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Az értekezésben gyakran előforduló rövidítések jegyzéke (angol - magyar) 

 

β2m β2 microglobulin, β2 mikroglobulin 

DRM detergent resistant membrane fraction, detergens-rezisztens membrán frakció 

EGFP enhanced green fluorescent protein, fokozott kifejeződésű zöld fluoreszcens 

fehérje 

FCCS fluorescence cross-correlation spectroscopy, fluoreszcencia keresztkorrelációs 

spektroszkópia 

FCS  fluorescence correlation spectroscopy, fluoreszcencia korrelációs 

spektroszkópia 

FPGA field-programmable gate array, programozható logikai kapumátrix 

FRET Förster resonance energy transfer, Förster típusú rezonancia energiatranszfer 

FWHM full width at half maximum, félértékszélesség 

HBSS Hank's Balanced Salt Solution, Hank kiegyensúlyozott sóoldat 

IL-15R interleukin 15 receptor, interleukin-15 receptor 

IL-2R interleukin 2 receptor, interleukin-2 receptor 

JAK Janus kinase, Janus arcú kináz 

MAPK mitogen-activated protein kinase, mitogén aktiválta protein kináz 

MHC I major histocompatibility complex I, I. osztályú fő hisztokompatibilitási 

komplex molekula  

MHC II major histocompatibility complex II, II. osztályú fő hisztokompatibilitási 

komplex molekula 

mRFP monomeric red fluorescent protein, monomer-piros fluoreszcens fehérje 

PSF point spread function, fényességeloszlási függvény 

STAT signal transducer and activator of transcription, jelátviteli és transzkripciót 

aktiváló fehérje 

STED stimulated emission depletion, stimulált emisszió depléció 
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1. Bevezetés 

 

A membránfehérjék laterális organizációjának heterogenitására, ennek a jelátvitelben 

játszott szabályozó szerepére számos tanulmány mutatott rá. A nem-véletlenszerű 

membrántopológia kialakítása több intra/extracelluláris vagy membránban ható kölcsönhatás 

együttes következménye. Az így kialakult struktúrák életideje és nagysága változatos értékeket 

mutat. Dolgozatom fő témája speciális összetételű membránkompartmentben feldúsuló, 

egymással szoros közelségben levő membránfehérjék dinamikájának vizsgálata.  

Bemutatom az MHC I molekulák szabályozó szerepét az IL-2/15 citokin receptorok és 

MHC I molekulák klaszterizációjában és mobilitásában humán T sejtvonalon. Kísérleteinket 

modern biofizikai mérőmódszerek segítségével végeztük, a molekuláris kölcsönhatások 

változásának kimutatásához fehérjemobilitásokat és klaszterméreteket határoztunk meg. Az 

MHC I expressziós szintjét ezekben a kísérletekben siRNS-sel szabályoztuk. 

A bemutatott adatok rávilágítanak arra, hogy a membránfehérjék klaszterizációjának és 

mobilitásának modellezésénél a közvetlen molekuláris környezet szerepét figyelembe kell 

venni. Eredményeink igazolják, hogy az MHC I géncsendesítése hatással lehet funkcionálisan 

össze nem illőnek gondolt receptorok membránbeli dinamikájára is.  

A transzmembrán jelátviteli folyamatok, így az IL-2 és IL-15 működésének végpontja 

gyakran a géntranszkripció szabályozása. Dolgozatom további részében a c-Jun és a c-Fos  

heterodimer transzkripciós faktorok konformációját és dinamikus sajátságait fogom bemutatni. 

Munkámban méhnyakrák sejtvonalon vizsgáltam a c-Jun és a c-Fos dimerizációját, mobilitását, 

és a dimer konformációját FRET és FCCS segítségével. 

Dolgozatom utolsó részében egy újraprogramozható mérőeszköz biofizikai mérésekben 

való lehetséges alkalmazását mutatom be. Az eszköz segítségével meghatározható a 

molekulakomplexekben levő fehérjék asszociált hányada és mobilitása, lehetővé téve 

pontosabb biofizikai modellek felállítását.  
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2. Irodalmi áttekintés 

2.1. Membránmodellek, membránfehérjék laterális organizációja 

A sejtek membránjának fő feladata a sejt saját folyamatainak elválasztása a külső 

környezettől, illetve az azzal való szabályozott anyagtranszport és kommunikáció fenntartása. 

A sejtet a környezetétől elválasztó hártya felfedezése a 18 században, a fénymikroszkóp 

kifejlesztése és növényi sejtek vizsgálata közben történt. A legkorábbi vizsgálatokban 

vörösvértestek ozmotikus tulajdonságait tanulmányozták. A vörösvértestek alakját a vizes 

közeg befolyásolni tudta, kimutatták ozmotikus duzzadásukat és zsugorodásukat is.  Későbbi 

vizsgálatok kimutatták az ionok szelektív átjárhatóságát a membrán extra- és intracelluláris 

oldala között. Megfigyelték, hogy a sejtek vizes közegben gömb alakot vesznek fel, és ̠  ismerve 

az olajok és zsírok hasonló viselkedését ˗ úgy gondolták, hogy a sejtmembrán is folyékony 

állapotú zsírokból állhat. Ezen elképzelés szerint a sejtmembránon minden olyan molekula 

képes átjutni, amely zsírokban oldódik. A sejtmembrán vastagságának becslésére elsőként 

Franklin, később Lord Rayleigh kísérletei szolgáltattak adatokat. Rayleigh megfigyelte, hogy 

0,81 mg olívaolaj a vízfürdő felszínén 84 cm átmérőjű kör területén terül szét. Az olaj 

sűrűségére 0,9 g/mL értéket feltételezve az olívaolaj monolayer vastagságára 16,3 Å értéket 

kapott, ezen távolság volt az első kísérletes becslése egy monolayer vastagságának. A korai 

membránmodellek főként a membránok szelektív átjárhatóságának magyarázatát tűzték ki 

célul, majd a lipid kettősréteg felfedezése után fokozatosan fejlődtek ki összetettebb elméletek 

is, lásd 1. ábra [1]. A 30-as évektől kezdve évtizedekig Davson és Danielli [2] elképzelése volt 

az uralkodó elmélet, mely szerint a sejtmembránt mindkét oldalán befedik a fehérjék, melyeket 

a membránon elmozdulni képtelen alkotóként gondoltak el. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



7 
 

 

1. ábra: membránmodellek fejlődése 1925-1972 között [1] 

Az ábrán a fontosabb felfedezések és elképzelések idővonala látható a megnevezett 

időszakban. Narancsszínben az ozmotikus tanulmányok láthatóak; piros: 

mesterséges membránokkal kapcsolatos felfedezések; lila: elektrofiziológia; 

sötétzöld: főbb membránmodellek; rózsaszín: membrántranszport elméletek; 

világoskék: ion-eloszlás vizsgálata; világoszöld: elektronmikroszkópos 

vizsgálatok.  

 

A technológiai fejlődés révén egyre több fehérjéről bizonyosodott be, hogy a 

membránban jelentős rotációs és laterális elmozdulásra képesek, így az 1972-ben posztulált, 
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Singer-ről és Nicolson-ról elnevezett „folyékony mozaik” membránmodell (SN modell) vált 

elfogadottá [3, 4]. A modell sematikus rajza az 2. ábrán látható [5].  

 

2. ábra: A Singer és Nicolson által leírt membránmodell [5] 

Az ábrán a lipid kettősréteg és az aszimmetrikus/mozaikos lipid és fehérjeeloszlás 

sematikus ábrázolása látható. 

 

A modell szerint a lipid kettősrétegben a hidrofil feji csoportok a vizes fázis felé, az 

intracelluláris és extracelluláris tér felé fordulnak, a zsírsavláncok pedig egymás felé 

orientálódnak. A modell szerint a membránfehérjéket két csoportba osztályozhatjuk, integráns 

és perifériás osztályokba. Az integráns membránfehérjék hidrofil részei az extra- és 

intracelluláris térben helyezkednek el, s hathatnak kölcsön a nekik megfelelő molekulákkal. 

Hidrofób részük a lipid kettősréteg síkjában helyezkedik el. Ezen típusú membránfehérjék csak 

a membránszerkezetet károsító kémiai módszerekkel távolíthatóak el a membránból. A 

perifériás membránfehérjék a membrán hidrofil részeihez kötődnek, de nem alkotnak 

összefüggő réteget, s a membránszerkezet megbontása nélkül is eltávolíthatóak. A modell 

szerint a lipidek és fehérjék a membránban mozaikos elrendezést mutathatnak, a lipid 

kettősrétegben szabadon mozoghatnak. 
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Az utóbbi évtizedekben számos megfigyelés mutatott rá, hogy a SN modellt szükséges 

kiegészíteni [6]. 1997-ben Simons és Ikonen enyhe detergens kezelésnek ellenálló, ún. 

detergens-rezisztens membrán frakciókat talált (DRM) [7]. Ez alapján terjedt el az ún. lipid tutaj 

hipotézis. A lipid tutajok speciális összetételű membrándomének, főként koleszterinből, 

szfingomielinből, glikoszfingolipidekből (GSL) és GPI-horgonyzott fehérjékből felépülő 

dinamikus struktúrák [8, 9], lásd alább 3. ábra.  

 

3. ábra: Lipid tutajok hierarchikus szerveződése [10] 

A lipid tutajok dinamikusan szerveződött struktúrák, tipikusan koleszterinből, 

szfingomielinből, glikoszfingolipidekből és GPI- horgonyzott fehérjékből állnak. 

Méretüket és dinamikájukat változatos eloszlás jellemzi, a molekuláris nagyságtól 

a membrán mikrodomén szintig. [10] 

 

Az azóta eltelt évtizedekben több olyan membránbeli komponenst azonosítottak, melyek a 

detergens-rezisztens doménekben találhatóak, vagy azokban feldúsulnak. Több jelátvitelben 

résztvevő molekula/receptor esetében feltárták a lipid tutajok jelátvitelt moduláló vagy éppen 

szegregáló szerepét [11-16], így a lipid tutajok mind strukturális, mind funkcionális 

fehérjeplatformként jellemezhetőek [6, 10]. Nagyságuk változatos eloszlást mutat (10-500 nm). 



10 
 

Az irodalomban a lipid tutajok létezéséről, méretéről és életidejéről számos egymásnak részben 

ellentmondó közlemény található [9, 17, 18], így valószínűsíthető, hogy a modern biofizikai 

mérőmódszerek fejlődésével a modellt tovább pontosítják [19-22].  

A membránfehérjék szabad elmozdulását nemcsak a viszkózus környezet gátolhatja.  

Kusumi és munkatársai megfigyelték, hogy a 40 nm átmérőjű aranygömbökkel megjelölt E-

cadherin receptor trajektóriái egy időre kisebb térrészekbe korlátozódtak [23, 24]. Az azóta 

eltelt években más membránalkotókról, pl. foszfolipidekről is bebizonyosodott, hogy 

diffúziójuk korlátozott; a trajektóriák szemléltetése a 4. ábrán látható [25]. 

4. ábra: Foszfolipidek korlátozott diffúziója 

A foszfolipidek korlátozott trajektóriáinak demonstrálása. Az analízis szerint a 

kompartmenteken belül (azonos szín) a lipidek szabadon mozoghattak, majd gyors 

átmenettel átléptek egy szomszédos doménbe. Az ábrán a doménekben való 

tartózkodási idő is fel van tüntetve [25].  

 

A képszekvenciák analízise kimutatta az említett receptor és a lipidek citoszkeleton által gátolt 

diffúzióját. Ezen kísérletek hozzájárultak a „fences and pickets” (kerítések és karók) 

membránmodell kidolgozáshoz [26], melyben a kerítést az aktin membrán-szkeleton, a karók 

szerepét pedig az aktint kihorgonyzó transzmembrán fehérjék alkotják. A későbbi vizsgálatok 

számos más membránfehérjéről több módszerrel kimutatták a citoszkeletonhoz való 

asszociációt, illetve annak modulációs szerepét [27].  
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Összegezve az eddig leírtakat, az inhomogén sejtfelszíni fehérjeeloszlások több, alább felsorolt 

tényező együttes hatásával magyarázhatóak [6, 28-30]: 

 

1. Membránban működő erők: lipid domén struktúra, viszkózus membránrégiók, fehérje-

fehérje kölcsönhatások 

2. Intracellulárisan ható tényezők: a citoszkeleton direkt vagy indirekt módon gátló hatása, 

vezikuláris transzport folyamatok általi akkumuláció, jelátviteli folyamatok által 

indukált klaszterizáció 

3. Extracellulárisan ható tényezők: elektrosztatikus erők, keresztkötő ligandumok 

valamint az extracelluláris mátrix 

4. Egyéb tényezők: pl. a membránpotenciál megváltozása, különféle perturbáló tényezők, 

amelyek akár a fehérjék konformációjának megváltoztatásán, akár az előző pontokban 

felsorolt tényezők módosításán keresztül fejthetik ki hatásukat. 

A felsorolt tényezők nem egymástól függetlenül, hanem egymás hatását kiegészítve működnek, 

jelenlétük szükséges a fehérjék mobilitásának, eloszlásának, aggregációs állapotának 

szabályozásában. 
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2.2. Interleukin-2 és -15 receptorok 

IL-2 és IL-15 citokineknek fontos szerepük van az immunsejtek aktivációjában, 

túlélésében és sejthalálában [31, 32]. Receptor alegységeik, illetve az ezekből létrejövő 

különféle komplexek más-más affinitással képesek a citokinek megkötésére [31]. Receptoraik 

három alegységből állnak, melyekből kettőt, a β és γc alegységet a két citokin megosztva 

használ, de az α alegységek citokin specifikusak [33-36]. A receptor trimerek kristálystruktúrája 

az 5. ábrán látható [35, 37]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

      

5. ábra: Az IL-2 és IL-15 citokinreceptorok kristályszerkezete [35, 37] 

 

Az IL-15R α alegysége monomerként is képes az IL-15 citokin nagy affinitású kötésére (Kd ~ 

10−11 M)  [38, 39], viszont az IL-2 csak alacsony affinitással (Kd ~ 10−8 M) képes az IL-2Rα-

hoz kötődni. A citokinek a β és γc által alkotott heterodimerhez közepes (Kd ~ 10−9 M), a 

trimerhez nagy affinitással (Kd ~ 10−11 M) kötődhetnek [31]. A sejtmembránban a receptorok 

ligandjuk nélkül is összeszerelt formában találhatók [40], és lipid tutajokban dúsulnak fel. A 

két citokin receptor kolokalizálódik, és konformációjukra a kétféle α alegységet, valamint a 

közös β és γc alegységet magába foglaló heterotetramer szerkezet valószínűsíthető [41-43]. A 

β és γc alegységek több jelátviteli útvonalat indíthatnak el, pl. a JAK/STAT [32, 44-46], a 

PI3K/AKT (foszfatidilinozitid 3-kináz/protein kináz B) útvonalakat, illetve a RAS/MAPK (Ras 

fehérjecsalád/mitogén-aktivált protein kináz) kaszkádot [47-49]. Az IL-2 receptorok által 

elindított jelútvonalakat a 6. ábrán tüntettem fel.  
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6. ábra: Az IL-2 citokin által elindított jelátviteli folyamatok 

Forrás: https://lsresearch.thomsonreuters.com 

A β alegységek a JAK1, míg a γc alegységek JAK3 kinázokkal képeznek komplexet. A 

ligandkötés után a receptor alegységek tirozin-foszforilációját követően a kinázok is 

foszforilálódnak, majd ezen specifikus komplexekhez kötődnek a fő jelátviteli molekulák:  az 

Shc, a STAT3, valamint a STAT5a és b transzkripciós faktorok. Kötődésük után 

foszforilálódnak és dimerizálódnak, majd a sejtmagba transzlokálódva szabályozzák célgénjeik 

működését. Az IL-2 kötődését követően a receptor trimer gyorsan internalizálódik, a β és γc 

alegységek degradálódnak, viszont az α alegységek újra recirkulálódnak a sejtfelszínre. A 

receptor csak rövid ideig képes a jelátvitelben részt venni, így az immunválasz hatékonyságát 

az elérhető sejtfelszíni receptorok száma is szabályozza. A γc alegység további interleukin 

receptoroknak is alkotóeleme: IL-4 [50], IL-7 [51], IL-9 [52], IL-21 [53]).  

A közös jelátvivő láncoknak köszönhetően az IL-2 és IL-15 receptorok részben hasonló 

funkciókkal rendelkeznek, pl. segítik a CD4+ T limfociták proliferációját, a CD8+ effektor 

sejtek aktivációját, a T és NK sejtek citotoxititását [31, 54]. Emellett ellentétes funkcióik is 
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vannak: az IL-15 elősegíti a CD8+ memória T sejtek túlélését, míg az IL-2 általi aktiváció a 

CD8+ sejtek ún. aktiváció indukálta sejthalálához járul hozzá [54, 55].  

Az immunfolyamatoktól független betegség, a krónikus skizofrénia esetén a γc 

alegységek magasabb expressziós szintjét figyelték meg [56]. Más kutatási eredmények szerint 

a betegség rizikója inkább a társadalmi egyenlőtlenségekkel hozható összefüggésbe [57]. Az 

expressziós szintre vonatkozó megfigyelés jól példázza az immunfolyamatok kapcsoltságát 

más össze nem illőnek gondolható betegségekkel.  

 

2.3. Az I. és II. osztályú fő hisztokompatibilitási komplex molekulák  

Az immunfolyamatokban, legfőképpen az antigén prezentációban kulcsszerepet játszó 

glikoproteineknek, fő hisztokompatibilitási komplexnek két típusát, az első és második osztályú 

MHC glikoproteineket (MHC I és MHC II) különböztetjük meg [58].  Az MHC I glikoprotein 

heterodimer egy transzmembrám nehézláncból és egy perifériás könnyűláncból áll [59]. Az 

MHC I transzmembrán nehézlánc extracelluláris részének három doménje van: az antigén-

peptid kötésért felelős α1 és α2 domén, illetve a könnyűlánchoz (β2m) kapcsolódó α3 domén. Az 

MHC II molekulák két hasonló méretű transzmembrán láncból állnak. Az antigén-peptid 

kötőhelyet az α1 és β1 domének alkotják, melyek az α2 és β2 doménen keresztül kapcsolódnak 

a transzmembrán régiókhoz, lásd 7. ábra [60]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

7. ábra: MHC I és II molekulák sematikus szerkezete [60] 
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A legtöbb, sejtmaggal rendelkező sejt felszínén kimutatták az MHC I jelenlétét. Az 

MHC II molekulák expressziója több sejttípuson indukálható, de normál körülmények között 

csak professzionális antigénprezentáló sejteken: B sejteken, makrofágokon és dendritikus 

sejteken található meg [61].  Klasszikus funkciójuk szerint az MHC I molekulák az általuk 

felismert endogén eredetű (pl. tumorantigének, vírusfehérjék) peptideket prezentálják a T sejt 

receptornak [62, 63]. A folyamat során az endocitózissal a sejtbe kerülő fehérjéket a sejt a 

proteaszómában peptidekké bontja, majd az endoplazmás retikulumban az újonnan 

szintetizálódott MHC I könnyű és nehézláncokkal komplexet képező peptidet a sejtfelszínen 

prezentálja. Az antigénprezentáló sejt peptid ˗ MHC I komplexéhez a CD8+ T limfocita a T sejt 

receptor segítségével kapcsolódik, majd aktiválódik és szelektív immunválasz, citotoxikus 

funkció végrehajtására lesz alkalmas. Az MHC II molekulák exogén fehérjéket prezentálnak a 

CD4+ T sejteknek. Az aktivált CD4+ sejtek funkciója a többi immunsejt (B sejtek, makrofágok, 

CD8+ T sejtek) folyamatainak, így az immunválasz szabályozása, elsősorban citokinek 

szekréciója révén.  

A plazmamembránban az MHC I molekulák oligomereket képeznek [64], és lipid 

tutajokban dúsulnak fel [41, 42, 65-68]. Az MHC I glikoproteineknek többféle sejttípusban 

számos interakciós partnerét sikerült feltérképezni: az EGF receptort [69], a transzferin 

receptort [70], az interleukin-2/15 receptor alegységeit (IL-2Rα: [71],  IL-2Rβ és IL-2Rγ: [72], 

IL-15Rα: [42]), az inzulin receptort [73-75], a tetraspan molekulákat (CD53, CD81, CD82) [76, 

77], az intracelluláris sejtadhéziós molekulákat (ICAM 1) [71]. Az MHC I glikoproteineknek 

más, az antigénprezentációtól független jelátviteli útvonalakra kifejtett moduláló szerepét is 

kimutatták: befolyásolni tudja az inzulin receptor jelátvitelét [74, 78]; az MHC I molekulák 

ligálása apoptózis indukciójához is hozzájárulhat [79, 80]. 

Az első kísérletes eredmények az MHC I és az IL-2 receptorok molekuláris közelségéről 

Förster rezonancia energiatranszfer méréseken alapultak. A kísérleteket előbb T sejtvonalon 

[81] majd perifériális T sejteken [82] is elvégezték. Fluoreszcencia visszatérési görbék 

analízisével (FRAP mérésekkel) kimutatták, hogy az IL-2Rα mobilitása csökken az MHC I-

ellenes antitesttel történő jelölés hatására, ami tovább valószínűsítette közvetlen molekuláris 

közelségüket [83]. Transzmissziós elektronmikroszkóppal készült képek segítségével  T 

limfóma sejteken kimutatták az immunogold jelöléssel ellátott IL-2Rα és MHC I közös 

klaszterezettségét [41].  

