EGYETEMI DOKTORI (PhD) ERTEKEZES

IL-2 és -15 receptorok kolcsonhatasainak vizsgélata humén T limfoma sejteken
Mocsar Gabor

Témavezetd: Dr. Vamosi Gyorgy

137

[y

DEBRECENI EGYETEM
MOLEKULARIS ORVOSTUDOMANY DOKTORI ISKOLA

DEBRECEN, 2017



Az értekezésben gyakran el6fordulod roviditések jegyzEeKe ........cooiiriiiiiiiniiciie
I T2 1SRRI
2. 1rodalmi AEEEKINTES ... ..o bbb
2.1 Membranmodellek, membranfehérjék lateralis organizacioja.............cccoceevvevverunenne.
2.2 Interleukin-2 €S -15 reCEPLOIOK .........eiveiririeieeie et 12
2.3 Azl és1l. osztalyu f6 hisztokompatibilitasi komplex molekulék........................... 14
2.4 c-Jun és c-Fos transzKripCios faktoroK ...........cccueveiieiieiicie e 16
2.5 Forster rezonancia energiatranszfer (FRET) ....cvccvieiiciecie e 18
2.6 Szuperfeloldasi STED MIKIOSZKOPIA .......ccueveverieieiiienieisesie e 20
2.7 Fehérjeklaszterek vizsgalata fluoreszcencias képelemzési modszerekkel ............... 21
2.8 Fluoreszcencia korrelacios spektroszkdpia (FCS) ......cccooveveiieieiie e 23
2.9 Fluoreszcencia Keresztkorrelacids Spektroszkdpia (FCCS)......cocevvevveveiieiieennnne 26
2.10 A MUILIPIE-T AIGOTIEMUS.....cuviriiteitiitesie st 28
2.11 FPGA - programozhat logikai KapUMALFiX..........ccccverrinininniiiieseseeesieee 30
I O1C) | Q<1 PP PRSP 31
A, IMBLOATKAK. ....c.eiiviieieiietieee et sttt et e bbbt ne e 32
4.1 Sejttenyésztés, antitestek fluoreszcens jelolése, immunfluoreszcens jeldlés........... 32
4.2 Géncsendesités RNS interferenCiaval ............cccooeveviriiieiieciiceercce e 33
4.3 Plazmidok, plazmidok transzfekCidja ..........cccovveveiiieiieieciccecce e 33
4.4 Konfokalis mikroszkdpia, FRET mérése konfokalis mikroszképpal ...................... 34
4.5 Fluoreszcencia korrelacios spektroszkopiai MErések.........ocovvveiieneienieneiccieens 36
4.6 Meéresek szuperfeloldast (STED) mikroszkoppal .........ccccoovviiiiiiiiinnincieee, 38
4.7 Digitalis KEPFeldOIgOZAS........ccvveeeciecce e 39
4.7.1 Feherjeklaszterek méretének meghatarozasa STED képekbOl.............cccevnnnee 39
4.7.2 Pearson-féle kolokalizacio meghatarozasa konfokalis és STED képekbdl........ 40
4.7.3 Molekularis frakCiOk KiSZAMOIASA..........ccccvverierieriieie e 41
5.4.9 StatisZtiKal IEMZES ......c.veieeeie e 42
5. EFEAMENYEK .ottt ra e 43
5.1 MHC I géncsendesités hatasanak a vizsgalata az IL-2/15 citokin receptorokra.......43
5.1.1 Kaorrelacios méresek optimalizalasa, alkalmazasa ...........cc.ccooeveiiiiienciinnn, 43

TARTALOMJEGYZEK

5.1.2 IL-2/15Ra alegységek és MHC I glikoproteinek sejtfelszini részecskeszamai 46



5.1.3 IL-2/15Ra alegységek és MHC I aggregacios allapotanak becslése a molekularis
fenyessegek analiZISEVEL ..o s 49
5.14 IL-2Ra, IL-15Ra alegységek és MHC I mobilitasanak valtozasa MHC 1

0ENCSENAESITES NALASAIA. ... .. ecveeveeieiieecieee e 53
5.1.5 Sejtfelszini fehérjemintazatok vizsgalata szuperfeloldasu mikroszkoppal ........ 57
5.1.6 Fehérjeklaszterek méretének a meghatarozdsa FWHM mérésével.................... 59

