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ROVIDITESEK JEGYZEKE

12-AS: 12-antroiloxi-sztearinsav

APC: antigén prezentalo sejt

CHS: koleszterin-hemiszukcinat

CLSM: konfokalis 1ézer pasztaz6é mikroszkdpia (Confocal Laser Scanning Microscopy)
CTL: citotoxikus T limfocita

DPH: 1,6-difenil-hexatrién

DRM: detergens rezisztens membranfrakcio

FCET:aramlasi citometrids energiatranszfer (Flow Cytometric Energy Transfer)
FITC: fluoreszcein-izotiocianat

FRET: fluoreszcencia rezonancia energiatranszfer

GPI: glikozil-foszfatidil-inozitol

HLA: human leukocita antigén

IL-2: interleukin-2

IL-2R: interleukin-2 receptor

mADb: monoklonélis antitest

MHC: {6 hisztokompatibilitasi komplex (Major Histocompatibility Complex)
MBCD: metil-p-ciklodextrin

NSOM: paésztazd kozeli mezd optikai mikroszkopia (Near-field Scanning Optical
Microscopy)

pbFRET: foto-elhalvanyitason alapulé FRET (photobleaching FRET)

PC: foszfatidil-kolin

ROI: region of interest

SFX: 6-(fluoreszcein-5-(6)-karboxiamido) hexanoilsav szukcinimidil észter
TAMRA: 5-(6)-karboxi-tetrametil-rodamin-szukcinimidil észter

TCR: T sejt receptor

TrfR: transzferrin receptor

TRITC: tetrametil-rodamin-izotiocianat

B2m: B2-mikroglobulin
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1. BEVEZETES

Az elmult évek soran szamos olyan kisérletes bizonyiték gyllt Ossze, amely —
ellentétben a kordbbi membranmodellekkel — a plazmamembrant felépitd lipidek és fehérjék
nagyfokt laterdlis heterogenitdsara, lokalis rendezettségére utal. A membranalkotok
kompartmentalizacidja, meghatarozott strukturakba (doménekbe) torténd rendezédése mai
ismereteink szerint altalanos jelenség, amely alapvetd fontossaggal bir(hat) mind az adott
molekulak, mind a plazmamembran egészének miikodése szempontjabol.
molekularis kozelsége révén kialakuld, nem-véletlenszerti fehérje mintdzatok jelentik,
amelyeknek tobb tipusa is jelen lehet a plazmamembranban:

(1) Egy adott ,,funkcionalis egység” felépitésében eleve tobb komponens/alegység vesz
részt. Ilyen pl. a T sejtek antigén-receptora (TCR-CD3 komplex), amelyet két,
egyenként is tobb alegységbdl allo fehérje hoz 1étre.

(2) Az egyes fehérjéknek a membran sikjadban valamilyen kiils6 inger hatasara
bekovetkezd atrendezddése is vezethet a fehérje mintazat kialakulasdhoz, mint pl. az
epidermalis novekedési faktor receptoranak ligandum-kotés hatasara bekovetkezd
aggregacioja.

(3) A kiilonb6zé membranfehérjék nem-véletlenszer(i kolokalizacidja, amely sok esetben
latszolag funkcionalisan nem ,,0sszeills” fehérjék kozelségét is magaban foglalhatja.'
Gyakran a kordbban egymassal ,0ssze nem illének” gondolt fehérjék
kolcsonhatasanak a feltardsa hivja fel a figyelmet a Ilehetséges funkcionalis
kapcsolatra. Ilyen pl. az 1. osztdlya {6 hisztokompatibilitasi komplex (MHC I)
molekulék és az inzulin receptor (IR) kolokalizacioja.

Damjanovich ¢és munkatdrsai mar 1981-ben feltételezték a sejtfelszini komplex
fehérje-csoportosulasok altalanos érvényi eléfordulasat (Damjanovich és mtsai, 1981). Az
altaluk illetve mas munkacsoportok altal biofizikai és/vagy biokémiai modszerekkel feltart
fehérje mintazatok 1étezése alatamasztja a fenti hipotézis helyességét.

A kozvetlen molekuldris kozelséget jelentd szervezddési szint (nanométeres
tavolsadgskala) mellett a membranfehérjék nagy része a molekularis méreteket meghalado
magasabb  hierarchikus szinten (szubmikrométeres/mikrométeres tavolsag-skala) is

rendezettséget mutat.

" A gyakorlatban amikor fehérjemintézatrol beszéliink, altalaban erre a tipusara gondolunk.
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Mig a lipidek lateralis heterogenitdsanak kialakitdsaért €s fenntartadsaért felelds
tényezOkrdl viszonylag sok kémiai ¢€s fizikai informdaci6é all rendelkezésiinkre, addig a
fehérjék kompartmentalizacidjaban szerepet jatszé folyamatok jellege, pontos mechanizmusa
a legtobb esetben még nem ismert. Ugyanakkor ezek feltdrasa, megismerése alapvetd
informaciokkal szolgalhat a fehérje mintazatok funkciojanak és altalaban a membranban
lezajlo folyamatok (pl. jelatvitel) részleteinek a megértéséhez.

Munkam soran két, a T sejtes immunvalasz kivaltdsdban illetve lezajldsdban fontos
szerepet jatszo fehérje, az 1. osztalyu f6 hisztokompatibilitdsi komplex (MHC 1) és az
interleukin-2 (IL-2) receptor kdzremiikddésével kialakult fehérje mintazatokat probaltam
karakterizalni illetve feltdrni az ezek kialakulasaért, fenntartasaért és szabalyozasaért felelds

tényezoket.

2. IRODALMI ATTEKINTES

Az adaptiv vagy szerzett immunitds az idegen eredetli antigének specifikus
felismerését ¢és szervezetbdl torténd eltavolitasat valamint a hosszabb tavi védekezést
lehetévé tevé immunoldgiai memoria kialakulasat foglalja magaba. A folyamat alapvetéen két
mechanizmus szerint jatszédhat le: mig a humordlis (ellenanyagfiiggd) immunvalasz az
extracellularis térben megjelend antigének kiiktatdsara szolgal, addig az intracelluldrisan
eléfordulé nem-sajat és megvaltozott sajat struktirak felismerése valamint eltavolitdsa a
celluléris (sejt kozvetitette) immunitas feladata. A T limfocitdk kozponti szerepet toltenek be
mind a humorélis, mind pedig a cellularis immunitas folyamataban. A CD8" vagy citotoxikus
T limfocitdk (CTL-k) {6 feladata a citoplazmaban szaporod6 kérokozok (virusok és bizonyos
baktériumok) 4ltal fertézott valamint a tumoros sejtek elpusztitdsa, kiiktatdsa. A CD4"
limfocitak  (helper vagy segitd/szabalyozd6 T sejtek; Ty) a vezikularis — sejt-
kompartmentumokban eléforduld antigéneket ismerik fel és - ellentétben a CD8" sejtekkel -
nem az antigén (ill. az azt tartalmazoé sejt) kozvetlen elpusztitdsara, hanem mas sejttipusok (B
sejtek, makrofagok, CTL-k) aktivacidjara, miikodésének szabalyozéasara specializalodtak
(Erdei és mtsai, 1998; Janeway & Travers, 1997).

A funkciobeli kiilonbségek ellenére az antigén felismerés folyamata mindkét
sejttipusnal alapjaiban véve azonos mechanizmus szerint megy végbe. Az antigén
felismeréséhez az adott antigénre specifikus receptorral (T sejt receptor komplex; TCR)
rendelkezd T sejt és az antigént tartalmazo sejt (antigén prezentalo sejt; APC) kozvetlen
kolcsonhatasa sziikséges: a TCR az APC 4altal feldolgozott antigén peptid-fragmentumat

ismeri fel, amely a f0 hisztokompatibilitasi génkomplex (MHC) fehérje termékeihez
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kapcsolodva jelenik meg az APC-k felszinén. A peptidprezenticio folyamatdban az tn.
klasszikus vagy konvencionalis MHC-gének altal kodolt MHC fehérjék jatszanak
kulcsszerepet, amelyeknek két tipusat, az MHC 1 illetve MHC 1II glikoproteineket
kiilonboztetjik meg. Mig az MHC I molekuldk — bar szovettipustdl fiiggé mértékben -
csaknem minden magvas sejt membranjaban kifejezdédnek, addig az MHC II molekulédk
allando jelleggel csak a ,hivatdsos” antigén prezentdld sejteken (makrofagok, B sejtek,
dendritikus sejtek) jelennek meg, mas sejtek felszinén féleg kiilsé hatdsok kovetkeztében
expresszalodnak. Az MHC 1 molekuldk elsésorban az endogén eredetii® (a citoszolban
termel6dd), mig az MHC II molekuldk az exogén eredetii antigének bemutatasaban vesznek
részt. Ennek megfeleléen az MHC I:peptid komplexet a CD8", az MHC II:peptid komplexet
pedig a CD4" T limfocitak ismerik fel (Erdei és mtsai, 1998; Janeway & Travers, 1997).

Az MHC:peptid komplex ,befogasa” a TCR éltal tirozin kinazokon alapuld
foszforilaciés kaszkadot valt ki a T sejtben, amely — az APC és/vagy a kornyezet feldl érkezo
egyeéb stimulusoktol valamint a T sejt érettségi fokatol (naiv vagy effektor illetve memoria T
sejt) fliggben — tobbféle jelatviteli utvonal beindulasat eredményezheti. A TCR-MHC:peptid
kapcsolat sziikséges, de altalaban nem elégséges feltétele a TCR-on keresztiili eredményes
jelatvitelnek. A jelatvitel hatékonysagat jelentésen megnoveli a CD4 illetve CD8
koreceptorok koézremiikodése, amelyek a TCR altal ,,befogott” MHC molekula invariabilis
részéhez kotddnek és a TCR-MHC kapcsolat stabilitdsdnak novelése és/vagy az intracellularis
résziikhdz kapesolodo protein tirozin kindzoknak (pl. p56™*) a TCR-CD3 komplex kozelébe
torténo juttatasa révén fejtik ki hatasukat. A naiv T sejtek aktivacidja, klonalis osztdédasa ¢€s
differenciadlodasa a TCR altal kozvetitett antigén-specifikus jel mellett még legalabb egy
fiiggetlen, az APC feldl érkezd ingert (kostimulécio) igényel, amelyet foként az Gn. hivatasos
(professzionalis) antigén prezentalo sejtek felszinén megjelend molekuldk képesek kivaltani.
Az APC-T sejt kozotti kontaktus kialakitdsaban kulcsszerepet toltenek be a kiilonféle
adhézidés molekuldk is: a sejtek taldlkozasakor eldszor ezek kozremikodésével egy laza,
atmeneti kapcsolat alakul ki, amely eddigi ismereteink szerint az antigén felismerése altal
kivaltott jelek hatasara stabilizalodik (Acuto & Cantrell, 2000; Cantrell, 1996; Dustin, 2001;
Dustin & Chan, 2000; Dustin & Shaw, 1999; Janeway & Travers, 1997).

A hat¢kony immunvalasz tehat mar a ,kezdetekkor” szamos molekula
egylittmiikodését igényli, ami az APC-T sejt kontaktus (,,immunoldgiai szinapszis™)

elemeinek nagyon gondosan kialakitott, ugyanakkor dinamikus szervezddését tételezi fel

2 Bizonyos esetekben exogén eredetli antigéneket is prezentalhatnak, ami normalisan az MHC II molekulak feladata.
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mindkét sejt részérdl (Bromley és mtsai, 2001; Krummel & Davis, 2002). Az immunolégiai
szinapszis felépitésében résztvevé molekulak akkumulécidja és megfeleld (a sziikséges APC-
T sejt kdlcsonhatasok kialakulasat eldsegitd) lateralis elrendezddésének kialakulasa a TCR és
az MHC:peptid komplex kapcsolodasat koveten, feltehetden kiilonb6zd citoszkeletaris
elemek (aktin mikrofilamentumok és miozin motorok) illetve specialis membran domének
kozremiikddésével torténik (Dustin, 2002; Dustin & Cooper, 2000). Ugyanakkor nem zarhato
ki annak a lehetdsége sem, hogy a relevans molekuldk sejtfelszini szervezddése mar eleve
nem teljesen véletlenszerli, hanem egyfajta, a kontakt-régiéo kialakulasat megkonnyitd
rendezettséget mutat, ami az egyes fehérjék kozvetlen molekuldris kozelségét, fizikai
szerepet betoltd molekuldk (MHC I, MHC 11, ICAM-1 stb.) kézremiikodésével kialakult
komplex fehérjecsoportosulasok 1étezése aldtdmasztja ezt a feltételezést (Bene és mtsai, 1994;
Bromley és mtsai, 2001). A kontakt-régiot alkotd fehérjék lateralis kapcsolatrendszerének
feltérképezése segitséget nyujthat az immunoldgiai szinapszis kialakulasanak és végsd soron
az antigén prezentacid/felismerés folyamatanak minél teljesebb megértésében. Ez azért is
lényeges, mert bar a T sejtben lezajlo jelatviteli folyamatokrdl viszonylag sok informacio all
rendelkezésre, az antigén felismerés kezdeti, receptor-kozeli (azaz az MHC:peptid komplex
,befogasat” kozvetleniil kovetd) 1épéseinek mechanizmusat, molekularis részleteit illetéen
még nagyon sok a tisztdzatlan kérdés.

funkcidinak szabdlyozasaban szdmos humoralis faktor is részt vesz, amelyek koziil az egyik
legfontosabb az interleukin-2 (IL-2) citokin. Az IL-2 eldésegiti a T sejtek antigén-specifikus
ellatasat is.> Ez a kisméretd, szolubilis fehérje bioldgiai hatasat a legtobb esetben a harom
kiilonboz6, szerkezetileg sem rokon gén altal kodolt polipeptidlanc (a, B és v. alegység)

.....

(Nelson & Willerford, 1998).

2.1 AZ1. OSZTALYU FO HISZTOKOMPATIBILITASI KOMPLEX MOLEKULAK
A gyakorlatilag minden magvas sejt felszinén megtalalhat6 MHC I (human sejtek
esetén HLA I-nek is nevezett) molekuldk eddig legjobban karakterizalt funkcidja az endogén

eredetii antigének bemutatdsa a CD8" T limfocitdknak (Germain, 1994). Az antigén

3 Az IL-2-nek még szamos egyéb funkcidja is ismert, amelyekrdl késobb teszek emlitést.
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prezentacioban betoltott kulcsszerepiik mellett az MHC 1 molekuldk szamos, a
sejtnovekedésre ¢és differencidlodasra hatd jelatviteli folyamat szabalyozdsdban is részt
vesznek (Tscherning & Claésson, 1994).

Az MHC 1 glikoproteinek az MHC génkomplex I régioja altal kodolt polimorf a- vagy
nehézlancbol és a hozza nem kovalensen kapcsol6do, nem MHC-kodolt B2-mikroglobulinbol
(konnyiilanc) valamint a prezentalt peptidbél felépiild heterotrimerek® formajaban
expresszalodnak a sejtfelszinen (Madden, 1995). A transzmembran nehézlanc extracellularis
része 3 doménbdl all: a peptidkdtohely kialakitasaért felelds al és a2 doménekbdl valamint a

2-mikroglobulinnal els6sorban kdlcsonhatd a3-doménbdl (1. abra).

peptidkoté hely
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1. abra: Az MHC I molekula vazlatos szerkezete

B2-mikroglobulin-deficiens sejtekkel végzett kisérletek alapjan a nativ, peptid-receptiv
al- a2 konformacid kialakitdsahoz és az MHC I molekuldk sejtfelszinre torténd kijutasdhoz
sziikséges a B2-mikroglobulin kapcsolodasa (Seong és mtsai, 1988; Williams és mtsai, 1989).
Kivételt képez néhany egér eredetli P2m~ sejtvonal, ahol, bar a nativtol eltérd
konformaciéban, detektaltak a H-2D° ill. a H-2LY varians nehézlancat a sejtfelszinen, sot
bizonyos esetekben ezek a nehézlancok citotoxikus immunvalasz kivaltasara is képesek
voltak (Allen és mtsai, 1986; Bix & Raulet, 1992; Williams és mtsai, 1989). A peptid-
kotohely betdltése szintén alapvetd fontossdggal bir a molekula stabil sejtfelszini
megjelenésében: a peptid transzport hidnyossiga a legtobb esetben a molekula

crer

sejtfelszini expresszidjat eredményezi (Townsend és mtsai, 1989; Townsend és mtsai, 1990).

* A prezentalt peptidet gyakran nem emlitjiik kiilon, ilyenkor MHC I heterodimerré] beszéliink. A tovabbiakban
az egyszerliség kedvéért én is a heterodimer elnevezést hasznalom.
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A fentiek alapjan kicsit megleponek adodott a szabad, f2m-t nem kot nehézlancok
felfedezése P2m" sejtek felszinén. A szabad nehézlancok jelenlétét eldszor aktivalt T és B
limfocitdk, virustranszformalt limfo- illetve fibroblasztok valamint neuroblasztoma sejtek
plazmamembranjaban észlelték, késdbb azonban — bar joval kisebb mennyiségben — nyugvo
limfocitakon és Iépsejteken is detektaltdk dket (Carreno & Hansen, 1994; Madrigal és mtsai,
1991; Marozzi és mtsai, 1993; Matko és mtsai, 1994; Schnabl és mtsai, 1990). Az eddigi

vizsgélatok alapjan a szabad nehézlancok a sejtfelszini MHC 1 heterodimerekbdl

.....

.....

recirkulacidja révén (Demaria és mtsai, 1992; Pickl és mtsai, 1996; Rock és mtsai, 1991).
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2. dbra: Az MHC I molekulik kiilonbo6zé sejtfelszini megjelenési formai

A B2m levalasa a nehézlanc konformacié valtozasat eredményezi, amely feltehetéen
tobb 1épésben megy végbe. Eloszor a peptidkotdhely (al/a2 domén) és a molekula
intracellularis részének szerkezete (pl. foszforilaltsaga) modosul, ugyanakkor a B2m
megkotéséért felelés a3 domén még az eredetihez hasonld konformacidval rendelkezik.
Ebben az allapotban a szabad nehézlancok még képesek a f2m-nal torténd re-asszocidciora,
azaz nativ szerkezetiik visszanyerésére. A B2m tartds hidnyaban bekdvetkezik a nehézlancok
teljes, irreverzibilis denaturacidja (2. abra) (Little és mtsai, 1995; Matko6 és mtsai, 1994; Otten
és mtsai, 1992; Thor és mtsai, 1993). (Természetesen e kettén kiviil még szamos, koztes
konformacio is elképzelhetd, s6t az esetek egy részében valodsziniileg a peptidek jelenléte sem
kizarhato, ami tovabbi valtozatokat eredményezhet.) Az intakt heterodimerek és a szabad

nehézlancok feltehetden egymassal egyensulyban léteznek a plazmamembranban, amelyet a
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sejtfelszinen elérhetd P2m koncentracid befolydsolhat (Matkd és mtsai, 1994). A szabad
nehézlancok expresszids szintjét €s ,.Elettartamat” a fentiek mellett befolyasolhatja még az
intra- illetve extracellularis peptidkészlet illetve a molekulak spontan vagy kivaltott
proteolitikus hasitdsa egy membranhoz kotott metalloproteaz altal (Carreno & Hansen, 1994;
Demaria és mtsai, 1994; Pickl és mtsai, 1998).