Genetikai vizsgálatok kimutatták, hogy az MHC gének polimorfizmusa szoros 

kapcsolatban van több betegség kialakulásával [84], például: szklerózis multiplex [85, 86], I. 
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típusú diabétesz (T1D) [87], szisztémás lupus erythematosus [88, 89], colitis ulcerosa (fekélyes 

vastagbélgyulladás) [90, 91], Crohn-betegség [84, 92]; rheumatoid arthritis [93, 94].  

Így az MHC I molekuláknak többféle szabályozó funkciója látszik körvonalazódni, 

mely kiegészíti az antigénprezentációban betöltött szerepét [95, 96]. 

 

2.4. c-Jun és c-Fos transzkripciós faktorok  

A sejtek génátírását szabályozó DNS-kötő fehérjéket transzkripciós faktoroknak 

nevezzük. Specifikus DNS promóter vagy enhanszer régiókhoz kötődve célgénjeik 

kifejeződését növelhetik vagy csökkenthetik, így működésük hatással lehet a sejtek különféle 

élettani folyamataira. A c-Fos és c-Jun transzkripciós faktorok leucin cipzárral összekapcsolódó 

homo vagy heterodimerek, melyek az AP-1 (Activator protein 1) válaszadó elemeihez 

kötődnek. A heterodimer kristályszerkezetét 1995-ben határozták meg [97], a domén 

struktúrája a 8. ábrán látható. 

 

8. ábra: A c-Fos - c-Jun heterodimer szerkezete  

A c-Jun és c-Fos fehérjék több, funkcionálisan jól elkülöníthető doménnel 

rendelkeznek: DNS-kötő, leucin cipzár, transzaktivációs, valamint kinázkötő 

doménnel [98].  

 

A két fehérje bázikus α-helikális régiója a DNS-kötés során van der Waals kölcsönhatásokat és 

specifikus hidrogénkötéseket alakít ki. A c-Fos és c-Jun transzkripciós faktorok több különböző 

doménből épülnek fel: DNS-kötő doménből, dimerizációs doménből, N-terminális és C-

terminális transzaktivációs doménből, valamint kinázkötő doménből [99, 100]. A c-Fos–c-Jun 

dimer pontos térszerkezetéből csak a DNS-kötő és dimerizációs domén ismert, a 
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transzaktivációs funkcióval [101] is rendelkező C-terminális domén konformációjáról a 

krisztallográfiás vizsgálatok nem nyújtottak információt. A C-terminális végek hosszúsága 

aszimmetrikus, a teljes hosszúságú c-Fos C-terminális doménje a dimerizációs doméntől 

számítva 164 aminosavval hosszabb c-Jun fehérjéénél [102]. N. Baudendistel és munkatársai 

élő sejtekben kimutatták fluoreszcencia keresztkorrelációs spektroszkópia segítségével, hogy a 

teljes hosszúságú Fos-EGFP és Jun-mRFP1 fluoreszcensen jelzett fehérjék a sejtmagban 

heterodimerizálnak és kötődnek a kromatinhoz [103]. Korábban nem volt ismert a heterodimer 

C-terminális részének térbeli konformációja, illetve a c-Fos C-terminális doménjének szerepe 

a DNS-kötődésben. 

c-Fos-c-Jun dimer funkciója sejttípus függést mutat, egyes sejttípusokban pl. 

sejtproliferációt indukál, más sejttípusokban apoptózishoz járul hozzá. DNS-hez való 

kötődésükben számos különféle stimulus által elindított jelátviteli útvonal közrejátszhat: pl. a 

G-fehérjéhez kapcsolt receptorok, növekedési faktorok (TGFβ, EGFR), neurotranszmitterek, 

UV sugárzás, onkofehérjék, mitogén aktiválta protein kináz-, ciklikus AMP vagy Ca2+-függő 

jelátviteli útvonalak [104-107]. Az IL-2 citokin által aktivált Jun-Fos komplexek jelátvitelének 

folyamatábrája a 3.2 fejezetben, a 6. ábrán látható. A Fos-Jun transzkripciós faktorok a 

növekedési faktor receptorok aktivációját követőek a mitogén aktiválta protein kináz (MAPK) 

jelátviteli útvonalon keresztül is kifejthetik proliferáció indukáló hatásukat (9. ábra).  

9 ábra: c-Jun és c-Fos transzkripciós faktorok aktivációja a MAP kináz 

jelátviteli útvonalon keresztül [108] 
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Első lépésben a növekedési faktorok tirozin kináz aktivitással rendelkező 

receptoraikhoz kötődnek (pl. EGF receptor). A receptorok oldalláncai foszforilálódnak, majd 

adaptor fehérjéken keresztül a Ras fehérje aktiválódását a Raf/MEK/ERK jelátviteli útvonal 

inicializációja, majd a MEK (mitogén-aktivált protein kináz kináz) fehérjék foszforilálódása 

követi. A mitogén kötődést követően egy másik jelátviteli útvonal is lejátszódhat, a Rac (Rat 

sarcoma homolog) fehérjék aktiválódásán keresztül többlépcsős kaszkád eredményeképpen a 

Jun N-terminális kináz (JNK) stimulációja is bekövetkezhet. Az aktivált MEK foszforilálja a 

JNK-t, illetve az extracelluláris szignál-regulált kinázt (ERK). Az aktivált ERK és JNK kinázok 

a sejtmagban a c-Fos-c-Jun a transzkripciós faktorok DNS-hez való kötődését/aktivációját 

idézik elő.  

Számos patológiás esetben a c-Fos magas expressziós szintjét figyelték meg, pl. 

Tamoxifen rezisztens emlőtumorban [109], szájüregi rákban [110]; az overexpresszió szerepét 

valószínűsítették májrák karcinogenezisében [111]. Magas expressziós szintje befolyásolható 

például a pajzsmirigy hormon α1 magreceptorán keresztül [112]. Néhány sejttípusban a c-Fos 

magas expressziója apoptózis indukcióját eredményezi [113, 114]. 

A c-Jun-nak a sejtciklus szabályozásában van szerepe, a ciklin D traszkripciós faktort 

aktiválja, az aktiváció hiányában a sejtciklus progressziója a G1 fázisban megrekedhet [115]. 

A c-Jun overexpressziója egyes tumor szupresszorok (p53, p21) expresszióját csökkenti, amely 

által felgyorsult sejtosztódás valósulhat meg [116]. 

A fenti irodalmi bevezetésben a dolgozatomban szereplő fehérjék főbb tulajdonságait 

foglaltam össze. A bevezetés további részében a fehérje-fehérje kölcsönhatások vizsgálatához 

alkalmazott fluoreszcens metodikákat fogom bemutatni. 

 

2.5. Förster rezonancia energiatranszfer (FRET)  

A fehérjék asszociációinak, térszerkezetének feltérképezéséhez gyakran használt 

módszer a Förster rezonancia energiatranszfer mérése. A FRET sugárzás nélküli energiaátadás 

két, egymástól 1-10 nm távolságra elhelyezkedő fluoreszcens festék (donor és akceptor) között. 

A FRET további feltétele a donor emissziós és az akceptor abszorpciós spektrumának átfedése 

és a két festék megfelelő relatív orientációja [117, 118]. A folyamat az alábbi egyenlettel írható 

fel:  

1 2

Tk

D A h D A D A D A h            (1) 
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D és A az akceptor és donor fluorofórok alapállapotát, * a gerjesztett állapotukat jelöli; kT az 

energiatranszfer folyamat sebességi állandója; hν1 és hν2 a gerjesztő és az emittált fotonok 

energiáját jelöli. 

A folyamat sebességi állandója több tényező függvénye: 

2 6

Tk J R    (2) 

(α: arányossági tényező; κ2: orientációs faktor, dinamikusan randomizált donor és akceptor 

irányítottságnál κ2=2/3; J: a donor emissziós és az akceptor abszorpciós spektrumának átfedése; 

R: a donor és akceptor molekulák közötti távolság). A FRET E hatásfoka annak valószínűségét 

jelenti, hogy egy gerjesztett donor festék FRET révén kerül vissza az alapállapotba, ami 

megadható az alábbi képlettel: 

T

T i

i
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E

k k



 (3) 

Az egyéb legerjesztődéssel járó folyamatok sebességi állandóit a ki tényező jelöli. Mivel a 

FRET hatásfoka a donor-akceptor távolság negatív hatodik hatványának a függvénye, így 

gyakran és széleskörűen alkalmazott módszer a fehérjék molekuláris távolságának 

monitorozásához. Amennyiben a molekuláris közelségben elhelyezkedő donorok és akceptorok 

számának az aránya változik, úgy a donor molekulák FRET általi legerjesztődés gyakorisága is 

csökkenhet vagy nőhet, tehát a FRET változása akár a klaszterizációs viszonyok 

megváltozására is utalhat. 

Az energia transzfer hatásfoka kifejezhető a donor - akceptor távolsággal: 

6

0

6 6

0

R
E

R R



 (4) 

R0 az a donor - akceptor távolság, amelynél a transzfer hatásfoka 50%. 

R0 nagysága az alábbi képlettel kiszámolható [117, 119]: 

2
6

0 5 4

9ln10

128

D

A

Q
R J

N n




  (5) 

ahol QD a donor kvantumhatásfoka, n a közeg törésmutatója, NA az Avogadro szám. Az utóbbi 

évtizedekben az E meghatározására számos módszert és protokollt dolgoztak ki különféle 

mérőeszközökre [118, 120].  A FRET hatásfok érzékeny távolságfüggése miatt molekuláris 

vonalzóként is használható [121]. A leggyakrabban használt fluorofórok közötti R0 (Förster) 

távolság tipikusan 5 nm [122, 123], s a FRET hatásfoka a kétszeres R0 donor-akceptor távolság 
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értéknél ~1,5%, így a FRET nem jól alkalmazható néhány 10-100 nm-es távolságú molekuláris 

távolságok, együttállások vizsgálatához. A néhány 10 nm-es nagyságú sejtfelszíni fehérje-

asszociátumokat a konvencionális fénymikroszkópos eszközökkel sem lehet feloldani, hiszen 

határt szab az Abbé-féle feloldási határ, ami ~200 nm. Az utóbbi évtizedben több olyan 

módszert is kifejlesztettek, amely képes meghaladni az említett feloldási határt, gyűjtőnéven 

ezeket szuperfeloldású mikroszkópiáknak nevezzük. A szuperfeloldású mikroszkópia 

alkalmazásával az Abbé-féle feloldási határnál kisebb struktúrákat is lehetővé vált láthatóvá 

tenni. 

 

2.6. Szuperfeloldású STED mikroszkópia 

Az utóbbi években számos szuperfeloldású módszert fejlesztettek ki: strukturált 

megvilágítást alkalmazó [124, 125] vagy a fluorofórok speciális tulajdonságait kihasználó 

eljárást (PALM [126], STORM [127], STED [128]). Dolgozatomban az MHC I molekulák és 

IL-2/15 receptorok klaszterméretét stimulated emission depletion (STED) mikroszkópiával 

határoztuk meg. A STED képalkotás menete a következő. A minta egy 200 nm átmérőjű 

térfogatelemét az adott fluoreszcens festéknek megfelelő hullámhosszúságú fókuszált 

lézernyalábbal gerjesztik (10. A ábra). 1-50 ps múlva a festék emissziós hullámhossznak 

megfelelő, ún. depléciós vagy STED lézerrel megvilágítva a térfogatelemet indukált 

emisszióval legerjesztik a festékmolekulák nagy részét (depléció). A STED lézernyaláb 

intenzitás profilja egy üres tórusz, így a középső ~5-40nm-es sugarú tartományon kívül minden 

festékmolekulát legerjeszt, kizárva azokat a képalkotásból (10, B ábra). Így az effektív 

detektálási térfogat (point spread function) szélessége az eredeti érték töredékére csökkenthető 

10 ábra C [128]. 

10. ábra: STED mikroszkópok képalkotási módja [128] 
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STED mikroszkópokra az alábbi képlet szerint lehet a feloldási határt kiszámolni [128]: 

2 sin 1
sat

d
I

n
I








 (6) 

n a közeg törésmutatója, λ a festék hullámhossza, I a depléciós lézer intenzitása, az Isat a festék 

szaturációs lézerintenzitásának a nagysága. Ezen képlet legfőképpen abban különbözik az 

Abbé-féle feloldási határtól, hogy a depléciós lézerintenzitás növelésével a feloldási határ 

elvileg végtelenül kicsinnyé tehető. Dolgozatomban kétcsatornás STED mikroszkóppal 

készítettünk szuperfeloldású képeket. A mikroszkóp részletes leírása a következő 

referenciákban: [129-131], valamint a kollaborációs intézetben keszült PhD tézisekben 

részletesen megtalálhatóak [132, 133]. 

A kommerciális STED mikroszkópok a mintát pontról pontra pásztázzák végig, így a 

sejtekben lejátszódó molekuláris folyamatoknál hosszabb képfelvételi idő szükséges. Az utóbbi 

években 200 kép/sec sebességű STED mikroszkópot is kifejlesztettek [134-136], ám 

kereskedelmi forgalomban még nem terjedtek el.  

 

2.7. Fehérjeklaszterek vizsgálata fluoreszcenciás képelemzési módszerekkel 

A sejtfelszíni fehérjemintázatok kvantitatív elemzése nélkülözhetetlen a pontos és 

megbízható membránmodellek felállításához. A sejtfelszíni fehérjeklaszterek méreteit a 

fluoreszcenciás módszerek első alkalmazása óta számos képalkotó eszközzel valamint 

kiértékelő algoritmussal vizsgálták.  A klaszterméret meghatározásának határt szab az 

alkalmazott optikai eszköz feloldása, de a szuperfeloldású mikroszkópia kifejlesztésével és 

elterjedésével a sejtfelszíni struktúrák méretének a bizonytalansága tovább fog csökkeni.  

A klaszterméret meghatározó metodikákat megkülönböztethetjük aszerint, hogy a 

képekből klaszterméretet közvetlen eljárással becsülik meg, vagy közvetett módon, a képeken 

értelmezett függvények paraméterbecslésével teszik azt meg.  

A közvetlen módszerek alkalmazásánál a klaszterek azonosítása kritikus lépés. Ez 

többféle módon történhet, pl. a lokális intenzitásmaximumok detektálása, az intenzitás térbeli 

eloszlásának analízise alapján vagy képszegmentációs eljárással [137]. Az utóbbi években 

számos képszegmentációs klaszterméret meghatározó algoritmust fejlesztettek ki. Az 

alkalmazott metodika alkalmazhatósága függ a fehérjeeloszlás inhomogenitásától, a lokális 

felületi fehérjesűrűségétől, a képek jel/zaj viszonyától és a képalkotó eljárástól is. A 

szegmentációs algoritmusok hátránya, hogy az általuk kapott klaszterméret-eloszlás 
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érzékenyen függ az identifikáció bemeneti paramétereitől, így eltérő bemeneti paraméterek 

mellett más-más klaszterméret-elosztást kapunk eredményül.  

A közvetett módszerek közül a két leggyakrabban használt eljárás a Ripley-féle K és 

térbeli autokorrelációs függvények paraméterbecslése. A Ripley-féle K függvény 

meghatározása úgy történik, hogy a részecskék lokalizációját követően meg kell határozni az r 

sugarú környezetükbe eső részecskék számát. Ha a részecskeszámokat elosztjuk a részecskék 

felületi sűrűségével, úgy a Ripley-féle K függvényt kapjuk eredményül, a függvény értéke 

véletlenszerű részecskeeloszlásnál πr2-vel egyenlő. A K függvény 7. és 8. egyenletekkel 

értelmezett transzformáltjának véletlenszerű részecskeeloszlásnál a várható értéke nulla, így 

gyakran inkább az alábbi függvényt határozzák meg: 

  ( )H r L r r   (7) 

ahol: 

 
 K r

L r


  (8) 

A H függvény értéke negatív előjelű a véletlennél ritkább, pozitív előjelű sűrűbb 

részecskeeloszlás esetén. Az átlagos klaszterméret becslését a H függvény maximumának a 

helye adja meg. A fenti eljárás jól használható a sejtfelszíni fehérjék klaszterizációjának 

jellemzésére, amennyiben a részecskék pozícióját a szuperfeloldású képekből meg lehet 

határozni.  

 A térbeli autokorrelációs függvény paraméterbecslése alkalmas módszer az átlagos 

klaszterméretet meghatározására fluoreszcens képeken is. A korrelációs függvényt az alábbi 

módon kell kiszámolni:  

 
   

 
2

' '
1

'

I r I r r
G r

I r

 
   (9) 

ahol  I r a fluoreszcencia intenzitás az r helyen, az átlagolást jelenti r’ változóval. A 

korrelációs függvény térbeli lecsengésének alakjából lehet modellfüggvények illesztése révén 

az átlagos klaszterméretre következtetni [41, 138, 139]. 

 

Az eddigiekben két olyan biofizikai metodikát tárgyaltam, melyek segítségével 

molekuláris szintű interakciókat lehet vizsgálni. A fluoreszcencia rezonancia energiatranszfer 

mérések segítségével elsősorban a fluorofórok molekuláris távolságát, a fehérjék 

konformációját lehetséges monitorozni. A szuperfeloldású módszerekkel a sejtekben lejátszódó 
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folyamatoknak csak egy időpillanatát lehetséges rögzíteni, a sejtfelszíni fehérjeeloszlást nagy 

térbeli feloldással vizsgálni. A sejtekben lezajló folyatok teljesebb megértéséhez szükségszerű 

azok dinamikáját feltáró mérőmódszert is alkalmazni. Az egyik nagy időbeli feloldású 

mérőmódszer, amellyel molekuláris folyamatok dinamikája is monitorozható, a fluoreszcencia 

korrelációs spektroszkópia. 

 

2.8. Fluoreszcencia korrelációs spektroszkópia (FCS) 

A fluoreszcencia korrelációs spektroszkópia fluoreszcensen jelzett molekulák 

diffúzióját, koncentrációját, fotofizikai tulajdonságait jellemző paraméterek becslésére 

alkalmazható módszer élő sejtekben vagy oldatban [140-142]. A fluoreszcencia korrelációs 

spektroszkópia kifejlesztése óta (70-es évek közepe) [143, 144] az eljárást csaknem minden 

olyan eszközre kifejlesztették, amellyel a molekulák fluoreszcenciáját megfelelő időbeli 

feloldással detektálni lehet [145]. Fluoreszcencia korrelációs spektroszkópiában a fluoreszcens 

jelek időbeli autokorrelációs függvényét kell meghatározni, az alábbi definíció szerint: 

 
   

   
1

F t F t
G

F t F t





   (10) 

ahol F(t)  a t időpillanatban/mérési időintervallumban detektált fluoreszcencia intenzitás, a  

művelet az átlagérték képzést jelenti a mérés időtartamára. 

 

Egykomponensű, 3D-ben szabadon diffundáló részecskék autokorrelációs függvénye az alábbi 

egyenlettel írható le [141]: 

    
1 1 2

1

2
1 1 1 1tr

d d

G T Te N T
S


  


 

 
      

         
     

 (11) 

ahol τ a „késleltetési” idő, T az egyensúlyi tripethányad, τtr a triplet állapot korrelációs ideje, τd 

a diffúziós idő (a részecskék által a fókusztérfogatban átlagosan eltöltött idő), N a detektálási 

térfogatban levő molekulák átlagos száma, S a forgási ellipszoid alakú fókusztérfogat axiális és 

laterális sugarának a hányadosa. A modell a fluorofórok fotofizikai tulajdonságait a 

tripethányad valamint a triplet állapot korrelációs ideje által veszi figyelembe. A modell által a 

mozgó molekulák diffúziós állandóját a diffúziós idő paraméterből lehet megbecsülni. A fenti 

képletből τd diffúziós idő (a fókusztérfogatban átlagosan eltöltött idő) nemlineáris illesztéssel 

történő meghatározása után az alábbi képlettel számolható ki: 
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2

4

xy

d

D



  (12) 

ahol a ωxy a detektálási ellipszoid e-2 sugara (az a felület, amely mentén a gerjesztési és 

detektálási hatékonyság a középponthoz képest e-2-szeresére csökken). Az egykomponensű 2D-

ben szabadon diffundáló részecskék korrelációs függvénye a triplet átmenetet figyelembe 

vételével az alábbi alakú: 

      
1 1

1 1 1tr

dG T Te N T

  

   
     
 

 (13) 

Amennyiben több, különböző diffúziós állandójú komponens van jelen, úgy az autokorrelációs 

függvényt a komponensek autokorrelációs függvényeinek a súlyozott összegeként kapjuk meg: 

   2

i i

i

G w G    (14) 

A képletben a Gi(τ) kifejezés az i-edik komponens autokorrelációs függvényét jelöli, a 

komponensek wi súlyfaktorainak a nagyságát az alábbi képlettel kell kiszámolni: 

1

i i i i

i n

k k k k

k

Q C
w

Q C

 

 





 (15) 

Ahol n a komponensek számát, κi a komponens detektálási hatásfokát (emissziós spektruma és 

az alkalmazott optikai elemek függvénye), a σi a gerjesztési hatáskeresztmetszetet (abszorpciós 

spektrum, gerjesztés lézer hullámhossza és intenzitás), a Qi a fluoreszcencia 

kvantumhatásfokát, iC  az i-edik komponens átlagos koncentrációját jelenti.  