5.1.7 Fehérjeklaszterek méretének meghatérozasa térbeli autokorrelécios figgvénnyel

5.1.8 Fehérjeklaszterek méretének meghatarozasa kepszegmentacidés maédszerrel ....61

5.1.9 Fehérjeklaszterek méret szerinti betdltottségének a vizsgalata..............cceeee.. 62
5.1.10 MolekulafrakciOk MeghataroZasa...........ccocerveerererininiiese e 63
5.1.11 Parkolcsonhatasok jellemzése Pearson-korrelacids koefficienssel .................. 64

5.1.12 Asszocialt hanyadok és Pearson-féle korrelacids koefficiensek meghatarozasa

..................................................................................................................... 66

5.1.13 MHC I, IL-2/15Ra alegységek lipid tutajokban valo lokalizacidja.................. 68
5.1.14 1L-2Rp - IL-2Ra kolcsdnhatas vizsgalata akceptor fotoelhavanyitdsos FRET

METESSEL ...ttt bbbttt b are s 70

5.2 Az AP-1 KOMPIEX VIZSAIALA.......cceieiieiiiieiieeie e 71

5.2.1 c-Fos és c-Jun heterodimerizaciojanak vizsgélata FRET segitségével .............. 71

5.2.2 c-Jun és c-Fos transzkripcios faktorok DNS-kotodésének vizsgalata FCCS-el 73

5.3 FPGA KOrrelator Validalasa...........ccccoiiiiiiiiiieiese e 75
B. MEODESZEIES ... e 77
6.1 MHC | géncsendesités hatasanak a vizsgalata az IL-2/15 citokin receptorokra......77
6.2 Az AP-1 kompleX VIZSgalata............cceiieiiiiiiiicce e 81
6.3 FPGA KOrrelator Validalasa...........ccccoiiiiiiiieieeie e 82
7. OSSZEFOGIAIAS ..ottt 84
8. SUMIMAIY ...ttt b e bt b e bt e b nneens 85
9. 1r0dalOMJEOYZEK .......cvieeeceece et 86
9.1 Hivatkozott KOZIEMENYEK JEGYZEKE ....c..eoviieiiiieee et 86
9.2 Ertekezés alapjaul szolgal6 sajat KOZIEMENYEK............ccovveveeeieeeeeeeeeeeeeeeeeeen 96
10. TANGYSZAVAK ...ttt bbbttt bbb 98
L1, KEYWOITS ...ttt bbbt b bbbt b et e et bbb b b ene s 98
12, KOSZONEINYIHIVANTTAS ......oeiiieiecie ettt re e e e ee s 99
T 0o o T=] =1 OSSPSR 100



Az értekezésben gyakran eléfordulo roviditések jegyzéke (angol - magyar)

B2m B2 microglobulin, B2 mikroglobulin

DRM detergent resistant membrane fraction, detergens-rezisztens membran frakcio

EGFP enhanced green fluorescent protein, fokozott kifejezédésii z6ld fluoreszcens
fehérje

FCCS fluorescence cross-correlation spectroscopy, fluoreszcencia keresztkorrelacios

spektroszkdpia
FCS fluorescence correlation spectroscopy, fluoreszcencia korrelacios

spektroszkopia

FPGA field-programmable gate array, programozhato logikai kapumatrix

FRET Forster resonance energy transfer, Forster tipusu rezonancia energiatranszfer
FWHM full width at half maximum, félértékszélesség

HBSS Hank's Balanced Salt Solution, Hank kiegyensulyozott s6oldat

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

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

JAK Janus kinase, Janus arcu kinaz

MAPK mitogen-activated protein kKinase, mitogén aktivalta protein kinaz

MHC | major histocompatibility complex I, 1. osztalyu f6 hisztokompatibilitasi

komplex molekula
MHC Il major histocompatibility complex Il, Il. osztalya {6 hisztokompatibilitasi
komplex molekula

mRFP monomeric red fluorescent protein, monomer-piros fluoreszcens fehérje
PSF point spread function, fényességeloszlasi fiiggvény
STAT signal transducer and activator of transcription, jelatviteli és transzkripciot

aktivalo fehérje
STED stimulated emission depletion, stimulalt emisszié depléci6



1. Bevezetés

A membrénfehérjéek lateralis organizaciojanak heterogenitasara, ennek a jelatvitelben
jatszott szabalyozd szerepére szamos tanulmany mutatott rd. A nem-véletlenszerii
membrantopoldgia kialakitasa tobb intra/extracellularis vagy membranban haté kdélcsénhatas
egylttes kovetkezménye. Az igy kialakult struktdrak életideje és nagyséaga valtozatos értékeket
mutat. Dolgozatom f6 témaja specialis Osszetételi membrankompartmentben feldusulo,
egymassal szoros kozelségben levo membranfehérjék dinamikajanak vizsgalata.