A korabbi elképzelésekkel ellentétben ma mar feltételezik, hogy a szabad nehézldncok
nemcsak az MHC I molekulék ,,elrontott” valtozatai, hanem fiziologias jelentdséggel is birnak
(Demaria & Bushkin, 1993). Szerepet tulajdonitanak nekik az exogén eredetli antigének
bemutatdsaban illetve szolubilis formaban a sejtek kdrnyezetében eléforduld B2m és peptid
fragmentumok ,.eltakaritdsaban”, a természetes 010 sejt — target sejt kolcsonhatdsban,
1992; Carbone és mtsai, 1993; Demaria & Bushkin, 1993; Hauser T.A. és mtsai, 1998). A
szabad nehézlancok az intakt heterodimerekhez hasonléan kiilonbozo jelatviteli folyamatok
szabalyozasaban is részt vehetnek, am az altaluk kozvetitett jel akar teljesen ellentétes
végeredménnyel jarhat, mint a heterodimerek kozremiikddésével atvitt jel (Demaria &
Bushkin, 1993).

Az utdbbi évek vizsgalatai hivtak fel a figyelmet az MHC 1 molekuldk részvételével
kialakult fehérje komplexek létezésére. A fluoreszcencia rezonancia energiatranszfer (FRET)
valamint az un. ,,hosszu tava” (long-range) elektron transzfer (LRET) hatasfokanak mérésén
aktivalt T és B limfocitak, virus-transzformalt limfoblasztok és fibroblasztok felszinén (Bene
és mtsai, 1994; Matkod és mtsai, 1994). Kombinalt FRET valamint atomerd és/vagy
elektronmikroszkopids vizsgalatok eredménye szerint, az MHC I molekuldk két kiilonboz6
hierarchikus szinten is rendezettséget mutatnak a plazmamembranban: a FRET mérések altal
feltart, kozvetlen molekularis kozelségben (nm) 1évé asszocidtumok mellett kimutattak az
MHC 1 ,clusterek” nagyobb szigetcsoportokba torténd rendezddését is a molekularis
méreteket meghalad6 szubmikrométeres skalan (Damjanovich és mtsai, 1995).

Az MHC I molekuldk oligomerizacidjanak mértéke jo korrelaciot mutat a szabad
nehézlancok expresszids szintjével: mindkettd a felgyorsult anyagcserével rendelkezd
(aktivalt vagy virus-transzformalt) sejtek felszinén szamot tevo (Matko és mtsai, 1994).

Biokémiai és/vagy biofizikai modszerek alkalmazéasaval az MHC I molekuldk szamos

egyéb membranfehérjével torténd kolokalizaciojat is kimutattak (1d. I. tdblazat).

10
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Partnermolekula Sejttipus Referencia
. . (Bene és mtsai,
MIC 11 JY human B ill. HUT102 B2 1994; Sz6118si és

human T limfoma sejtek

mtsai, 1989)

IL-2R o alegység

HUT102 B2 sejtek; aktivalt human
periférias limfocitak

(Bene és mtsai,
1994; Harel-Bellan
és mtsai, 1990;
Sharon és mtsai,

1988)
intercellularis adhézids JY human B ill. HUT102 B2 (Bene és mtsai,
molekula (ICAM-1) humén T limfoma sejtek 1994)

CDS8 koreceptor

aktivalt T limfocitak, citotoxikus T
sejtek

(Bushkin és mtsai,
1988)

tetraspan molekulak
(CD53, CDS81, CD82)

human B limfoblasztoid
sejtvonalak (JY, LCL-721)

(Lagaudriere-
Gesbert C és mtsai,
1997; Sz05116si és
mtsai, 1996)

transzferrin receptor HUTI102 B2 (11\945;3"15 es misat,
(Ramalingam és
inzulin receptor limfocitak, adipocitak, hepatoma mtsai, 1997,
b sejtek Reiland & Edidin,
1993)

epidermalis novekedési
faktor (EGF) receptor

A431 humén epidermoid carcindma
sejtek; normdl human fibroblasztok

(Schreiber és mtsai,
1984)

.....

Ennek megfeleléen az MHC I molekuldk a plazmamembranban valdsziniileg tobb
kiilonféle, esetenként funkcionalis jelentdséggel is bird molekula-csoportosulasban vesznek
részt. Feltehetéen a homoasszociaciok sem ,.tiszta” formaban léteznek, nem zarhato ki mas
fehérjék jelenléte ezekben a fehérje komplexekben. A, partner” molekuldk
plazmamembranbeli szervezddése szintén kiilonbozo hierarchikus szinteken torténik (Jenei és
mtsai, 1997; Vereb és mtsai, 2000).

Az MHC I molekuldk részvételével kialakult homo- és hetero-asszocidtumok 1étezését
rotacios diffuzids illetve az egyedi részecskék membranbeli mozgasanak nyomon kovetésére

alkalmas un. ,,Single Particle Tracking” (SPT) modszerrel végzett vizsgalatok egyarant

crer

crer

tertiletre koncentralé ,,akadalyok” citoszkeletalis elemek, lipid domének, fehérje
asszociatumok — jelenléte okozhatja. Ezek a fehérjemozgést gatld tényezok nem fiiggetlenek
egymastol, hiszen a fehérje asszociatumok kialakitasdban €s fenntartasdban — tobbek kozott —

a citoszkeletalis elemeknek illetve a lipid doméneknek egyarant szerepe lehet.

11
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Mi lehet a fent felsorolt fehérje komplexek biologiai jelentésége? A legtobb esetben
még nem adhato egzakt valasz erre a kérdésre, az irodalomban fellelhetd adatok alapjan csak
feltételezéssel élhetiink a funkcionalis jelentdséget illetden.

Szolubilis MHC:peptid multimerekkel (dimerek, trimerek illetve tetramerek) végzett
kisérletek szerint az MHC molekulak aggregéacidja jelentésen megndvelheti a T sejtben
kivéltott valasz eredményességét (Boniface és mtsai, 1998; Cochran és mtsai, 2000; Daniels
& Jameson, 2000). Tobb, az utdbbi idében napvilagot latott cikk az immunolédgiai szinapszis
molekuldinak meghatarozott rend szerinti elhelyezkedésérdl (szupramolekularis ,,clusterekbe”
torténo szervezddésérol) tudosit (Grakoui és mitsai, 1999; Monks és mtsai, 1998). Ezen tények
birtokdban feltételezhetd, hogy az ismertetett asszocidtumok egy része (pl. a
homoasszociacié; az MHC I-MHC 1I illetve az MHC I-ICAM-1 hetero-asszocidcio) az
antigén prezentacié folyamataban, hatékonysdganak szabalyozasaban jatszik szerepet.
Létezésiik eldsegitheti az immunologiai szinapszis kialakulasat, emellett az MHC I molekulak
oligomerizacioja altal biztositott magas lokdlis MHC koncentréacid jelentésen megnovelheti a
két sejt kozotti kapesolat aviditasat is (Bromley és mtsai, 2001).

Szamos, a sejtek novekedéséért és differencidlodasaért felelds sejtfelszini receptor
esetében talaltak funkcionalis kapcsolatot az adott receptor és az MHC I molekuldk kozott

(Tscherning & Claésson, 1994). Az MHC 1 molekulak receptor-mikodés szabalyozo

.....

.....

IR kolokalizacioja moédositja az IR muikodését (a receptor ligand-affinitasat illetve tirozin
kindz aktivitasat egyarant), de emellett az MHC I glikoproteinek 6nmaguk is részt vesznek az
inzulin altal kivaltott jelatviteli kaszkadban (Ramalingam és mtsai, 1997). A fentiek alapjan

elképzelhetd, hogy az MHC I molekuldknak mas sejtfelszini receptorokkal megvaldsuld

.....

crer

aktivacios szignal kivaltasa nem igényli az MHC 1 molekuladk citoplazmatikus részének
jelenlétét, a jelatvitel minden bizonnyal mas fehérjékkel valo asszociacid révén valosul meg
(pl. CD8 vagy CD3) (Tscherning & Claésson, 1994).

Tobb, az 1. tdblazatban felsorolt fehérje esetében kimutattdk, hogy azok az MHC I
molekuldk mindkét formajaval (heterodimer illetve szabad nehézlanc) asszocidlodnak

(Lagaudriere-Gesbert C és mtsai, 1997; Ramalingam és mtsai, 1997). A szabad nehézlancok

12
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¢s a heterodimerek részt vehetnek egyazon fehérje csoportosulas kialakitdsaban, amelyekben
az asszocialt receptor (vagy egyéb fehérje) funkcidjdnak szabalyozasidhoz a két forma
egylittes jelenléte sziikséges, de egymastol kiilonalld, az asszocialt fehérje mitkddését (akar
teljesen) eltér6 modon befolyasold fehérje komplexekben is megjelenhetnek (Demaria &
Bushkin, 1993). A sejtfelszinen elérhetd P2m-szint feltehetben mindkét esetben fontos

szabalyoz6 funkciot tolt be (Matko és mtsai, 1994; Ramalingam és mtsai, 1997).

2.2 AZ INTERLEUKIN-2 RECEPTOR

A régebben T sejt novekedési faktornak is nevezett interleukin-2 fontos szerepet tolt
be a timuszbdl szdrmazo T sejtek periférias homeosztazisanak fenntartasaban: amellett, hogy
eldsegiti a naiv T sejtek klonalis osztodasat és funkcionalis (effektor vagy memoria sejt
iranyaba torténd) differencialodasat, serkenti a Tyl sejtek aktivalodasat valamint a CDS”
effektor sejtek aktivacigjat és citolitikus funkcidjanak ellatasat, de emellett szerepet jatszik az
un. ,aktivacio indukalta sejthalal” (activation induced cell death; AICD) folyamataban is
(Nelson & Willerford, 1998; Waldmann, 1991).°

Az interleukin-2 receptor (IL-2R) felépitésében 3, kiilonbozd gének altal kodolt
alegység, az a-lanc és az Gn. hemopoetikus receptorcsalddba tartozo B- €s y.-lanc vesz részt.
Az a-lanc (CD25) kivételével, amely csak az IL-2 receptor-komplex része lehet, a masik két
alegységen tobb interleukin receptor is osztozik: a B-lanc részt vesz a T sejteken talalhato IL-
15 receptor felépitésében, az Gn. k6zos (common) y.-lanc pedig az 1L-4, IL-7, IL-9 ¢és IL-15
receptoroknak egyarant alkotorésze lehet (DiSanto, 1997; Nelson & Willerford, 1998).

Attol fliggben, hogy mely alegységekbdl tevddik Ossze, az IL-2 receptornak tobb
kiilonboz6é 1L-2-kotd affinitassal rendelkezé forméja lehet jelen a sejtfelszinen (Nelson &
Willerford, 1998). A lehetséges receptor kombinacidk koziil csak a kdzepes affinitasu (Ky =
10 nM) By, heterodimer €s a magas affinitasu (Kq= 10 pM), mindharom alegységet tartalmazo
afy. receptor-komplex képes az IL-2 kotddését kovetd jelatvitelre, ugyanis a szignal
tovabbitasanak szilikséges (és elegendd) feltétele a B- és a y.-lanc intracellularis részének
ligandkotés hatdsara bekovetkezd heterodimerizacidja (Nakamura és mtsai, 1994). Az a-lanc
a receptor-komplex IL-2-ko6t6 affinitasat szabalyozza, jelenléte a specifikus, nagy affinitast
kotést biztositja. Bar elvileg mindkét forma képes a jelatvitelre, az IL-2 in vivo biologiai
hatését a legtobb esetben a magas affinitasu receptor-komplex kozvetiti a sejt belseje felé. igy,

bar az intracellularis jelatvitelben 6nmaga nem vesz részt, az IL-2Ra mégis kritikus eleme a
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sejtek IL-2-érzékenységének. Miutan az IL-2R mas citokin receptorokhoz hasonléan nem
rendelkezik sajat enzimaktivitassal, a jelatvitel a B- és y.-lancok intracellularis részéhez
asszocidlodd nem-receptor tipusu tirozin kindzok, féként a Jak (Janus arcu kinaz) csaladba
tartozd Jakl ¢és Jak3 révén valdésul meg. Az IL-2 kotddését kovetden a két lanc
citoplazmatikus részének heterodimerizacioja megfeleld kozelségbe hozza a Jak-kinazokat,
lehetdvé téve ezzel maguk a Jak kindzok valamint az IL-2Rp és vy, tirozin-foszforilacigjat. A
- és y-lancon igy kialakul6 foszfotirozin motivumok kapcsolodési helyet biztositanak szamos
SH2 vagy foszfotirozin-k6té doménnel rendelkezd citoplazmatikus jelatvivé fehérje, tobbek
kozott a STAT3 és a STATS transzkripcids faktorok szamara. Ezek a molekulak bekeriilve az
aktivalt receptor-komplexbe maguk is aktivalédnak (foszforilalédnak), ami dimerizacidjukat
kovetden a jel tovabbvitelét eredményezi (Leonard & O'Shea, 1998; Lin & Leonard, 1997;
Lin & Leonard, 2000; Nelson & Willerford, 1998).

A B- és a yc-lanccal ellentétben, amelyek a naiv limfocitak felszinén is megtalalhatok,
az oa-lanc expresszigja daltaldban kiilonféle aktivalédasi folyamatok eredménye. Az
egyidejlileg torténik, bar ez utobbi termelddése sokkal szigorubb feltételekhez kotott, azt csak
az antigén-specifikus aktivacios €s az un. kostimulalo jel egyiittes jelenléte valtja ki. A CD25
megjelenéséhez ezzel szemben elegendd a TCR (nem feltétleniil antigén-specifikus)
stimulacioja.® A normal T limfocitikkal szemben szamos leukémia/limféma eredetii sejt vagy
sejtvonal felszinén mindenféle el6zetes aktivacid nélkiil is nagyszamt IL-2Ra expresszalodik,
legtobbszor a masik két alegységét joval meghaladé mennyiségben. Itt kell még megjegyezni,
hogy az IL-2 kotddése ugyancsak fokozza az a-lanc sejtfelszini expresszidjat (Nelson &
Willerford, 1998; Waldmann, 1991).

Sokaig kérdéses volt, hogy a magas affinitdsti receptor-komplex kialakulasdhoz
feltétleniil sziikséges-e az IL-2 a lanchoz valé koétddése. Egy korabbi, az Un. ,,szekvencialis
affinitas konverzi6” modell szerint az egyes alegységek egymastol fliggetleniil 1éteznek a
sejtfelszinen, a nagy affinitasi heterotrimer csak az IL-2 a-lanchoz valé kotddését kdvetden,
tobb I1épésben alakul ki (Kondo és mtsai, 1986). Ugyanakkor szdmos tanulméany tdmasztotta
ala ennek az ellenkezdjét: a ,,surface plasmon resonance” affinitasmérések (Balasubramanian
és mtsai, 1995), az IL-2Ra-t kiilonboz6 szamban kifejezd sejtvonalakon elvégzett Scatchard
analizis ¢s a keresztkotéses vizsgalatok eredményei egyarant az off heterodimerek 1étezésére

utaltak mar IL-2 tavollétében is (Goldstein és mtsai, 1992; Roessler és mtsai, 1994; Saragovi
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& Malek, 1988). Damjanovich és munkatérsai pedig FRET mérésekkel kimutattak, hogy az
IL-2 jelenlététdl fiiggetleniil, mindharom alegység egymas molekularis kozelségében talalhato

(3. abra), ugyanakkor az IL-2 és az egyéb relevans citokinek (pl. IL-7, IL-15) kotddése az

3. abra: Az IL-2R vazlatos felépitése

egyes alegységek  kolcsonds  tavolsagat/kolcsonhatasait  szelektiven — modosithatja
(Damjanovich és mtsai, 1997a).

Az IL-2 receptor-komplex kialakuldsdban és az alegységek fenti, citokinekkel
modosithatd (feltehetéen az egyes IL receptorok alegységeken vald osztozkodasat is
elosegitd) dinamikus egyensulyanak fenntartdsdban szerepet jatszo tényezdkkel kapcsolatos
ismereteink azonban még meglehetdsen hianyosak.

Ugyancsak nem ismerjlik az IL-2Ra és a HLA I molekulak aktivalt human periférias

limfocitdk illetve T limfoma sejtek felszinén feltart (korabban mar emlitett) hetero-

rrrrrr

2.3 A KOLESZTERIN ES A PLAZMAMEMBRAN MIKROHETEROGENITASA

A fehérjék inhomogén sejtfelszini eloszlasanak (lateralis rendezettségének)
kialakulasa korlatozott lateralis diffzidjukra vezethetd vissza, amelyért — a genetikai
meghatarozottsdgon kiviil - feltehetden az aldbbi tényezdk valamelyike tehetd felelssé

(Damjanovich és mtsai, 1997b; Kusumi & Sako, 1996):

5 Az IL-2Ra expresszidja T sejteken indukalhato egyéb, nem a TCR-ra hato stimulusokkal is (pl. IL-1 vagy TNF-a.).
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(1) A membranban miikddo erék: A plazmamembran lipid-domén struktardja, amely az

egyes fehérjéknek a membranba illeszkedd, azaz a lipidekkel kozvetleniil kdlecsonhatod

crer

crer

mellett az egyes membranrégiok mikroviszkozitasa (rendezettsége) is befolyasolhatja
fizikailag a fehérje mintdzatokat. Az egyes fehérjék membrant athidaldo o-helikalis
régioinak kolcsonhatasa szintén szerepet jatszhat a fehérje asszociaciok
l1étrehozasaban (hélix-hélix kolcsonhatas).

(2) Intracelluldrisan hat6 tényezdk: A citoszkeleton plazmamembrannal asszocidlt része

(membran-szkeleton) direkt (a citoszkeletonhoz kapcsolodd adapter fehérjék esetén)
vagy indirekt modon (sztérikus gatlas) egyarant gatolhatja a fehérjék mozgasat,
ezaltal egy adott térrészbe szoritva azokat. A kiilonféle intracelluléris jelatvivo
rendszerek elemeivel (kindzok, G-fehérjék) vald kapcsolat szintén korlatozhatja a
fehérjék szabad diffuziojat. A vezikularis transzport folyamatok a vezikuldk
tartalmédnak a plazmamembran egy adott helyére torténd ,,célzott” szallitasaval

crer

(3) Extracelluldrisan hat6 tényezdk: Ebbe a kategoridba a kiilonféle elektrosztatikus erdk,

keresztkotd ligandumok valamint az extracellularis matrix tartozik, amelyek mind
hozzajarulhatnak a fehérje kolokalizaciok kialakulasahoz.

(4) Egyéb, 4ltaldban indirekt moédon hatd tényezdk: pl. a membranpotencidl

megvaltozasa, kiilonféle perturbald tényezOk, amelyek akar a fehérjék

modositasan keresztiil fejthetik ki hatasukat.

