
esetben mar az ER-ben dimerizalédnak a receptorok, de a jelatvitel itt még nem indul el, csak

amikor a Golgi-ba jutnak vagy amikor mar elhagytak azt.

Az autokrin jelatvitel a koros elvaltozasokban is jelentds szerepet kap, hozzajarul a
kiilonbozoé tumorsejtek Onallosagadhoz, azok novekedési €s tulélési funkcidit, valamint az
invazios képességiiket tamogatva. Ilyen példaul a foként fibroblasztok, gyulladdsos sejtek és
tumorsejtek altal — hipoxia esetén nagyobb mennyiségben — termelt (legjelentésebb angiogén
citokin, a) VEGF (vaszkularis endotél novekedési faktor), melynek autokrin jelatvitele invaziv

emlo karcinoma és vastagbél karcinoma sejteken a tumorsejtek talélését hivatott fenntartani, de

crer
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(hozzajarulva igy a tumor progressziohoz). A folyamat szabalyozdsaban az a6p4 integrin is

szerepet jatszik.

ED/IL-2 sejtek izolalt Golgi frakcigjabol Western-blottal sikeriilt kimutatni a pJakl és
pJak3 jelenlétét és egy foszfotirozin savot a yc alegység molekula tomegének megfeleld
magassagban. Az IL-2-t termeld sejtekben ezek szerint lejatszodik a jelatvitel, mig a
ligandfiiggd vad tipust sejtekrél ugyanez nem mondhato el. Utobbi sejtek Golgi izolatumaban
ugyanis 48 oras IL-2 éhezést kovetden nem volt detektalhatd egyik vizsgalt foszfoprotein sem.
Ezen eredmények hatterében az allhat, hogy a hatékony ligand-receptor jelatvivé komplexek

kialakuldsa mar intracellularisan megtorténik, mieldtt a receptorok elérik a plazmamembrant.

Az IL-2 termelddése €s receptorahoz val6 intracellularis kotddése, csokkentheti az ezen
immunreakcidkban résztvevd T sejtekre irdnyuld antitest terapiak hatékonysagat, amelyek csak
a plazmamembranban kifejez6dd receptorokat érik el, de nem jutnak be az intracelluléris

organellumokba.

Azon hipotézisiink tesztelése érdekében, hogy vajon a receptorok Osszeszerelédnek-e,
mielott elérik a plazmamembrant, ezaltal megteremtve az intracellularis jelatvitel lehetdségét,
megvizsgaltam az IL-2 és -15 receptor alegységek kozotti kdlcsonhatasokat az ER-ben ¢és a
Golgi-ban. A mikroszkopos FRET egy jol kidolgozott modszer, mely molekularis
kolesonhatasok vizsgalatara kitinéen alkalmazhat6. A kordbbiakban, intézetiinkben ezzel a
technikaval tanulmanyoztak pl. az IL-2/-9/-15 receptorok alegységei kozotti asszocidciokat is.
Az altalam hasznalt fluoreszcens ER és Golgi markerek segitségével organellum-specifikus
moddon tudtam fehérje-fehérje kolcsonhatasokat vizsgélni €16 sejtekben. Meg kell emliteni,
hogy a konfokalis mikroszkdp lateralis feloldasa ~200 nm, mig axialisan ~500 nm, ezért pl. egy
ER markerre pozitivnak latszo teriilet a sejtben nemcsak az ER membranjat és lumenét

tartalmazza, hanem a szomszédos ciszternak kozotti citoplazmatikus részt is.

FRET mérésekkel tanulmanyoztam a fluoreszcens fehérjével jelolt 1L-2/15 receptor
a B+ IL-15Ra lancok k6zott az ER-ben és a Golgi-ban. Sikertilt kimutatni az I[L-2R és IL-15R
sajat o lancainak kolcsonhatdsait is ezekben az organellumokban korabbi méréseinkkel
Osszhangban, melyek azonban a T sejtek plazmamembranjara korlatozodtak. Ezen
megfigyeléseink arra utalnak, hogy szintézisiiket kovetden a vizsgalt receptor alegységek
elkezdenek Gsszeszerelddni, asszocidlni egymassal mar a szekrécids uton, ami akar altalanos
jelenség is lehet kiilonb6zd receptorok esetén. A negativ kontrollként hasznalt, EGFP-IL-2Ra
¢s az mCherry-GPI kozott detektalt nagyon alacsony FRET hatdsfokok bizonyitjak, hogy az
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egymastol fiiggetlen fehérjék kozotti véletlen kolokalizacié a jelolt IL receptorokéhoz hasonlo
expresszios szinten nem eredményez szignifikdns random FRET-et sem a plazmamembranban,

sem az ER-ben.