Bemutatom az MHC | molekulak szabalyoz6 szerepét az IL-2/15 citokin receptorok es
MHC | molekuldk klaszterizacidjaban és mobilitdsdban humén T sejtvonalon. Kisérleteinket
modern biofizikai mér6modszerek segitségével végeztlk, a molekularis kolcsdnhatasok
valtozasanak kimutatasdhoz fehérjemobilitasokat és klaszterméreteket hataroztunk meg. Az
MHC | expresszios szintjét ezekben a kisérletekben siRNS-sel szabalyoztuk.

A bemutatott adatok ravilagitanak arra, hogy a membranfehérjék klaszterizacidjanak és
mobilitdsanak modellezésénél a kdzvetlen molekuléris kornyezet szerepét figyelembe kell
venni. Eredményeink igazoljak, hogy az MHC | géncsendesitése hatassal lehet funkcionalisan
Ossze nem illének gondolt receptorok membranbeli dinamikéjara is.

A transzmembran jelatviteli folyamatok, igy az 1L-2 és IL-15 miikkodésének végpontja
gyakran a géntranszkripcié szabalyozasa. Dolgozatom tovabbi részében a c-Jun és a c-Fos
heterodimer transzkripcios faktorok konformaciojat és dinamikus sajatsagait fogom bemutatni.
Munkamban méhnyakrak sejtvonalon vizsgaltam a c-Jun és a c-Fos dimerizaciojat, mobilitasat,
és a dimer konforméciojat FRET és FCCS segitségevel.

Dolgozatom utolsé részében egy tjraprogramozhaté méréeszkoz biofizikai mérésekben
valé lehetséges alkalmazasat mutatom be. Az eszkdz segitségével meghatarozhaté a
molekulakomplexekben levé fehérjék asszocidlt hanyada és mobilitdsa, lehetévé téve

pontosabb biofizikai modellek felallitasat.



2. lrodalmi attekintes
2.1.  Membranmodellek, membranfehérjék lateralis organizécidja

A sejtek membranjanak 6 feladata a sejt sajat folyamatainak elvalasztasa a kiilsé
kornyezettdl, illetve az azzal vald szabalyozott anyagtranszport és kommunikacié fenntartasa.
A sejtet a kornyezetétdl elvalasztd hartya felfedezése a 18 szazadban, a fénymikroszkdop
kifejlesztése és ndvenyi sejtek vizsgalata kozben tortént. A legkorabbi vizsgalatokban
vOrosvértestek ozmotikus tulajdonsagait tanulmanyoztadk. A vordsvértestek alakjat a vizes
kdzeg befolyasolni tudta, kimutattak ozmotikus duzzadésukat és zsugorodasukat is. Késébbi
vizsgalatok kimutattak az ionok szelektiv atjarhatdésagat a membran extra- és intracellularis
oldala kozott. Megfigyelték, hogy a sejtek vizes kozegben gémb alakot vesznek fel, és - ismerve
az olajok és zsirok hasonld viselkedését - ugy gondolték, hogy a sejtmembrén is folyékony
allapotu zsirokbdl allhat. Ezen elképzelés szerint a sejtmembranon minden olyan molekula
képes atjutni, amely zsirokban oldodik. A sejtmembran vastagsadganak becslésére elséként
Franklin, kés6bb Lord Rayleigh kisérletei szolgéltattak adatokat. Rayleigh megfigyelte, hogy
0,81 mg olivaolaj a vizfiirdé felszinén 84 cm atmér6jii kor teriiletén teriil szét. Az olaj
stirtiségére 0,9 g/mL értéket feltételezve az olivaolaj monolayer vastagsagara 16,3 A értéket
kapott, ezen tavolsag volt az els6 Kisérletes becslése egy monolayer vastagsaganak. A korai
membranmodellek f6ként a membranok szelektiv atjarhat6saganak magyarazatat tiizték ki
celul, majd a lipid kettésréteg felfedezése utan fokozatosan fejlédtek ki Gsszetettebb elméletek
is, lasd 1. &bra [1]. A 30-as évektdl kezdve évtizedekig Davson és Danielli [2] elképzelése volt
az uralkodo elmélet, mely szerint a sejtmembrant mindkét oldalan befedik a fehérjéek, melyeket

a membranon elmozdulni képtelen alkotoként gondoltak el.
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1. abra: membranmodellek fejlédése 1925-1972 kozott [1]