A felsorolt tényezdk altaldban nem egymastdl fiiggetleniil, hanem egyméas hatasat
kiegészitve/modositva hatnak: pl. a T sejtek felszinén az antigén felismerését (vagy egyéb
stimuldlé hatdst) kovetden kialakulé 1un. ,szupramolekuldris aktivacios cluster”
létrehozasdban mind a citoszkeletonnak, mind pedig a glikoszfingolipidben és koleszterinben
gazdag lipid mikrodoméneknek (,,raft”, 1d. késobb) szerepet tulajdonitanak (Dustin, 2002;
Dustin & Cooper, 2000).

A membranfehérjék lipidkdrnyezete, a membran lipid-domén struktiraja kitiintetett

jelentdséggel bir a fehérje mintazatok kialakulasa és fenntartdsa szempontjabol, hiszen sajat, a

crcr

crer

szegregacidjdban betoltott szerepe mellett a plazmamembran a szintere a fehérje

mintdzatokban lejatszodo, a tobbi szabalyozo tényezd altal okozott dsszes valtozasnak. (Az
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indirekt modon hatdé tényezOk is gyakran a membrén szerkezetét modositva fejtik ki
hatasukat.)

A plazmamembran koleszterin tartalma a lipid kettdsréteg domén struktirdjanak
valamint az egyes membranrégiok megfeleld fluiditasanak/mikroviszkozitasanak
szabalyozasaban/stabilizdlasaban egyarant fontos szerepet jatszik.

A koleszterin részvételével kialakulé mikrodomének koziil napjainkban kitiintetett
érdeklddés ovezi a szfingolipidben és koleszterinben gazdag membrandoméneket, az Un.
»lipid raftokat” (,lipid tutajokat”). A ,raft-hipotézis” kialakuldsahoz egyes specializalt
membranrégiok detergens rezisztencidjanak felismerése vezetett: a feltételezések szerint a
lipid tutajok ezen detergens rezisztens membranfrakciok (DRM-ek) sejtfelszini megjelenési
formai (Simons & Ikonen, 1997). Bar a detergens rezisztencian alapuld biokémiai vizsgéalatok
magukban rejtik annak a lehetdségét, hogy a DRM-ek a sejtek detergenssel torténd feltarasa
kovetkeztében kialakulé mutermékek, ma mar szamos, intakt sejteken elvégzett vizsgalat
tamasztja ala a szfingolipid mikrodomének 1étezését (Jacobson & Dietrich, 1999).

A lipid tutajokat a plazmamembran kiilsé rétegében feldasuld szfingolipidek
amelynek kialakitasaban egyes elképzelések szerint a glikoszfingolipidek szénhidrat tartalma
fejcsoportjai kozotti H-kotések jatszanak kulcsszerepet. A glikoszfingolipidek fejcsoportjai
nagyobb teriiletet foglalnak el a kiils6 membranréteg sikjaban, mint a zsirsavrészek, a
zsirsavlancok kozott ennek kovetkeztében kialakuld iires teret toltik be a koleszterin
molekuldk (Hooper, 1999; Simons & lkonen, 1997). Egy masik elképzelés szerint a lipid
tutajok szervezddésében a természetben eléforduld szfingolipidek hosszl, altalaban telitett
zsirsavlancai kozotti van der Waals kolesonhatdsoké a foszerep, amelyekkel — kémiai
szerkezetiik révén — a koleszterin molekuldk is szoros kdlcsonhatés kialakitasara képesek.
(Ezt tamasztja ala az az eredmény, mely szerint a glikoszfingolipidek jelenléte nem minden
esetben sziikséges a lipid tutajok — detergens rezisztens membrandomének — kialakulasdhoz
(Ostermeyer és mtsai, 1999)). Koleszterin tavollétében a szfingolipidek lateralis
kolcsonhatasa rigid, gél halmazéallapott membrandomének kialakuldsat vonna maga utén,
amelyben az egyes molekulak igencsak korlatozott rotacios és lateralis mobilitassal
rendelkeznek. A szfingolipidek és a koleszterin molekuldk szoros kolcsonhatasa révén
ugyanakkor a membran egyéb — fOként telitetlen foszfolipideket tartalmazd — régioitol
ugyancsak jol elhatarolhato, de viszonylag magas rotacios és kevésbé korlatozott lateralis
mobilitast megengedd, Gn. folyadékkristalyos szerkezettel rendelkezé domének alakulnak ki,

amely megfeleld szintere lehet a sejtmembranban lezajlo dinamikus valtozasoknak (Brown &

17



Funkcionalis fehérje-mikrodomének a T és B sejtek plazmamembranjaban

London, 1998; Brown & London, 2000).

Bar a lipid tutajok felépitésében a citoplazmatikus oldalrél résztvevd lipidek
természete még nem ismert, a kolcsonhatasok optimalizaldsa a telitett zsirsavlancu
foszfolipidek jelenlétét feltételezi (Hooper, 1999).

A lipid tutajok jellemzO sajatsaga a hideg, nem-ionos detergensben vald
oldhatatlansaguk, amely elvalasztdsukat és a raft-asszocidlt fehérjék illetve lipidek
azonositasat és tanulmanyozasat is lehetdvé teszi (Brown & London, 1998; Hooper, 1999). Ily
moédon mar szamos, a kiilonféle jelatviteli folyamatokban szerepet jatszd fehérjét
azonositottak a detergens rezisztens membran frakcidkban. Ezek nagy része a membran kiilsd
rétegéhez  kapcsolodd  glikozil-foszfatidilinozitol ~ (GPI)-horgonyzott  valamint a
citoplazmatikus lipidréteghez zsirsavlancon keresztiil kapcsolodo (acilezett) fehérje, de tobb
transzmembran fehérje — alland6 vagy valamilyen stimulus altal kivaltott — jelenlétét is
kimutattdk mar (Brown & London, 2000; Horejsi és mtsai, 1999; Melkonian és mtsai, 1999;
Vainio és mtsai, 2002; Xavier & Seed, 1999). A raftok fehérjetartalmanak analizise valamint
a lipid tutajokat modositd kezelések alkalmazasaval igazoltdk a raftok kiilonbozd jelatviteli
folyamatokban (pl. T sejt aktivacid, antigén-prezentacid; B sejt aktivacio, hizdsejtek
aktivalasa IgE-receptoron keresztiil stb.) betoltott szerepét (Anderson és mtsai, 2000; Cheng
és mtsai, 2001; Holowka & Baird, 2001; Janes és mtsai, 2000; Langlet és mtsai, 2000;
Sedwick & Altman, 2002; Sheets és mtsai, 1999). Mindezeket Osszevetve a lipid tutajok
feltehetéen kettds funkcioval rendelkeznek a jelatviteli folyamatok sordn: egyrészt
akar kiilonallo raftokban ill. ellentétes lipidrétegekben elhelyezkedd) fehérjéket egymas
kozvetlen kozelébe ,.terelve, toborozva” (masokat pedig egymastol elkiilonitve) eldsegithetik
a jelatvitel szempontjabol fontos kolcsonhatdsok kialakulasat. A fentiek mellett a lipid
tutajok fontos funkciot toltenek be a lipidek és fehérjék szortirozdsaban, a kiilonféle
vezikularis transzport folyamatokban (Ikonen, 2001). Itt kell megemlitenem, hogy bar sok
tulajdonsagukban megegyeznek, a lipid tutajok nem azonosak a morfologiailag is
azonosithatd, flaskaszeri membran invaginacioként megjelend kaveolakkal, melyek
képzddése kaveolin génhez kotott (Hooper, 1999).

A Kklasszikus, detergens rezisztencian alapuld biokémiai analizis mellett, ma mar
szamos, foként biofizikai/sejtbiologiai modszert alkalmaznak a lipid tutajok sajatsdgainak
feltarasara. Ezen modszerek eldnye, hogy intakt sejteken is alkalmazhatok, igy egyrészt
kisebb a miitermék keletkezésének esélye, masrészt alkalmazasukkal a lipid tutajok mérete,

¢lettartama is tanulményozhat6. Ezen technikak rendszerint egy ismert raft-komponens
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specifikus megjelolésén (pl. GM-1 gangliozid jelolése fluoreszcens kolera-toxinnal) vagy a
raftokba beépiild lipidprobdk alkalmazasdn, ezek eloszlasdnak, mozgéasanak stb.
nyomonkdvetésén alapulnak. A lipid tutajok méretére vonatkozoan szamos, a néhany tiz
nanométertdl a mikrométerig terjedd skalara es6 kisérletes adat sziiletett (Pralle és mtsai,
2000; Schutz és mtsai, 2000; Sheets és mtsai, 1997; Suzuki és mtsai, 2000; Varma & Mayor,
1998). A tapasztalt eltérések oka valoszinlileg az alkalmazott moddszerek eltérd
feloldoképességében, megkozelitési modjaban valamint specificitasaban (pl. a vizsgalt
molekula illetve bioldgiai membran tipusdban) rejlik (Edidin, 2001). A kiilonbdzd
modszerekkel kapott eredményeket 0sszevetve a legvaldsziniibb feltételezés az, hogy a lipid
tutajok kisméretli, tranziens (rovid élettartamu) képzédmények, amelyek viszonylag
szétszortan helyezkednek el a plazmamembranban, de a raft-komponensek keresztkotése a

crer

kialakulasat eredményezheti (Harder és mtsai, 1998; Hooper, 1999). Feltehetéen a lipid
tutajok tranziens természete, allando valtozadsa (pl. aggregacioja, ,,disszocidcidja”,
internalizacidja stb.) képezi a kiilonféle sejtbiologiai folyamatokban betdltott funkciodjuk
alapjat.

Annak ellenére, hogy a bioldgiai membranokban eléforduld lipidek koziil kémiai
szerkezete alapjan leginkdbb a szfingolipidekkel alakithat ki szoros kolcsonhatast, a
koleszterinnek a lipid tutajokban vald eléforduldsa — a sejtmembran viszonylag magas
koleszterintartalma miatt — nem kizardlagos. A koleszterin a membran folyadékfazisu, foként
foszfoglicerideket tartalmazdé (rendezetlenebb) részein is megtalalhaté, bar kisebb
mennyiségben. Bar a foszfogliceridekkel vald keveredés mértéke ¢és az adott membranrégid
rendezettségi allapota szamos tényezd fliggvénye, altaldban igaz az, hogy a koleszterin
jelenléte  az  adott  membranrégiét  alkotdé  foszfolipidek  nagyobb  lokalis
rendezettségét/rigiditasat illetve az altaluk elfoglalt membranfelszin csokkenését
eredményezi, amely ugyancsak szerepet jatszhat az egyes membranfehérjék kdlcsonhatdsanak

szabalyozasaban (Brown, 1998).
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3. CELKITUZESEK

Jelen munkdm soran alapvetéen a humén eredeti B és T limfoid sejtek felszinén
fizikai moédszerekkel megfigyelhetd szupramolekularis fehérje asszociatumok (clusterek)
iniciadldsdban, fenntartdsaban és szabalyozasdban szerepet jatszd tényezok feltardsa volt a
célom. Mint a bevezetés €s az irodalmi attekintés soran emlitettem, elsdsorban az antigének
bemutatasdban kulcsszerepet jatsz6 HLA 1 molekuldk valamint a T sejtek antigén-specifikus
képezte vizsgalataink targyat.

Az alabbi specifikus kérdéseket kivantuk tanulméanyozni:

e Van-e Osszefliggés a membran mikrodomén struktiraja (koleszterin szintje) és a B
sejtek felszinén megfigyelheté HLA I oligomerizacio kozott?

e Mi a szerepe a B sejteken megfigyelt HLA 1 oligomerizacidéban a ,,szabad” (f2m’)
nehézlancoknak illetve az exogén B2m szintnek? Fiigg-e az antigén-prezentacio és a
citotoxikus T limfocitak aktivalodasanak hatékonysaga az exogén B2m szinttdl illetve
az HLA T oligomerizéacié mértékétdl?

e Mennyire altalanosithatd az IL-2R és a HLA molekuldk részvételével kialakulo
asszociacos motivumok Iétezése a kiilonboz6é leukémia/limfoma eredeti T sejtek
felszinén? Milyen tényezdk vehetnek részt ezen asszociaciés mintazatok
kialakitasaban illetve fenntartasaban?

e Mi okozhatja az IL-2R alegységeinek genetikailag nem determindlt ,.egyiittallasat”
(kompartmentalizacidjat) az elébbi T sejt tipusok plazmamembranjaban?

e Van-e funkciondlis (pl. jelatviteli) kovetkezménye az IL-2R alegységek membran

kompartmentalizacidjanak?
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4. ANYAGOK ES MODSZEREK

4.1 SEJTTENYESZTES

Vizsgalataink soran a kovetkez0 humdan eredeti sejtvonalakat hasznaltuk: JY,
Epstein-Barr virussal transzformdlt B limfoblaszt; Kit225 K6, Kit225 1G3 valamint
HUT102B2 T limféma eredetii sejtek. A sejteket 10 % FCS-t és antibiotikumot tartalmazo
RPMI 1640 médiumban tenyésztettilk. A Kit225 K6 sejtekhez 48 6ras rendszerességgel 20
egység/ml huméan rekombindns IL-2-t adtunk; egyes esetekben a sejteket citokint nem
tartalmazé médiumban mostuk, majd 72 O6ran keresztil IL-2 nélkill tenyésztettiik,

kisérleteinkben a ,,nyugvo” sejtek modelljeként hasznaltuk dket.

4.2 MONOKLONALIS ANTITESTEK

Az MHC I molekulakkal kapcsolatos kisérleteinkben az intakt HLA I heterodimerek
nehézlancat felismerd W6/32 (IgG2a) és KE-2 (IgG2a), a szabad nehézlancokhoz kapcsolodd
HC-10 valamint a f2m-ra specifikus L368 (IgG1) monoklonélis antitesteket hasznaltuk. Az
antitesteket Protein-A affinitds kromatografia alkalmazéasaval hibridoma sejtek feliiluszojabol
izolaltuk. A hibridoma sejtvonalakat F. Brodsky (University of California, San Francisco,
USA) ¢és M. Edidin (The Johns Hopkins University, Baltimore, USA) bocsatotta
rendelkezésiinkre. Az ugyancsak az intakt heterodimerekre specifikus MEM-147
monoklondlis antitestet V. Horejsitdl (Institute of Molecular Genetics, Praga, Csehorszag)
kaptuk.

Az IL-2R a, B ¢és vy, alegységét a T. Waldmann (NIH, Washington, USA) altal
rendelkezésiinkre bocsatott anti-Tac (IgG2a), Mikp1 (IgGlk) illetve a Pharmingentdl (San
Diego, CA, USA) beszerzett TugH4 (IgG2b) antitesttel jeloltiikk meg vizsgalataink soran. A
CD48 ecllenes MEM-102 (IgG1l) valamint a transzferrin receptor ellenes MEM-75 (IgG1)
antitesteket V. Horejsitdl kaptuk.

Kisérleteink sordn tobb esetben a fent felsorolt antitestek Fab fragmentumait
hasznaltuk, amelyet papainos emésztéssel allitottunk el. Ennek soran az elézdleg pH=8,0
PBS-be (100 mM Na,HPO4, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA) atdializalt IgG-t L-cisztein
jelenlétében 37 °C-on 11 percig papainnal emésztettilk, majd a reakcidt jodacetamiddal
leallitottuk. Sephadex G-100 oszlopon torténd gélsziiréssel elvalasztottuk az Fab ¢és az Fc
fragmentumokat tartalmaz6 frakciokat, amelyeket az antitestek Fc részét megkotd Protein-A

oszlopon atengedve tiszta Fab frakciot nyertiink (Matké & Edidin, 1997).
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Aramlasi citometrias és képalkotd mikroszkopias méréseinkhez az antitesteket vagy
azok Fab fragmentumait fluoreszcein-izotiocianattal (FITC), tetrametil-rodamin-
izotiocianattal (TRITC), 6-(fluoreszcein-5-karboxiamido)-hexanoilsav szukcinimidil észterrel
(SFX), Rhodamine Red™-X szukcinimidil észterrel (Molecular Probes, Eugene, OR, USA)
illetve szulfoindocianin-szukcinimidil észterrel (Cy3 ¢és Cy5) (Amersham Life Sciences,
Arlington Heights, IL, USA) konjugaltuk. A felesleges festéket Sephadex G-25 oszlopon vald
szliréssel tavolitottuk el. A spektrofotometridsan meghatarozott festék/fehérje arany teljes IgG
esetén 1 és 4 kozott (Cy3 esetén 4 és 8 kozott), Fab esetén ~1 volt. Jeloletlen antitesttel (Fab-
vel) elvégzett kompeticios vizsgalatokkal igazoltuk, hogy a fluoreszcensen jelzett antitestek

illetve Fab fragmentumaik megtartottak kotddési képességiiket.

4.3 A SEJTFELSZINI FEHERJEK JELOLESE

A sejteket PBS-ben vagy eldkezelés esetén az alkalmazott pufferben 2x mostuk
(200xg, 8 perc), majd 1-2x10” koncentracidban szuszpendaltuk az adott pufferben. A jel5lés
soran 50-100 pl sejtszuszpenzidt adtunk az elére bemért, telitési koncentracidban alkalmazott
antitestekhez majd a mintdkat 45 percig jégen inkubaltuk. Ezt kdvetéen a mintdkat hideg

pufferrel 2x mostuk, majd 1 % -os hideg formaldehid oldattal fixaltuk.

4.4 SEJTEK KEZELESE 2-MIKROGLOBULINNAL
Az EBV transzformalt JY B limfoblasztokat egy éjszakan keresztiil 5 pM humén

rekombinans f2-mikroglobulin jelenlétében, CO, termosztatban tenyésztettiik.

4.5 A SEJTEK KOLESZTERIN TARTALMANAK MODOSITASA

4.5.1 A plazmamembrdn koleszterin tartalmdnak csokkentése metil--ciklodextrinnel

A ciklodextrinek egymashoz a-1,4-glikozidkotéssel kapcsolodo gliikkopiranozid
gylriikbdl 4llo, kristdlyos, vizben oldhatd ciklikus oligomerek, amelyek kozepén egy (a
cukoregységek altal korbevett) nem-poldros iireg talalhatd. A belsd, nem-poléros iliregnek
koszonhetden a ciklodextrinek kiilonféle hidrofoéb anyagokkal komplexeket képezhetnek ¢és
ezaltal azok vizoldékonysagat megnovelik. Emiatt a tulajdonsaguk miatt a ciklodextrineket
sz¢éleskorlien alkalmazzdk pl. kiilonb6z6 lipofil gydgyszerek hordozojaként a
gyogyszerkutatdsban. A 7 gylribdl allo P-ciklodextrinek és azok kémiailag modositott
valtozatai in vitro koriilmények kozott a tobbi lipidhez képest joval nagyobb affinitast
mutatnak a szterolokkal szemben. Az utdbbi években szamos sejttipus esetén kimutattak,

hogy a B-ciklodextrin képes a koleszterin szelektiv kivonésara a sejtek plazmamembranjabol.
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Ez és az a tény, hogy a ciklodextrin — mas koleszterin-kotd agensekkel ellentétben — nem épiil
be a membranba, hanem kizarolag annak felszinén fejti ki hatasat, kivételes eszk6zz¢ teszi a
membranok tanulmanyozasaban (Christian és mtsai, 1997). (Miutan a ciklodextrinek a
koleszterin direkt transzportjat teszik lehetdvé a sejtmembran és a ciklodextrin molekula
kozott, a B-ciklodextrin koleszterin-donorként ugyantigy felhasznalhatd, mint koleszterin-
akceptorként: a ciklodextrin-koleszterin zarvanykomplex felhasznalhaté a membranok
koleszterinnel torténd feltdltésére is.)