Amennyiben a komponensek spektrális tulajdonságai azonosak, csak a komponensek 

diffúziós állandói különböznek, úgy kétkomponensű 3D-ben diffundáló részkecskék 

autokorrelációs függvénye az alábbi alakban írható fel: 
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 (16) 

A képletben a ρ1 az első komponens relatív hányadát, a τ1,d az első komponens (pl. szabad 

fluorofórok), a τ2,d a második komponens (pl. makromolekulához kötött fluorofórok) diffúziós 

idejét jelöli. A komponensek diffúziós idejének az ismeretében azok diffúziós állandója 

meghatározható. 
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A fluorofórok által szolgáltatott fluoreszcens jel és a háttérzaj nagyságának arányától 

függően a becsült részecskeszámok eltérhetnek a ténylegestől. A becsült részecskeszám a 

háttérintenzitással az alábbi képlettel korrigálható [146]: 

 
2

1korr B totN N F F   (17) 

ahol FB háttérintenzitás, Ftot az adott mérési szakaszban az átlagos fluoreszcencia intenzitás.  

A fenti paraméterekből az átlagos molekuláris fényességet (F/N) is meg lehet becsülni. 

A molekuláris fényesség nagysága egyenlő egy diffundáló részecskétől időegység alatt 

detektált fotonok számával [147-149], mértékegysége: Hz. A 15. képletben, ez a κi, σi, Qi 

szorzataként szerepel, az irodalomban ε karakterrel is gyakran jelölik [148, 150]. Az 

egyszerűség kedvéért F/N-nel jelölt átlagos molekuláris fényességet a háttérintenzitással, 

valamint a 17. egyenlet felhasználásával az alábbi képlet szerint lehet korrigálni: 

  /tot B korrF F N  (18) 

Az F/N paraméter nagysága a diffundáló részecskék oligomerizációjáról adhat felvilágosítást, 

valamint annak a megváltozását jelezheti. Amennyiben a membránfehérjékhez kötött 

fluoreszcens marker (pl. fluoreszcens festékkel konjugált antitest) és az oldatban diffundáló 

szabad fluoreszcens marker molekuláris fényességének hányadosát képezzük, úgy az 

együttmozgó részecskék számáról (membránfehérjék száma az aggregátumban) kaphatunk 

felvilágosítást.  

Az ilyen módon számolt molekuláris klaszterizáció csak közelítése a tényleges 

klaszterizációnak, mivel mind a szabad jelzőfluorofórok, mind a membránban diffundáló 

részecskék fluoreszcenciáját számos tényező befolyásolhatja: 

 A szabad antitestek 3D-ban diffundálnak, míg a membrán síkjában 2D-ben 

mozdulhatnak el, így a gerjesztési és detektálási profiljaik különböznek [148, 151]. 

Mivel a membrán a fókuszsíkban van, így a membránban mért F/N értékek nagyobbak. 

 A membránt a fókuszsík minden mérésnél más-más nagyságú felülettel (A=rωxy
2) 

metszheti, így a mért F/N értékek sejtenként vagy a sejt mozgása miatt is változhatnak. 

 Az irreverzibilis fotoelhaványulás vagy az antitestek aggregációja esetén a fluoreszcens 

önkioltás a membránban a várható F/N nagyságát csökkentheti.  

 Alacsony festék/antitest arány esetén, ha nem minden antitest van fluoreszcensen 

megjelölve, a membránban együttmozgó részecskék átlagos fluoreszcenciája kisebb, 

így az F/N analízissel a fehérjék dimerizációját alábecsülhetjük.  
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A felsorolt tényezők együttes hatásait és a sejtmembrán inhomogén fehérjeeloszlást is magában 

foglaló korrekciót feltehetően csak nehezen lehetne jól használni, így e korrekció kidolgozása 

nem témája a disszertációmnak, a kidolgozásától eltekintettünk. Mindezen megfontolások 

ellenére a molekuláris fényesség használható becslést ad az együttmozgó fehérjék számáról és 

ennek változásáról.  

 

2.9. Fluoreszcencia Keresztkorrelációs Spektroszkópia (FCCS) 

A fluoreszcencia keresztkorrelációs mérésekkel különböző színű fluorofórokkal jelzett 

molekulák dinamikáját lehet vizsgálni. A módszer segítségével meg lehet becsülni a 

fókusztérfogatban vagy kétlézeres gerjesztés esetén az átfedő fókusztérfogatokban együtt 

diffundáló molekulakomplex hányadát, koncentrációját. A keresztkorrelációs függvény időbeli 

lecsengéséből az együttmozgó frakciók stabilitásáról, kölcsönhatásuk kinetikájáról is 

nyerhetünk információkat. Az FCCS gyakran alkalmazott eljárás a fehérje-fehérje 

párkölcsönhatások kimutatására és jellemzésére [152, 153]. Egyaránt alkalmazható élő sejtek 

membránjában diffundáló fehérjék közös diffúziójának a vizsgálatára (pl. MHC I – IL-2Rα 

[42]), valamint transzkripciós faktorok kölcsönhatásának és DNS-hez való kötődésének 

kimutatására [103, 154]. 

Két fluoreszcens csatorna jelének keresztkorrelációs függvénye az alábbi képlettel 

definiálható [155, 156]: 

 
   

   
1 2

1 2

1x

F t F t + τ
G τ =

F t F t
  (19) 

A képletben a két csatornát az 1 és 2 alsó indexek jelölik, Fi(t) a detektált fluoreszcencia 

intenzitás az i-edik csatornában (pl.: zöld vagy piros szín) a t mérési időpontban.  

Ideális kondíciókat feltételezve (a csatornák között átvilágítás nincsen, a fókusztérfogatok 

átfedése tökéletes: nagyságuk és térbeli pozíciójuk megegyezik) a két csatorna közötti 

keresztkorrelációs függvény: (Gx(τ)), valamint az csatornák autokorrelációs függvényei: (G1(τ) 

és G2(τ)) az alábbi alakúak [156-158]:  
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 
1 1 1,2 1,2

1 2

1 1,2

N Diff N Diff
G τ =

N N

 


 (20) 
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A fenti képletekben az időfüggő, fluorofórok mobilitására jellemző tagok a Diff1(τ), Diff2(τ) és 

Diff1,2(τ) függvények. Az első két függvény az 1. és 2. csatornában az 1. és 2. fluorofór 

autokorrelációs függvénye, a harmadik pedig a kétszínű komplexeket alkotó fluorofórok 

keresztkorrelációs függvényét jelöli. Az N1, N2 és N1,2 paraméterek a komplexeket nem alkotó 

és a komplexekben levő átlagos részecskeszámokat jelentik. Az alábbi képletben egy 3D-ben 

szabadon diffundáló részecske mobilitására jellemző korrelációs tagot jelöltem: 
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 (23) 

Belátható, hogy a mobilitására jellemző tag amplitúdója 1-gyel egyenlő, így a 20-22. egyenletek 

amplitúdói csak a részecskeszámok függvényei. 

1:1 kötődési arányt feltételezve, a korrelációs függvények amplitúdójának ismeretében a 

komplexekben levő relatív részecskehányadot meg lehet becsülni: 
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C1 és C2 a fluorofórok komplexben levő relatív hányadának a becslését jelenti. Az ilyen módon 

kiszámolt asszociált hányad több tényező hatása miatt is eltérhet a ténylegestől: a fluorofórok 

molekuláris fényessége megváltozhat a komplexbe való kötődés után; a fókusztérfogatok 

nagysága általában különböző, a fókusztérfogatok pozíciója nem feltétlenül esik egybe; a 

komplexekben több fluorofór is elhelyezkedhet [158, 159]. Így a korrelációs függvények 

amplitúdóiból számolt molekuláris asszociált hányadok csak hozzávetőleges közelítései a 

tényleges értékeknek. 

A keresztkorrelációs függvényben (23. egyenlet) paraméterként szerepel a keresztkorrelációs 

diffúziós idő a (τd). Egykomponensű rendszer esetén ennek nagysága az együttmozgó 

komplexek stabilitásáról és mobilitásáról adhat információt. A 16. egyenlet analógiájára egy 

két komponensű rendszer keresztkorrelációs függvényeit is meg lehet adni, ez esetben 

súlytényezők (ρ1 és 1-ρ1) és diffúziós idők (τ1,d és τ2,d) ismeretében a komplexhez (pl. DNS-

hez) való kötődés arányáról is kaphatunk felvilágosítást. 
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2.10. A multiple-τ algoritmus  

A fluoreszcencia korrelációs spektroszkópiai mérések során a jellemezni kívánt 

folyamatok feloldásához szükséges időbeli felbontással kell a fluoreszcencia intenzitást 

detektálni. Mivel a fotofizikai folyamatok korrelációs ideje tipikusan a 10-9 – 10-6 s 

tartományba, míg az élő sejtekben diffundáló részecskék diffúziós ideje 10-3 – 1 s tartományban 

várható, így ha azonos beosztású pontokban határoznánk meg a korrelációs függvényeket, több 

nagyságrendnyi adatmennyiség tárolására, hozzáférhetőségére és módosítására lenne szükség. 

A multiple-τ algoritmus a fluoreszcencia korrelációs spektroszkópiában alkalmazott eljárás, 

segítségével kisebb adatmennyiség mellett a korrelációs függvények logaritmikusan 

ekvidisztáns késleltetési időpontokban számolhatóak ki [160, 161]. Az algoritmus szemléltetése 

az alábbi 11. ábrán látható. 

 

11 ábra: Adatfolyam az egycsatornás multiple-τ korrelátorban [162] 

 

A korrelátor struktúráját memória blokkok képezik, az intenzitások tárolása, későbbi 

időpontokban történő felhasználása a memóriablokkban való adatléptetéssel történik. Minden 

mintavételezési periódusban az első blokk első csatornája közvetlenül a detektortól kapja meg 

az intenzitás értékét, az adattárolás előtt a korábbi intenzitás értéket jobbra kell léptetni. 

Második blokktól kezdődően minden blokk első (új) intenzitás eleme az azt megelőző blokk 

utolsó két intenzitás elemének az összegeként áll elő. Az új intenzitás érték tárolása előtt a 

blokkbeli intenzitás elemek léptetéséről elemenként gondoskodni kell. Az alábbi képletnek 

megfelelően minden blokkon belül az intenzitások akkumulációját és korrelációját kell 

elvégezni: 
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a képletben az Ii és Ii-k az i-edik valamint a k mintavételezési egységgel korábbi intenzitásértéket 

jelöli; az intenzitások szorzatát a Gk, az intenzitásokat a blokkokhoz rendelt M memória 

egységekben kell akkumulálni. A T változó a blokkok végrehajtásának, az elvégzett 

akkumulációknak a számát jelöli. Mivel egy korrelátor blokk mindig a megelőző blokk két 

utolsó intenzitásának az összegét kapja új elemül, így a blokkok effektív mintavételezési ideje 

blokkonként kétszereződni, a végrehajtásuk frekvenciája feleződni fog. A kétszeres 

mintavételezési időknek köszönhetően a késletetési idők τk logaritmikusan lesznek 

ekvidisztánsak.  

Az irodalomban a fent leírt architektúrának több módosított változata is megtalálható, pl. 

blokkonként hány darab intenzitást tároló memóriaegység található (tipikusan 8), az utolsó 

hány darab intenzitást kell összegezni és továbbadni a következő blokknak (tipikusan 2). Ezen 

paraméterek, valamint az elérhető legkisebb mintavételezési idő szabja meg, hogy a korrelációs 

függvény mely késleltetési időtartományban és milyen időpontokban lesz meghatározva.  

A fenti korrelátor elrendezést duplikálva kétcsatornás multiple-τ korrelátort kapunk. 

Amennyiben ezen felül az intenzitások keresztszorzatát is akkumuláljuk, úgy a 

keresztkorrelációs függvényeket is kiszámolhatjuk.  

 

Az eljárás szerint a korrelációs függvényt adatblokkonként kell kiszámolni, s mivel a 

blokkok csak minden második végrehajtás után adnak új intenzitás elemet a következő 

blokknak, így a blokkok végrehajtási frekvenciája hatványfüggvény szerint csökken: 

1

2

i
i

f
f   (27) 

fi az i-edik blokk végrehajtási frekvenciáját jelenti.  

A biofizikai mérések során gyakran szükség van a korrelációs függvények valós idejű (real 

time) kiszámolására és megjelenítésére. Ugyan a szoftverkorrelátorok flexibilitása sokszorosan 

felülmúlja a célhardverekét, és az utóbbi években számos szoftverfejlesztés történt [163-168], 

de a sebességük még mindig nem elég nagy a görbék futásidőben való számolásához és 

megjelenítéséhez. Így a számoláshoz gyakran célhardvert (hardver korrelátort) használnak 

[169]. 

 



30 
 

2.11. FPGA - programozható logikai kapumátrix 

Az FPGA (field-programmable gate array, programozható logikai kapumátrix) egy 

olyan újraprogramozható félvezető eszköz, amely programozható logikai blokkok mátrixából 

áll [170].  A blokkok lehetnek konfigurálható logikai blokkok, flip-flopok (bistabil 

multivibrátor), I/O (Input/Output) elemek, órajelkezelő-egységek, memóriablokkok és blokkok 

közötti programozható összeköttetések. Ezen áramköri elemek a felhasználó által szabadon 

programozhatóak, így egy meghatározott célú hardver hozható általuk létre. Az FPGA 

eszközök ötvözik az integrálható áramkörök alkalmazás specifikusságát és a processzor alapú 

rendszerek flexibilitását. Az FPGA-k hátránya, hogy alacsony órajelen működnek (10-

200MHz), gyártási költségük sokszorosa az ASIC (Application Specific Integrated Circuits) 

chipekének és a hagyományos processzorokénak, és korlátozott erőforrásokkal rendelkeznek.  

További hátrányuk, hogy programozásukhoz hardverközeli programozási szemlélet szükséges, 

a programok fordítási folyamata hosszú lehet (akár 5-60 perc). Az FPGA-k előnyei, hogy nagy 

sebességű párhuzamos feldolgozásra képesek, az I/O elemeknek köszönhetően akár 6 ns 

feloldási idejű digitális jelfeldolgozásra képesek. A felhasznált elemek számának függvényében 

200 MHz-es ciklusfrekvencia is elérhető, nincs operációs rendszer (a párhuzamosan futó 

szálaknak nem kell az erőforrásért versenyezniük).  

Az előző fejezetben ismertetett multiple-τ algoritmussal a korrelációs függvényt 

logaritmikusan ekvidisztáns időpontokban lehet meghatározni. Figyelembe véve az FPGA 

chipek memória és számítási kapacitását, valamint a multiple-τ algoritmus sajátosságait (27. 

egyenlet), egy modern FPGA-n akár egy többcsatornás (hardver) korrelátor is kivitelezhető 

lehet. 
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3. Célkitűzések 

 

Dolgozatom fő témája az immunfolyamatokban alapvető szerepet játszó 

membránfehérjék által alkotott kis- és nagyméretű molekulaklaszterek szerkezetének és 

dinamikájának vizsgálata. Az MHC I molekula és az interleukin-2/15 receptorok asszociációját 

már korábban kimutatták, de ennek a kölcsönhatásnak a szerepe ismeretlen. Munkánk során az 

MHC I molekulák szabályozó szerepét vizsgáltuk az IL-2/15 citokin receptorok és MHC I 

molekulák klaszterizációjában és mobilitásában MHC I géncsendesítés segítségével. 

Dolgozatomban egy többcsatornás multiple-τ korrelátor validálását is be fogom mutatni, melyet 

mobilitás és ko-mobilitás vizsgálatokra is fel lehet használni. Disszertációm további részében 

az IL-2 jelátvitel által is aktivált c-Jun - c-Fos transzkripciós faktorok heterodimerjének 

konformációját és DNS-kötődését vizsgáltam meg.  

Kísérleteinkben az alábbi kérdésekre kerestük a választ: 

 

 Milyen szerepe van az MHC I molekuláknak az IL-2/15 receptorok klaszterizációjában 

és dinamikájában? 

 Az MHC I molekulák expressziója hogyan változtatja meg azok mobilitását és 

klaszterezettségét? 

 A c-Jun és c-Fos transzkripcós faktorok dimerjének milyen a konformációja élő 

sejtekben?  

 

Eredményeim segíthetnek megérteni a membránfehérjék klaszterizációjának és transzkripciós 

faktorok dinamikáját, valamint például szolgálhatnak a modern mikroszkópos technikák 

komplementer információkat nyújtó alkalmazására. 
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4. Metodikák 

4.1. Sejttenyésztés, antitestek fluoreszcens jelölése, immunfluoreszcens jelölés 

A T sejtek sejtfelszíni fehérjéinek vizsgálatához IL-2 függő FT7.10 humán T limfóma 

sejtvonalat használtuk, amely a Kit 225 sejtvonalból származik [171]. A sejtvonal stabilan 

transzfektálva van FLAG peptiddel ellátott IL-15Rα-val, és az IL-2R mindhárom alegységét 

konstitutívan expresszálja. A sejteket 5% CO2-t tartalmazó párásított légterű termosztátban 

37°C-on tenyésztettük RPMI 1640 tápoldatban (hozzáadott anyagok: 10% FBS (Gibco, New 

York, USA), 100 U/l Penicillin, 100mg/l Streptomicin (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO), 2 mM 

L-glutamin (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO), 800 µg/ml G418 (Gibco) az IL-15Rα-val 

transzfektált sejtek szelekciójához. A sejtekhez 48 óránként 500 pM humán rekombináns IL-2-

t adtunk. A c-Fos és c-Jun transzkripciós faktorok vizsgálatához HeLa sejteket használtunk, a 

sejteket RPMI 1640 médiumban tenyésztettük (10% FBS, 2 mM L-glutamin, 100 U/l Penicillin, 

100mg/l Streptomicin). A sejteket 2-3 naponta passzáltuk. 

A sejtfelszíni fehérjéket fluoreszcens monoklonális antitestekkel jelöltük: az IL-2R α 

alegységet anti-Tac (Repligen Corporation, MA, USA), vagy 7G7/B6 [172] (NCI-Frederick, 

MD); az IL-15Rα-FLAG epitópot anti-FLAG-M2 [173] (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) vagy 

7A4-24 [171]; az IL-2/15Rβ alegységet Mikβ3 (BD Pharmingen, San Diego, CA); Az MHC I 

molekulák nehézláncát W6/32 (IgG2a), míg a β2m-et L368 (IgG1), az MHC II-t L243 

antitestekkel. Azon antitesteket, melyeket nem a megadott cégektől vásároltunk, hibridóma 

sejtek felülúszójából izoláltuk vagy kollaborációs partnereinktől kaptuk (Dr. Thomas A. 

Waldmann, National Institutes of Health). A sejtfelszíni fehérjék mobilitásának 

meghatározásoshoz a felsorolt antitestek Fab fragmentumait használtuk. Az Fab 

fragmentumokat papainos emésztéssel állítottunk elő [174]: az átdializált IgG-t L-cisztein (4 

mg/ml) jelenlétében 37°C-on 12 óráig papainnal (Fab Preparation Kit, Thermo Scientific) 

emésztettük. Az oldatot protein-A oszlopon átengedve tiszta Fab frakciót nyertünk. 

Az antitesteket szukcinimidil észter csoporttal rendelkező Alexa Fluor 488, 546, 594, 

647 (Invitrogen, Oregon, USA) vagy ATTO 647N (ATTO-TEC, Siegen, Németország) 

festékekkel konjugáltuk. A festék/antitest jelölési arányt abszorpciós fotometriával határoztuk 

meg [175], a teljes antitesteknél ez az 1,1-3,9, míg az Fab fragmentumoknál a 0,4-0,79 

tartományba esett. A GM1 gangliozid lipid tutaj markert Alexa-488-cal konjugált kolera toxin 

B-vel jelöltük (Invitrogen, Oregon, USA). 

Az FT 7.10 sejtek immunfluoreszcens jelölését az alábbiak szerint végeztük el. A sejteket 

kétszer mostuk HBSS-ben (1 liter desztillált víz, 1mM CaCl2; 5,36mM KCl; 0,44mM KH2PO4; 

136,9mM NaCl; 0,75mM MgSO4; 0,33mM Na2HPO4; 5,55mM D-glükóz; 10nM Hepes; 
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pH=7,4) 1100 rpm fordulatszámon, 6 percig. 10 µl 50 µg/ml koncentrációjú antitestekhez vagy 

25 µg/ml koncentrációjú CTX-B-hez 40 µl sejtszuszpenziót adtunk, majd a mintákat 30 percig 

jégen inkubáltuk. Jelölés után a mintákat kétszer mostuk hideg HBSS-ben, majd 8 lyukú, 

fedőlemez aljú mikroszkópos kamrában (Ibidi Gmbh., Martinsried, Németország) mértük őket 

le.  A FRET és a STED mérésekhez a mintákat 1%-os formaldehid oldattal fixáltuk. A FRET 

méréseket 8 lyukú kamrába kicseppentett sejteken végeztük el. A kolokalizációs és STED 

mérésekhez a jelölt sejteket 1 mg/ml poli-L-lizinnel előkezelt fedőlemezre cseppentettük. Az 

irreverzibilis fotoelhalványodás minimalizálása végett a kicseppentett mintához 10 μl 50%-

glicerin/50% 1xPBS-ben (10xPBS: 1,5 M NaCl; 32,18 mM KCl; 85,96 mM Na2HPO4; 16,9 

mM KH2PO4) oldott Mowiol-t (Calbiochem, Darmstadt, Németország) is adtunk. A Mowiol 

megköti a singlet oxigént, a glicerin a nagyobb viszkozitása miatt a szabad gyökök lassabban 

diffundálnak így az irreverzibilis fotoelhalványodás mértéke csökkeni fog.  