A B és az a lancok kozotti, illetve az IL-2Ra és IL-15Ra alegységek kozotti
kolesonhatasokat jellemz6 FRET hatasfokok is alacsonyabbak voltak az ER-ben és a Golgi-
ban, mint a plazmamembranban. Ilyen eltérés adodhat a kdvetkezd szituaciokbol. Egyrészt, a
receptor lancok konformdciodja a kiillonbozd sejtorganellumokban eltérd lehet, eltéré donor-
akceptor tavolsagokat ¢s igy eltéré FRET hatasfokokat eredményezve. Masrészt, az ER-ben és
a Golgi-ban egyidejiileg lehetnek jelen 6sszeszerelédott receptor komplexek és monomerek,
mig ez az egyensuly a plazmamembranban az 6sszeszerelddott receptor komplexek nagyobb
aranyanak irdnyaba tolddhat. A koexpresszalt receptor alegységek fluoreszcencia intenzitas
eloszlasainak atfed6é képei alapjan a relativ koncentracio aranyok eltéréek voltak az ER és a
Golgi kiilonbozoé régidiban. Az ER kiilonbozd részeiben elhelyezkedd riboszémakon valo
szintézisiik utan a receptor lancok elkezdenek Osszekeveredni az endomembran rendszerben
diffuzio révén, de lathatdban nem keverednek Ossze teljesen. Amellett, hogy vannak olyan
tertiletek, ahol mindkét fehérje hasonld koncentracidban van jelen, olyan régiok is el6fordulnak
ahol az egyik vagy a masik alegység dominal. Ezzel szemben, a plazmamembranban a receptor
lancok Osszekeveredése (a néhanyszaz nanométeres skalan) tokéletesebb. A Pearson-féle
korreléacids egyiitthato értéke — mely a kolokalizaciot méri ezzel a felbontassal - magasabb volt
a plazmamembranban, mint az ER-ben/Golgi-ban az 0sszes vizsgélt receptor alegység-par

esetén.

Egy masik lehetséges magyardzat, hogy a lipid kdrnyezet az ER-ben és a Golgi-ban
eltérhet a plazmamembranétol, ami szintén hatassal lehet a receptor lancok kozotti
kolesonhatasokra. Intézetiinkben korabban kimutattak, hogy a plazmamembran koleszterol
tartalma - feltehetden mivel hozzajarul a lipid tutajok integritdsdhoz - fontos szerepet jatszik az
IL-2 receptorok eloszlasaban és funkcidjaban Kit225 T limfoma sejteken. A koleszterol
kivonasa szignifikdnsan csokkentette az IL-2 jelatvitelének hatékonysagat €s a receptorok
eredetileg klaszterekbe tomoriild, egyenetlen eloszlasa a plazmamembranban diffuzabb lett. A
lipid tutajokban kifejez0d6 IL-2R alegységek ¢és MHC UII glikoproteinek kozotti

asszociaciokat szintén gyengitette.

FRET eredményeink, az IL-2-indukdlt proliferaci6 antitest-medidlt blokk
hatastalansaga a sajat IL-2-t szintetizal6 sejtekben, illetve az ugyanezen sejtekben kimutatott

miikddo jelatvitel ravilagit egy 0j autokrin jelatviteli mechanizmusra, melyet az intracellularis
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IL-2 valt ki a szekrécids uton Osszeszerel6dott receptorokhoz vald kotédés révén. Ez a
mechanizmus  klinikai  jelentdséggel bir azon antitest terapidkban, melyek a

plazmamembranban expresszalddo receptorokat veszik célba.

5.2. A sejtfelszini MHC I — IL-2R fehérjeklaszterek részleges szétszerelédése

A membranfehérjék dinamikus klasztereket alkotnak kiilonb6z6 hierarchikus szinteken,
melyek szervezddését szamos tényezd befolyasolhatja. Ezek lehetnek transzmembran hélixek
vagy extra/intracellularis domének kozotti fehérje-fehérje kolcsonhatasok, a membran
lipidosszetétele, a citoszkeleton, vagy glikoproteinek galektin racsok altali keresztkotése. T
sejtekben a lipid tutajok koleszterin kivonast kovetd szétesése az IL-2R klaszterek diffizza

valasat és az IL-2 jelatvitel gyengiilését okozta.