Vizsgalatainkban a [B-ciklodextrin metilezett szarmazékat, a metil-f-ciklodextrint
(MBCD) hasznaltuk a sejtek koleszterin tartalménak csokkentésére. A sejteket 2x10°/ml
koncentracioban 7 mM MBCD-t tartalmazé HBSS-ben szuszpendaltuk, majd 37°C-on, 1 6ran
keresztiil inkubaltuk. A kontroll sejteket ciklodextrint nem tartalmazé HBSS-ben, azonos

koriilmények kozott tartottuk.

4.5.2 A plazmamembran koleszterin tartalmanak csokkentése foszfatidil-kolinnal

A sejteket 250 illetve 500 pg/ml foszfatidil-kolin (PC) jelenlétében 90 percig, 37 °C-
on inkubaltuk. A foszfatidil-kolin liposzoméaval torténd kezelés egy korabbi, klasszikus mddja

a membran koleszterin szint csokkentésének (Muller és mtsai, 1983).

4.5.3 A plazmamembran koleszterin tartalmanak novelése

A plazmamembran koleszterin tartalmanak néveléséhez a sejteket 2x10%ml
koncentracioban PBS-ben szuszpendaltuk, majd koleszterin-hemiszukcinat (CHS) abszolut
etanolban elkészitett 20 mg/ml-s torzsoldatat adtuk a sejtszuszpenzidhoz. A CHS
végkoncentracidja 160-200 pg/ml volt. A sejteket 37°C-on, 1 6ran keresztiil inkubaltuk. A
kontroll sejteket a megfeleld térfogatu abszolut etanol hozzdadasa utan azonos koriilmények
kozott tartottuk. A kezeléseket kovetden a mintdkat 2x mostuk az adott pufferben majd a

tovabbi céljainknak megfelelden készitettiik eld dket (Muller és mtsai, 1983).

4.5.4 A sejtek jeloleése fluoreszcens lipid probakkal

A koleszterin tartalom modositdsdra irdnyuld kezelések hatdsossagat a sejtek
ellendriztiik. Alapja, hogy a koleszterin tartalom modositasa a sejtmembran
mikroviszkozitdsdnak megvaltozdsat vonja maga utdn, ami a membran megfeleld rétegébe
beépiild fluoreszkald probak segitségével nyomon kdvethetd (Szollosi, 1994).

Jel6lés 12-antroiloxi-sztearinsavval (12-AS): 2.5 ml sejtszuszpenziohoz (~2x10°

sejt/ml) lassan, folyamatos keverés kozben 20 pl 12-AS toérzsoldatot (1 mg/ml, abszolut
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etanolban) adtunk. A reakcidelegyet 25-30 percig sotétben, 37°C-on inkubaltuk, ezt kdvetden

crer

Jelolés 1,6-difenil-hexatriénnel (DPH): 60 pl DPH tdrzsoldatot (1 mg/ml DPH

tetrahidrofuranban feloldva) lassan, alland6 keverés kozben 50 ml PBS-hez csepegtettiink
majd az igy kapott oldatot sotétben, 1 ordn at folyamatosan kevertettiik. A sejteket PBS-ben
szuszpendaltuk, az igy kapott sejtszuszpenzidt (2-3x10° sejt/ml) a DPH-PBS oldattal
kétszeresére higitottuk és 20 percig 37°C-on, sotétben inkubaltuk. A sejteket PBS-sel mostuk,

~1x10° sejt/ml koncentraciéban PBS-ben szuszpendaltuk és mértiik a beépiilt lipid proba

crer

4.5.5 Fluoreszcencia anizotropia méres

A fluoreszcencia anizotropia méréseket Perkin-Elmer MPF-44 B tipust
spektrofluoriméteren hajtottuk végre. A sejtek plazmamembranjaba beépiilt lipidprobak

crer

r= IVV_GIVH {1}
1, -2GI,,

ahol Iyy és Iyn a polarizator és az analizator egymashoz viszonyitva parhuzamos (vertikalis-
vertikalis) illetve keresztezett (vertikalis-horizontalis) pozicidja esetén mért fluoreszcencia

intenzitasok (G = Iyv/Iyp, korrekcids faktor).

4.6 DETERGENS REZISZTENS MEMBRANFRAKCIO (DRM) IZOLALASA
SURUSEGGRADIENS CENTRIFUGALASSAL

A DRM izolalasa egyensulyi stirliséggradiens centrifugalassal tortént (Ilangumaran és
mtsai, 1999). A sejteket 73 % (w/v) szacharozt és 7 pl protedz- inhibitor koktélt (10 mg/ml
aprotinin, 10 mg/ml leupeptin, 10 mg/ml pepstatin, 500 mM benzamidin, 0.1 M DFP ¢és 2 %
PMSF) tartalmaz6 jéghideg TKM pufferben (50 mM Tris-HCI, pH:7.4, 25 mM KCI, 5 mM
MgCl,, 1 mM EGTA) homogenizaltuk ~10° sejt/ml tdménységben. A homogenizatumot 1 %
Triton-X 100 vagy 15 mM CHAPS jelenlétében 20 percig jégen tartottuk, majd a szachar6z
koncentracido 40 %-osra torténd beallitdsa utan egy SW41 tipust centrifugacsé (Beckman
Instruments, Nyon, Switzerland) aljara helyeztiik. A mintat 6 ml 36 % és 3 ml 5 % szacharozt
tartalmazd TKM pufferrel feliilrétegeztiik és 18 oran keresztiill 250,000xg-vel 4 °C-on
Centrikon T1180 ultracentrifugdval (Kontron Instruments, Mildno, Olaszorszag)
centrifugéltuk. Ezt kovetden az 5 és a 36 %-os szacharoz-rétegek hatarfeliiletén lathato,

opalos sav formdjaban elhelyezkedd detergens rezisztens frakcidt 0sszegyljtottiik és a tovabbi
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felhasznalasig -20°C-on taroltuk. A DRM-k fehérjetartalmat SDS-PAGE és Western-blot

modszerekkel analizaltuk.

4.7 IMMUNPRECIPITACIO

A sejteket 5x107 sejt/ml koncentracioban 15 mM CHAPS-et tartalmaz6 lizispufferben
(20 mM Tris-HCI, 150 mM NaCl, 5 mM joédacetamid, 1 mM EDTA, proteaz-inhibitor koktél,
ld. DRM izolalas) erételjesen szuszpendaltuk (vortex), a szuszpenziot 50 percig jégen
inkubaltuk, majd tovabbi hasznalatig —20 °C-on taroltuk.

A lizispufferrel 3x mosott Protein-G gyongyoket a megfeleld antitest jelenlétében 2
oran at, szobahOmérsékleten inkubaltuk (50 pg mAb/ 10 pul gyéngy) majd detergens-mentes
lizispufferben torténd mosassal eltavolitottuk az antitest felesleget. Ezt kovetden a Protein-G
gydngyok és a sejtlizatum elegyét (10 pl gyongy/107 sejt) egy éjszakan keresztiil, allandd
keverés kozben, 4 °C-on inkubaltuk. (A felolvasztott sejtlizatumbol az oldhatatlan csapadékot
elézetesen centrifugalassal eltavolitottuk.) A gyongyoket detergens-mentes lizispufferben
mostuk, a felkotddott fehérjéket nem-redukdld SDS-PAGE mintapufferben valo fozéssel
szolubilizaltuk majd centrifugalassal valasztottuk el a gyongyoktdl. Az alkalmazott antitest

altal precipitalt fehérjéket SDS-PAGE és Western-blot mddszerekkel analizaltuk.

4.8 WESTERN-BLOT ANALIZIS

A nem-redukdlé SDS-PAGE mintapufferben felf6zott mintdkban talalhatd fehérjéket
SDS-poliakrilamid ~ gélelektroforézissel —szeparaltuk majd nitrocelluléz membranra
transzferaltuk. Az aspecifikus kotéhelyek alacsony zsirtartalmt tejport tartalmazo Tween20 —
PBS (TPBS) pufferben torténd blokkoldsa utdn a membranokat a megfeleld elsédleges mAb
jelenlétében, 1 % BSA-t is tartalmazd TPBS-ben 1 6ran at szobahdmérsékleten inkubaltuk.
Ezt kdvetéen a membranokat haromszor mostuk TPBS-ben, majd tjabb egy oOran at
inkubéltuk a torma-peroxidazzal konjugalt masodlagos antitesttel (RAMIG). Ujabb alapos
mosas utan (4x, TPBS-ben) a membranokat kemilumineszcens reagenssel elOhivtuk és a

kérdéses fehérjék jelenlétét rontgenfilmen kemilumineszcencia analizissel mutattuk ki.

4.9 SEJTFELSZINI FEHERJEK EXPRESSZIOJANAK MEGHATAROZASA

A sejtfelszini fehérjék expresszidjat fluoreszkdlod festékkel konjugalt monoklonalis
antitestek kotddésének aramlasi citometrias vizsgalataval hataroztuk meg. Vizsgalatainkat a
4.10.1 részben részletesebben ismertetett Becton-Dickinson FACStar Plus aramlasi

citométerrel végeztiik. A kothelyek szamat a telitésben adott, altalaban fluoreszceinnel
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jelzett antitesttel a 4.3 fejezetben leirt modon megjelolt sejtek fluoreszcencia hisztogramjanak
(autofluoreszcenciaval korrigalt) kozépértékébdl hataroztuk meg. A fluoreszcencia intenzitas
— kotShely szam kalibraciot ismert szamu fluorofort tartalmazo mikrogyongyok segitségével

végeztik el.

4.10 FLUORESZCENCIA REZONANCIA ENERGIATRANSZFER MERESEK

A Forster tipusu fluoreszcencia rezonancia energiatranszfer (FRET) (6szefoglalot 1d.
(Stryer, 1978; Tron, 1994)) egy gerjesztett allapotti donor fluorofor energiajanak egy masik,
megfeleld paraméterekkel rendelkezd, Gn. akceptor molekuldnak torténd, gyenge dipolus-
dipolus kolcsonhatds (rezonancia) révén megvalosuld, sugarzdsmentes datadasa. Az
energiatranszfer kovetkeztében a donor alap- mig az akceptor gerjesztett allapotba keriil.
kibocsatasa.

A 4. abra egy donor (D) és egy akceptor (A) molekula energiaszintjeit és a lehetséges
atmeneteket mutatja be. A folytonos nyilak a donor abszorpcidjat valamint a gerjesztett
allapota donor (D) illetve akceptor (A") fluoreszcencia emissziojat, a pontozott vonalak
pedig az egyéb belsd, sugarzasmentes legerjesztddési folyamatokat jelolik. Szaggatott vonalak
jelzik a donor emisszi6 €s az akceptor abszorpcid azon, egymassal atfedé energidju

atmeneteit, amelyek révén az energiatranszfer 1étrejohet.
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4. abra: Donor (D) és akceptor (A) fluorofor energiaszintjei és lehetséges atmenetei

Egy adott donor és akceptor molekula kozotti energiatranszfer valoszintisége (kr)
egyéb paraméterek mellett a donor emisszidos €s az akceptor abszorpcios spektruma
atfedésének mértékétdl (J), a donor emisszios dipolusdnak és az akceptor abszorpcios

dip6lusanak relativ orientaciojatol (x°) valamint a két molekula kozotti tavolsagtol (R) fiigg:

k, o JR°k? {2}
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A 4. abran feltiintetett folyamatok sebességi allandoit figyelembe véve, az
energiatranszfer hatasfoka (E) a kovetkezdképpen irhato le:
k
S 3}
ky +k. +k,
ahol kr és kg a donor fluoreszcencia emisszidjanak illetve egyéb legerjesztodési folyamatainak
sebességi allandoja. E kozvetlen 0sszefiiggésbe hozhatd a donor — akceptor tavolsaggal (R):
Ry
TRAR

4}

ahol Ry az 50 %-os transzfer hatasfokhoz tartozo tavolsag. Az E meghatarozasa a donor
¢s/vagy az akceptor kiillonbozd fluoreszcencids paramétereinek értékében bekodvetkezd
valtozasok detektalasan keresztiil torténik.

Az energiatranszfer érzékeny tavolsagfiiggése, valamint a legtobb fehérje méretével és
a bioldgiai membranok vastagsdgaval osszemérhetd kritikus tavolsagtartomanya (1-10 nm)
szamos bioldgiai alkalmazast tesz lehetévé (Clegg, 1995; Selvin, 2000; Szolldsi és mtsai,

1998).

5. abra: Sejtfelszini fehérjék kolcsonhatasanak vizsgalata FRET moddszerrel

A FRET tobbek kozott alkalmas a membranfehérjék kolcsonhatasainak,
mérhetd transzfer hatasfok tobb lehetséges donor-akceptor tavolsag statisztikus atlagabol

adodik, a kapott érték alapjan csak a vizsgalt fehérjék molekularis kozelségére

kovetkeztethetiink, pontos tavolsag meghatdrozasra nem alkalmas. Ugyanakkor megfeleld
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modon, tobb iranyban elvégezve a mérést, feltérképezhetjiik a vizsgalt fehérjek
kolcsonhatasait és a laterdlis elrendezddésiikre vonatkozé modellt allithatunk eld
(Damjanovich és mtsai, 1997b).

FRET méréseink soran a vizsgalt fehérjéket donor- illetve akceptor fluoroforral
konjugalt monoklonalis antitestekkel illetve azok Fab fragmentumaival jeldltiik meg a 4.6
részben leirt mdodon (5. 4bra). (Az Fab fragmentumok hasznalata minimalisra csdkkenti a

crer

kisérleteinkben kétféle, az alabbiakban ismertetett médon hataroztuk meg.

4.10.1 Aramldsi citometridgs energiatranszfer mérések

Aramlasi citometrids energiatranszfer (Flow Cytometric Energy Transfer; FCET)
méréseink soran azt a tényt hasznaltuk ki, hogy energiatranszfer hatdsara mind a donor, mind
pedig az akceptor altal emittalt fluoreszcencia intenzitds megvaltozik: a donor
fluoreszcencidja csokken (kioltds), ugyanakkor az akceptoré nodvekszik (szenzitizalt
emisszi®). A transzfer hatdsfokot a Biofizikai és Sejtbiologiai Intézet munkatarsai altal
korabban leirt modszerrel a donor kioltds (quenching) és a szenzitizalt akceptor emisszid
kombinalt felhasznalasaval, sejtenként hatdroztuk meg (SzOllOsi és mtsai, 1984; Trén és
mtsai, 1984).

Vizsgélatainkhoz egy modositott, kétsugaras gerjesztésre is alkalmas, Ar-ion 1ézerrel
felszerelt Becton-Dickinson FACStar Plus aramlasi citométert alkalmaztunk. A sejteket az un.
all-line (0sszes vonal) modra hangolt Ar-ion lézer 514 illetve 488 nm hullamhosszasagu
vonalaival egymasutan gerjesztettiik, majd a megfelel6 — a donor- illetve az akceptor-oldali
emisszi0 detektalasara alkalmas - szlirOkombinacidokat hasznalva a kovetkezé harom

fluoreszcencia intenzitast detektaltuk:

Gerjesztés Detektalas
I; 488 nm donor-oldali
I 488 nm akceptor-oldali
I3 514 nm akceptor-oldali

1I. tablazat: A FCET mérés soran detektalt fluoreszcencia intenzitasok

Ennek megfelelden /; a direkt gerjesztett donor, /; a direkt gerjesztett akceptor fluoreszcencia
intenzitasa az adott minta esetén. /, felel meg az energiatranszfer csatornanak, azaz a donor
hullamhosszan gerjesztett akceptor emisszionak. A sejttdrmeléket az 514 nm-es gerjeszto fény

eldre iranyul6 fényszorasa alapjan kapuztuk ki. A donorral és akceptorral duplén jelzett sejtek
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esetén detektalt fluoreszcencia intenzitasok alapjan az energiatranszfer hatasfokat (E) az

alabbi képletek segitségével, sejtenként hataroztuk meg:

1,-S1I A
A= i MY E=—"— {5}

1
o 1_SZS3 / 1+4
s, )

A képletben S;, S> és S3 a csak donorral (S;, S3) illetve a csak akceptorral (S;) megjelolt
mintak alapjan szamithat6 korrekcids faktorok, amivel a kiilonbdzd csatorndk kozotti atfedést
vehetjiik figyelembe (S;=01/1;; S,=I/I3; S3=I3/I;). Az o konstans a miiszernek az akceptor
illetve a donor 4ltal emittalt fotonokra mutatott érzékenységét jellemzi, és azonos szamu
gerjesztett akceptor illetve donor molekula esetén az I, és az I; csatorndkban mérhetd
fluoreszcencia intenzitasok hanyadosaval egyenlo.

Az energiatranszfer hatasfokat altaldban 10000 sejtre szamolt értékek atlagaként, %-os
formaban adtuk meg. Az E értékének valtozasa a két fehérje tavolsaganak valtozasat és/vagy
a donor/akceptor arany megvaltozasat jelezheti.

A FCET modszerrel rovid id6 alatt nagyszamu sejt vizsgalhatd, ezért statisztikailag
igen megbizhatd. Emellett lehetévé teszi az egy sejtpopulacion beliili alpopulacidk

detektalasat, ugyanakkor nem képes az egyes sejteken beliili heterogenitdsok feltrasara.

4.10.2 Fluoreszcens képalkoto mikroszkopias FRET mérések

A FRET hatékonysag sejten beliili térbeli eloszlasdnak feltarasara kivaldan alkalmasak
a fluoreszcens mikroszkoppal végzett FRET vizsgalatok. Tobbféle lehetdség adodik a
mikroszkoppal torténd energiatranszfer hatasfok meghatarozasra (pl. a donor fluoreszcencia
¢lettartamanak mérése (Gadella, Jr. & Jovin, 1995), intenzitasmérésen alapuld FRET (Nagy és
mtsai, 1998)), ezek kozil mi a donor fotohalvanyitdsi (photobleaching) kinetikdjanak
megvaltozasan alapuld moddszert (photobleaching Energy Transfer; pbFRET) valasztottuk
(Jovin & Arndt-Jovin, 1989). Ennek alapja az, hogy a donor gerjesztett allapotban
bekovetkez0 — a donor fluoreszcencia iddbeli csokkenését, elhalvanyodasat okozd —
irreverzibilis fotokémiai atalakuldsanak sebessége energiatranszfer hatasara lecsokken. A
donor fotohalvanyitasi kinetikajat akceptor jelenlétében illetve anélkiil megmérve,
meghatarozhaté az energiatranszfer hatasfoka (1d. késobb).