 

4.2. Géncsendesítés RNS interferenciával 

Az RNS interferencia specifikusan használható egy célgén csendesítésére. Mivel az 

MHCI nehézlánccal ellentétben a könnyűlánc konzervatív szekvenciájú, és az MHC I molekula 

a könnyűlánc nélkül nem expresszálódik, így az siRNS szekvenciát a β2-mikroglobulinra 

specifikusan terveztük. Az siRNS-t Prof. Dr. Nagy Péter tervezte a Wistar Institute siRNA 

Selector programjával, a géncsendesítést Volkó Julianna optimalizálta és végezte el. A sejtek 

transzfekcióját steril fülkében AMAXA elektroporátorral (AMAXA GmbH, Köln, 

Németország), 100 μl térfogatban, 2×106 sejten végeztük Nucleofector Solution-V oldatban 

100 μM siRNS koncentrációval. Az elektroporálást követően a sejteket 24-lyukú plate-ben 

tenyésztettük (500 μl médium, 12 μl G418) 37°C-on, 5% CO2 atmoszférában. Negatív 

kontrollként elektroporált, de siRNS-t nem kapott, vagy pedig GFP-ellenes, ErbB2-ellenes vagy 

negatív kontroll (Bioneer, Daejeon, Dél-Korea) siRNS-sel transzfektált sejteket használtunk. 

Az MHC I és II fehérjék, valamint az IL-2/15R alegységek sejtenkénti abszolút mennyiségét 

áramlási citométeres mérésekkel határoztuk meg fluoreszcencia intenzitás sztenderd gyöngyök 

(Dako QIFIKIT; Dako North America, Carpinteria, CA, USA) segítségével.  

 

4.3. Plazmidok, plazmidok transzfekciója 

Az AP-1 komplex vizsgálatát a C-terminálison EGFP vagy mRFP1 fluoreszcens 

fehérjével jelölt c-Fos és c-Jun transzfekciójával, HeLa sejteken végeztük. Az FP-vel jelölt 

transzkripciós faktorok konstruktjait az pSV-EGFP-N1 (Clontech, CA, USA) vektorból 

kiindulva hoztuk létre [103, 176]. A dimerizációs doméntől számított C-terminális domén a Fos 
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fehérjében hosszabb, mint a Jun-ban, így a C-végen elhelyezett festékek távol vannak 

egymástól a dimerben. Ezért a teljes hosszúságú c-Fos fehérjék mellett használtunk egy olyan 

mutánst is, melynek C végéről eltávolítottak 164 aminosavat (c-Fos215). A FRET és FCCS 

mérésekhez a pozitív kontroll egy olyan fehérje volt, ahol a donor és akceptor festéket (EGFP-

mRFP1) egy 7 aminosavból álló linker köti össze, ami a festékek közelsége miatt magas 

fluoreszcencia rezonancia energia transzfer hatásfokot és keresztkorrelációs együtthatót 

eredményez. Negatív kontrollként EGFP-vel és mRFP1-vel kotranszfektált sejteket 

használtunk fel; mivel a donor és akceptor festékek egymáshoz nem kapcsolódnak, így a 

közöttük fellépő FRET várható értéke nulla. A plazmidok tervezését és a transzfekciók 

optimalizálását és kivitelezését Nina Baudendistel végezte el. 

 

4.4. Konfokális mikroszkópia, FRET mérése konfokális mikroszkóppal 

A konfokális képalkotás lényege: a minta adott pontjára fókuszált lézer által kiváltott 

fluoreszcencia csak egy tűlyukon keresztül haladva érheti el a detektort, ami kizárja a 

képalkotásból a fókuszsíkon kívülről érkező fotonok nagy részét [177].   A lézersugár X-Y 

irányú eltérítését a pásztázó tükrök irányítják, a tűlyuk átmérőjének változtatásával a 

mikroszkóppal elérhető Z irányú feloldás javítható. Az IL-2/15 receptorok 

konformációváltozását az alegységeikhez kötődött fluoreszcens antitestek közötti Förster 

rezonancia energiatranszfer (FRET) mérésével vizsgáltuk.  

Figyelembe véve az FT 7.10 sejtvonalon az IL-2Rβ alacsony expressziós szintjét, a FRET 

hatásfokot konfokális mikroszkóppal, akceptor elhalványítás módszerrel határoztuk meg.  

Az akceptor fotoelhalványítás módszere azon alapul, hogy ha az akceptor festéket 

irreverzibilisen kiégetjük, azok már nem képesek a FRET kölcsönhatásban részt venni, így a 

donor fluoreszcenciája megnő [178]. A spektrális átvilágításokat, a donorelhalványítást, 

valamint az akceptorok elhalványodási arányát is figyelembe vevő egyenlet az alábbi alakú 

[179]: 
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a képletben az FD1(i,j) és FD2(i,j) a háttérrel korrigált donor fluoreszcencia intenzitás az (i,j)-edik 

pixelben az akceptor fotoelhalványítás előtt és után; FA1(i,j) az akceptor fluoreszcenciája a 

fotoelhalványítás előtt; α az akceptor fluoreszenciájának megmaradó hányada fotoelhalványítás 

után; γ a donor fluoreszcencia elhalványodásának hányada; a δ és ε paraméterek az akceptorok 

átvilágítási tényezői a donorcsatornába elhalványítás előtt és után. Mivel az átvilágítási és 
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elhalványodási faktorok nagyságát elhanyagolható mértékűnek találtuk Alexa 546 és Alexa 647 

festékek esetén, így a pixelenkénti a FRET hatásfokot az alábbi képlettel számoltuk ki: 

1( , )

2( , )

( , ) 1
D i j

D i j

F
E i j

F
   (29) 

A képeket 3×3 pixeles átlagszűrővel simítottuk digitálisan, az intenzitásokat a jelöletlen 

sejteken mért intenzitásokkal korrigáltuk (háttérkorrekció). 

Méréseinkhez Olympus FluoView 1000 konfokális lézerpásztázó mikroszkópot használtunk. A 

donor molekulák (Alexa 546) gerjesztéséhez 543 nm-es lézervonalat és 555-625 nm detektálási 

tartományt használtunk. Az akceptorok (Alexa 647) gerjesztéséhez 633 nm-es lézervonalat, 

detektálásához 655-755 nm sávszűrőt alkalmaztunk. 60× nagyítású olajimmerziós objektívvel 

(NA 1,35), 4 µs pixelenkénti gyűjtési idővel  512×512 pixel méretű képeket készítettünk 

20,1×20,1 μm2 nagyságú területekről. 

A c-Jun és c-Fos transzkripciós faktorok közötti kölcsönhatás vizsgálatához a FRET méréseket 

Zeiss LSM 510 konfokális lézer pásztázó mikroszkópon (Carl Zeiss, Jena, Németország) 

végeztük. A donor és transzfer csatornákban a gerjesztéshez Argon ion lézer 488 nm-es vonalát 

használtuk, a fluoreszenciát 505-550 nm, illetve 560-610 nm közötti tartományban detektáltuk. 

Az akceptor gerjesztéséhez 543 nm-es lézervonalat, detektálásához és 560-610 nm-es sávszűrőt 

használtunk. A konfokális mikroszkóp különböző csatornáiban a donor és az akceptor adott 

hullámhosszú lézeres gerjesztése esetén az azokra jellemző emissziós hullámhossz-

tartományokban az alábbi fluoreszcencia intenzitások detektálhatóak: 

 

Donor csatorna:  

Transzfer csatorna: 

Akceptor csatorna: (30) 

 

B1, B2 és B3 a sejtek autofluoreszcenciájából származó háttér értékek, amelyek a jelöletlen 

mintákból detektálhatóak. Az átvilágítási tényezők, az α faktor definíciója, valamint az 

egyenletrendszer megoldása az irodalomban megtalálható [180, 181]. Az S1 paraméter a csak 

donorral jelölt mintából határozható meg (IA=0 és E=0) az alábbi képlettel: 
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Az S2 paraméter a csak akceptorral jelölt mintából határozható meg (ID=0, E=0) a következő 

módon: 

2 2
2

3 3

I B
S

I B





 (32) 

Az α faktor a detektálás érzékenységére és a festékek kvantumhatásfokára jellemző szám, 

amely annak a mértéke, hogy az adott számú gerjesztett akceptortól származó, a transzfer 

csatornában detektált fluoreszcencia intenzitás hogyan aránylik ugyanennyi gerjesztett donortól 

származó, a donor csatornában detektált fluoreszcencia intenzitáshoz. 

 

 
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
    (33) 

 

LD: a donorral jelölt antitest jelölési aránya (festék/antitest) 

LA: az akceptorral jelölt antitest jelölési aránya 

ε: a donor ill. akceptor 488 nm hullámhosszhoz tartozó extinkciós koefficiense.  

 

4.5. Fluoreszcencia korrelációs spektroszkópiai mérések 

Az MHC I glikoproteinek és az IL-2/15 receptorok sejtfelszíni mobilitását 

fluoreszcencia korrelációs spektroszkópiával mértük meg. A korrelációs mérésekhez Olympus 

FluoView 1000 konfokális mikroszkópot használtunk, melynek negyedik detektálási csatornája 

fotonszámláló lavina fotodiódákkal van felszerelve. A mérésekhez 60× vízimmerziós (NA=1,2)  

objektívet használtunk. A mikroszkóp leírása a következő cikkekben megtalálható: [182] és 

[183]. Az FCS méréshez a sejteket Alexa 488 festékkel konjugált Fab antitestekkel jelöltük. 

Minden sejtben egy kiválasztott pontban mértünk, 25ºC hőmérsékleten. Az Alexa 488 festéket 

az Ar-ion lézer 488 nm-es vonalával gerjesztettük, <1 kW/cm2 (<1 µW) intenzitással. A 

festékek fluoreszcencia emisszióját 515-545 nm sávszűrővel szűrtük, s lavina fotodiódával 

detektáltuk. A fotodiódák kimenetén a fotonok beérkezése után egy 50 ns szélességű TTL jel 

jelenik meg, ezen TTL jelek felfutó élének a beérkezési idejét regisztráltuk NI7833 FPGA 

(National Instruments, Austin, TX) mérőkártyával, 80 MHz-es mintavételezési frekvenciával, 

saját készítésű szoftverrel. Az autokorrelációs görbéket a foton beérkezési adatokból, saját 

fejlesztésű programmal, multiple-τ algoritmussal számoltuk ki.  
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A görbék offline kalkulációja a rendelkezésre álló eszközökön néhány percet is igénybe vehet. 

A mikroszkóp beállításainak gyors optimalizálását a real-time adatmegjelenítés megkönnyíti, 

így az Alexa 488 kalibrációs oldatok autokorrelációjának kiszámolásához ALV 5000E 

hardware korrelátort (ALV-Laser Vertriebsgesellschaft m-b.H., Langen, Németország) 

használtunk. Az 50 nM Alexa 488 kalibrációs oldat (10 mM Tris-EDTA puffer, pH=7,4) görbéit 

10×20 s mérési idővel határoztuk meg. A sejtenkénti FCS mérések hossza 100 s volt, az 

autokorrelációs görbéket ennek 5 másodperces részintervallumaira vonatkoztatva számoltuk ki, 

hogy a fotoelhalványulás okozta relatív intenzitáscsökkentést és az ebből származó műterméket 

az autokorrelációs függvényben minimalizáljuk. 

 

A c-Jun és c-Fos transzkripciós faktorok mobilitási viszonyait a kollaborációs 

partnerünk laboratóriumában kifejlesztett [184] konfokális mikroszkóppal, valamint az arra 

felszerelt korrelációs modullal vizsgáltuk meg. Az EGFP és az mRFP1 gerjesztéséhez az Ar-

Kr lézer (Omnichrome, Melles Griot, Bensheim, Németország) 488 nm-es, illetve 568 nm-es 

vonalát használtuk, a lézerek teljesítménye 5 és 10 kW/cm2 között volt. A fluoreszcens jeleket 

515–545, illetve 608-635 nm-es sávszűrővel szűrtük, majd lavina fotodiódákkal (SPCM-AQR-

13, Perkin-Elmer, Wellesley, MA) detektáltuk. Az auto- és keresztkorrelációs függvényeket 

ALV-5000/E hardver korrelátorral határoztuk meg. A méréseket 23°C-on végeztük el. A 

konfokális térfogatok méretének meghatározásához 100 nM koncentrációjú fluoreszcein és 

Alexa 568 festékből készített kalibrációs oldatokat használtunk, a mérések hossza 60 s volt. A 

fókusztérfogat laterális sugarát a festékoldatok ismert diffúziós állandói (D), valamint a mért 

diffúziós idejük (τD) ismeretében az alábbi képlettel határoztuk meg: 

 

4xy dD     (34) 

 

Az Alexa 488 diffúziós állandója 25°C hőmérsékleten 414 µm2/s [185], a fluoreszceiné 425 

µm2/s [186], az Alexa 568 festéké pedig 332 µm2/s [187]. A kalibrációs festékoldatok diffúziós 

idői a 18-33 µs tartományba estek, így az ωxy laterális sugarak 180-200 nm szélességűnek 

adódtak. A membránfehérjék diffúziós állandóit a becsült diffúziós idejükből, valamint a ωxy 

sugarak ismeretében a 12. egyenlet segítségével számoltuk ki. 
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A fókusztérfogatban levő, Fab-vel megjelölt fehérjék átlagos számát az alábbi képlettel 

határoztuk meg: 

   0 ,Fab oldatban Fab
F F N D p 

   (35) 

A képletben az F0 a mérés kezdeti 400 ms-ban detektált fluoreszcencia intenzitás. Az F/N 

paraméter az adott antitest specifikus fényességét jelöli, a D/p a jelölési arányát (Dye to protein 

ratio, azonos a 33. egyenletben szereplő L értékkel). Az antitestek molekuláris fényességeit a 

18. egyenlet felhasználásával, 50-100 nM koncentrációjú antitest tesztoldatok (10 mM Tris-

EDTA pufferben, pH=7,4) segítségével számoltuk ki. Az MHC I, MHC II, valamint az IL-2Rα 

és IL-15Rα elleni antitestek molekuláris fényessége az alkalmazott lézer intenzitás mellett 1,4; 

1,7; 1,7 és 1,7 kHz volt. 

Az irreverzibilis fotokárosodástól és a fehérjék immobilis hányadától függő 

fotoelhalványodási hányadost (bleaching fraction) az alábbi képlettel számoltuk ki: 

 

 

 
1

0

F t

F
  (36) 

 

A képletben az F(0) a mérés első 300 ms idejében detektált, az F(t), a mérés t-edik 

másodpercében  detektált átlagos fluoreszcencia intenzitást jelöli. A hányados nagyságát t=5 s, 

20 s és 100 s időpontokban határoztuk meg. 

 

4.6. Mérések szuperfeloldású (STED) mikroszkóppal 

A fluorofórok gerjesztéséhez 570±5 és 647 nm-es, a gerjesztett állapot depléciójához 

(STED lézerek) 710±10 és 750±10 nm lézervonalakat használtunk. A méréseket Alexa 594 és 

ATTO-647N festékekkel végeztük el, fluoreszcenciájukat 615±15 és 675±15 nm-es 

sávszűrőkön keresztül detektáltuk. A mikroszkóp feloldási határa mindkét csatornában ~40 nm-

nek adódott, a pixelek mérete 20 nm, az 512×512 pixeles kép mérete pedig 15 µm2 volt. 
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4.7. Digitális képfeldolgozás 

4.7.1. Fehérjeklaszterek méretének meghatározása STED képekből 

Az IL-2/15 receptorok, valamint az MHC I molekulák sejtfelszíni klaszterméreteinek 

meghatározását szuperfeloldású STED képek analízisével végeztük el. A képeket Richardson-

Lucy konvolúcióval [131] simítottuk, 40 nm széles Lorentz-alakú PSF (point spread function) 

feltételezése mellett. Az IL-2/15Rα és az MHC I fehérjeklaszterek nagyságát három módszerrel 

számszerűsítettük. A három módszer három eltérő megközelítésen alapul, így az eredmények 

direkt összehasonlítása csak nehezen kivitelezhető, ezért az adatok értelmezésénél célszerű a 

klaszterméret változások trendjeit alapul venni. A képelemzést és a függvényillesztéseket saját 

fejlesztésű Matlab (The MathWorks Inc., Natick, MA, USA) programokkal végeztem el. 

Elsőként a fluoreszcencia intenzitásmaximumok félértékszélességét (full width at half 

maximum, FWHM) mértük meg. Az IL-2/15Rα és MHC I molekulákról készült STED képek 

minden lokális maximumának szélességét 20 különböző szög mellett megmértük, és az egyes 

klaszterek nagyságát a különböző szögek alatt mért szélességek számtani átlaga jelentette.  

Második módszerként a STED képek térbeli autokorrelációs függvényének alakjából 

következtettünk az IL-2/15Rα és MHC I klaszterméretek nagyságára. Az autokorrelációs 

görbéket modellfüggvénnyel illesztettük, mely paraméterként tartalmazza az átlagos 

klaszternagyságot. Ha a sejtfelszínen több részecskeklaszter is található, belátható hogy a teljes 

korrelációs függvény három tag összegeként írható fel: 

 

         PSF klasztereken belül klaszterek közöttG r G r G r G r   , (37) 

 

ahol az első tag a PSF korrelációs függvénye, a második és harmadik tag pedig a részecskék 

klaszteren belüli és klaszterek közötti párkorrelációs függvénye. Mivel egy digitális kép 

diszkrét pixelekből áll, így az experimentális térbeli autokorrelációs görbét az alábbi képlet 

szerint számoltuk ki: 

 

   

 

,  ROI
,  ROI

2

,  ROI

, ,

( ) 1

,

i j
k l

i j

I i j I k l

G r N r

I i j








  
 
 
 




 (38) 

ahol  ,I i j az (i,j)-edik pixel intenzitása, r az (i,j) és (k,l) pixelek távolsága, N(r) azon pixelek 

száma amelyek egymástól r távolságra vannak. (A G(r) függvény egy adott r távolsághoz 
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tartozó értékének kiszámításakor az összegzésben csak azok a pixelpárok szerepelnek, melyek 

távolsága éppen r). Az empirikus korrelációs függvényeket 3 tagból álló Gauss függvénnyel 

illesztettük: 

 

 
2 2 2 2 2 2

1 2 3

r w r d r gG r e e e           (39) 

 

ahol w a PSF sugara, d a klaszterméret átlagértéke, g a klaszterek közötti átlagos távolság. A 

tagok különböző súlyait a ρ1, ρ2 és ρ3 együtthatók illesztésével vettük figyelembe. A képlet 

alkalmazhatóságát Monte-Carlo szimulációkkal teszteltem. A szimuláció során 40 nm-es 

feloldás mellett különböző sugarú, kör alakú klasztereket definiáltam. A klasztereken belül a 

részecskesűrűség állandó, a részecskék eloszlása véletlenszerű volt. A képek térbeli 

autokorrelációs függvényéből becsült klaszterméret lineáris függvénye volt a tényleges 

klaszterméretnek, így a szimuláció segítségével a sejtfelszíni klaszterizációs viszonyok 

változása jól modellezhető. 

A klaszterek méreteit képszegmentációs módszerrel is meghatároztuk. A kétcsatornás képek 

mindkét csatornájához intenzitás küszöbértékeket rendeltünk, a küszöbértékek nagyságát a 

kisebb méretű lokális intenzitásmaximumok egyharmad részére állítottuk be. A 

molekulaklaszterek azonosításához az egymással szomszédos és a küszöbértéknél nagyobb 

intenzitású pixelek unióját képeztük, az analízis során ezen egybefüggő magas intenzitású 

területeket neveztük klasztereknek. Statisztikákat készítettünk a klaszterek területéről, 

összintenzitásáról, valamint a különböző színnel jelölt, független csatornákban detektált 

klaszterek átfedésről is. Ezen módszerrel mind az egyedi MHC I és IL-2/15Rα, mind a közös 

molekuláris ko-klasztereket azonosítottuk, és a közös molekuláris frakcióikat is 

számszerűsítettük (lásd alább). 

 

4.7.2. Pearson-féle kolokalizáció meghatározása konfokális és STED képekből 

A membránfehérjék és lipid tutajok kolokalizációját néhány száz nm-es felbontással 

kétcsatornás FV1000 konfokális mikroszkóppal készült képeken vizsgáltuk meg. A sejtek 

fedőlemeztől távoli felszínéről 3, egymástól 500 nm-re levő, ~1 μm vastagságú optikai szeletet 

vettünk fel, a zajt 3×3 pixel méretű átlagoló szűrővel szűrtük, majd projekcióval a szeleteket 

egy képpé egyesítettük . Az IL-2/15Rα és az MHC I molekulák együttállásának néhány tíz nm-

es felbontással történő vizsgálatához kétcsatornás STED mikroszkóppal készült képeket 

elemeztünk. A domén szintű együttállás jellemzéséhez a konfokális mikroszkóppal készült 
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képeket használtuk. Az együttállás számszerűsítéséhez az alábbi statisztikát, a Pearson-féle 

korrelációs együtthatót használtam fel [41, 188, 189]: 
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 (40) 

 

Az xi,j és yi,j a mikroszkóp két csatornájában, az (i,j) indexekkel jellemzett pixelben detektált 

fluoreszcencia intenzitásokat jelöli. Az így definiált együtthatónak három nevezetes értéke van. 

Amennyiben a két csatornában a pixelek egymással egyenesen arányosak, úgy C értéke eggyel 

egyenlő. Ha a két csatorna ugyanazon pixeleiben az átlagtól mért eltérések ellentétes előjelűek, 

de az eltérések értéke egymással arányos, C értéke -1. Amennyiben a két csatornában az 

intenzitás eloszlások egymástól függetlenek, úgy a koefficiens várható értéke 0. Az analízisbe 

csak azokat a pixeleket vettük be, amely a sejtfelszínen voltak, valamint legalább az egyik 

csatornában egy előre definiált küszöbérték felett álltak. A számolásokat vagy LabVIEW [41] 

vagy saját fejlesztésű Matlab (The MathWorks Inc., Natick, MA, USA) rutinokkal végeztük el.  