Ertekezésemben betekintést adtam az IL-2/15R-MHCI/II receptorklaszter lateralis
szervezOdésében leginkabb kifejez0d6 tag géncsendesitése kovetkeztében torténd
valtozasokba, melyek a FRET-tel kimutathatd fehérje-fehérje kolcsonhatasokban jonnek létre
a nanométeres skalan. A FRET hatasfok csokkenése alapjan az MHC I-gyel kialakitott
asszociaciok csokkentek a géncsendesités hatasara. Nemcsak az MHC I homoasszocidcid
mértéke lett kisebb, de az IL-2Ra vagy IL-15Ra és az MHC 1 kozotti kdlecsonhatasok is
gyengiiltek. Ugyanakkor az IL-2Ra és IL-15Ra alegységek kozotti asszociacidé nem valtozott
szignifikansan, ami arra utal, hogy a receptorlancokat dsszetartd kdlcsonhatasok nem fiiggnek
kritikusan az MHC I jelenlététdl. Kordbban munkacsoportunk kimutatta (ahogy mar sz6 volt
réla fentebb), hogy az IL-2/15 receptorok ligand hidnyaban is asszocialnak a lipid tutajokkal,
indukalja. Azt is leirtak kordbban, hogy a k6z0s ye lanc szupercsaldd receptorainak mas tagjai

szintén feldusulnak a lipid tutajokban.

A lipid tutajokban az IL-2Ro/IL-15Ra és az MHC glikoproteinek szuperklaszterekbe
tomoriilnek, melyekben, kisebb, szorosan kdlcsonhatod fehérjeaggregdtumok alakulnak ki. Az
MHC 1 géncsendesités ezen aggregatumokat érintette, Osszességében szignifikansan
megvaltoztatta a sejtfelszini szupramolekularis mintazatokat. Az MHC I expresszios szintjének
csokkenése altali klaszterizacios sajatsagok atalakuldsa hatassal lehet az MHC I molekulakkal
asszocialt receptor komplexek jelatvivo tulajdonsagaira is. Az adatok azt demonstraljak, hogy
ha a fehérje klaszter egyetlen tagjanak az expresszioja megvaltozik, az a résztvevd fehérjek

kozotti kolcsonhatasok atrendezddését eredményezheti.
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6. OSSZEFOGLALAS

PhD munkdm soran az immunrendszer szabdlyozasdban kozponti szerepet betdlto,
kiilonb6z6 leukémidkban €s autoimmun betegségekben is meghatarozo jelentdségii interleukin-
2 ¢és -15 citokinek membranreceptorait tanulmanyoztam (melyek harom alegységesek: sajat a
illetve kozosen hasznalt B és ye lancokbol allnak). Két kiillonbozé aspektusban vizsgéltam a
receptorokat: (1) az alegységeik Osszeszerelddését intracellularisan, illetve (2) azok MHC
molekulakkal kialakitott klasztereinek szétszerelddését a sejtfelszinen. Az elért eredmények

Osszefoglalasaként a kdvetkezé megéllapitasokat tehetjiik:

El6 HeLa sejteken részleges hetero-asszociaciokat mutattunk ki az endoplazmatikus
retikulumban €s a Golgi-ban a 3 és yc alegységek kozott, a B és IL-2Ra ill. IL-15Ra alegységek
kozott, a két ligand-specifikus a lanc kozott, tovabba homoasszociaciot a ye alegységek kozott.
Utobbi kolcsonhatast sem az IL-2Ro, sem pedig a B alegység jelenléte nem befolyasolja.
Kompeticio6 valdszintisithetd azonban a két a lanc kdlcsonhatésa és a 3 alegységgel vald hetero-
Osszeszerelddése a plazmamembranban nagyobb mértékli, mint az intracellularis
organellumokban. A mérések alapjan a B alegység intracellularis doménje erdsen feltekeredett

crer

mukodo jelatvitelre utalo pJAK1 és pJAK3 kinazokat azonositottunk.

Eredményeink szerint hatékony ligand-receptor jelatvivé komplexek alakulhatnak ki mar
intracellularisan, miel6tt a receptorok elérnék a plazmamembrant. Ez felveti egy 1j,
intracellularis autokrin jelatviteli mechanizmus lehetdségét és megmagyarazhatja a sejtfelszini
[L-2Ro-ra iranyuld antiproliferativ daclizumab terapidk hatdstalansdgat vagy korlatozott

hatékonysagat.

Az MHC 1 szamos membranreceptorral, tobbek kozt az IL-2/15 receptorokkal

szuperklasztereket alkot. Az MHC I expresszid csokkentésének hatdsdra nemcsak az MHC 1

is. Bar az adatok alapjan az IL-2 és IL-15 receptorlancokat Osszetartd kdlcsonhatdsok nem
figgnek az MHC 1 jelenlététdl, a klaszterizacids sajatsagok megvaltozasa hatassal lehet az

MHC I molekulakkal asszocialt receptor komplexek jelatvivo tulajdonsagaira is.
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