A pbFRET méréseket Zeiss Axiovert 135 TV inverz fluoreszcens digitalis képalkoto
mikroszkoppal végeztiik el. Fényforrasként 75 W-os Xe-géz vagy 100 W-os Hg-géz lampat

alkalmaztunk. A csak donorral illetve a donorral + akceptorral duplan jelzett sejteket 488
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(£10) nm-es savsziirét alkalmazva folyamatosan megvilagitottuk majd az emittalt, egy 530
(£15) nm-es savsziirén athalado, fluoreszcencia intenzitast CCD kameraval felszerelt
Attofluor 5.44 digitalis képalkotd rendszer segitségével meghatarozott idépontokban
detektaltuk. Az adatok tarolasa ¢és feldolgozasa személyi szamitogépen tortént. A kiértékelés
soran a sejtek kertiletére tetszélegesen elhelyezett néhany (1-4) pixelnyi méretli négyzetekben
(Region of Interest; ROI) hataroztuk meg a fluoreszcencia intenzitds idébeli valtozasat. A
kapott gorbék illesztésére az alabbi dupla exponencialis fliggvényt alkalmaztuk:

Foy=F,+ae 1T gt

{6}
ahol F(?) a detektalt fluoreszcencia intenzitas, Fy a hattér fluoreszcencia intenzitas, 7; és 7> a
két exponencialis tag id6allanddja, 4; és A, pedig a megfeleld amplitidok. Az egy adott ROI
intenzitds csokkenését leird, un. ,effektiv’ idéallandot (r) a két iddallandd amplitido

sulyozott atlagolasaval kaptuk:

e AT + AT, 7
A +4,
Az egyes ROI-kra kapott 7 értékekbdl eloszlasi hisztogramot (Id. 9. dbra) készitettiink mind a
donorral, mind pedig a donor + akceptorral jelzett mintdk esetén, majd a hisztogramok
atlagértékét felhasznalva meghataroztuk az energiatranszfer hatasfokat (E):
Ty

E=1-1L (8}

Tia
ahol 1; és 14, a donorral illetve a donorral + akceptorral jelzett mintdk atlagos effektiv
photobleaching iddallanddi. Egy hisztogram daltalaban 200-300 ROI (10-15 sejt) adatait
tartalmazza.

A késbébbiekben Szentesi Gergely (Biofizikai ¢és Sejtbiologiai Intézet) altal LabView

alapon megirt kiértékeld program lehetdvé tette sejtenként nemcsak néhany ROI, hanem

tetszéleges szamu képpont kiértékelését, igy a ppFRET mérések statisztikdja jelentdsen javult.

4.11 PASZTAZO MIKROSZKOPIAS VIZSGALATOK

Az esetek egy részében konfokalis pasztazo 1ézer mikroszkopia (CLSM) illetve kozeli
mezO0 optikai  mikroszképia (NSOM) alkalmazasaval vizsgaltuk a  kiilonféle
membrankomponensek sejtfelszini szervezddését. Mig a FRET mérésekkel a molekulak
nanométeres skalan (kozvetlen molekularis kozelségben) megvaldsuld asszociaciojat

tanulmanyozhatjuk, addig ezek a modszerek a nagyobb méreti (>100 nm)

molekulacsoportosulasok egytittallasardl adnak informaciot (Nagy és mtsai, 1999; Vereb és
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mtsai, 2000). A mikroszkopos mérésekhez a sejteket a vizsgalt membrankomponensekre
specifikus jeloldanyagok (monoklondlis antitestek, toxinok) fluoreszkalé szdrmazékaival a 4.3
részben leirt médon megjeldltiik, fixaltuk majd mikroszkép targylemezre iilepitettiik. Az
NSOM mérések elott a targylemezre iilepitett mintat alkohollal dehidraltuk.

NSOM vizsgalatainkat a gottingeni Max Planck Intézetben, Thomas M. Jovin
laboratoriumaban végeztiik. Az altalunk haszndlt NSOM rendszer egy Nanoscope-Illa
pasztazd mikroszkopids rendszer (Digital Instruments, Santa Barbara, CA) kiegészitése volt.
Mind a gerjesztésre, mind az emisszid detektalasara nyirderd detektorba beépitett, burkolattal
nem rendelkezé optikai szalat (csucsatmérd kb. 70 nm) hasznaltunk. A visszacsatolas
eredményeként az optikai szal csucsa kb. 5 mme-es tavolsagban pésztazta végig a minta
felszinét. A mintakat argon-kripton 1ézer (647 nm, Cy5 gerjesztés) és hélium-neon lézer (543
nm, Cy3 gerjesztés) segitségével gerjesztettiik. A duplan (Cy3- illetve Cy5-jelzett antitesttel
egyarant) jelolt mintdknal a gerjeszto és az emittalt fény elvalasztasara 543/647 nm-es dupla
dikroikus tiikrot alkalmaztunk. A két festék fluoreszcencidjat 620 nm-es dikroikus tiikor
segitségével killonitettiikk el. Az emittalt fényt 605/55 nm-es savszlird (Cy3) és 700 nm-es
feliil ateresztd szlird (Cy5) alkalmazéséaval, ,,avalanche” fotodioda segitségével detektaltuk. A
He-Ne lézer fényét 543.5 nm-es ,notch” szlir6vel szirtik ki. A nyiréeréd detektalasara
hasznalt infravords didoda fényét 750 nm-es alul ateresztd sziirdvel blokkoltuk. Az NSOM
felvételeket a Scil-Image (Technical University of Amsterdam, Hollandia) program
segitségével értékeltiik ki.

Konfokalis mikroszkopos vizsgélatainkat Zeiss 420 tipust konfokalis pasztazd 1ézer
mikroszkoppal végeztiikk. A gerjesztéshez Ar-lézer 488 nm-es (fluoreszcein) és He-Ne 1ézer
543 nm-es vonalat (Cy3 illetve rodamin) hasznaltuk. A gerjeszt6 és az emittalt fényt 488/543
nm-es dupla dikroikus tlikorrel valasztottuk szét. Az emittalt fényt 505/35 nm-es savsziird

(fluoreszcein) illetve 580 nm-es feliil ateresztd szlir6é (Cy3, rodamin) segitségével detektaltuk.

4.12 COCAPPING KIiSERLETEK

A cocapping vizsgalatok soran a vizsgalni kivant sejtfelszini fehérjék egyikét
fluoroforral jelzett monoklondlis antitesttel a szokasos protokoll szerint megjeldltiik, majd a
sejteket anti-IgG jelenlétében (rabbit anti mouse IgG, RAMIG) 60 percig, 37 °C-on
inkubaltuk. A sejteket formaldehiddel fixaltuk, majd nem-relevans antitest hozzaadasaval
blokkoltuk a feleslegben 1évé RAMIG kotohelyeket. Ezt kovetden a sejteket megjeloltiik a

masik vizsgalt fehérje ellenes antitest fluoreszkalo (az elséként alkalmazottdl eltérd szinii)
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szarmazekaval majd a mintdkat fluoreszcencids képalkotd mikroszkdppal analizéltuk.

(Minden egyes inkubalast természetesen a sejtek mosasa kovetett.)

4.13 TIROZIN FOSZFORILACIO VIZSGALATA

A STATS3 ¢és STATS transzkripcids faktorok IL-2 4ltal kivaltott foszforilaciojat a Fleisher
¢s mtsai altal korabban a STAT1 foszforildcidjanak tanulmanyozasara kidolgozott dramlasi
citométeres modszerrel vizsgaltuk (Fleisher és mtsai, 1999). A kontroll illetve IL-2-vel
stimulalt sejteket fixaltuk, permeabilizadltuk majd specifikus nyul anti-(foszfo-
STAT3/STATS) poliklonélis antitest (New England Biolabs Inc., Beverley, MA, USA)
jelenlétében 20 percig inkubaltuk. Az alkalmazott antitestek a STAT3 és a STATS
fehérjékben talalhatd tirozin foszforilalt valtozatat ismerik fel és nem mutatnak kereszt-
reaktivitast mas tirozinon foszforilalt STAT molekuldkkal. A jelolést kovetden a sejteket
mostuk, majd FITC-jelzett masodlagos anti-nyal antitesttel (DAKO/Frank Diagnostica,
Magyarorszag) 30 percig inkubaltuk. Ujabb mosast kovetéen a sejteket PBS-ben
szuszpendaltuk €és dramlasi citométerrel vizsgaltuk.

Az IL-2 altal kivaltott teljes foszforilaciés mintdzatot Western blot technikéval,

tormaperoxiddzzal konjugélt anti-foszfotirozin antitest alkalmazasaval analizaltuk.

4.14 AZ ANTIGEN PREZENTACIO HATEKONYSAGANAK VIZSGALATA

4.14.1 Allospecifikus effektor T sejtek eloallitasa

A JY sejtekre specifikus citotoxikus T limfocitdkat human periférids mononuklearis
sejtekbdl allitottuk eld és 10 mM HEPES-t (pH=7.2) valamint 50 uM 2-merkapto-etanolt
tartalmazd médiumban tartottuk fenn. A periférias vérsejteket az elsé napon mitomicinnel
kezelt (50 pg/ml, 40 perc) JY sejtekkel stimulaltuk, majd két hétig tenyésztettiik. A negyedik
naptol kezdve 3 naponta friss, 20 U/ml human rekombindns IL-2-t tartalmazdé médiumot
adtunk a sejtekhez. A 14. napon a CTL-ket Gjra stimulaltuk, majd az egész ciklust még 2-3
alkalommal megismételtiikk. Az effektor T sejteket az utolsd ciklust kdvetd 3-5. napon
hasznaltuk fel. A CTL populaci6 homogenitasat fluoreszcens anti-CD8 antitest
alkalmazasaval, aramlasi citometriaval ellendriztiik (Bacso és mtsai, 1996a; Bacso és mtsai,

1996b).

4.14.2 T sejt aktivdcio mérése

Az allospecifikus T sejtek aktivaciojat a T sejt receptor (CD3) és a CD69 sejtfelszini

expresszidjanak valtozdsan keresztiil tanulmanyoztuk. Aktivacid hatdsara a T sejt receptor
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mennyisége csokken (,,downregulacid”), mig a CD69 expresszidja megnd (Testi és mtsai,
1994; Valitutti és mtsai, 1995). A JY target sejteket a CTL-kal 1:1 ardnyban Gsszekevertiik,
majd 50 masodpercig centrifugaltuk, amely elésegiti a JY-CTL konjugétumok kialakuldsat. A
sejteket ezt kdvetdéen RPMI-ben 37 °C-on tartottuk. Megadott idokozonként mintat vettiink, a
sejteket mostuk, PBS-ben szuszpendaltuk ¢és FITC-anti-CD3 illetve FITC-anti-CD69
antitestekkel jeloltiik. A CD3- és CD69-fluoreszcencidt aramlasi citométerrel vizsgaltuk. Az
elpusztult sejteket illetve az egyediilalldo JY sejteket propidium-jodid és phycoerithrin-anti-
CDI19 festéssel valamint az eldre illetve az oldalra irdnyuld fényszoérasok felhasznalasaval

kapuztuk ki.

4.14.3 Eurdpium felszabaduldas mérése

A targetsejtek specifikus lizisének mértékét az Eu’-komplexszel elézetesen feltoltott
sejtekbél a CTL-k hatasara felszabadulé Eu®* lumineszcencidjanak mérésével hatdroztuk meg.
A vizsgalathoz a JY sejteket 500 pM dextran-szulfat jelenlétében 10 percig jégen Eu’'-
DTPA-val (dietilén-triamino-pentaecetsav) jeldltik. A sejtekhez ezt kovetéen 1 mM Ca*-ot
és 10 mM glikozt adtunk és tovabbi 5 percig inkubaltuk, majd 4% mostuk Oket. Adott
mennyiségli targetsejtet novekvé mennyiségli effektorsejttel egy 96 lyuku szovettenyésztd
edény tartdlyaiban Osszekevertiink, 200xg-vel 1 percig centrifugaltuk, majd 3 oOrdn at
sejttenyésztési koriilmények kozott inkubaltuk. A spontdn és a maximalis Eu-felszabadulas
meghatarozasahoz a target sejtek egy részét sima, mig egy masik részét 0.5 % Triton-X 100-at
tartalmazd médiumban inkubaltuk. Egy wjabb centrifugalast (200xg, 10 perc) kovetden a
feliiluszohoz egy, az Eu®" lumineszcencia intenzitdsat megnéveld, Gn. ,.enhancement” oldatot
adtunk, majd a kiilonb6z6 mintdk iddfelbontasti lumineszcencidjat egy Delfia 1232
fluoriméterrel (LKB-Wallac, Turku, Finnorszag) mértiik. A specifikus lizis mértékét a {9}

egyenlettel hataroztuk meg:

. ;. 0 _ Lminta _Lspont
specifikus lizis (%) = L—xlOO {9}

max - spont
ahol Lina az adott effektor:target ardnyhoz, mig Lg,on €s Liax @ spontan illetve a maximalis
europium felszabaduldshoz tartoz6 mintdk lumineszcencia intenzitasa (Bacsd és mitsai,

1996b).
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5. EREDMENYEK ES MEGBESZELES

5.1 A MEMBRAN KOLESZTERINSZINT MODOSITASA BEFOLYASOLJA A HLA I
MOLEKULAK EXPRESSZIOJAT ES OLIGOMERIZACIOJAT B (JY) SEJTEK
FELSZINEN

A membran koleszterin tartalma tobb szempontbol is fontos szerepet tolthet be a
sejtfelszini fehérjék kolcsonhatisanak szabalyozasaban. Eppen ezért elséként azt vizsgaltuk,
hogy a membran koleszterinszintje hogyan befolyadsolja a HLA 1 molekulak
oligomerizaciojat.

A JY human B sejtek plazmamembranjanak koleszterinszintjét két klasszikus
eljarassal, a sejtek koleszterin-hemiszukcinattal illetve foszfatidil-kolinnal torténd kezelésével
modositottuk (Muller és mtsai, 1983). A kezelések hatékonysagat a lipid kettOsréteg

kiilonbozé régioinak rendezettségérdl informald fluoreszcens lipid probak emisszios

crer

(illetve annak szabadsagi fokainak) csokkenését jelzi. Ezzel szemben a koleszterin tartalom
PC-nal torténd csokkentése a sejtmembran fluiditdsanak (a probak molekularis mobilitdsanak)

dozis-fliggd novekedését okozta.
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6. abra: A Koleszterin tartalom modositisanak hatasa a JY sejtek membran fluiditasara.

A fenti adatokbdl kitlinik, hogy a membran koleszterin szintjének (barmely iranyba

34



Funkcionalis fehérje-mikrodomének a T és B sejtek plazmamembranjaban

torténd) modositasa mas sejtekhez hasonldan, a JY sejtek esetén is a membranfluiditas
jelentds megvaltozasat eredményezi. A hatds oka feltehetden az, hogy a koleszterin
jelenléte/beépiilése a ,,lipidstiriséget” noveli és/vagy a lipid kettdsréteg szabad térfogatat
csoOkkenti, a rendezettség lokalis megnovelése révén (Shinitzky & Henkart, 1979).
Megvizsgaltuk, hogy a koleszterin tartalom modositasa hogyan befolyasolja az intakt
HLA I molekuldk illetve a ,,szabad nehézlancok™ sejtfelszini expresszidjat, membranbeli
elhelyezkedését. Kisérleteink soran fluoreszceinnel jelzett, az intakt HLA I molekuldk a,/a,
doménjét felismerd W6/32 (illetve KE-2), a f2-mikroglobulinra specifikus L368 valamint a
szabad nehézlanc-ellenes HC-10 monoklonalis antitestek kotodését vizsgaltuk aramlasi

citometrids mérésekkel. Az ,,expresszids” szintek valtozasat a III. tablazat tartalmazza.

. ., . Az expresszios szint valtozasa (AF, %)
Antitest Antigén (epit6p) CHg kezelés PC kezelés
F-W6/32 HLA-A,B,C ! 8-12 T9-10

F-L368 B2-mikroglobulin 1 10-20 158
F-HC-10 szabad nehézlanc 18-10 146

I11. tablazat: A koleszterin tartalom modositasanak hatasa a HLA I molekuldk sejtfelszini expresszidjara.
AF a fluoreszcencia intenzitas kezelés hatasara bekovetkezd %-os megvaltozasa a kontrol sejtekhez képest. (A
szamitasokhoz az 4ramlasi citometrids fluoreszcencia hisztogramok autofluoreszcenciaval korrigalt
kozépértekeit hasznaltuk.)

A membran  koleszterin  szintjének  dusitdsa = (azaz a  membran
rendezettségének/viszkozitdsdnak novelése) csokkentette, a koleszterin kivondsa (a membran
fluidizalasa) ezzel szemben kis mértékben ndvelte a vizsgalt molekulak ,,expresszids szintjét”
(antitest szamara vald hozzaférhetdségét). Korabban hasonl6 valtozasokat mutattak ki az egér
MHC I molekulédk esetén is (Muller és mtsai, 1983). Ennek alapjan ugy tlinik, hogy az emberi
¢s az egér MHC I glikoproteinek egyarant az Un. ,,antidrom” fehérjék csoportjaba sorolhatok,
azaz a lipid rendezettség novekedése sejtfelszini ,,mennyiségiik” csokkenését eredményezi
(Muller & Krueger, 1986). Miutan a kezelések iddtartamahoz képest a human limfoblasztok
felszinén mind a W6/32- mind pedig a HC-10-reaktiv molekuldk élettartama viszonylag
hosszu (~4 illetdleg 7 ora a fél-életidejiik) (Carreno & Hansen, 1994), feltételezhetjiik, hogy a
tapasztalt valtozdsok a sejtmembranra korldtoz6do, a lipid kettOsréteg megvaltozott
mikrodomén strukturdjanak hatdsara bekovetkezé folyamatokat tiikroznek, melyek nem az
adott HLA I determinansok tényleges szamat, hanem inkabb az egyes epitopok antitestek
altali elérhetdségét, exponaltsagat modositjak.

A koleszterin tartalom novelésének a HLA 1 molekuldk oligomerizacidjara illetve

crer
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a homoasszociacié mértékére jellemz6, a nehézlanchoz koétddd antitestek alkalmazéasaval

crer

intramolekularis (B2m — nehézlanc kozotti) energiatranszfer hatékonysag megvaltozasat.