 

4.7.3. Molekuláris frakciók kiszámolása 

Az IL-2 és -15 receptor α alegységek és az MHC I glikoproteinek egymással asszociált 

hányadait STED képek segítségével az alábbi módon becsültük meg. A csatornák 

intenzitásviszonyait figyelembe véve, az egyedi molekulákhoz tartozó intenzitásmaximumok 

feléhez definiáltuk a küszöbértékeket. Az asszociált hányadokat a sejtenként kijelölt területen 

az alábbi képlettel határoztuk meg [188]: 
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ahol  vörös, 2 ,IL RI i j
 az IL-2Rα intenzitása a vörös csatorna i,j-edik pixelében. A MHC I 

molekulák IL-2 vagy -15 receptorok melletti frakcióját analóg módon határoztuk meg. A képek 

analíziséhez saját fejlesztésű MATLAB szkripteket használtam. 
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4.9. Statisztikai elemzés 

A mérési eredmények összehasonlítására szolgáló statisztikai teszteket (kétmintás t 

próba, valamint a kétmintás Kolmogorov-Szmirnov próba) beépített MATLAB (Mathworks 

Inc., Natick, MA, USA) függvényekkel és saját fejlesztésű programmal végeztem el.  
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5. Eredmények  

5.1. MHC I géncsendesítés hatásának a vizsgálata az IL-2/15 citokin receptorokra 

Az MHC I molekuláknak a klaszterizációjában betöltött szerepének a vizsgálatához a 

glikoproteinek expresszióját siRNA transzfekcióval csökkentettük le. A fehérjemobilitásokat 

fluoreszcencia korrelációs mérésekkel, a klaszternagyságokat szuperfeloldású 

mikroszkópiával, membrán domén lokalizációkat Pearson korrelációs analízis segítségével 

vizsgáltuk meg.  

 

5.1.1. Korrelációs mérések optimalizálása, alkalmazása 

 

Az MHC I molekuláris mobilitást szabályozó szerepének vizsgálatához fluoreszcencia 

korrelációs spektroszkópiai méréseket végeztünk. A mobilitások és klaszterizációs viszonyok 

kvantitív jellemzéséhez a fókusztérfogaton átdiffundáló fluoreszcens jelek autokorelációs 

függvényeinek paraméterbecslését végeztük el. Az alábbi 12. ábrán tesztoldatok (Alexa 488, 

Alexa 488-W6/32-Fab, Alexa 488-anti-Tac-Fab, Alexa 488-anti-FLAG-Fab) valamint 

sejtfelszíni MHC I-hez kötött Alexa 488-W6/32-Fab demonstratív korrelációs függvényei 

láthatóak.  

 

12. ábra: Tesztoldatok valamint Alexa 488W6/32-Fab-val jelölt sejtfelszíni 

MHC I normalizált korrelációs függvényei és illesztései 

Az ábrán szabad és antitesthez konjugált Alexa 488 festékek TE oldatban (10 mM 

Tris; 0,1 mM EDTA; pH=7,4) mért, valamint az Fab sejtfelszínen mért 

autokorrelációs görbéi láthatóak. A korrelációs függvények jobbra tolódtak a 

csökkenő mobilitás, növekvő diffúziós idő sorrendjében. A488-W6/32-Fab, A488-

anti-Tac-Fab és A488-anti-FLAG-Fab: Alexa fluor 488 festékkel konjugált MHC 

I, IL-2Rα és IL-15Rα ellenes antitesteket jelöli. 
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Az autokorrelációs görbék általában jól illeszthetőek voltak egy komponens térbeli (oldat) vagy 

síkbeli (membrán) szabad diffúzióját leíró modellfüggvényekkel (11. és 13. egyenlet). Az 

autokorrelációs görbék láthatóan jobbra tolódtak a csökkent mobilitás miatt. Korábbi biofizikai 

mérések kimutatták, hogy az IL-2/15 receptorok valamint az MHC I glikoproteinek változatos 

sejtfelszíni mintázatokba rendeződnek [41, 42, 72]. A nm-es távolságú párkölcsönhatástól akár 

a mikrodomén szintű klaszterizációig is asszociálhatnak. Ezen inhomogén sejtfelszíni eloszlás 

egyik következménye, hogy a sejtfelszínen diffundáló molekulák autokorrelációs függvénye 

olykor jelentős mértékben eltérhet a 2D-ben szabadon diffundáló részecskék 

modellfüggvényétől. Az analízisbe csak azokat a görbéket vettük bele, amelyek jól illeszthetőek 

voltak a 2D-ben diffundáló részecskék próbafüggvényével.  

Irodalmi adatok szerint a korrelációs mérések hosszának minimálisan 1000× akkorának kell 

lennie, mint a szóban forgó fehérjék diffúziós ideje [190]. ωxy=200 nm fókusztérfogat sugara 

mellett a membránfehérjék diffúziós ideje tipikusan néhány 10 ms; τD=50 ms diffúziós időt 

feltételezve görbénként 50 s mérési idő lenne szükséges. A majdnem egyperces görbénkénti 

mérési idő inkompatibilis a sejtek felszínén tapasztalt hosszú távú változások miatt. Az 

irreverzibilis fotokárosodás következtében az átlagos fluoreszcencia időben csökken, így az 

autokorrelációs függvényben a diffúziós időnél hosszabb műtermék korrelációs idők is 

megjelennének. Mérési időnek 5 s-ot választottunk, ezen kompromisszumos választás mellett 

a diffúziós idők is feloldhatóak, valamint a mérési szakaszon belüli irreverzibilis fotodestrukció 

nem járt hosszabb korrelációs komponensek megjelenésével. A 100 s-os sejtenkénti mérési idő 

minden 5 s hosszúságú szakaszában kiszámoltuk és modellfüggvénnyel illesztettük a 

korrelációs függvényeket. A 13A és B ábra felső részén a sejtfelszíni Alexa-488-W6/32-Fab 

(MHC I) fluoreszcenciáját ábrázoltam az idő függvényében. Az adatok kontroll (A) és 

géncsendesített (B) sejtekből származnak.  Az analízisbe csak azokat a korrelációs görbéket 

választottuk bele, amelyek illesztési maradékfüggvénye (fit residual) nullára szimmetrikus és 

kis amplitúdójú volt. Az adatanalízisből a 2D modellfüggvénytől szignifikánsan különböző 

experimentális görbéket szisztematikusan kizártuk. Hasonló eljárással szelektáltuk az IL-2Rα 

(Alexa 488-anti-Tac-Fab) és IL-15Rα (Alexa 488-anti-FLAG-Fab) autokorrelációs függvényeit 

is (13C és D ábra). 
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13. ábra: MHC I, IL-2Rα és IL-15Rα korrelációs görbéinek analízise 

 

Minden sejtről 100 s-ig gyűjtöttük a fluoreszcenciát, és 5 s-os szakaszonként kiszámoltuk a 

korrelációs görbéket. Az analízisbe csak azokat a görbéket vettük bele, melyek jól illeszthetők 

voltak a 2D szabad diffúziót és triplet állopotot figyelembe vevő modellfüggvénnyel (folytonos 

vonal). A) MHC I (kontroll sejtek), B) MHC I (MHC I géncsendesített sejtek), C) IL-2Rα 
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(kontroll sejtek), D) IL-15Rα (kontroll sejtek). Az eltérő színek a mérés különböző 

részintervallumaira vonatkoznak. 

 

5.1.2. MHC I géncsendesítés hatása az IL-2/15Rα alegységek és MHC I glikoproteinek 

sejtfelszíni részecskeszámaira 

A 14. ábrán az IL-2Rα és IL-15Rα alegységek és MHC I glikoproteinek sejtenkénti 

molekulaszám eloszlását tüntettem fel kontroll és MHC I géncsendesített sejteken. Az siRNS-t 

100 μg/ml koncentrációban alkalmazva az eredetei MHC I mennyiség 5-10%-a maradt meg. A 

géncsendesítés specifikusan csak az MHC I glikoproteinek expresszióját csökkentette. 

14. ábra: IL-2Rα, IL-15Rα és MHC I sejtenkénti molekulaszám eloszlása 

A hisztogramok a sejtfelszíni sejtenkénti molekulaszám eloszlásokat ábrázolják a 

populációban, áramlási citométerrel, Dako Qifikit kalibrációs gyöngyökkel 

meghatározva (104 sejt/minta). A box & whisker ábrákon az FCS mérésekben 

mintavételezett sejtek teljes sejtfelszíni molekulaszám becslései vannak feltüntetve (35. 

egyenlet alapján 25–35 sejt/minta). A teljes sejtfelszínre vonatkozó molekulaszámokat a 

konfokális térfogatban elhelyezkedő molekulák számából aránypárral számoltuk ki a 

konfokális térfogat laterális sugarát ωxy=0,2 μm-nek, a sejtet 6,5 μm sugarú gömbnek 

feltételezve. A hibavonalak szélei a minták 10 és 90%-os, a dobozok szélei a 25 és 75%-

os percentiliseit jelölik.  

 

Az FCS mérések végrehajtása során csak relatíve kis elemszámú mintavételezés lehetséges 

(mintánként n ≈ 20-40 sejt), ezért célszerű volt összevetni a korrelációs mérésekből 

származtatott sejtenkénti részecskeszámokat a populációban mértekkel (hisztogramok, n> 

10 000 sejt).  Az 14. ábra felső részén a korrelációs mérések intenzitásértékeiből származtatott 

sejtfelszíni részecskeszámok vannak „box & whisker” ábrázolással feltüntetve. A konfokális 
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térfogatban lévő részecskeszámokat a 35. egyenlet segítségével számoltuk ki, ez alapján 

becsültük a részecskeszámot a teljes sejtfelszínre. Az FCS mérésekkel mintavételezett sejteken 

számolt részecskeszámok átfedésben voltak a teljes populációban áramlási citometriával 

meghatározottakkal. 

A korrelációs függvények amplitúdójából a fókusztérfogatban diffundáló részecskék átlagos 

száma meghatározható, a háttérkorrekciót a 17. egyenletnek megfelelően végeztük el. Az alábbi 

15. ábrán az MHC I, MHC II és IL-2/15Rα korrelációs függvényeiből számolt átlagos 

részecskeszámokat tüntettem fel, MHC I géncsendesítés előtt és után.  

15. ábra: Részecskeszámok (N) meghatározása FCS görbék analízisével 

A statisztikai összehasonlításokat Kolmogorov-Szmirnov teszttel végeztük el:  

***: p < 0,001, **: p < 0,01, *: p < 0,1; A hibavonalak szélei a minták 10 és 90%-

os, a dobozok szélei a 25 és 75%-os percentiliseit jelölik.  n~25–35 sejt/minta. 

 

A géncsendesítés következtében az MHC I átlagos részecskeszáma körülbelül tizedrészére 

csökkent, összhangban a kalibrációs gyöngyökkel meghatározottakkal. A többi fehérje 

mintaátlagai közötti eltérések feltehetően a sejtek kiválasztásának az inhomogenitását tükrözik, 

a populációból meghatározott sejtfelszíni részecskeszámok nem különböztek egymástól. 

Fontos megjegyeznünk, hogy a konfokális térfogatban levő fehérjék száma nagyobb lehet, mint 

az amplitúdókból származtatott részecskeszám.  A különbség egyrészt származhat abból, hogy 

a membránfehérjék klaszterizálódhatnak, immobilizálódhatnak – ezáltal a diffundáló 

részecskék látszólagos száma kevesebb lehet, mint a tényleges részecskeszám. Másrészről, a 

különbség származhat abból, hogy heterogén fényességű részecskék esetén az átlagos 

részecskeszámhoz egy komponens részleges amplitúdójának a fényesség négyzetével arányos 

járuléka van (14. és 15. egyenlet), a kisebb fényességű komponensek részleges amplitúdója 

kisebb, mint a tényleges részarányuk, így az amplitúdó reciprokából számolt átlagos 

részecskeszám alulbecsüli a tényleges értékeket.  

 



48 
 

 

A 16A ábrán az MHC I diffundáló részecskeszámait az adott mérési szakaszban vett 

átlagintenzitás függvényében ábrázoltam. Az ábrán a géncsendesített és a kontroll mintából 

mintavételezett adatokat más-más színnel jelöltem.  

16. ábra: Az amplitudóból és az intenzitásból számolt részecskeszámok 

összehasonlítása 

A) Az adott mérési szakaszban meghatározott részecskecsámok (N) az átlagos 

fluoreszcencia (F) függvényében. Kék: kontroll, piros: MHC I géncsendesített 

sejtek. B) Az előbbi adatok uniójából készült statisztika: átlagos részecskeszám az 

egyes intenzitásosztályokban. Az osztályok szélessége (bin width) 2 kHz. 

 

Az amplitúdóból becsült részecskeszámok pozitívan korreláltak az abban a mérési szakaszban 

számolt átlagos fluoreszcencia intenzitással illetve fehérjeszámmal. A 16B ábrán a 

géncsendesített és kontroll sejtek adatainak uniójából készült grafikon látható, mely az 

intenzitás osztályokhoz tartozó átlagos részecskeszámokat mutatja. Az adatpontokra illesztett 

egyenes egyenletét az ábrán tüntettem fel. Az adatok uniójából készült statisztika is 

alátámasztotta, hogy az amplitúdóból becsült részecskeszám monoton függvénye az átlagos 

fluoreszcencia intenzitásnak. 

 

 

 

 

 

 

 

 

y = 0,56 x + 0,84 
R

2
 =0,7 
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5.1.3. IL-2/15Rα alegységek és MHC I aggregációs állapotának becslése a molekuláris 

fényességek analízisével 

A molekuláris fényesség (F/N) ismeretében a fehérjék homoaggregációs képességét 

lehet megbecsülni, a molekuláris fényesség nagysága egyenlő egy diffundáló részecskétől 

időegység alatt detektált fotonok számával. A molekuláris fényességek összehasonlítása előtt 

megvizsgáltuk, hogy vajon a fluoreszcencia intenzitás milyen mértékben csökken a mérést 

megkezdését követően. A csökkenés mértékét a fotoelhalványodási hányadossal (bleaching 

fraction) számszerűsítettük, lásd 36. egyenlet. A hányados értéke függ a fehérjék immobilis 

hányadától és az irreverzibilis fotodestrukció valószínűségétől. A mérések során általában 

egyik tényező sem elhanyagolható, így fotoelhalványodási hányados általában nullától 

különböző. A 17. ábrán az MHC I és az IL-2/-15Rα alegységeinek az átlagos 

fotoelhalványodási hányadosait ábrázoltam a mérés kezdete után 5-20-100 s időpontokban, 

kontroll és géncsendesített sejteken egyaránt.  

17. ábra: Az MHC I és az IL-2/-15Rα alegységek átlagos  

fotoelhalványodási hányadosai 

 

Mivel a fotoelhaványodási hányadosok 20 s után meghaladták az 50%-ot, így indokolt, hogy 

csak a mérési idő első 15 s-ából származó F/N adatokból készítsünk statisztikákat. A 

sejtfelszínen diffundáló antitestek molekuláris fényességét az adott mérési szakaszban számolt 

háttérrel korrigált átlagos fluoreszcencia intenzitás (Ftot), és abban a mérési szakaszban 

meghatározott átlagos korrigált részecskeszám (Nkorr) hányadosaként számoltuk ki, a 18. 

egyenlet felhasználásával. A molekuláris fényesség arányos az együtt diffundáló komplexben 

levő fluorofórok számával. A mérések során azt tapasztaltuk, hogy a komplexek molekuláris 

fényessége a mérés kezdetét követően csökkentő tendenciát mutat, vélhetően a festékmolekulák 
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irreverzibilis fotoelhalványodása következtében. Az 18. ábrán az Alexa 488-W6/32-Fab (MHC 

I), az Alexa 488-anti-Tac Fab (IL-2Rα), valamint az Alexa 488-anti-FLAG Fab (IL-15Rα) 

átlagos molekuláris fényességét tüntettem fel az egyes mérési szakaszokban, kontroll és MHC 

I géncsendesített sejteken. 

 

18. ábra: Az MHC I, IL-2Rα és IL-15Rα molekuláris fényességei az egyes 

mérési szakaszokban 

Az F/N értékek geometriai átlagai láthatóak a mérés 5 s-os szakaszaiban. A 

molekuláris fényességek az antitestek F/N értékeivel normalizálva voltak. n=25-35 

sejt/minta 

 

 

Mivel a molekuláris fényesség csökkenő tendenciát mutatott a mérési idő előrehaladtával, így 

az FCS görbék illesztett paramétereinek analízisébe csak az első 15 s-ból vett értékeket vettük 

bele.  

A 19. ábrán az egyes mérési szakaszokban az MHC I molekuláris fényességét ábrázoltam az 

átlagos MHC I intenzitás függvényében. A géncsendesített és a kontroll mintából 

mintavételezett adatokat más-más színnel jelöltem. A 19B ábrán a géncsendesített és kontroll 
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sejtek adatainak uniójából készült ábra látható, az adatpontokra illesztett egyenes egyenletét az 

ábrán tüntettem fel. 

 

19. ábra: MHC I molekuláris fényessége az intenzitás függvényében 

Az ábrán az MHC I aggregáció mértéke (F/N) az MHC I expressziójával arányos 

fluoreszcencia intenzitás függvényében van ábrázolva. A) kontroll (kék) és 

géncsendesített sejtekről (piros) B) az adatok uniójából készült statisztika: adott F 

intenzitás melletti átlagos F/N. A fluoreszcencia intenzitás osztályok tartománya 

(bin width) 2 kHz volt. 

 

Az F/N értékek pozitívan korreláltak az abban a mérési szakaszban számolt átlagos 

fluoreszcencia intenzitással. Megállapítottuk, hogy a molekuláris fényesség lineárisan nő a 

fehérjetartalom függvényében, magasabb lokális expressziós szint mellett az MHC I fehérjék 

jobban aggregálódnak.  

A 20. ábrán az MHC I és az IL-2/-15 receptorok α alegységeinek molekuláris fényességeit 

ábrázoltam kontroll és géncsendesített sejteken; az adatok a mérési idő első 15 s-ából 

származnak. 

 

 

 

 

y = 0,44 x + 1,20 
R

2
 =0,38 
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20. ábra: MHC I és IL-2/-15Rα molekuláris fényessége (F/N) kontroll és 

géncsendesített sejteken 

Az F/N étékeket normalizáltuk az antitestek molekuláris fényességével, így a 

fehérje/aggregátum értékek láthatóak. A statisztikai összehasonlításokat 

Kolmogorov-Szmirnov teszttel végeztük el: **: p < 0,01; A hibavonalak szélei a 

minták 10 és 90%-os, a dobozok szélei a 25 és 75% percentiliseit jelölik.  n~25–35 

sejt/minta.  

 

 

A fenti adatokból megállapítottuk, hogy az MHC I homoaggregációja szignifikánsan csökkent 

a géncsendesítés következtében. Eredményeink szerint mind az IL-2/15Rα, mind az MHC II 

homoaggregációs hajlandósága független az MHC I jelenlététől.  
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5.1.4. IL-2Rα, IL-15Rα alegységek és MHC I mobilitásának változása MHC I 

géncsendesítés hatására 

Amennyiben a fehérjék aggregációja megváltozik, a megváltozott aggregációs 

méretnek következtében azt várhatjuk, hogy a molekuláris mobilitásuk is változni fog. A 21A 

és B ábrán az MHC I és IL-2Rα reprezentatív normalizált autokorrelációs függvényeit, illetve 

azok illesztéseit ábrázoltam kontroll és géncsendesített sejteken. 

21. ábra: of MHC I és IL-2Rα normalizált autokorrelációs görbéi 

 

Az MHC I géncsendesített sejteken mért görbék balra tolódtak, így az adatok részletes 

elemzésekor az átlagos diffúziós idők csökkenése, a fehérjék átlagos mobilitásának a 

növekedése várható. A 22. ábrán az átlagos diffúziós állandókat tüntettem fel minden egyes 

mérési szakaszban. 
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22. ábra: Az MHC I, IL-2Rα és IL-15Rα diffúziós állandói az egyes mérési 

szakaszokban 

Az D értékek geometriai átlagai láthatóak a mérés 5 s-os szakaszaiban. A) MHCI 

(Alexa 488-W6/32 Fab), B) IL-2Rα (Alexa 488-anti-Tac Fab), C) IL-15Rα (Alexa 

488-anti-FLAG Fab), kontroll sejtek: kék, géncsendesített sejtek: piros, n=25-35 

sejt/minta 

 

A molekuláris fényességgel ellentétben a fehérjék mobilitásai függetlennek voltak a mérés 

kezdete óta eltelt időtől, így indokolt az összes mobilitási adatból statisztikát számolni. 

Megvizsgáltuk, hogy a diffúziós állandó milyen trend szerint függ az átlagos fehérjetartalomtól. 

A 23A ábrán az adott mérési szakaszban az MHC I átlagos diffúziós állandóját tüntettem fel az 

átlagos fluoreszcencia intenzitás (MHC I tartalom) függvényében. A 23B ábrán a 

géncsendesített és kontroll sejtek adatai uniójából készült grafikon látható, az adatpontokra 

illesztett egyenes egyenletét az ábrán tüntettem fel.   
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23. ábra: MHC I diffúziós állandója az MHC I sejtfelszíni sűrűségének 

függvényében 

Az ábrán az MHC I (Alexa 488-W6/32 Fab) diffúziós állandója (D) az átlagos 

MHC I tartalom függvényében van ábrázolva. A) kontroll (kék) és géncsendesített 

sejtekről (piros), B) az adatok uniójából készült statisztika, az fluoreszcencia 

intenzitás osztályok tartománya (bin width) 2 kHz volt, n=25-35 sejt/minta 

 

Megállapítottuk, hogy az MHC I glikoproteinek átlagos diffúziós állandója negatívan korrelált 

az abban a mérési szakaszban számolt átlagos fluoreszcencia intenzitással, a több fehérjét 

tartalmazó klaszterek lassabban diffundálnak. 