Donor Akceptor (AE, %)
F-W6/32 T-W6/32 T 14 (+3)
F-KE-2 T-KE-2 T8
F-L368 T-W6/32 0

IV. tablazat: CHS kezelés hatdsa az inter- illetve intramolekuldris energiatranszfer értékére. AE a FRET
hatasfok %-os megvaltozasa a kontrolhoz képest.

~~~~~~

eredményezte, ugyanakkor, ahogy ezt a valtozatlan intramolekuléris transzfer hatasfok is jelzi,
az egyedi molekuldk éatlagos konformacidja nem valtozott szamottevéen. Az oligomerizaciod
mértékének ndvekedése a lipid kettdsréteg szabad térfogatanak csokkenésével és/vagy a lipid-
domének szegregacidjaval/atrendezddésével magyarazhatd. Ezen lipid atrendezddések
magyarazhatjak a megvaltozott antitest-hozzaférhetdséget is. Jelentésebb
konforméciovaltozdsok hianyadban — melyet adataink is aldtdmasztanak — ez feltehetden az
bekovetkezett valtozasnak tulajdonithaté (Muller & Krueger, 1986). Ugyanakkor a HLA 1
epitopok csokkent mértékli expresszidjat/antitestek altali elérhetoségét részben az
Onasszociacid fokozddasa is magyardzhatja, hiszen a fehérje-fehérje kolcsonhatasok is
alcazhatjak, elrejthetik az egyes epitdpokat.

Eredményeink alapjan tehat valoszintisithetd, hogy a plazmamembran koleszterin
az antigén prezentacio hatékonysaganak szabalyozasaban is. Ez utobbi feltételezést latszanak
alatamasztani azok a kordbbi funkcionalis irodalmi adatok, amelyek szerint kiilonféle target
sejtek CTL illetve NK sejtek altal okozott specifikus lizisének mértékét egyarant befolyasolta
a membran koleszterin szintje (Roozemond & Bonavida, 1985; Szekeres-Bartho és mtsai,
1989).

Egér antigénprezentdlod sejteken végzett kisérletek alapjan a kozelmultban hasonld
kovetkeztetésre jutottak: kimutattak, hogy a membran koleszterintartalmanak csokkentése
(feltehetden a lipid tutajok integritasanak megsziintetése révén) nagymértékben csokkenti az

MHC II 4ltal korlatozott antigénprezentaci6 hatékonysagat. Ennek lehetséges magyarazata az,
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hogy a lipid tutajok az MHC II glikoproteinek akkumulaldsaval megnovelik azok lokéalis

crer

melynek jelentsége els@sorban alacsony antigénkoncentraci6 esetén van (Anderson és mtsai,

2000).

//////

szabalyozasaban betoltott szerepével kapcsolatos vizsgdlatainkrol a kovetkezd részben

szamolok be.
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5.2 EXOGEN B2-MIKROGLOBULIN SZEREPE A HLA I OLIGOMERIZACIO ES AZ
ANTIGEN PREZENTACIO HATEKONYSAGANAK SZABALYOZASABAN

A HLA T és II glikoproteinek oligomerizacidja valamint e két fehérje kolokalizacidja
szamos, fOként limfoid eredetli sejt felszinén megfigyelhetd. A kozvetlen molekuldris
kozelséget jelentd kisméretli asszociatumok (nanométeres skala) mellett a HLA molekuldk a
szubmikrométeres skaldn is rendezettséget mutatnak (Damjanovich és mtsai, 1995; Jenei és
mtsai, 1997). Miutan az MHC molekuldk atrendez8dése, csoportosuldsa az immunologiai
szinapszison beliill is bekovetkezik, elképzelhetd, hogy a HLA molekuldk kis- illetve
nagyméretll asszocidtumai eldsegitik az antigén prezentald és a T sejt kozotti kolcsonhatasok
kialakulasat és igy pozitivan befolyasoljak az antigén prezentacio hatékonysagat.

Vizsgélatainkban a fenti elképzelés helyességérdl szerettiink volna meggy6zddni: az
el6z0 részben mar emlitett JY sejtek illetve allospecifikus citotoxikus T limfocitak
alkalmazasaval azt tanulmanyoztuk, hogy a HLA 1 homoasszociacié6 mértéke hogyan
befolyésolja a T sejt aktivacid (antigén prezentacid) hatékonysagat.

Korabban kimutattdk, hogy a szabad, P2-mikroglobulint nem k&td nehézlancok
jelenléte elésegiti a HLA I molekula asszocidtumok kialakuldsat: a szabad nehézlancok
illetve a HLA T oligomerizacid6 mértékének B2-mikroglobulin kezelés hatdsara bekovetkezo
csokkenése egyarant erre utal (Chakrabarti és mtsai, 1992; Matko és mtsai, 1994). A B2m
szint valtoztatasa igy egy viszonylag egyszerl, a fizioldgias koriilményeket is jol modellez6
eljaras, amellyel az oligomerizacid6 mértéke €s az antigén prezentacid hatékonysaga kozotti
Osszefiiggés tanulmanyozhat6.

Jelen vizsgéalataink sordn a szabad nehézlancok és az intakt heterodimerek
kolcsonhatasat kétféle modszerrel analizaltuk. Antitest , leszoritasos™ kisérleteink szerint az
alkalmazott szabad (P2m’) illetve P2m’ nehézlanc ellenes antitestek kolcsondsen és
részlegesen gatoljak egymas kotddését, ami azt jelenti, hogy az altaluk felismert epitdpok
egymds kozvetlen kozelében (néhany nanométer) helyezkednek el (7. abra). Az NSOM
technika alkalmazasaval kimutattuk a szabad nehézlancok és az intakt HLA I heterodimerek
nagyméretli (néhdny szdz nanométeres) clustereinek jelentds mértékii atfedését is (8/A. abra).
Mindkét eredmény arra utal, hogy a HLA I molekulak két megjelenési formaja, legalabbis

részben, azonos fehérjemintazatok kialakitasaban vesz részt a vizsgalt sejtek felszinén.
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7. abra: Konformacié-specifikus HC-10 (szabad nehézlanc), W6/32 és MEM147 (intakt
nehézlanc) monoklonalis antitestekkel végzett antitest ,leszoritasos” vizsgalatok JY sejtek
felszinén. Az antitestek kotodését a fluoroforral (F = FITC) konjugalt antitestekkel megjeldlt sejtek
fluoreszcencia intenzitds hisztogramjanak hattérrel korrigalt és azonos miiszerbeallitdsra
normalizalt kozépértékébdl hataroztuk meg. A leszoritds hatékonysagat a csak fluoreszkald
antitesttel megjelolt illetve az ezt megel6zden jeloletlen antitesttel inkubalt sejtekre kapott
értékekbdl hataroztuk meg.

8. abra: A szabad (B°) nehézlanc és az intakt HLA I heterodimerek kolokalizaciojanak
pasztazé kozeli mez6 mikroszkopias (NSOM) vizsgalata. Az abran a Cy5-HC-10 (szabad
nehézlanc; piros fluoreszcencia) és az SFX-W6/32 (intakt heterodimer; z6ld fluoreszcencia)
antitestekkel megjelolt kontroll (A) illetve f2m-nal kezelt (B) sejtekrdl késziilt felvételek
lathatok (skala: 15x15 pum). Sarga szin jeloli azokat a membranteriileteket, ahol mindkét
molekula megtalalhato (kereszt-korrelacios koefficiens: 0.771 illetve 0.672).
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A tovabbiakban azt vizsgaltuk, hogy P2-mikroglobulin kezelés hatasdra hogyan
valtozik a HLA I molekuldk sejtfelszini szervezddése. A sejteket egy €jszakan (kb. 16 ora)
keresztiil 5 uM human B2m jelenlétében tenyésztettiik, majd FRET illetve NSOM mérésekkel
analizaltuk a HLA I molekulak kis- illetve nagyméretli asszociatumaira gyakorolt hatasat.

Aramlasi citometrids és mikroszkopias FRET méréseink eredményei egyarant arra
utaltak, hogy f2m kezelés hatasara csokken a FRET hatasfoka (12.1+0.9%-r6l 3.8+1.3%-ra),

tehat a kiviilr6l adott f2m — vérakozasainknak megfelelden — jelentdsen lecsokkenti a HLA 1

------

0.16

0.14
0.12
0.10
0.08
0.06

relativ gyakorisag

0.04

0.02

0.00
0.16

0.14 B
0.12
0.10
0.08
0.06 |

relativ gyakorisag

0.04
0.02

0.00
10 15 20 25 30 35 40 45 50

idéallando (6nkényes egység)

rrrrrr

Az intakt HLA I molekulak nehézlancara specifikus FITC-cel (donor) illetve TRITC-cel (akceptor)
konjugalt KE-2 monoklonalis antitesttel megjelolt sejteken pbFRET modszerrel hataroztuk meg a
homoasszociacié mértékére jellemz6 energiatranszfer hatasfokokat. Az abra a donor fotohalvanyitési
iddallanddjanak eloszlasat mutatja a csak donorral (m) illetve a donorral és akceptorral (O) egyarant
jeldlt kontroll (A) és a B2m-nal elékezelt (B) sejteken.

NSOM méréseink szerint (8/B. dbra) a f2m jelenlétében tenyésztett sejteken tovabbra
is jelen vannak mind a szabad nehézlancok, mind pedig az intakt heterodimerek nagyméretii
asszociatumai, ugyanakkor a két molekula kolokalizacidja csokken. Ez azzal magyardzhato,

hogy az eredetileg szabad nehézlancokat ¢és intakt heterodimereket is tartalmazo
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fehérjeszigetekben a f2m a HLA I molekulak két forméja kozotti egyensulyt az intakt
heterodimerek iranyaba tolja el. A FRET szinten tapasztalt véaltozasok feltehetden az ilyen
szigeteken beliili molekuldris atrendezddéseket tiikrozik. A szabad nehézlancok onalléan
kialakitott, a kiils6 P2m szint altal nem befolyasolt csoportosuldsait valosziniileg olyan,
teljesen denaturalt molekulak hozzak létre, amelyek mar nem képesek a f2m-t ,,megkotni”.

A sejtfelszinen elérhetd (exogén) B2m szint tehat meghatarozo szerepet tolt be a HLA
I molekuladk oligomerizacidjdnak szabalyozasdban. Ezt a tényt kihasznalva a tovabbiakban azt
vizsgaltuk, hogy az exogén B2m szint (azaz a HLA I oligomerizacié mértéke) befolyéasolja-e
az allospecifikus T sejtek aktivaciojat illetve effektor funkciojat.

A T sejtek antigén stimulust kdvetd aktivacidja egylitt jar a T sejt receptor komplex
sejtfelszini mennyiségének csokkenésével (a ligalt T sejt receptorok viszonylag gyors
internalizdcidja miatt), illetve kiilonbozé fehérjék (pl. a CD69) fokozott sejtfelszini
megjelenésével (Testi és mtsai, 1994; Valitutti és mtsai, 1995). Vizsgalataink soran e két
aktivacios ,,marker” expresszidjat tanulmanyoztuk a kontroll illetve f2m-nal eldkezelt JY

sejtekkel stimulalt citotoxikus T limfocitak felszinén.
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10. abra: abra: TCR downreguliacié vizsgalata kontroll (m) illetve P2-mikroglobulinnal
elokezelt (0) JY sejtekkel konjugalt citotoxikus T limfocitakon. A target sejteket és az
allospecifikus CTL-kat 1:1 aranyban Osszekevertiik és adott ideig 37 °C-on tartottuk. A
sejtfelszini TCR szintet FITC-anti-CD3 antitesttel torténd jelolés utan aramlasi citometriaval
hataroztuk meg. A downregulaciéo mértékét a kontroll (target sejt nélkiil inkubalt) sejtekre kapott
értékek %-ban adtuk meg.

Mint a 10. abran lathato, a target sejtek p2m-el torténd el6kezelésének hatasdra a TCR
,downregulacié” mértéke csokkent, ugyanakkor idébeli lefolyasa, kinetikaja nem valtozott,
ami arra utalhat, hogy f2m hatasara kisebb a megfeleld erdsségii (aviditast) T sejt — antigén
prezentald sejt kapcsolat kialakuldsanak valoszintisége, de amennyiben a megfeleld

szerkezetli kontakt régi6 kialakul, az aktivacid (legalabbis a kezdeti 1épések) sebessége nem
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valtozik szdmottevden. A target sejtek f2m-nal torténd elokezelése ugyanakkor csokkentette a
CD69 sejtfelszini expressziojat: a kontroll sejtekkel stimulalt CTL-k felszinén 2 ora elteltével
csaknem kétszer annyi CD69 volt jelen, mint az eldkezelt target sejtek esetén (itt nem
mutatott adatok).

A target sejtek P2-mikroglobulinnal torténd eldkezelése nemcsak a citotoxikus T

crer

mértékben csokkent a B2-mikroglobulinnal elokezelt JY target sejtek specifikus lizise (11.

abra).
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11. abra: p2-mikroglobulin hatasa a JY sejtek specifikus lizisére. A kontroll (o) illetve p2-
mikroglobulinnal kezelt (m) JY sejtek specifikus lizisének mértékét az Eu®*-komplexszel elézetesen
feltoltott sejtekbél az allospecifikus CTL-k hatésara felszabaduld Eu’" lumineszcencigjanak
mérésével a {9} egyenlet alapjan hatdroztuk meg. Az alkalmazott citotoxikus T limfocitak
specificitasat Raji sejtekkel (m) ellendriztiik.

Eredményeink alapjan elmondhatjuk, hogy a HLA I molekuldk target sejten
megfigyelheté oligomerizacidja pozitivan befolydsolja az allospecifikus citotoxikus T
limfocitak aktivaciojat és effektor funkcidjat, azaz az antigén prezentacid hatékonysagat.
Korabban Anderson és mtsai egér APC-ken hasonld eredményre jutottak: kimutattak az MHC
immunvalasz eredményességében (Anderson és mtsai, 2000).

A naiv T sejtekkel ellentétben az effektor/memoria T sejtekben az eredményes
immunvalasz nem igényel kostimulaciot és kivaltasahoz joval alacsonyabb antigéndozis is
elegendd (Alam és mtsai, 1999; lezzi és mtsai, 1998). Ennek egyik lehetséges oka a TCR
sejtfelszini szervezddésében a fenti sejttipusok felszinén megfigyelhetd kiilonbség: a TCR
komplex oligomerizacidjanak mértéke effektor/memoria sejtek esetén nagyobb, ami

jelentdsen megnovelheti az APC ¢és a T sejt kozott kialakul6 MHC:peptid-TCR
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kolcsonhatasok aviditdsat és végeredményben eldsegitheti az immunoldgiai szinapszis
kialakulasat. Ezaltal megnd a T sejtek érzékenysége, alacsonyabb antigén koncentracioval is
hatékony immunvélasz valthato ki (Fahmy és mtsai, 2001). Az MHC glikoproteinek target
sejten kialakuld oligomerizacioja/akkumulacidja és az antigén prezentacid hatékonysaga
kozotti osszefiiggés feltehetden hasonld okokra vezethetd vissza. Intézetiinkben nemrégiben
kimutattdk, hogy a HLA I asszocidtumokon beliil az egyes komponensek folyamatos cseréje,
dinamikus atrendez6dése megy végbe (Nagy és mtsai, 2001). Az asszocidtumok dinamikus
jellege lehetové teheti a megfeleld szamu specifikus HLA:peptid komplex kontakt-régioba
jutasat és TCR altali ,,befogasat”, igy szintén hozzajarulhat a stabil immunologiai szinapszis
kialakulasdhoz. Valodsziniisithetd, hogy az antigén prezentdcido hatékonysagat modositd
tényezok egy része (pl. a membran szerkezete, f2-mikroglobulin szint stb.) hatasat a kis-
illetve nagyméreti MHC asszocidtumok kialakulasanak és stabilitdsdnak szabdlyozasan
keresztiil fejti ki.

Miutan a B2-mikroglobulin hatasat feltehetden a szabad nehézldncok és az intakt
heterodimerek kozotti egyensuly modositasan keresztiil fejti ki, eredményeink amellett, hogy
ramutatnak a HLA 1 oligomerizacid funkciondlis jelentdségére, a szabad nehézlancokkal
kapcsolatos ismereteinket is bovitik. Eredményeinket és a szabad nehézlancok keletkezésére
¢s sorsara vonatkozd korabbi irodalmi adatokat Osszevetve (ld. Irodalmi attekintés) a 12.
abran lathatoé modell allithaté fel a HLA I molekulak transzformalt illetve aktivalt B sejtek
felszinén torténé molekularis szervezddésére vonatkozdan.

A szabad nehézlancok sejtfelszini megjelenése egyes elképzelések szerint az ijonnan
kovetkezménye (Demaria és mtsai, 1992; Rock és mtsai, 1991). Egy alternativ lehetdség a
HLA 1 komplexek internalizicidjat, a savas pH-ju endoszémakban bekovetkezd
szabad nehézlancok sejtfelszini expressziojat €és €lettartamat tobb tényezo is befolyasolhatja:

. szolubilis P2-mikroglobulin jelenlétében a szabad nehézlancok egy része
visszaalakulhat heterodimerré (Matko és mtsai, 1994);

. membranhoz kotott metalloproteaz  mikodésének eredményeként a szabad
nehézlancok szolubilis formaban az extracellularis térbe keriilhetnek (Demaria és mtsai, 1994;
Pickl és mtsai, 1996);

o a teljesen denaturalt, nem funkcionalé nehézlancoktdl a sejt feltehetéen internalizéacio

révén szabadul meg (Pickl és mtsai, 1996). Elképzelhetd, hogy a szabad nehézlancok NSOM
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mérésekkel kimutatott, B2m altal nem befolyasolt akkumulacidéja a denaturalt nehézlancok
hatékony internalizacidjat segiti eld.

o a szabad nehézlancok mas fehérjékkel (pl. intakt HLA I komplexek, inzulin receptor
el6z0 pontokban felsorolt folyamatokkal — megndvelheti a szabad nehézlancok sejtfelszini

¢lettartamat (Matko és mtsai, 1994; Ramalingam és mtsai, 1997).

szintézis?  ____ {Hn/ HL(p)m}

recirkulacio?

“cluster”

-B2m
szintézis —— H]_J(p)<:> H metalloproteaz

I + sp2m l \

internalizacio HT

és recirkulacio \

H: nehézlanc (heavy chain) T
L: konnyiilanc (32m; light chain) H k “cluster”

p: peptid
SHLA: szolubilis HLA I \

H+: denaturalt nehézlanc .
denaturacio

internalizacio

12. abra: A HLA I molekularis szervezédése aktivalt illetve transzformalt B sejtek felszinén. Pirossal
jeloltiik a sajat eredményeink alapjan javasolt részleteket.

A HLA I molekula ,,clusterek” kialakuldsanak mechanizmusa még nem tisztazott. Az
egyik lehetséges magyardzat szerint az aktivalt illetve fert6zott sejtek felgyorsult
fehérjeszintézisének koszonhetden jelentdsen megndvekszik az egyes transzport vezikulak
altal szallitott HLA molekulak mennyisége, amelyek aztan — a szabad diffuzidjukat korlatozo