 A 24. ábrán az MHC I és az IL-2/15 receptorok α alegységeinek mobilitását ábrázoltam 

kontroll és géncsendesített sejteken.  

24. ábra: MHC I és IL-2/15Rα diffúziós együtthatói kontroll és géncsendesített 

sejteken 

A statisztikai összehasonlításokat Kolmogorov-Szmirnov teszttel végeztük el: 

***: p < 0,001; A hibavonalak szélei a minták 10 és 90%-os, a dobozok szélei a 25 

és 75% percentiliseit jelölik.  25–35 sejt/minta.  

 

Megállapítottuk, hogy mind az MHC I, mint az IL-2/15Rα mobilitása szignifikánsan nagyobb 

volt az MHC I géncsendesített sejteken. Ezen adatok ismeretében kijelenthetjük, hogy az MHC 

I glikoproteineknek a sejtmembránban jelentős szerepe lehet a mobilitás szabályozásában.  

y = -4.42 × 10-4 x + 0.068 
R

2
 =0.40 
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Megvizsgáltuk, hogy vajon a sejtfelszínen található inhomogén mintázatokban milyenek a 

lokális fehérjemobilitások.  A sejtek magas és alacsony intenzitású területein vizsgáltuk az 

IL-2/15Rα alegységek diffúziós állandóit (25. ábra). 

25. ábra: IL-2Rα és IL-15Rα diffúziós együtthatói klaszterekben és azokon 

kívül kontroll és géncsendesített sejteken 

A statisztikai összehasonlításokat Kolmogorov-Szmirnov teszttel végeztük el: ***: 

p < 0,001; **: p < 0,01; *: p < 0,05; A hibavonalak szélei a minták 10 és 90%-os, 

a dobozok szélei a 25 és 75% percentiliseit jelölik.  25–35 sejt/minta.  

 

Megállapítottuk, hogy mind az IL-2Rα, mind az IL-15Rα alegységek mobilitása csökkent azon 

területeken, ahol a lokális koncentrációjuk magasabb volt. Adataink teljes összhangban voltak 

a korábbi eredményekkel, miszerint az MHC I expressziójának csökkentése az IL-2/15Rα 

fehérjemobilitások növekedését eredményezte. 
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5.1.5. Sejtfelszíni fehérjemintázatok vizsgálata szuperfeloldású mikroszkóppal 

Fluoreszcencia korrelációs spektroszkópiai módszerrel kimutattuk, hogy a vizsgált 

fehérjék mobilitására és aggregációs képességére szignifikáns hatással volt az MHC I 

expressziójának csökkentése. Ezen eredmények alapján azt feltételeztük, hogy az MHC I 

expressziónak mind az interleukin receptorok, mind az MHC I sejtfelszíni klaszterizációjának 

szabályozásában szerepe lehet. Hipotézisünket szuperfeloldású mikroszkópos képek 

analízisével teszteltük. A ko-disztribúciós analízis lehetősége érdekében mind a kontroll, mind 

a kezelt sejteket duplán jelöltük, a zöld csatornában MHC I ellenes antitesttel, a vörös 

csatornában IL-2Rα- vagy IL-15Rα-ellenes antitestekkel (26. ábra). 

 

26. ábra: Az MHC I és IL-2Rα / IL-15Rα sejtfelszíni eloszlása STED képeken 

A) MHC I és IL-2Rα; B) MHC I és IL-15Rα. MHC I: Alexa 594-W6/32 antitest. 

(zöld); IL-2Rα: ATTO 647N-anti-Tac (piros), IL-15Rα ATTO 647N-anti-FLAG 

(piros). A sárga szín az átfedő membránrégiókat jelöli. 

 

A szuperfeloldású képeken láthatóvá váltak a molekuláris klaszterek, a kinagyított képeken jól 

látható, amint az MHC I klaszterek mérete csökkent az MHCI I géncsendesítés 

eredményeképpen (27. ábra). A klaszterméretek kvantitatív jellemzéséhez három különböző 

megközelítésen alapuló képelemzési eljárást használtunk. 
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27. ábra: Az MHC I sejtfelszíni eloszlása STED képeken 

MHC I: Alexa 594-W6/32 antitest, A) kontroll sejt, B) MHC I géncsendesített sejt  

 

 

 

 

 

A 

5 µm 

B 
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5.1.6. Fehérjeklaszterek méretének a meghatározása FWHM mérésével 

Elsőként a fluoreszcencia intenzitásmaximumok félértékszélességét (full width at half 

maximum, FWHM) mértük meg. Az IL-2/15Rα alegységek valamint az MHC I klaszterek 

félértékszélességének sűrűséghisztogramja a 28. ábrán látható, mind kontroll mind a 

géncsendesített sejtekről. Géncsendesített sejteken az MHC I klaszterméret 

sűrűséghisztogramja balra tolódott, az átlagos klaszterméret 640 ± 120 nm-ről 260 ± 80 nm-re 

csökkent (átlag±SEM), a különbség szignifikáns volt. 

28. ábra: Az MHC I, IL-2Rα és IL-15Rα klaszterméret eloszlása 

Az ábrán a géncsendesítés okozta klaszterméret változás látható. A hisztogramok 

az MHC I, IL-2Rα és IL-15Rα klaszterméret eloszlását ábrázolják kontroll és 

géncsendesített sejteken. A statisztikai összehasonlításokat Kolmogorov-Szmirnov 

teszttel végeztük el: ***: p < 0,001; *: p < 0,05; 10-15 sejt/minta. 

 

Az IL-2Rα hisztogramja nem változott az MHC I géncsendesítés hatására, az átlagértékek 

közötti különbségek nem voltak szignifikánsak. Az IL-15Rα átlagos klasztermérete a 

géncsendesített sejteken 360 ± 60 nm volt, a kontroll sejteken 300 ± 60 nm (átlag±SEM).  
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5.1.7. Fehérjeklaszterek méretének meghatározása térbeli autokorrelációs 

függvénnyel 

Második módszerként a szuperfeloldású képek térbeli intenzitás korrelációs 

függvényeinek paraméterbecslésével határoztuk meg a fehérjék sejtfelszíni klaszterméreteit. A 

géncsendesített és kontroll sejtekből meghatározott reprezentatív korrelációs görbék a 29. ábrán 

láthatóak.  

29. ábra: Az MHC I, IL-2Rα és IL-15Rα térbeli autokorrelációs függvényei és 

klaszterméretei 

Az ábrán reprezentatív korrelációs függvények láthatóak kontroll és 

géncsendesített sejteken. A statisztikai összehasonlításokat kétmintás t teszttel 

végeztük el: *p < 0,05, 10-15 sejt/minta. 

 

A függvényeket három exponenciális függvény összegével értelmezett modellfüggvénnyel 

illesztettük meg (39. egyenlet). Az első tag paraméterével (w) a PSF kiszélesedésének 

nagyságát lehet megbecsülni. A második exponenciális taggal (d) a fehérjeklaszterek átlagos 

méretét becsültük, a harmadik tag paramétere (g) a klaszterek közötti távolsággal arányos. Az 

MHC I klaszterek átlagos mérete szignifikánsan csökkent a géncsendesítés hatására, 340 ± 120 

nm-ről 200 ± 120nm-re (átlag±SEM). Az IL-2Rα és IL-15 Rα átlagos klaszterméretei a 

géncsendesítés hatására nem változtak szignifikánsan. 
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5.1.8. Fehérjeklaszterek méretének meghatározása képszegmentációs módszerrel 

Harmadik eljárásként a fehérjeklaszterek méretét képszegmentációs eljárással 

kvantitáltuk.  Az egy klaszterbe tartozó, azaz intenzitásküszöb feletti, egymással szomszédos 

pixelek területeinek sűrűséghisztogramjait az 29. ábrán ábrázoltam.  

28. ábra Az MHC I, IL-2Rα és IL-15Rα klaszterméret terület eloszlása 

A hisztogramok az MHC I, IL-2Rα és IL-15Rα klaszterméret eloszlását ábrázolják 

kontroll és géncsendesített sejteken. A statisztikai összehasonlításokat 

Kolmogorov-Szmirnov teszttel végeztük el: ****p < 0,0005; n=10-15 sejt/minta. 

 

 

Géncsendesített sejteken az MHC I klaszterméret sűrűséghisztogramja a kontroll mintához 

képest balra tolódott, a területek átlagértéke (7,2 ± 0,9) × 104 nm2-ről szignifikánsan csökkent 

(1,8 ± 0,2) × 104 nm2-re. Az IL-2Rα és IL-15Rα klaszterei által lefedett terület átlagosan 

független volt az MHC I jelenlététől, az átlagos klaszter nagyságok nem különböztek 

szignifikánsan egymástól. 
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5.1.9. Fehérjeklaszterek méret szerinti betöltöttségének a vizsgálata 

A képek analízise során azt is megvizsgáltuk, hogy vajon a klaszterek méret szerinti 

átlagos fehérjetartalma hogyan változik a géncsendesítés hatására. A klaszterméret 

betöltöttségek sűrűséghisztogramjait az 29. ábrán ábrázoltam.  

29. ábra Az MHC I, IL-2Rα és IL-15Rα fehérjeklaszterek méret szerinti 

betöltöttsége 

Az ábrán a klaszterméret szerinti átlagos fehérjetartalom sűrűséghisztogramja 

látható kontroll és géncsendesített sejteken. A statisztikai összehasonlításokat 

Kolmogorov-Szmirnov teszttel végeztük el: ****p < 0,0005 10-15 sejt/minta. 

 

Összhangban a klaszterméretetek változásával az MHC I klaszterek kisebb klaszterekre 

estek szét, a preferált klaszterméret szignifikánsan kisebb lett. Ezen képelemzési módszer is 

megerősítette a korábbi tapasztalatunkat, miszerint az IL-2Rα klaszterizációja változatlan 

maradt, annak ellenére, hogy a receptor alegységek mobilitása szignifikánsan megnőttek. Mint 

az ábrán is látható, az IL-15Rα klaszterizációja az MHC I expressziótól független volt, a 

leginkább preferált klaszterek mérete nem változott szignifikánsan a géncsendesítés hatására. 

Megállapítottuk, hogy az MHC I glikoproteinek mobilitást moduláló szerepét nem az IL-2Rα 

és IL-15Rα klaszterméret változtatásán keresztül fejti. Kimutattuk, hogy az MHC I 

homoaggregációjára az MHCI I expressziós szintje szignifikáns hatással van, csökkentése a 

fehérjék mobilitásának emelkedését eredményezi. 
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5.1.10. Molekulafrakciók meghatározása 

A mobilitási adatok arra világítottak rá, hogy az IL-2/15Rα mobilitására szignifikáns 

hatással volt közvetlen molekuláris környezetének a módosítása. Az MHC I homoaggregációs 

képessége és klasztermérete csökkent a géncsendesítés következtében, így a 

mobilitásnövekedés mögött a csökkent hidrodinamikai méret is állhat. Ezzel ellentétben a 

receptorok átlagos klasztermérete függetlennek adódott az MHC I jelenlététől illetve hiányától, 

így a mobilitások változása nem a klaszterméretük csökkenésnek a következménye. A további 

képelemzési vizsgálatokban a receptor alegységek és MHC I glikoproteinek közötti 

párkölcsönhatásokat kvantitáltuk. Az IL-2/15Rα receptor alegységek MHC I melletti asszociált 

hányadait számszerűsítettük kontroll és géncsendesített sejteken egyaránt (30. ábra).  

 

30. ábra: Az MHC I - IL-2Rα és MHC I - IL-15Rα asszociált molekulafrakciói 

A statisztikai összehasonlításokat kétoldali t próbával végeztük: ***p<0,001, 10-

15 sejt/minta. 

 

A géncsendesítés következtében az MHC I expessziója 90%-kal csökkent, az IL-2Rα és IL-

15Rα szintjei változatlanok maradtak. Az IL-2Rα MHC I melletti asszociált hányada csökkent 

75 ± 3%-ról 5,4 ± 3%-ra. Hasonlóan az IL-15Rα MHC I-gyel asszociált hányada is 

szignifikánsan csökkent, 91 ± 4%-ról 20 ± 6%-ra. Ilyen mértékű csökkenést az MHC I 

asszociált hányadaiban nem tapasztaltunk, az IL-2Rα-al való asszociációja 61 ± 8%-ról 

csökkent 52 ± 7%-ra, míg az IL-15Rα-al való asszociációja 12 ± 2%-ról 19 ± 5%-ra nőtt (átlag 

± SD).  Ezen utóbbi adatok ismeretében megállapítottuk, hogy az MHC I, IL-2Rα valamint IL-

15Rα molekulák közös sejtfelszíni komplexeket alkotnak. 
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5.1.11. Párkölcsönhatások jellemzése Pearson-korrelációs koefficienssel 

Az MHC I és IL-2/15Rα közötti asszociált hányadok meghatározása után a molekuláris 

együttállás mértékét a Pearson-féle korrelációs koefficiens meghatározásával is 

számszerűsítettük. Az együttható meghatározását több különböző intenzitásra vonatkozó 

küszöbérték feltétel mellett is elvégeztük: kiszámoltuk a korrelációt azon pixelekből, 

amelyekben az intenzitás az egyik, a másik, illetve mindkét csatornában a küszöbérték felett 

volt (31A, B és C ábra). A géncsendesítés hatására a korrelációs koefficiens értéke mindkét 

fehérjepárra (MHC I - IL-2Rα valamint MHC I - IL-15Rα), mindegyik feltétel mellett 

szignifikánsan csökkent. Az analízissel megerősítettük korábbi eredményünket, miszerint a 

géncsendesítés után az IL-2Rα és IL-15Rα többsége MHC I mentes területen foglal helyet. 

31. ábra: Az MHC I - IL-2Rα és MHC I - IL-15Rα közötti Pearson korrelációk 

A statisztikai összehasonlításokat kétoldali t próbával végeztük: ***p<0,001, 

**p<0,01, 10-15 sejt/minta. 
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A számításhoz negatív kontrollként a pixelek nagyszámú (>10,000) véletlenszerű 

összekeverésével kapott képeket használtunk. A randomizált STED képeken meghatározott 

korrelációs koefficiens érték 0,007 ± 0,0001 (SD) volt.  A következőkben Monte-Carlo 

szimulációval vizsgáltuk, hogy amennyiben változtatjuk a sejtfelszíni részecskeszámokat, 

milyen trend szerint fog változni a korrelációs koefficiens értéke. Az alábbi szimulációt 

végeztük el: szuperfeloldású kondíciók mellett az egyik csatornában az IL-2Rα-nak 

megfeleltethető 0,2 részecske/pixel fehérjeelosztást szimuláltunk; a másik csatornában az MHC 

I expressziójának a változását követtük nyomon, ahol a pixelenkénti várható részecskeszám 0,8 

részecske/pixel-ről (kontroll sejtek) csökkent 0,05 részecske/pixel értékre (géncsendesített 

sejtek); a közös klaszterekben a részecskék 20-20%-a foglalt helyet (32A ábra). 

32. ábra: A Pearson-féle korrelációs koefficiens a részecskeszám függvényében 

A szimulációban 50 nm sugarú, kör alakú és különálló klasztereket definiáltunk. A részecskék 

mindkét csatornában 0,2 valószínűséggel voltak a klaszterekben. A kép területe 2×2 μm2 volt, 

a bal oldali csatornában a részekcseszámokat 8000-ról 500-ra csökkentettük, a jobb oldali 

csatornában 2000 részecske volt. A képek 100×100 pixel méretűek, PSF: wlaterális=40 nm; 

Icsúcs=5; Iháttér=2±1 s.d.; küszöbérték=3. A képek szimulációját és kiértékelését saját fejlesztésű 

MATLAB programmal végeztem el. 
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Megállapíthatjuk, hogy a részecskeszám csökkentésével a korrelációs koefficiens nagysága 

csökkent (32B ábra), így a szimulációs tapasztalatok megerősítették a kísérletes eredményeket.  

Fontos megjegyeznünk, hogy a Pearson-féle korrelációs koefficiens értékét a jel/zaj viszony is 

befolyásolja. A szimulációban a közös klaszterben levő fehérjék aránya a részecskeszámoktól 

függetlenül mindkét csatornában 20-20% volt. Eredményeink szerint a Pearson-féle korrelációs 

együttható nagysága a konstans asszociált hányadtól függetlenül csökkent, az együttható értékét 

az abszolút részecskeszám csökkentése a jel/zaj viszony nagyságán keresztül befolyásolta. 

 

5.1.12. Asszociált hányadok és Pearson-féle korrelációs koefficiensek meghatározása 

konfokális képeken 

 

A szuperfeloldású képek analízise mellett, ugyanazon sejtekről készült konfokális 

képek (33. ábra) ugyanilyen mélységű analízisét is elvégeztük.  

33. ábra: Az MHC I és IL-2Rα / IL-15Rα sejtfelszíni eloszlása konfokális és 

STED képeken 

A) MHC I és IL-2Rα; B) MHC I és IL-15Rα. MHC I: Alexa 594-W6/32 antitest. 

(zöld); IL-2Rα: ATTO 647N-anti-Tac (piros), IL-15Rα ATTO 647N-anti-FLAG 

(piros). A sárga szín az átfedő membránrégiókat jelöli. 
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A konfokális módban készült képek vizsgálatának eredményei összhangban voltak a STED 

eredményekkel. 

Az IL-2Rα és IL-15Rα MHC I melletti asszociált hányadai csökkentek az MHC I 

expressziójának a csökkentése következtében (34A ábra). Eközben a megmaradó MHC I 

glikoproteineknek az interleukin receptorokkal asszociált hányadai nem változtak 

szignifikánsan.  

34. ábra: MHC I - IL-2Rα és MHC I - IL-15Rα közös molekulafrakciói és Pearson 

korrelációs együtthatói 

A statisztikai összehasonlításokat kétoldali t próbával végeztük: ***p < 0,001; 

**p < 0,01; 10-15 sejt/minta. 

 

A géncsendesítés hatására a korrelációs koefficiens értéke mindegyik fehérjepárra, minden 

vizsgált kapuzási feltétel mellett szignifikánsan csökkent (34B ábra).  

A szuperfeloldású és konfokális feloldás mellett meghatározott asszociált hányadok 

különböztek egymástól. A Perarson korrelációs koefficiensek nagysága ugyancsak eltérő volt. 

A konfokális és STED beállítás mellett nyert adatok direkt összehasonlítását különböző 

pixelméretet túlmenően az is nehézkessé teszi, hogy a fluoreszcencia detektálása más típusú 

fotodetektorokkal történt így a jel/zaj viszonyok nagysága és eloszlása is különbözik. A 

különbség másik lényeges oka a más-más optikai feloldóképesség, konfokális mikroszkóppal a 

néhányszor 10 nm-es szintű különállások nem különböztethetőek meg, így 200 nm-es 

feloldással nagyobb asszociált hányad és korrelációs koefficiens értékeket várhatunk. 

Mindezeket összevetve a más optikai feloldással készült képeken meghatározott paraméterek 

direkt összehasonlítása csak nehezen lenne lehetséges, de a vizsgált paraméterek változásainak 

irányai az optikai eszköztől függetlenül megegyeztek. 
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5.1.13. MHC I, IL-2/15Rα alegységek lipid tutajokban való lokalizációja 

A mobilitás és aggregációs viszonyok változásának az ismeretében hipotézisként 

feltehetjük, hogy a receptoroknak és glikoproteineknek nemcsak a mikro-, hanem akár a 

makrokörnyezetére is befolyással lehet az MHC I expressziójának változása.  Ismert, hogy az 

IL-2/15Rα és az MHC I is feldúsul a lipid tutajokban [41, 42, 72]. Felvetődik a kérdés, hogy a 

megváltozott MHC I expresszió befolyásolja-e az MHC I és a vele asszociált interleukin 

receptorok lipid tutajokban történő szegregációját. Ezt a kérdést konfokális mikroszkóppal 

készült képekkel, a lipid tutajok és a receptor alegységek közötti Pearson korrelációs 

koefficiensek összehasonlításával teszteltük. A kontroll és kezelt sejtekről készült reprezentatív 

képek a 35. ábrán láthatóak. A zöld csatornában a GM1 gangliozidhoz kötődő Alexa 488-CTX 

B lipid tutaj marker sejtfelszíni eloszlása látható, a piros csatornában az IL-2/15Rα (35A és B 

ábra) vagy az MHC I (35C ábra) sejtfelszíni disztribúcióját jelenítettem meg. A harmadik 

csatornában sárga színnel azon pixelek vannak jelölve, amelyekben mindkét csatorna pixelében 

magas az intenzitás, ezen régiók a közös domének régióit jelölik.  
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35. ábra: MHC I és IL-2/15Rα alegységek lipid tutajokban való lokalizációja 

A) IL-2Rα – GM1 közös disztribúciója kontroll és MHC I géncsendesített sejteken; 

B) IL-15Rα – GM1, C) MHC I – GM1 (n=15-20 sejt/minta); D) Pearson-féle 

korrelációs együtthatók 

 

Az analízis során csak azokból a pixelekből számoltunk korrelációt, amelyek mindkét 

csatornában a küszöbértékeknél nagyobb intenzitással rendelkeztek. A küszöbérték nagyságát 

a sejtmentes területek intenzitás eloszlásának a maximumához állítottuk be.  A Pearson 

korrelációs koefficiensek átlagértékei az IL-2Rα vagy IL-15Rα és a GM1 között nem változtak 

szignifikánsan a géncsendesítés hatására. Eredményeink azt mutatták, hogy az IL-2Rα és az IL-

15Rα membrán mikrodomén lokalizációjára nem volt szignifikáns hatással az MHC I 

molekulák jelenlétének csökkentése. Az MHC I molekulák és lipid tutajok közötti korrelációs 
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együttható csökkent. Adataink alapján megállapíthatjuk, hogy az expressziós szint változása 

következtében a sejtfelszíni MHC I lipid tutajbeli lokalizációja szignifikánsan csökkent, így a 

mobilitás növekedéséért a megváltozott membrán domén asszociáció legalább részben felelőssé 

tehető. A korrelációs együttható csökkenésének másik lehetséges oka az, hogy a részecskeszám 

redukciója a jel/zaj viszonyt is csökkenti, így az együttható csökkenni fog. 