tényez6(k) kovetkeztében (pl. lipid tutajok) - a plazmamembranba kijutva is egymads
kozelében maradnak (Gheber & Edidin, 1999). A szabad nehézlancok az igy kialakulo
asszociatumokon beliili kozvetlen (FRET szintli) molekularis kolcsonhatasokat stabilizaljak.
A HLA 1 asszocidtumok ugyanakkor dinamikus képzédmények, amelyek komponensei,
feltehetéen a membran szerkezete altal meghatarozott modon, folyamatosan cserélddnek
(Nagy és mtsai, 2001).

A sejtfelszinen elérheté P2-mikroglobulin szint fontos szerepet tolt be a szabad
nehézlancok és az intakt HLA I heterodimerek kozotti egyenstly és igy a HLA 1 molekuldk
sejtfelszini szervezddésének és funkcidinak szabalyozasaban (pl. antigén prezentacid; NK sejt
aktivacio stb.) is. Ennek a szabalyoz6 szerepnek kiilondsen a megndvekedett szérum B2m
illetve szabad nehézlanc szinttel egyiittjard betegségek esetében lehet gyakorlati jelentdsége

(Bethea & Forman, 1990; Perosa és mtsai, 1999; Puppo és mtsai, 2000).
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5.3 A HLA MOLEKULAK ES AZ IL-2R RESZVETELEVEL KIALAKULT
KONZERVATIV ASSZOCIACIOS MOTIVUMOK HUMAN T LIMFOMA/LEUKEMIA
EREDETU SEJTEK PLAZMAMEMBRANJABAN

Vizsgéalataink soran a HLA glikoproteinek ¢és az IL-2R nanométeres skalan
megvalosuld szervezddését tanulmanyoztuk harom humén T limfoma/leukémia eredetti
sejtvonal, az aktivalt T limfocitak modelljéiil szolgald, IL-2-t6] fiiggetleniil nové HUT102 B2,
az IL-2-t6l fiiggd, helper fenotipusu Kit225 K6 valamint ennek 1L-2 jelenlététdl fiiggetleniil is
szaporod6 alklonja, a Kit225 IG3 sejtek plazmamembranjaban. Célunk annak felderitése volt,
hogy a két fehérje részvételével kialakuld mintdzatok jelenléte mennyire altaldnos a
kiilonbozo T sejtvonalak felszinén.

Korabban FRET mérésekkel mar tobb T sejtvonalon kimutattak a HLA 1
(Bene és mtsai, 1994; Matko és mtsai, 1994; Sz06ll6si és mtsai, 1989). Emellett periférias
vérbol izolalt mononuklearis sejteken (PBMC) ill. a jelen vizsgéalataink soran is
tanulmanyozott HUT102 B2 T limfoma sejtek felszinén feltartdk a HLA 1 és az IL-2Ra
(CD25) kolokalizaciojat is (Bene és mtsai, 1994; Harel-Bellan és mtsai, 1990). Ezen
elézmények ismeretében a FRET technika alkalmazasaval azt szerettiik volna meghatarozni,
hogy a fenti asszociacidos motivumok jelen vannak-e mas T sejtek felszinén. Vizsgélatainkat
kiterjesztettiik az IL-2R B és y. lancok és a HLA I valamint az IL-2R alegységek és a HLA-

DR molekulak eddig még nem analizalt kolcsonhatasara is.

[ JHLAI
[ JHLA-DR
I 11 -2Ra

6 — =
10 - o IL-2RB
E IL-2Ry,

Expresszios szint

10* %

Kit225 K6  Kit2251G3 HUT-102B2

13. abra: A HLA I, HLA-DR és az IL-2R alegységek expresszios szintje (antitest kotohelyek
szama) a vizsgalt T sejteken. A kotohelyek szamat a telitésben adott, fluoreszcens antitesttel
megjelolt sejtek aramlasi citometrias fluoreszcencia hisztogramjanak (autofluoreszcenciaval
korrigalt) kozépértékébdl hatdroztuk meg. A fluoreszcencia intenzitds — kotShely szam
kalibraciot ismert szamt fluorofért tartalmazd fluoreszcens mikrogyongydk segitségével
végeztiik el.
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A pontos FRET analizishez nélkiilozhetetlen az egyes IL-2R alegységek valamint a
HLA T és II glikoproteinek sejtfelszini expressziojanak ismerete, amelyet fluoreszkald
festékkel konjugalt monoklondlis antitestek kotddésének dramlési citometrias vizsgalataval
becsiiltiik meg. A HLA I molekuldk mindharom sejtvonal felszinén nagy mennyiségben
(>10%sejt) expresszalodtak. A HLA-DR molekulak a Kit225 K6 és az IG3 sejtek felszinén a
HLA I molekulakhoz hasonlé mennyiségben (~10%sejt), mig a HUT 102 B2 sejteken annal
kb. fél nagysagrenddel kisebb példanyszamban (~5-6x10°/sejt) fejezédtek ki. Az IL-2RP és y.
alegysége néhany ezer-tizezer, az o alegység pedig néhany tizezer-szazezer példanyszamban
volt jelen a vizsgalt sejtek felszinén (13. &bra).

FRET méréseink a HLA 1 ¢é a HLA-DR molekuldk jelentds mértékii

------

homoasszociacidjat, valamint e két molekula kolokalizacidjat (részleges hetero-

rrrrrr
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14. abra: A HLA 1 és II molekulak sejtfelszini szervezodésének FRET analizise a vizsgalt T
limfoma sejteken. Az abra a jelmagyarazatban feltiintetett fehérjék kozott mérhetd atlagos FRET
hatasfokokat és a SEM értékeket tartalmazza. (n > 3)

Miutan ezen asszociacidos motivumok jelenlétét korabban mar tobb kiillonbozé eredetii
sejt (aktivalt T és B limfocitdk, virus-transzformalt limfoblasztok illetve fibroblasztok; 1d
»lrodalmi 4ttekintés”) felszinén is kimutattdk, eredményeink megerdsitik azt a feltételezést,
mely szerint ezek a mintdzatok a sejttipustol fliggetlen mechanizmus szerint alakulnak ki és
valamilyen altalanos — feltehetden a hatékony antigén prezentaciot eldsegité — funkcioval
rendelkeznek.

A HUT102 B2 sejtekhez hasonldan a masik két vizsgalt sejt plazmamembranjaban is
kimutathat6 volt a HLA 1 és a CD25 molekulak kolokalizacidja (15. abra). Aktivalt human

periférias limfocitakon végzett kisérleteik alapjan Harel-Bellan és munkatarsai kordbban arra
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15. abra: Az IL-2R és a HLA molekulik kolokalizacidjanak FRET analizise. Az abra az egyes IL-2R
alegységek ¢és a HLA molekulak kozott mérheté atlagos FRET hatasfokokat és a SEM értékeket
tartalmazza. (n > 3)

a kovetkeztetésre jutottak, hogy a HLA I molekuldk csak az Un. ,alacsony affinitdsu”
interleukin-2 receptorral (IL-2Ra) 1épnek kolcsonhatasba (Harel-Bellan és mtsai, 1990). Ezzel
szemben sajat FRET méréseink arra utalnak, hogy — legalabbis az altalunk vizsgalt sejteken —
a HLA I molekulék egy része az IL-2Rf és v, alegységek kozvetlen molekularis kozelségében
helyezkedik el (15. abra). Ez jelentheti azt, hogy a HLA I a ,,magas affinitdsa” IL-2R-ral 1ép
kolcsonhatasba, de utalhat a HLA I molekuldk és az egyes IL-2R alegységek egymastol
fiiggetlen, paronként megvaldsuld kolokalizacidjara is. Damjanovich és munkatarsai a
kozelmultban kimutattak, hogy a jelen vizsgalat soran is tanulmanyozott T sejteken az IL-2R
alegységek mar a ligandum (IL-2) tavollétében is egymds kozvetlen kozelében taldlhatok
(Damjanovich és mtsai, 1997a). Ezen el6zmény és a jelen munka sordn bemutatott kisérletes
adatok ismeretében nem zarhat6 ki annak a lehetdsége, hogy a HLA I molekuldk valamilyen
modon eldsegitik a ,,magas affinitdsa” IL-2R kialakulasat ¢és stabilizalodasat. Ezt a
feltételezést azok az adatok is alatamasztjak, amelyek szerint a limfocita proliferacio HLA I
ellenes antitestekkel gatolhato (De Felice és mitsai, 1990). Bar e jelenség hatterében
valdsziniileg az IL-2 illetve az IL-2R-gén aktivacidjanak gatlasa all, annak kialakul4séban, az
optimalis jelatvitelt biztosito receptor komplex modositasan keresztiil, az antitesteknek a HLA
I/IL-2R clusterekre gyakorolt hatdsa is szerepet jatszhat.

Az IL-2R és a HLA I molekuldk kolokalizacidja mellett az IL-2R alegységek és a
HLA-DR molekularis kozelségét is kimutattuk (15. abra). Bar ezen hetero-asszociacio

lehetséges funkcionalis jelentdségére utald irodalmi adat egyeldre nem all rendelkezésiinkre,
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feltételezhetd, hogy az IL-2R-HLA 1II kdlcsonhatas kdzvetett modon szerepet jatszhat az 1L-
2R alegységek lateralis szervezddésében.

Az IL-2R-nak a vizsgalt T Ilimfoma sejtek felszinén kialakulé lateralis
elrendezddésében az eldzdekben ismertetett hasonldosagok mellett eltéréseket is tapasztaltunk.
Damjanovich és mtsai kordbban kimutattak, hogy a K6 sejteken az a-lancok atlagos tavolsaga
kiviil esik a FRET hatétavolsagadn (>10 nm; azaz nincs mérhetd energiatranszfer), ami a
homoasszociacio hidnyaval magyarazhaté (Damjanovich és mtsai, 1997a). Ezzel szemben az
IG3 sejteken mért viszonylag magas FRET hatasfok (15-17 %) az o-alegységek jelentds
1G3-hoz hasonldan IL-2 fiiggetlen HUT102 B2 sejtek felszinén is kimutathato (16. abra). Az
IL-2Ra homoasszociacio eredete €s jelentdsége még nem tisztazott, felderitése tovabbi

vizsgalatokat igényel.

180 |- Kit225 K6
veareemnnns Hut102 B2

120

Sejtszam

60

75 50 25 0 25 50 75
FRET hatssfok (%)

rrrrrr

sejtek felszinén. Az abran lathatd aramlasi citometrids FRET hisztogram az a-lancok kozott sejtenként
mérheté FRET hat4sfokokat tartalmazza.

FRET méréseink tehat tobb, az IL-2R komplex és a HLA molekuldk részvételével
kialakulo ,konzervativ’ asszociaciés motivum jelenlétét tartdk fel a wvizsgéalt T
limfoma/leukémia eredetli sejtek plazmamembranjaban. Az IL-2Ra  sejt-specifikus
oligomerizaciojanak kivételével (16. dbra), ezen asszociaciés motivumok eléforduldsat sem a
vizsgalt T sejt tipusa, sem pedig az IL-2R ,betdltottsége” nem befolyasolta Iényegesen (1d.
14. és 15. abra, ,,-IL-2” Kit225 K6 sejtek). (Az IL-2R B- és y.-alegységét nem expresszalo,
ugyancsak T sejtes leukémia eredetli MT-1 sejtekkel végzett vizsgalatok szerint az IL-2Ra €s

.....

adatok).) Ugyancsak FRET mérésekkel mutattdk ki a kdzelmultban az IL-2R alegységeinek
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az IL-2 jelenlététdl fliggetlen (ugyanakkor a relevans citokinekkel szelektiven modosithato)
molekularis kozelségét (Damjanovich és mtsai, 1997a). Bar a FRET adatok alapjan azt nem
tudjuk eldonteni, hogy ezek a fehérje kolokalizaciok egymastdl fliggetleniil valosulnak-e meg
vagy ugyanazon fehérje mintazat részleteit tiikkrozik, létezésiik az IL-2R komplex ¢s
asszociacios partnereinek valamilyen altalanos ,,rendezd elv” alapjan kialakitott sejtfelszini
kompartmentalizacigjat feltételezi. A CD25 és a HLA molekuldk szubmikronos méretii (400-
800 nm), egymassal nagymértékben atfedd clustereinek a feltdrdsa szintén arra utal, hogy a
szobanforgd molekuldk — legaldbbis részben — k6zo6s membrandoménekben talalhatok (Vereb
és mtsai, 2000). A FRET mérésekkel feltart asszociacidos mintazatok feltehetéen a nagyméretii
clusterek/domének belsé szerkezetérdl, molekularis hatterérdl adnak felvilagositast.

Az IL-2R részvételével kialakulé szupramolekularis clusterek eléfordulasa
valdsziniileg a human T limféma/leukémia eredetli sejtek sajatossaga, mivel egérbdl szarmazo
nyugvo, periférias T limfocitdk illetve sejtvonalak esetén nem sikeriilt kimutatni az IL-2R

clusterekbe torténd rendezédését (Breitfeld és misai, 1996).
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5.4 AZ1L-2R o0 ALEGYSEGET LIPID TUTAJOK KOMPARTMENTALIZALJAK A
KIT225 K6 SEJTEK PLAZMAMEMBRANJABAN

Szamos limfoma/leukémia eredeti T sejt illetve sejtvonal, igy az altalunk
tanulmanyozott T sejtek plazmamembranjaban is, az IL-2R a alegységének allando, eldzetes
aktivaciot nem igényld, legtobbszor a masik két alegységét nagymértékben meghaladd
expresszidja figyelheté meg. Az a-lanc expresszidjaban a normadl illetve a leukémias T sejtek
kozott megfigyelhetd kiillonbséget aknazzak ki az IL-2Ra ellenes antitest (anti-Tac) illetve
modositott valtozatainak alkalmazasan alapulé monoklonalis antitest terapidk (Morris &
Waldmann, 2000; Waldmann és mtsai, 2000). A CD25 sejtfelszini expresszidjaban az
egészséges illetve beteg egyedekbdl szarmazod limfocitdk kozott kimutathatd kiilonbség a
CD25 sejtfelszini eloszlasaban/elrendezddésében is jelentkezik. Erre példa a nagy affinitasu
IL-2 receptor komplex folyamatos expresszioja vagy az IL-2Ra és a HLA molekuldk
kompartmentalizdcidjdban, asszocidciés mintdzatainak kialakitdsaban és fenntartdsdban
szerepet jatszo tényezok megismerése ezért akar terapids jelentdségii is lehet.

Kémiailag keresztkotott IL-2 receptorral végzett detergens extrakcids kisérletek
alapjan  kordbban arra a  kovetkeztetésre jutottak, hogy az egér IL-2Ra
kompartmentalizacidjaban detergens rezisztens €s szolubilis membranrégiok egyarant részt
vesznek (Hoessli és mtsai, 1990). Bar az ily mdodon kapott detergens rezisztens struktirak
valészintileg csak részben azonosak a lipid tutajokkal, mindenképpen felvetdodik annak a
lehetdsége, hogy az IL-2R sejtfelszini eloszlasdnak kialakitdsaban ezek a koleszterinben és
szfingolipidben gazdag membrandomének is fontos szerepet jatszanak. Kiilonb6zé humén
illetve egér eredetli sejtvonalakon kimutattdk az MHC II molekuldk konstitutiv illetve
keresztkotés indukalta raft asszociacigjat is , amely — tekintve az IL-2R alegységek és a HLA
potencialis rendezd szerepére utal (Anderson és mtsai, 2000; Huby és mtsai, 1999).

A lipid tutajoknak az IL-2Ra sejtfelszini kompartmentalizacidjaban betoltott szerepét
az IL-2 jelenlétében ndvo, human T limfoma eredetli Kit225 K6 sejtek plazmamembranjaban
vizsgaltuk. Kisérleteink egy részében a sejteket hideg, nem-ionos detergenssel (1% TX-100
vagy 15 mM CHAPS) kezeltik, majd a lipid tutajokat tartalmazo, alacsony silriiségli

detergens rezisztens membranfrakciét (DRM) a plazmamembran tobbi részétdl siiriiség
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gradiens centrifugaldssal valasztottuk el. Az igy kapott frakciok fehérjetartalmat SDS-PAGE

gélelektroforézist kovetden Western-blot technikaval analizaltuk (17. abra).
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17. abra: Az IL-2R alegységek, a transzferrin receptor és a CD48 molekula detergens rezisztencia
vizsgalata Kit225 K6 sejteken. Az abra az 1%-os TX-100-zal kezelt sejtek stirliséggradiens
centrifugalasaval nyert detergens rezisztens (fels6 panel) illetve detergens szolubilis (alsé panel)
membranfrakcid fehérjetartalmanak Western blot analizisét mutatja IL-2-vel (+) illetve anélkiil (-)
tenyésztett sejteken. A feltiintetett fehérjék azonositasa a kovetkezé monoklonalis antitestekkel tortént:
anti-Tac (IL-2Ra), Mikp1 (IL-2RB), TugH4 (IL-2Ry), MEM-75 (TrfR) és MEM-102 (CD4S8).

A detergens kezelés illetve az egyes membranfrakciok ezt kovetd szétvalasztasanak
sikerét a lipid tutajokban koncentralddd, GPI-horgonyzott CD48 illetve a lipid tutajokbol
»kizart” (az eddigi irodalmi adatok alapjan kizardlag a szolubilis membranfrakcioban
megtalalhato) transzferrin receptor (TrfR) alkalmazéasaval ellendriztiik (Harder és mtsai, 1998;
Moran & Miceli, 1998): varakozasainknak megfeleléen a CD48 legnagyobbrészt az
alacsonyabb siirliségi DRM frakcioban taldlhatd, mig a TrfR jelenlétét csak a centrifugacsd
aljan 0sszegyiild, nagyobb siirliségli membranfrakcidban sikeriilt kimutatnunk (17. dbra).

Mint az abran is lathatd, mind az IL-2R o lancat, mind pedig a jelatvitelért felelds P és
v. alegységeket azonositottuk a DRM frakciéban. Az IL-2R ligandummal val6 betdltottsége
nem befolyasolta Iényegesen az a-lancok és a DRM frakci6 asszociaciojat: mind az IL-2-vel,
mind pedig az IL-2 nélkiil tenyésztett sejtekkel végzett kisérleteinkben — bar ez utdbbi esetben

valamivel kisebb mennyiségben — kimutattuk a CD25 jelenlétét a DRM frakcioban.
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18. abra: A CD25 (IL-2Ra) és CD48 molekulak kolokalizacidja. (a) Koprecipitacio: a CD25-
ellenes antitesttel (anti-Tac) immunprecipitalt sejtlizatum CD48 tartalmat MEM-102 antitesttel
detektaltuk (1. sav). Kontrollként a MEM-102-vel azonos izotipusu, irrelevans antitestet
alkalmaztunk (2. sav). (b) Cocapping: a MEM-102 (zold) és anti-Tac (piros) antitestekkel duplan
jelzett sejtek fluoreszcens mikroszkopos képe a capping kisérletet kovetéen. (Id. Anyagok €s
modszerek)

19. dbra: A CD25 és a GM-1 gangliozid kolokalizaci6janak konfokalis mikroszképos vizsgalata. A
fels6 két panel a FITC-kolera toxin B alegységgel megjelolt GM-1 (a, b, ¢) és a Cy3-anti-Tac-kal jelolt
CD25 (d, e, f) fluoreszcenciajat mutatja a duplan jelzett sejteken. A két csatornaban kapott jel egymasra
helyezése eredményezi az als6 panel képeit (g, h, 1). Sarga szin jeloli a z6ld és a piros fluoreszcencia
atfedését, azaz a két molekula kolokalizaciojat. A konfokalis felvételek a sejt kiilonbdzé mélységében
kivalasztott szeletek fluoreszcencidjat mutatjak (alsoé részéhez kozeli szelet: a, d, g; a sejt kdzepe: b, e,