 

5.1.14. IL-2Rβ - IL-2Rα kölcsönhatás vizsgálata akceptor fotoelhaványításos FRET 

méréssel 

A fehérjemobilitási és klaszterizációs változások jellemzésén túlmenően megvizsgáltuk, 

hogy vajon az MHC I molekuláknak van-e kritikus szerepe az IL-2/15Rβ - IL-2Rα dimer 

létrejöttében, konformációjában? A receptor alegységek közötti FRET hatásfokot akceptor 

elhalványításos módszerrel mértük meg. A pixelenkénti FRET értékek sűrűséghisztogramja a 

36. ábrán látható.  

36. ábra: Pixelenkénti IL-2Rβ - IL-2Rα FRET értékek eloszlása kontroll és 

géncsendesített sejteken 

IL-2/15Rβ: Alexa 546-Mikβ3, IL-2Rα: Alexa 647-7G7-B6. A FRET hatásfok 

átlagértéke a kontroll mintában 9%, a géncsendesített mintában 10% volt. A 

mérések formaldehidben fixált sejteken történtek, n> 25 sejt/minta.  

 

A kontroll és géncsendesített sejteken az alegységek között mért FRET értékek átlagértékei 

hibahatáron belül megegyeztek, szignifikánsan nem különböztek egymástól. Megállapítottuk, 

hogy az az IL-2/-15Rβ - IL-2Rα asszociációja, konformációja független az MHC I 

glikoproteinek jelenlététől. 
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5.2. Az AP-1 komplex vizsgálata 

Disszertációm következő részében az IL-2 jelátvitel által is aktivált c-Jun - c-Fos 

transzkripciós faktorok heterodimerjének konformációját vizsgáltam FRET segítségével. A 

heterodimerek DNS-hez való kötődését fluoreszcencia korrelációs és keresztkorrelációs görbék 

analízisével vizsgáltuk. 

5.2.1. c-Fos és c-Jun heterodimerizációjának vizsgálata FRET segítségével 

A transzkripciós faktor dimerek konformációjának vizsgálatához FRET méréseket 

végeztünk. A c-Fos – c-Jun dimernek csak a dimerizációs és DNS-kötő doménjéről áll 

rendelkezésre kristályszerkezeti adat, a C-terminális domének konformációja ismeretlen. Ezért 

C-végükön fluoreszcens fehérjékkel jelölt c-Fos - c-Jun komplexeket FRET segítségével 

vizsgáltunk élő sejtekben, hogy megbecsüljük a C-terminális domének távolságát. Mivel a c-

Fos C-terminális doménje a dimerizációs régiótól számítva hosszabb, mint a c-Jun esetében, 

létrehoztunk egy olyan c-Fos deléciós mutánst is (c-Fos215), melynek C-végét 165 aminosavval 

megrövidítettük, hogy a c-Fos és c-Jun C-terminális doménjeinek hossza kiegyenlítődjön. A 

FRET méréseket konfokális mikroszkóppal végeztük el. Így a transzkripciós faktorok 

eloszlásának sejten belüli inhomogenitása és dimerizációs hajlandóságának az eloszlása is 

feltérképezhető 200 nm-es feloldással.  

A 37. ábra felső sorában az c-Fos215-EGFP és c-Jun-mRFP1 sejten belüli intenzitás 

eloszlását tüntettem fel. Megállapítottuk, hogy a transzkripciós faktorok a sejtmagot 

egyenletesen töltik ki. Korábbi irodalmi adatok a STAT1 és néhány szteroid receptor foltos 

eloszlását írták le [191, 192], míg saját megfigyelésünk rámutat arra, hogy a transzkripciós 

faktorok térbeli eloszlása különbözhet egymástól. Negatív kontrollként az EGFP és mRFP1 

festékekkel kotranszfektált, pozitív kontrollként az EGFP és mRFP1 festékeket fúziós 

fehérjeként expresszáló sejteket használtunk. A kontrollok fluoreszcenciája a citoplazmában és 

a sejtmagban is egyenletes volt. A sejtmagvacska minden vizsgált mintában csaknem 

fluoreszcenciamentes maradt. 

Az EGFP-Fos215 és mRFP1-Jun sejtmagon belüli eloszlását homogénnek tapasztaltuk, de a 

molekuláris szintű interakciójukat a lokális fehérjekörnyezet is befolyásolhatja. A 

dimerizácójuk kvantitatív jellemzéséhez a jelző fluorofórok közötti FRET hatásfokokat 

határoztunk meg. A pixelenkénti FRET hisztogramokat a 37. ábrán tüntettem fel. 

Megállapítottuk, hogy a transzkripciós faktorok közötti FRET hatásfok a sejtmagon belül 

homogén volt. A molekuláris környezet heterogenitását tükröző FRET hisztogram keskeny 

volt, a közvetlen molekurális környezet feltehetően csak kismértékben befolyásolja a C-

terminális végeik közötti átlagos távolságot és a dimerizációs hajlandóságot. Összehasonlításul 
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az IL-2Rβ és IL-2Rα között mért FRET hisztogram jóval szélesebb, nagyobb molekuláris 

heterogenitást jelez (36. ábra).  

 

 

37. ábra: FRET mérések konfokális mikroszkóppal a röviditett c-Fos215 – c-

Jun transzkripciós faktor dimerek között 

A méréseket élő méhnyakrák (HeLa) sejtvonalon végeztük. 200 nm-es feloldással 

a sejtekről egy 1,6 µm vastagságú optikai szelet fluoreszcenciáját képeztük le. A 

felső sorban az c-Fos215EGFP és c-Jun mRFP1 fluoreszcenciája látható a donor, 

transzfer és akceptor csatornában (30. egyenlet), valamint pixelenkénti FRET 

térkép és gyakoriság hisztogramjai láthatóak. Az egyes sejteken a FRET várható 

értékét a hisztogram felett tüntettem fel. A középső sorban a negatív kontroll 

sejtekről (EGFP-t és mRFP1-et függetlenül expresszáló sejtek, alacsony FRET) 

készült képek és hisztogram van feltüntetve. Az alsó sorban a pozitív kontroll sejtek 

(EGFP-mRFP1 fúziós fehérjét expresszáló sejtek, magas FRET) intenzitás és 

FRET eloszlásai láthatóak. 

 

Az átlagos FRET hatásfok a pozitív kontroll mintában (fúziós EGFP-mRFP1) 22,1± 2,8% volt, 

míg a negatív kontroll sejtekben 0,3±0,8%. A c-Fos lerövidítése az átlagos FRET hatásfok 

növekedését eredményezte: a teljes hosszúságú c-Fos-EGFP és c-Jun-mRFP1 közötti érték 

3,0±1%-volt (8,4 ± 0,5 nm), míg c-Fos215-EGFP és c-Jun-mRFP1 között 9,9±0,5% (6,8 ± 0,1 

nm). Ezen FRET változás összhangban van azzal, hogy a teljes hosszúságú heterodimerben a 

E= 13% 

E= -0.7% 

E= 23% 
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C terminális c-Fos  165 aminosavval távolabb helyezkedik el a Jun-tól, így várható volt, hogy 

a molekuláris rövidítés a FRET hatásfok növekedését eredményezi. A fluorofórok közötti 

távolságok kiszámolásához κ2=2/3 és R0=4,7 nm Förster távolságot feltételeztünk [193, 194], 

lásd 4. egyenlet. 

 

5.2.2. c-Jun és c-Fos transzkripciós faktorok DNS-kötődésének vizsgálata FCCS-el 

A c-Fos – c-Jun heterodimerek DNS-hez való kötődését FCS és FCCS görbék 

analízisével végeztük el. Megvizsgáltuk, hogy a c-Fos rövidítése vajon befolyásolja-e a dimer 

mobilitását, DNS-hez való kötődését és dimerizációját. A 38. ábrán az c-Fos215-EGFP – c-Jun-

mRFP1 reprezentatív normált autokorrelációs és keresztkorrelációs görbéi láthatóak. A nem 

zéró keresztkorrelációs görbe a heterodimerek stabil jelenlétére utal.  

38. ábra: c-Fos215 – c-Jun heterodimerek normált autokorrelációs és 

keresztkorrelációs függvényei 

Az experimentális görbéket kétkomponensű szabad diffúziót leíró 

modellfüggvénnyel illesztettük meg (16. egyenlet). A gyors komponens a nem 

kötődött, a lassú komponens a kromatinhoz kötődött transzkripciós faktorokat jelzi.  

 

Az auto- és keresztkorrelációs görbéket kétkomponensű, 3D-ben szabadon diffundáló 

részecskék modellfüggvényével illesztettük (16. egyenlet). A gyors komponens a DNS-hez 

nem kötődött, a lassú komponens a kromatinhoz kötődött transzkripciós faktorokat jelzi. A 

♦   EGFP-Fos
215

 

♦   mRFP-Jun 

♦   EGFP-Fos
215

 –  

                    mRFP-Jun 
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keresztkorrelációs amplitúdó a c-Fos215 EGFP amplitúdójának átlagosan 34±6%-a volt. Ez a 

hányados hasonló a korábban teljes hosszúságú heterodimerek között mért 31±6% értékhez 

[103]. A negatív kontroll sejteken a keresztkorrelációs hányados 13±3% volt, a nem nulla érték 

a csatornák közötti spektrális átvilágításból származik [103]. A pozitív kontroll sejteken a 

fúziós EGFP-mRFP1 fehérjével mért keresztkorrelációs hányados 45±4% volt [103]. A 

korrelációs görbék lecsengésének analíziséből a transzkripciós faktorok mobilitási viszonyaira, 

valamint a DNS-hez való kötődés arányára lehet következtetni. A gyors komponens diffúziós 

ideje 1,0 - 1,4 ms volt, míg a lassú komponensé a 67–91 ms tartományba esett. A teljes 

hosszúságú c-Fos - c-Jun kotranszfektált minta esetén a lassú komponens aránya 77±13%-volt, 

míg a rövidített Fos215 – Jun minta esetén mindösszesen 56±4%. A Fos – Jun komplex gyors és 

lassú komponenseinek a diffúziós ideje hasonló nagyságúnak adódott az irodalomban más 

transzkripciós faktorok szabad és kötött komponensére vonatkozó adatokhoz [195], így a 

paraméter jól tükrözi a még szabadon diffundáló, illetve a DNS-hez kötődött transzkripciós 

faktorok mobilitási viszonyait. A lassú komponens arányának a megváltozása a Fos C-

terminális szakaszának a DNS-kötésben való funkcióját valószínűsíti. Megállapítottuk, hogy a 

korrelációs függvények lassú komponenseinek hányadaiból levont következtetés egyezésben 

van korábbi megfigyelésekkel, miszerint fibroblaszt sejtekben a C-terminális régiónak 

transzaktivációs szerepe van [101]. 
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5.3. FPGA korrelátor validálása 

Értekezésemben bemutatom a membránfehérjék mobilitásának és aggregációs 

állapotának jellemzéséhez használt szoftverkorrelátor, valamint a munkacsoportunkban 

fejlesztett FPGA hardverkorrelátor validálását, amit tesztoldatok korrelációs függvényeinek 

összehasonlításával és paraméterbecslésével végeztük el. A 39. ábrán 300 nM koncentrációjú 

Alexa 488 és Cy5 festékekkel duplán jelölt W6/32 antitest Tris-EDTA pufferben felvett auto- 

és keresztkorrelációs görbéit jelenítettem meg. A fekete vonallal a kereskedelmi forgalomban 

kapható ALV5000E hardver korrelátorral meghatározott függvényeket jelöltem. Ezzel az 

eszközzel egyidejűleg vagy a két csatorna autokorrelációs függvényeinek, vagy azok 

keresztkorrelációs függvényeinek kiszámolására van lehetőség. A másik adatsor a 

munkacsoportunkban fejlesztett FPGA hardverkorrelátorral egyidejűleg számolt auto- és 

keresztkorrelációs függvényeket jelöli ugyanazon mintából (26. egyenlet).  

39. ábra: FPGA-korrelátor validálása 

Alexa 488 és Cy5 festékekkel jelölt W6/32 antitest átlagolt auto- és 

keresztkorrelációs függvényei. A mérési idő 520 s volt; szürke körök: FPGA 

korrelátor, folytonos fekete vonal: ALV5000E korrelátor  

 

Az I. táblázatban a tesztoldatoknak az ALV-5000E és az FPGA korrelátorral meghatározott 

korrelációs függvények nonlineáris illesztéssel becsült paramétereit tüntettem fel. Az 

autokorrelációs adatok összehasonlításához 50 nM koncentrációjú Alexa 488 illetve Cy5 

festéket használtunk, a korrelációs függvényeket a 11. egyenlettel illesztettük meg.   

A keresztkorrelációs függvények összehasonlításához duplán jelölt antitestek korrelációs 

függvényeit használtuk fel. Az antitestek autokorrelációs függvényeinek az illesztéséhez a 

szabad, valamint az antitestekhez kötött festékek különböző diffúziós állandóit is figyelembe 

vevő kétkomponensű modellfüggvényt használtuk, lásd 16. egyenlet. Az antitestek 

keresztkorrelációs modellfüggvényében a szabad festékek valamint a triplet átmenet 
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keresztkorrelációs járuléka nem szerepel, így a függvényeket az egykomponensű diffúziót leíró 

11. egyenlettel illesztettük meg T=0 feltétel mellett. A kétféle eszközzel kapott korrelációs 

függvények illesztett paramétereit az I. táblázatban foglaltam össze. 

 

     Korrelátor T τtr [µs] N r1 τD1 [µs] τD2[µs] S 

Alexa 488 

tesztoldat 

gx FPGA 0,26±0,02 1,6±0,2 15,5±0,1 - 26,6±0,4 - 7,1±0,5 

gx ALV 0,28±0,04 1,2±0,2 15,0±0,1 - 25,4±0,5 - 7,7±0,9 

Cy5  

tesztoldat 

gy FPGA 0,49±0,01 1,8±0,1 16,4±0,1 - 44,8±0,5 - 6,8±0,4 

gy ALV 0,48±0,01 1,9±0,1 16,2±0,1 - 43,7±0,6 - 8,0±0,9 
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gx FPGA 0,15±0,01 2,0±0,2 16,5±0,1 0,33±0,0 27,0±2,4 256,2±6,4 8,1±1,2 

gx ALV 0,14±0,01 2,3±0,3 16,4±0,1 0,34±0,0 27,2±2,6 256,3±4,9 9,0±1,9 

gy FPGA 0,12±0,02 1,9±0,5 25,3±0,6 0,17±0,0 29,2±5,5 405,4±13 6,0±1,6 

gy ALV 0,12±0,03 2,9±0,8 26,4±0,7 0,14±0,0 27,3±4,9 401,0±31 6,0±4,7 

gxy FPGA - - 67,4±16 - - 312,3±3,0 8,8±3,3 

gxy ALV - - 65,8±1,6 - - 328,8±9,1 8,6±4,1 

gyx FPGA - - 68,1±3,4 - - 358,8±3,9 8,4±4,7 

gyx ALV - - 67,7±0,4 - - 340,4±3,2 9,1±3,2 

  

I. Táblázat:  

Tesztoldatok auto- és keresztkorrelációs függvényeinek illesztési paraméterei 

Az korrelációs függvényeket a 11. és 16. egyenlettel illesztettük meg. A gx, gy az 

autokorrelációs, a gxy és gyx a keresztkorreációs függvényeket jelöli. A táblázatban 

a paraméterek 520 s-os mérésre vett átlagértéke ± szórása van feltüntetve.  

T: az egyensúlyi tripethányad, τtr: a triplet állapot korrelációs ideje, N: a detektálási 

térfogatban levő molekulák átlagos száma, S: a forgási ellipszoid alakú 

fókusztérfogat axiális és laterális sugarának hányadosa, r1: az első komponens 

relatív hányada, τ1,d, τ2,d: az első és második komponens diffúziós ideje (a 

részecskék által a fókusztérfogatban átlagosan eltöltött idő). 

 

Az keresztkorrelációs adatok összevetésekor lényeges, hogy a kereskedelmi forgalomból 

származó ALV5000E korrelátor nem alkalmas az auto- és keresztkorreláció egyidejű mérésére, 

a függvényeket csak egymás után, külön mérésekből lehet meghatározni.  Ezzel szemben az 

FPGA-korrelátorral az eszköz adattárolási kapacitásának és jelfeldolgozási sebességének 

köszönhetően az auto- és keresztkorrelációs függvények egyidejűleg is kiszámolhatóak. Az 

illesztett paraméterek a két korrelátor eszközön közel azonosak voltak. 
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6. Megbeszélés 

6.1. MHC I géncsendesítés hatásának a vizsgálata az IL-2/15 citokin receptorokra 

A membránfehérjékből felépülő sejtfelszíni struktúrák változatos térbeli és időbeli 

szerkezettel rendelkeznek, több hierarchikus szinten szerveződnek [3, 66, 196]. A sokrétű 

fehérjeszerveződés több tényező és kölcsönhatás együttes következménye. A struktúrák 

méretének és életidejének eloszlását mind a membránban ható, mind intra és extracellulárisan 

ható kölcsönhatások egyaránt befolyásolhatják. 

A klasszikussá vált kísérletben Frye és Edidin humán és egér limfociták fúziója után a más-más 

színnel jelölt MHC I molekulák keveredését figyelte meg a sejtek között [197]. Ezen kísérletek 

demonstrálták elsőként a membránt alkotó fehérjék szabad laterális elmozdulását. Elsőként 

fluoreszcencia visszatérési görbék analízisével [198], majd jelzett részecskék nagysebességű 

videó nyomkövetésével [199] (single particle tracking) egyre több fehérjéről mutatták ki a 

sejtmembránban való elmozdulásukat, valamint korlátozott térrészben történő gátolt 

diffúziójukat [26]. Az azóta eltelt évtizedekben egyre több fehérjéről bizonyosodott be, hogy 

speciális összetételű, magas koleszterin koncentrációjú, szfingomielint, glikoszfingolipideket 

és GPI- horgonyzott fehérjéket tartalmazó, detergens-rezisztens doménekben, lipid tutajokban 

dúsulnak fel. A szuperfelfoldású mikroszkópia alkalmazásával a korábbi modellek pontosítása 

várható, és várható a bizonytalanság csökkenése a membránban levő lipid tutajok és 

fehérjestruktúrák életidejének és méretének meghatározásában. 

Értekezésemben az immunfolyamatokban fontos szereppel rendelkező IL-2/15 citokin 

receptorok és MHC I molekulák által alkotott kisméretű molekulaklaszterek dinamikáját 

vizsgáltam meg. Az MHC I glikoproteinek több hierarchikus szinten történő organizációját 

Damjanovich és munkatársai FRET adatok, illetve atomerő és elektronmikroszkópos felvételek 

analízise révén állapította meg elsőként [66]. Eredményeik szerint az MHC glikoproteinek 

néhány nanométeres nagyságú szerveződését azok akár mikrométer méretű doménekben való 

akkumulációja követi. A Frye-Edidin kísérlettel analóg módon Nagy és munkatársai 

megvizsgálták, hogy vajon a csak donor vagy csak akceptor molekulákkal jelölt sejtek fúziója 

után a másik sejtről származó jelölt epitópok (MHC I, II és IL-2R) fognak-e molekuláris, FRET 

távolságon belülre (2-10 nm) kerülni? [200] Adataik alapján a nagyméretű MHC I és IL-2R 

klaszterek közötti dinamikus részecskekicserélődést valószínűsítettek. Vereb és munkatársai a 

plazmamembrán koleszterin koncentrációjának metil-β-ciklodextrinnel történő csökkentésének 

hatására az IL-2Rα, MHC I és MHC II klaszterek elmosódását figyelték meg. Kimutatták a 

CD48 lipid tutaj marker, valamint az IL-2 receptor alegységek kolokalizációját a 

sejtmembránban  (cPearson > 0,40), így igazolták az IL-2R lipid tutajokban való  feldúsulását. 
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FRET adatok alapján Bodnár és munkatársai kimutatták, hogy az MHC I homoasszociációját 

exogén eredetű β2m hozzáadásával csökkenteni lehetetett [201]. Munkacsoportunk korábban 

kimutatta az MHC I, II és IL-2/15R által alkotott molekulaklaszterek lipid tutajokban való 

feldúsulását, valamint az IL-2/15 receptorok heterotetramer konfigurációját [42]. A FRET 

adatok egy fehérjepár közötti kölcsönhatásnak csak egy időpontjáról szolgáltatnak 

információkat, a kölcsönhatás időbeli stabilitásáról nem adnak felvilágosítást. Fluoreszcencia 

keresztkorrelációs spektroszkópia (FCCS) segítségével kimutatható volt az IL-2/15 receptorok 

és MHC I molekulák legalább néhány tíz ms életidejű együttmozgása [42]. Edidin és 

munkatársai igazolták a citoszkeleton szerepét a nagyméretű MHC I klaszterizációjának 

stabilizálásában  [202].  