h; sejt felso része: c, f, 1).
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Koprecipitaciés (18/a. abra), ,,cocapping” (18/b. abra) illetve FRET (20. &bra) kisérleteink
tovabbi bizonyitékul szolgéaltak az IL-2Ra lipid tutajokban torténd lokalizaciojara
vonatkozoan: eredményeink alapjan az IL-2Ra és a CD48 a plazmamembran szfingolipidben
és koleszterinben gazdag régidiban egymas kozvetlen molekuldris kozelségében
helyezkednek el. Konfokalis mikroszkopos vizsgalataink feltartak a lipid tutajokban feldasuld
GM-1 gangliozid és az IL-2Ra kolokalizacidjat is (19. abra).

Vizsgalataink tehdt meggy6zd bizonyitékot szolgaltattak arra vonatkozdan, hogy —
fiiggetleniil az IL-2 jelenlététdl — a magas affinitast IL-2R komplex mindhdrom komponense
a lipid tutajokban helyezkedik el. Eredményeink a korabbi FRET mérésekkel 0sszhangban
arra utalnak, hogy mas novekedési faktor receptorokkal (pl. epidermalis novekedési faktor
receptor) ellentétben a magas affinitdsi IL-2R alegységeinek a vizsgalt T sejtek
plazmamembranjdban tapasztalt egyiittallasat nem a ligandum kotddése indukalja, hanem mas
tényezOk (pl. a membran mikrodomén szerkezete) alakitjak ki, a ligandum k&tddése csak
modositja az egyes alegységek kolcsonhatéasat.

FRET és biokémiai vizsgéalataink egyarant arra utalnak, hogy a K6 sejteken talalhato
CD25 molekuldknak csak egy része koncentralddik a lipid tutajokban: egy jelents hanyaduk
a detergens szolubilis membranrégidkban talalhatd (17. &bra), ahol véletlenszeriien vagy
pedig mas (pl. a TrfR-t tartalmaz6) membran mikrodoménekhez kapcsolodva
helyezkedhetnek el. Ez utobbi lehetdséget valosziniisiti a TrfR és a CD25 molekuldk kozott
detektalhatd ~14 % FRET is (20. abra). Kordbban ugyancsak T sejteken kimutattdk a TrfR és
a HLA T illetve a HLA II glikoproteinek részleges asszociacidjat is (Matyus és mtsai, 1995).
Eredményeink alapjan feltételezhetd, hogy a CD25 kompartmentalizacidjdban a kialakuld IL-
2R komplex affinitasatol fliggden kiilonb6z6 membrandomének vesznek részt: mig a magas
affinitast komplex (IL-2Rafy.) a detergens rezisztens membrandoménekben helyezkedik el,
addig a receptor alacsony affinitasi formaja (az a-lanc) ezeken kiviil talalhatd. A mar emlitett,
egérsejteken végzett vizsgalatok soran ugyancsak arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy az IL-
2R kiilonb6zé formai mas membranrégiokban talalhatok (Hoessli és mtsai, 1990). Ismert
tény, hogy az IL-2 kotddését kovetden a magas affinitdsu komplex internalizacidja kovetkezik
be. Ugyanakkor a harom alegység sorsa ezt kovetden elvalik egymastdl: mig a B és a v,

alegység degradalodik, addig az a-lanc, hasonldan a transzferrin receptorhoz, visszakeriil a

.....

crer

Miutan a lipid tutajok integritdsanak megsziintetése az altaluk Osszetartott fehérje
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clusterek felbomlésat is maga utan vonja, kisérleteink tovabbi részében FRET mérésekkel a
raftok egységének szerepét tanulmanyoztuk az IL-2Ra részvételével kialakult mintazatok
kivaltasaban és fenntartasaban. A sejteket metil-B-ciklodextrin kezelésnek vetettiik ald,
amelyrdl mar kordbban kimutattak, hogy a membran koleszterin tartalmanak szelektiv €s igen
hatékony kivonasat és igy a lipid tutajok egységének felbomlasat eredményezi (Varma &
Mayor, 1998). A koleszterin kivonds eredményességét a mar kordbban emlitett lipid proba, a
DPH anizotropia jelentdsen csokkent (0.157+0.012-r61 0.064+0.006-ra), ami a membran

fluiditasanak a koleszterin kivonasat kisérd novekedését tiikkrozi.
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20. abra: A lipid tutajok integritasinak szerepe az IL-2Ro asszocidciés mintazatainak
fenntartasaban Kit225 K6 sejtek felszinén. Az abra a kontrol (o) illetve a MBCD-nel kezelt (m) sejteken
a feltiintett fehérjék kozott mért atlagos FRET hatasfokokat (%; £ SEM) tartalmazza.
Mint a 20. abran lathato, a koleszterin kivonasa jelentds hatast gyakorolt az IL-2Ra €s
a HLA molekuldk kolcsonhatasara: a CD25 és a HLA-DR molekuldk kolokalizaciojat
csokkentette, a CD25-HLA 1 kolokalizacié mértékét pedig novelte. A koleszterin kivonésa
jelentésen csokkentette az IL-2Ra és a T sejtek jelatviteli folyamataiban fontos szerepet
bet6ltd raft-komponens, a GPI-horgonyzott CD48 fehérje molekularis kozelségét, ugyanakkor
az IL-2Ra és a raftokbol , kizart” transzferrin receptor kolcsonhatasat nem befolyésolta. Sem
a kontroll, sem pedig a MPBCD-nel kezelt sejteken nem detektaltunk pozitiv FRET-et a CD48
¢és a TrfR kozott (E = 2%). Eredményeink arra utalnak, hogy az IL-2Ra és a HLA molekulak
legalébbis a lipid tutajok integritasa alapvetd feltétele ezen mintazatok stabilitadsanak.
A lipid tutajok az IL-2Ro magasabb (szubmikrométeres) hierarchikus szinten torténd

szervezOdésének kialakitasaban is fontos szerepet jatszanak (Vereb és mtsai, 2000).
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jelatviteli platform létezését is. Erre utal az a nemrégiben megjelent kdzlemény is, amely
szerint a CD48, a Thyl illetve a Ly6A/E GPI-horgonyzott fehérjék antitesttel torténd
keresztkotése és ennek kovetkeztében kialakuldé immobilizacidja gatolja a T sejtek
novekedését, ugyanakkor nincs hatassal a T sejtek effektor funkcidjara (Marmor és mtsai,
1999).

Az IL-2 biologiai hatasat legtobb esetben a mindharom alegységet tartalmazo magas
affinitasu receptor komplexen keresztiil fejti ki. Detergens rezisztencia vizsgalataink alapjan
feltételezhetd, hogy a magas affinitasu IL-2R komplex a lipid tutajokban talalhatd, hiszen az
a-lanccal ellentétben a P ¢és vy, alegység jelenlétét csak a detergens rezisztens
membranfrakcioban tudtuk kimutatni (17. abra). Felmeriil a kérdés, hogy vajon a lipid tutajok
integritasa befolyasolja-e az IL-2 altal stimulalt jelatviteli folyamatok hatékonysagat. A 21/a.
abra az IL-2 altal kivaltott teljes tirozin foszforilacids mintazat kialakuldsat mutatja kontroll
illetve metil-B-ciklodextrinnel eldkezelt sejtek esetén. Mint az immunoblotbdl kitiinik, a
tirozin foszforildcido mértéke az IL-2 stimulacidt kovetden idoben ndvekszik és kb. 15 perc
mulva éri el a maximumot. A {6 tirozin foszforilacids savok a 35-60 kDa molekulatomeg
tartomanyban taldlhatok. A sejtek MPBCD-nel torténd eldkezelése nagymértékben és
viszonylag egyenletesen csokkentette a foszforilacié mértékét.

A citokin stimulaciét kovetden lezajlo tirozin foszforilacios folyamatok nagyrésze
nem specifikus az adott citokinre, ugyanakkor a STAT3/STATS transzkripcios aktivalo
faktorok foszforilacidjat eddigi ismereteink alapjan csak az IL-2 (és az IL-15) stimulacidja
valtja ki (Johnston és mtsai, 1995). A lipid tutajok integritdsanak a STAT3/STATS
foszforilacidjaban betdltott szerepét a tirozin-foszforilalt STAT3-ra illetve STATS-re
specifikus monoklonalis antitestek kotédésének aramlési citometrids  vizsgalataval
tanulmanyoztuk (Fleisher és mtsai, 1999). Mint a 21/b. dbran lathat6, IL-2 stimul4cid hatisara
mindkét antitest kotddése (azaz a transzkripcios faktorok foszforilacioja) jelentdsen megndtt
az alapszinthez képest. A sejtek ciklodextrinnel tortén6 eldkezelése ugyanakkor
nagymértékben gatolta a STAT3 illetve a STATS foszforilaciojat. A koleszterin kivonasa
tehat jelentés mértékben csokkentette az IL-2 altal kivaltott jelatviteli folyamatok
hatékonysagat. Ennek egyik lehetséges oka, hogy a lipid tutajok egységének megbontdsa az
IL-2R alegységek lateralis diszperzidjat és igy a B és a y. lancok intracellularis részéhez

kapcsolodo Jak kinazok kozotti kolcsonhatasok szétkapcsolasat eredményezte. Ezek a
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kolcsonhatasok kulcsszerepet toltenek be a tovabbi jelatvivd molekuldk (pl. STAT)
kapcsolodasi helyeinek kialakitasdban (Nelson & Willerford, 1998).
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21. abra: A lipid tutajok egységének szerepe az IL-2 4altal Kkivaltott tirozin foszforilacios
folyamatokban. (A) MBCD kezelés (7 mM) hatasa az IL-2 altal kivaltott teljes tirozin foszforilacios
mintdzatra. Az IL-2 stimulaciét (1000 U/ml) kovetden a jelzett idopontokban vett mintakat Western blot
technikéaval, torma-peroxiddzzal konjugalt anti-foszfotirozin antitest alkalmazasaval analizaltuk. (B) A
koleszterin kivonas hatasa a STAT3/STATS foszforilacidjara. Az oszlopok az anti-foszfotirozin-STAT3
illetve STATS elsddleges és FITC-jelzett masodlagos antitesttel megjelolt sejtek kdzepes fluoreszcencia
intenzitasat (+ SEM) mutatjak stimulalatlan (m) illetve IL-2-vel 15 percig stimulalt (0) sejtek esetén. A
mért intenzitdsokat az izotipus kontroll antitest illetve a masodlagos antitest aspecifikus kotddésébol
adodo hattérrel korrigaltuk.

Nemrégiben egérsejteken végzett vizsgalatok szintén az IL-2Ra részleges raft-
asszociaciojat tartak fel, ugyanakkor a P és y. alegység jelenlétét kizardlag a detergens
szolubilis membranrégiokban mutattdk ki. Ennek megfelelden ezeken a sejteken a lipid
tutajok az o-lanc szegregacidja/elkiilonitése révén gatoljak a B és a y. alegységgel vald
kolcsonhatasok ¢€s igy a magas affinitast receptor komplex kialakulasat (Marmor & Julius,
2001). Mindez arra hivja fel a figyelmet, hogy a lipid tutajoknak az IL-2R komplex
alegységek kompartmentalizacidjaban és igy az IL-2 altal kivaltott jelatviteli folyamatok
szabalyozasaban betoltott szerepe faj- illetve sejtfiiggd lehet.

Osszefoglalasként elmondhatjuk, hogy a vizsgalt limfoma/leukémia eredetii T sejtek

plazmamembranjdban az IL-2Ra (CD25) részben a glikoszfingolipidben ¢és koleszterinben
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funkcionalis kovetkezménnyel jarhat a vizsgalt T sejtekre nézve: (1) Az a-lancoknak a
jelatvitelért felelds masik két alegység kozelében torténd koncentralasaval a lipid tutajok
elosegithetik a magas affinitast receptor komplex alegységeinek a citokin stimulaciotol
fliggetlen csoportosulasat. Ez a ,,fokuszald” hatas felgyorsithatja a receptor komplex végso
formajanak az IL-2 kotddés hatasara bekovetkezd kialakuldséat (Grant és mtsai, 1992; Roessler
és mtsai, 1994), és igy részben felelds lehet a leukémia/limfoma eredetii sejteknek a normal
limfocitdkhoz viszonyitott megndvekedett proliferacios sebességéért. A lipid tutajok
kiilonbozd intracellularis (illetve raft-asszocialt) jelatvivd molekuldk kapcsolodésat. (2) Bar
az ezzel kapcsolatos vizsgalatok még folyamatban vannak, feltehetd, hogy a lipid tutajok részt
vesznek mas citokin receptorok privat o alegységeinek kompartmentalizacidjaban is, igy téve
lehetévé a kozos v, (illetve B) alegységek kiilonb6zo citokinek altal torténd hasznalatat. (3) A
lipid tutajok egysége tobb, az IL-2Ra részvételével kialakuld asszocidcids mintazat
stabilitdsanak is feltétele, igy ezen mintazatok eddig még fel nem tart funkcidjanak

szabalyozasaban is szereplik lehet.
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6. OSSZEFOGLALAS

Munkdm célja az antigének bemutatdsaban kulcsszerepet jatsz6 HLA I molekuldk
receptor sejtfelszini szervezddésének kialakitdsdban, fenntartdsaban és szabalyozasiban
szerepet jatszo tényezok feltardsa volt. A kiilonb6zé human B illetve T limfoma sejteken
végzett vizsgalataink eredményei a kdvetkezok:

(1) Fluoreszcencia rezonancia energiatranszfer méréseinkkel kimutattuk, hogy a
plazmamembran koleszterin szintje (a membran mikrodomén struktiuraja) szerepet
jatszik a HLA I molekulék oligomerizacidjanak szabalyozasaban human B limfoblaszt
sejteken.

(2) Aramlasi citometrias illetve pasztazd kozeli mezé mikroszkopias méréseink szerint a
szabad (B2-mikroglobulint nem tartalmaz6) HLA I nehézlancok, illetve az intakt HLA
I heterodimerek, legalabbis részben, azonos fehérjemintdzatok kialakitdsaban vesznek
részt a JY sejtek felszinén. FRET méréseink alapjan a sejtfelszinen elérhetd [2-
mikroglobulin szint — feltehetden a nehézlanc kiilonb6zé megjelenési formai kozotti
egyensuly modositasan keresztiil — fontos szerepet tolt be a HLA I oligomerizacid
mértékének szabalyozasaban.

(3) Allospecifikus citotoxikus T limfocitak alkalmazasaval kimutattuk, hogy az antigén
prezentald sejt felszinén elérhetd P2-mikroglobulin szint — feltehetéen a HLA 1
oligomerizacié mértékének mddositasan keresztiil (1d.el6z6 pont) — fontos szerepet tolt
be a T sejt aktivacid illetve effektor funkcid hatékonysaganak szabalyozasaban is.

(4) T limféoma/leukémia eredetli sejteken végzett FRET méréseink tobb, az IL-2R
komplex ¢és a HLA molekulak részvételével kialakuld ,konzervativ”’ asszociacids
motivum jelenlétét tartak fel a vizsgalt sejtek plazmamembranjdban. Az IL-2Ra sejt-
specifikus oligomerizacidjanak kivételével ezen asszocidcids motivumok eléfordulasat
sem a vizsgalt T sejt tipusa, sem az IL-2R citokin-kdtése nem befolyasolta Iényegesen.

(5) Fizikai ¢és biokémiai modszerek alkalmazasaval kimutattuk, hogy a Kit225 K6
limféma/leukémia eredetii T sejtek plazmamembranjaban az IL-2Ra (CD25) részben a
glikoszfingolipidben és  koleszterinben gazdag membrandoménekben (lipid
tutajokban) helyezkedik el. FRET méréseink szerint a lipid tutajok egysége tobb, az
IL-2Ra részvételével kialakuld asszociacids mintazat stabilitasanak feltétele.

A lipid tutajok egységének megbontdsa csokkentette az IL-2 stimuladciét kdvetd

jelatviteli 1épések hatékonysagat, amely arra utal, hogy ezek a membran
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mikrodomének kulcsszerepet jatszanak a magas affinitasd IL-2R  komplex
kialakulasdban. Ezt az elképzelést a sejtek detergens rezisztens membranfrakcidjanak
biokémiai analizise is alatdmasztotta: az IL-2Ra lanca mellett a jelatvitelért felelés P
¢s 7. alegységeket is sikeriilt azonositanunk a DRM frakcioban.

(6) FRET ¢és biokémiai vizsgalataink egyarant arra utalnak, hogy a K6 sejteken taladlhato
CD25 molekuldknak csak egy része koncentrdlodik a lipid tutajokban: jelentds
hanyaduk a detergens szolubilis membranrégiokban talalhatd, ahol véletlenszeriien
vagy pedig mas (pl. a transzferrin receptort tartalmazd) membran mikrodoménekhez

kapcsolodva helyezkedhetnek el.

7. GYAKORLATI JELENTOSEG

Eredményeink hozzajarulhatnak az adaptiv immunvalasz, ezen belil is az
antigénprezentdcio ¢és a T sejt aktivacio folyamatdnak mélyebb megértéséhez.

Az altalunk feltart fehérje mintazatok egy része az aktivalt periférias T illetve B
limfocitak felszinén is megtalalhat6, mig mas résziik — legaldbbis az eddig rendelkezésre allo
adatok alapjan — csak a vizsgalt limfoma/leukémia eredetli sejtekre jellemzd. A kiilonbozo
eredetli limfocitdk sejtfelszini mintazatainak Osszehasonlitisa, az egészséges illetve beteg
egyedekbdl, esetleg mas fajbol szarmazé sejtek kozotti hasonldsagok és kiillonbségek feltarasa
eldsegitheti a mintazatok funkciondlis jelentdségének illetve a normalis valamint a koros
sejtmilkodés (pl. aktivacio, sejttranszformacio stb.) molekularis részleteinek megértését, igy
mind az alapkutatdsban mind pedig a kiilonféle betegségek diagnosztikajaban illetve

A monoklonalis antitesteken alapuld, napjainkban egyre szélesebb korben sikerrel
kiprébalt, un. célpont orientalt diagnosztikus illetve terapias eljarasok egy potencialis klinikai
alkalmazasi tertiiletet is jelenthetnek. Miutan ezen eljarasok kézenfekvd célpontja a sejtfelszin,
a plazmamembran és a benne elhelyezked6 molekularis struktarak, fehérjemintazatok
valamint az azokat szabalyozo tényezok feltarasa jelentds eldrelépést hozhat ezen a teriileten
is. Kiilonosen érdekes lehet ez az IL-2Ra esetében, amely az ilyen jellegli beavatkozasok
gyakori célpontja: a CD25 ellenes anti-Tac humanizalt valtozatat mar eddig is sikerrel
alkalmaztak a kiilonb6zo leukémias illetve autoimmun megbetegedések kezelésében valamint

az allograft kilok6dés megakadalyozasaban (Waldmann és mtsai, 2000).
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