Ezen előzmények ismeretében megvizsgáltuk, hogy egy klaszterbeli komponens eltávolítása 

milyen következményekkel jár a molekulaklaszterek aggregációjára és dinamikusságára. A 

fehérjék klaszterizációjának vizsgálatához különféle módszereket kombináltunk, melyek 

különböző hierarchikus szinteket vizsgálnak. Azért, hogy az MHC I expressziójának szerepét 

tanulmányozhassuk az IL-2/15R és MHC I klaszterizációjában és mobilitásában, az MHC I 

expressziót siRNS transzfekcióval csendesítettük. Az aggregációt, valamint a molekuláris 

mobilitást fluoreszcencia korrelációs spektroszkópiai mérésekkel és szuperfeloldású képek 

analízisével vizsgáltuk. 

A molekuláris fényességek analízisével kimutattuk, hogy a kisméretű MHC I komplexekben 

több MHC I molekula is jelen van, az aggregáció mértéke csökkent az expressziós szint 

csökkentésével. Az MHC I glikoproteinekkel ellentétben az IL-2/15 receptor alegységek homo- 

és egymással történő heteroaggregációját függetlennek találtuk az MHC I expressziójától. 

Fontos megjegyezni, hogy a molekuláris fényesség analízisével kapott fehérjeszám 

alulbecsülheti a tényleges aggregáció fokot. Az irreverzibilis fotoelhaványulás vagy a fehérjék 

homoaggregációja esetén fellépő önkioltás csökkentheti a fluoreszcencia intenzitást, így az F/N 

értékek kisebbek lesznek a valódinál. Eredményeink kiemelik, hogy egyes membránalkotók 

homoaggregációs készsége a koncentrációjuk függvénye, míg más membránfehérjék 

aggregációja nem mutat ilyen összefüggést [203-205]. 

Molekula aggregációs adataink más munkacsoportok eredményeivel hasonlóságot mutattak. 

Eggeling és munkatársai szuperfeloldású fluoreszcencia korrelációs spektroszkópia (STED-

FCS) segítségével kimutatták, hogy a lipid tutajok rövid életidejű és legalább 10-300 nm 

nagyságú nanodomének [19]. Méréseink kimutatták a lipid nanodoménekhez hasonló méretű 

kisméretű fehérje nanoklaszterek jelenlétét, hozzájárultak a több szintű szerveződés 

építőelemeinek kialakulásához szükséges tényezők megértéséhez.  
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Saffman és Delbrück modellszámításaiból ismert, hogy egy membránfehérje sugarának 

csökkentésével a diffúziós állandójának növekedése várható [206]. Eredményeink szerint az 

MHC I molekulák mobilitása valóban következetesen magasabbnak bizonyult a kölcsönható 

fehérjék által alkotott aggregátum méretének csökkentésével. Az IL-2/15Rα alegységek 

mobilitása ugyancsak megnőtt a kölcsönható partnerek (MHC I) számának a csökkentésével. 

Eredményeink rávilágítanak, hogy a citokin receptorok dinamikája érzékeny a mikrokörnyezet 

változására.  

Feltételeztük, hogy a vizsgált fehérjék megnövekedett mobilitásának hátterében azok 

klaszterizációs hajlandóságának megváltozása állhat. A fehérjék magasabb szintű 

organizációját szuperfeloldású mikroszkópiával vizsgáltuk meg. A klaszterméret változást 

három eltérő megközelítést alkalmazó klaszterméret meghatározó algoritmussal teszteltük.  

Mindhárom eljárás eredménye egyhangúan azt támasztotta alá, hogy az MHC I molekulák 

klasztermérete az expressziós szint függvénye, a klaszterek átlagos mérete 400-600 nm volt a 

kontroll sejteken, míg 200-300 nm a géncsendesített sejteken. Ezzel ellentétben az IL-2/15Rα 

alegységek klaszterizációját, valamint az IL-2/15β és IL-2/15α közötti átlagos távolságot az 

MHC I eliminálása nem volt képes szignifikánsan befolyásolni. Megállapítottuk, hogy az MHC 

I proteinek nagyméretű klaszterméretének, valamint a nano-homoaggregátumok méretének a 

csökkenése összhangban áll a mobilitások változásával, a kisebb méretű klaszterekben 

átlagosan nagyobb volt a nanoklaszterek mobilitása.  

A szuperfeloldású képek analízisével kimutattuk, hogy az MHC I géncsendesítése az MHC I és 

a receptorok asszociált hányadát és a Pearson-féle korrelációs koefficienseket is csökkentette, 

így az MHC I eliminálása nem a klaszterméret változtatásán keresztül, hanem a kölcsönható 

partnerek számának csökkenésével járult hozzá a receptorok mobilitásának növekedéséhez. Az 

asszociált hányad adatok alapján megállapíthatjuk, hogy a géncsendesítés után megmaradó 

MHC I molekulák az IL-2/15Rα alegységek mellett maradtak, ami stabil kapcsolatot feltételez 

az MHC I és az IL-2/15Rα között.  

Mivel mind az IL-2/15Rα, mind az MHC I proteinek lipid tutajokkal asszociált 

struktúrát alkotnak [41, 42, 72], és az MHC I géncsendesítés következtében mind a receptorok, 

mind az MHC I mobilitása megnőtt, felvetődik a kérdés, hogy vajon a receptor alegységek lipid 

tutajokban való feldúsulására hatással van-e a kölcsönható partnerek számának, az 

aggregátumok méretének csökkentése? Azt kolokalizációs adataink alapján megállapítottuk, 

hogy a receptorok lipid tutajokban való akkumulációjára nincsen hatással a géncsendesítés. Az 

eddigi irodalmi adatok alapján lipid tutajokban való feldúsulásukat csak koleszterin kivonással 

és ligandjuk hozzáadásával lehetett indukálni [41, 43]. 
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Összefoglalásképpen elmondhatjuk, hogy az IL-2/15 citokin receptorok és MHC I 

glikoproteinek klaszterizációjára szignifikáns hatással volt a legmagasabb szinten expresszált 

klaszterbeli komponens, az MHC I géncsendesítése. A géncsendesítés hatását a 

molekulaklaszterekre 40. ábra szemlélteti.  

 

40. ábra: Az MHC I géncsendesítés hatása az IL-2/IL-15 receptorok és MHC 

I molekulák által alkotott klaszterek szerkezetére. 

Az IL-2/15 receptorok és MHC I molekulák több hierarchikus szinten 

szerveződnek. Piros szaggatott vonallal az MHC I, kék pontozott vonallal a 

nagyméretű klaszterek határait jelöltem. Szuperfeloldású mikroszkópia és 

korrelációs spektroszkópiai analízis kombinálásával megállapítottuk, hogy a 

membrán mikrodomének több kisebb, néhány molekulát tartalmazó 

nanodoméneket, fehérje aggregátumokat tartalmaznak, melyek szorosan 

összekapcsolódnak, és együtt diffundálnak FCS méréseink alapján. A fehérjék 

asszociált hányadait a mikrodoménekben 40 nm-es feloldás mellett becsültük meg. 

Az expressziós szint redukálása következtében az MHC I klaszterek átlagos 

átmérője 400-600 nm-ről 200-300 nm-re csökkent. Az IL-2/15 receptorok 

klaszterméretét nem befolyásolta a kölcsönható partnerek számának csökkentése. 

 

 

Értekezésemben funkcionális vizsgálatokat nem végeztem, általánosságban elmondhatjuk, 

hogy a fehérje nano- és mikroklaszterek jelátviteli platformként szolgálhatnak, így a 

membránfehérjék klaszterizációja több jelátviteli útvonalra és sejtfunkcióra jelentős hatással 

lehet [207-210]. A membánfehérjék hierarchikus és dinamikus klaszterizációjának pontos 

megértése feltételezi az intra- és extracelluláris, valamint a membránban ható tényezők alapos 

feltárását. Értekezésemben megvizsgáltam, hogy a legnagyobb számban jelenlevő klaszterbeli 

elem permanens csökkentése milyen konzekvenciákkal jár egyes nano- és mikroméretű 

formációkra.  
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6.2. Az AP-1 komplex vizsgálata 

Az AP-1 komplex a Fos, Jun és ATF (Activating transcription factor) fehérjecsaládok 

elemeiből felépülő transzkripciós faktor. Értekezésem második részében a c-Jun és a c-Fos 

heterodimer transzkripciós faktorok konformációját és DNS-hez való kötődési képességét 

vizsgáltam meg. A c-Fos és c-Jun leucin cipzárral összekapcsolódó dimer, számos gén 

szabályozásában van szerepük, aktivációjuk az IL-2 általi jelátvitel egyik lehetséges végpontja. 

A C-terminális doménjük konformációja ismeretlen, az irodalomban csak dimerizációs és 

DNS-kötő doménjéről áll rendelkezésre kristályszerkezeti struktúra.  

A transzkripciós faktor dimerek konformációjának vizsgálatához a C-végükön 

elhelyezkedő fluoreszcens fehérjék közötti FRET méréseket végeztünk konfokális 

mikroszkóppal. A transzkripciós faktorok DNS-kötődésének vizsgálatát keresztkorrelációs 

(FCCS) analízis segítségével végeztük el. Azért, hogy c-Fos és c-Jun C-terminális doménjeinek 

hossza egyenlő legyen, c-Fos deléciós mutánst hoztunk (c-Fos215) létre, amely C-vége 165 

aminosavval rövidebb. FRET adataink alapján, a teljes hosszúságú c-Fos és c-Jun fehérjék C 

végére kapcsolt fluorofórok közötti átlagos távolság 8,4 ± 0,5 nm volt, míg a c-Fos215 és c-Jun 

fehérjék között 6,8 ± 0,1 nm. Ezen távolságadatok segítségével a molekuláris dinamikai 

modellek közül kiválaszthattuk azokat, melyek kompatibilsek méréseinkkel. Ez alapján 

megállapíthattuk, hogy a két fehérje C-terminális szakaszai a lineáris hosszak által lehetővé tett 

távolságoknál jelentősen közelebb, helyezkednek el, ami a transzaktivációs domének 

közelségére utal a dimerben.  A fluoreszcencia keresztkorrelációs spektroszkópiai analízis 

segítségével megállapítottuk, hogy DNS-hez kötött dimer transzkripciós faktorok aránya 

csökkent a molekuláris rövidítés következtében, tehát a C terminális régiónak funkciója van a 

DNS-hez való kötődésben. Ez egybecseng a C-terminális transzaktivációs szerepével. 

Eredményeink rávilágítanak, hogy a molekuláris dinamikai szimulációkból számolt lehetséges 

konformációk körét jelentősen szűkíteni lehet FRET mérésekből kapott átlagos távolságok 

segítségével. 

Mivel a c-Fos és c-Jun heterodimerizációja régóta ismert, így jó modellrendszerként 

használható GFP-mRFP közötti FRET mérések optimalizálására és tervezésére. Az IL-2 

receptorok sejtfelszíni összeszerelődését ligand hiányában is a receptor alegységek közötti 

FRET mérések bizonyították. Munkacsoportunkban jelenleg történnek kutatások az IL-2 és -15 

receptor alegységek sejten belüli összeszerelődésének nyomon követésére az endoplazmás 

retikulumban és a Golgiban, így a c-Fos és c-Jun közötti FRET mérésének a kidolgozását 

használni lehet más epitópokhoz kötött GFP és mRFP fehérjepárok közötti FRET mérésekhez 

is. 
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6.3. FPGA korrelátor validálása 

Dolgozatom harmadik részében egy multifunkciós újraprogramozható mérőeszköz 

FCS/FCCS mérésekben való alkalmazását mutattam be. A mérések során gyakran szükség van 

a korrelációs függvények futásidőben való kiszámolására és megjelenítésére, így a görbék 

kiszámolását célhardver (hardver korrelátor) használata megkönnyíti. A korrelációs görbék 

kiszámolásához gyakran használt eljárás a multiple-τ algoritmus, használatával a korrelációs 

függvényeket logaritmikusan ekvidisztáns késleltetési időpontokban lehet kiszámolni. Az 

algoritmus nem túl nagy adattárolási igénye, valamint az adatblokkonkénti számolás 

eredményeképpen az általunk elérhető FPGA eszközön lehetséges volt többcsatornás multiple-

τ hardver korrelátort fejleszteni. Az FPGA eszközök előnyei között szerepel a kereskedelmi 

forgalomban kapható korrelátorokhoz képesti olcsóságuk. További előnyük az 

újraprogramozhatóságuk, valamint a többszörös analóg illetve digitális áramköri bemenetelük, 

így nem csak korrelátor elemként, hanem általános célú mérésvezérlő és adatgyűjtő eszközként 

is használhatóak. Az eszköz programozása során szem előtt kell tartani, hogy az algoritmusok 

implementálásakor a párhuzamos számolások számának a maximalizálására és azok megfelelő 

szinkronizálására kell törekedni, ellenkező esetben az eszközök kihasználtsága az optimálistól 

elmaradhat. A korábban rendelkezésünkre álló ALV-5000E korrelátor egyszerre csak vagy a 

két csatorna autokorrelációs függvényeit, vagy pedig azok keresztkorrelációs függvényeit tudja 

kiszámolni. Mivel a membrán inhomogén, így az érzékeny térfogatban milliszekundumos 

időskálán kicserélődő fehérjekomplexek aggregációs és diffúziós paraméterei változékonyak. 

Ezért az egymás után elvégzett auto- és keresztkorrelációs mérések más molekulapopulációt 

jellemeznek, ami hátrányos, ha pl. az autokorrelációs és keresztkorrelációs függvények 

ismeretét is igénylő asszociált hányad meghatározása a célunk. Az FPGA kártya egyidejűleg 

képes az összes korrelációs függvény meghatározására, kiküszöbölve ezt a problémát.  

Értekezésemben a mérőeszköz validálásaként két színnel jelölt, oldatban diffundáló 

antitest korrelációs függvényeinek a paraméterbecsléseit végeztem el. A paramétereket a 

kereskedelmi forgalomban kapható ALV5000E-korrelátorral meghatározott függvények 

nemlineáris illesztésével is megbecsültem. Az illesztett paraméterek a két eszközön közel 

azonosak voltak.  

A párhuzamos auto- és keresztkorrelációs függvények kiszámolásával a molekulakomplexek 

asszociált hányadát lehet egy mérésen belül pontosabban megbecsülni, valamint az 

együttmozgó komplexek stabilitását is lehetséges jellemezni. Terveink szerint az eszközt 

sejtfelszíni fehérjekomplexben való asszociált hányad meghatározására is használni fogjuk. 

További terveink szerint az eszközön háromcsatornás hardver korrelátort is fogunk fejleszteni, 
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mellyel három más-más színnel jelölt fehérje mobilitási viszonyait és asszociált hányadait 

fogjuk megmérni (pl.: IL-2Rα - IL-2Rβ - IL-2Rγ). 
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7. Összefoglalás 

A membránfehérjékből felépülő sejtfelszíni struktúrák változatos térbeli és időbeli 

szerkezettel rendelkeznek, több hierarchikus szinten szerveződnek. Az immunfolyamatokban 

fontos szereppel rendelkező interleukin-2 és -15 citokin receptorok és az MHC I és II molekulák 

közös klaszterekben fejeződnek ki T sejtek membránjában. Kíváncsiak voltunk arra, hogy a 

legmagasabb expressziójú komponens, az MHC I hogyan befolyásolja a klaszter elemeinek 

aggregációját és dinamikáját. Ezért az MHC I expresszióját siRNS-sel csendesítettük. 

Szuperfelfodású képek analízisével kimutattuk, hogy az MHC I molekulák klasztermérete azok 

expressziós szintjének a függvénye. Az IL-2Rα és IL-15Rα alegységek klaszterizációját, 

valamint az IL-2/15Rβ és IL-2Rα közötti átlagos távolságot az MHC I csendesítése nem 

befolyásolta. Molekuláris fényességek analízisével kimutattuk, hogy a kisméretű MHC I 

komplexekben a homoaggregáció mértéke csökkent az expressziós szint csökkentésével. FCS 

mérések segítségével megállapítottuk, hogy az MHC I molekulák mobilitása következetesen 

nagyobb a kölcsönható fehérjék által alkotott aggregátum méretének csökkentésével. Az IL-

2/15Rα alegységek mobilitása is megnőtt az MHC I számának a csökkentésével. Az MHC I és 

az IL-2Rα/IL-15Rα stabil kölcsönhatása következtében a géncsendesítés után megmaradó 

MHC I molekulák az IL-2Rα/IL-15Rα alegységek mellett maradtak. A receptorok lipid 

tutajokban való akkumulációjára nem volt hatással a géncsendesítés. 

Értekezésem további részében az IL-2 jelútvonalban is szerepet játszó c-Jun és a c-Fos  

heterodimer transzkripciós faktorok konformációját és dinamikus sajátságait vizsgáltam meg. 

A dimerek konformációjának vizsgálatához a C-végükön elhelyezkedő fluoreszcens fehérjék 

között FRET méréseket végeztünk, a DNS-kötődés vizsgálatát fluoreszcencia 

keresztkorrelációs spektroszkópiás (FCCS) analízis segítségével végeztük el. Megállapítottuk, 

hogy DNS-hez kötött dimer transzkripciós faktorok aránya csökkent, ha a c-Fos C-terminális 

végét megrövidítettük, tehát a C terminális régiónak funkciója van a DNS-hez való kötődésben. 

A FRET adatok alapján számolt átlagos távolságok ismeretében a molekuláris dinamikai 

szimulációkból számolt lehetséges konformációk körét jelentősen szűkíteni lehetett. 

Az értekezés utolsó részében egy újraprogramozható mérőeszköz (FPGA) biofizikai 

mérésekben való lehetséges alkalmazását, illetve validálását mutattam be fluoreszcencia 

(kereszt)korrelációs mérésekben. Az eszközzel, valamint a kereskedelmi forgalomban kapható 

korrelátorral meghatározott korrelációs függvények paraméterbecslését nemlineáris illesztéssel 

végeztem el, a paraméterek a két eszközön közel azonosak voltak. Az eszköz segítségével 

megbecsülhető a molekulakomplexekben levő fehérjék asszociált hányada és mobilitása, 

lehetővé téve pontosabb biofizikai modellek felállítását.  
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8. Summary 

Membrane proteins form dynamic clusters at different hierarchical levels. MHC I and 

II glycoproteins and interleukin-2 and -15 receptors, which are all important players in 

immunological processes, form supramolecular clusters in lipid rafts of T cells. The role of the 

highly expressed MHC glycoproteins in these complexes has not been elucidated, we were 

interested in finding the effect of gene silencing of MHC I glycoproteins on the dynamics and 

clustering of MHC I and IL-2Rα/IL-15Rα. The expression level of MHC I was reduced using 

anti-β2m siRNA. Combination of superresolution microscopy with image analysis methods 

showed that the diameter of MHC I superclusters significantly reduced, whereas those of IL-

2Rα/IL-15Rα hardly changed upon gene silencing. Fluorescence correlation spectroscopy-

based brightness analysis revealed that the molecular level of homoaggregation of MHC I 

molecules was reduced by decreasing their expression level. The mobility of IL-2Rα, IL-15Rα 

and MHC I increased significantly upon knockdown of MHC I, corroborating the general size 

decrease of protein aggregates. MHC I molecules retracted to a smaller total area, but remained 

in the vicinity of interleukin receptors. The interaction between IL-2Rα and IL-2/15Rβ subunits 

did not change significantly, suggesting that the interactions holding these subunits together 

were not dependent on the presence of MHC I. Our colocalization analyses suggested that the 

enrichment of IL-2Rα/IL-15Rα in lipid rafts was not affected by removing MHC I molecules. 

In the second part of the dissertation the dynamics and conformation of heterodimer-

forming c-Jun and c-Fos transcription factors, which are part of the signaling pathway of IL-2, 

were analyzed. The conformation of the dimers was analyzed by FRET measurements between 

the fluorescently labeled C-termini of Jun and Fos proteins. Two-color cross-correlation 

analysis was used to assess co-mobility and DNA binding of the constructs. The data showed 

that the fraction of DNA-bound dimers decreased if we truncated the C-terminus of c-Fos, 

suggesting that the C-terminal end may play a role in the stabilization of the DNA-binding of 

the transcription factors. The average distances of the C-termini derived from our FRET 

measurements allowed us to narrow down the range of possible conformations of the Fos-Jun 

dimer predicted by molecular dynamic simulations. 

Finally, an application of a reprogrammable hardware device (FPGA) in biophysical 

measurements, and its validation were presented in fluorescence (cross)correlation 

experiments. The correlation functions calculated by our commercial correlator and the FPGA 

correlator overlapped perfectly and yielded practically identical fit parameters. By using this 

hardware, the associated fraction of diffusing molecules and their co-mobility can be quantified, 

allowing the establishment of more precise biophysical models. 
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9.2. Értekezés alapjául szolgáló saját közlemények 
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Javítások jegyzéke: 

 

A benyújtott értekezés 34. ábrája tévedésből a 30. és 31. ábrák duplikátuma volt, a javított 34. 

ábra helyesen az alábbiakban látható (lásd megalapozó közlemény 6. és S8. ábrái): 

 

34. ábra: MHC I - IL-2Rα és MHC I - IL-15Rα közös molekulafrakciói és Pearson 

korrelációs együtthatói 

 