Az &bran a fontosabb felfedezések és elképzelések idévonala lathatd a megnevezett
iddszakban. Narancsszinben az ozmotikus tanulmanyok lathatéak; piros:
mesterséges membranokkal kapcsolatos felfedezések; lila: elektrofizioldgia;
sOtétzold: fébb membranmodellek; rdzsaszin: membrantranszport elméletek;
vilagoskék: ion-eloszlas  vizsgalata;  vildgoszold:  elektronmikroszkopos
vizsgalatok.

A technologiai fejlodés réven egyre tobb fehérjérél bizonyosodott be, hogy a

membranban jelentds rotacios és lateralis elmozdulésra képesek, igy az 1972-ben posztulalt,



Singer-rél és Nicolson-rél elnevezett ,.folyékony mozaik” membranmodell (SN modell) valt

elfogadotta [3, 4]. A modell sematikus rajza az 2. bran lathato [5].
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2. abra: A Singer és Nicolson altal leirt membranmodell [5]
Az ébran a lipid kettdsréteg és az aszimmetrikus/mozaikos lipid és fehérjeeloszlas

sematikus abrazolasa lathato.

A modell szerint a lipid kettésrétegben a hidrofil feji csoportok a vizes fazis felé, az
intracellularis és extracellularis tér felé fordulnak, a zsirsavlancok pedig egymas felé
orientalodnak. A modell szerint a membranfehérjéket két csoportba osztalyozhatjuk, integrans
és periférias osztadlyokba. Az integrans membranfehérjék hidrofil részei az extra- és
intracellularis térben helyezkednek el, s hathatnak kolcson a nekik megfeleld molekulakkal.
Hidrofob résziik a lipid kettésréteg sikjaban helyezkedik el. Ezen tipusi membranfehérjék csak
a membranszerkezetet karosito kémiai modszerekkel tavolithatéak el a membranbol. A
periférias membranfehérjék a membran hidrofil részeihez kotédnek, de nem alkotnak
Osszefiiggd réteget, s a membranszerkezet megbontasa nélkil is eltavolithatéak. A modell

szerint a lipidek és fehérjek a membranban mozaikos elrendezést mutathatnak, a lipid

kettésrétegben szabadon mozoghatnak.



Az utobbi évtizedekben szamos megfigyelés mutatott ra, hogy a SN modellt sziikséges
kiegésziteni [6]. 1997-ben Simons és lkonen enyhe detergens kezelésnek ellendlld, Un.
detergens-rezisztens membréan frakciokat talalt (DRM) [7]. Ez alapjan terjedt el az an. lipid tutaj
hipotézis. A lipid tutajok specialis Osszetételii membrandomének, foként koleszterinbdl,
szfingomielinbdl, glikoszfingolipidekb6él (GSL) és GPIl-horgonyzott fehérjékbol felépiild
dinamikus struktarak [8, 9], lasd alabb 3. &bra.
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3. &bra: Lipid tutajok hierarchikus szervezédése [10]

A lipid tutajok dinamikusan szervezOdott struktlrék, tipikusan koleszterinbdl,
szfingomielinbdl, glikoszfingolipidekbdl és GPI- horgonyzott fehérjékbdl allnak.
Meéretiiket és dinamikéjukat valtozatos eloszlas jellemzi, a molekuléris nagysagtol
a membran mikrodomén szintig. [10]

Az azéta eltelt évtizedekben tobb olyan membranbeli komponenst azonositottak, melyek a
detergens-rezisztens doménekben talalhatéak, vagy azokban feldusulnak. Tobb jelatvitelben
résztvevé molekula/receptor esetében feltartdk a lipid tutajok jelatvitelt moduldlo vagy éppen
szegregalé szerepét [11-16], igy a lipid tutajok mind strukturalis, mind funkcionalis

fehérjeplatformként jellemezhet6ek [6, 10]. Nagysaguk valtozatos eloszlast mutat (10-500 nm).



Az irodalomban a lipid tutajok 1étezésérdl, méretérdl és életidejérél szamos egymasnak részben
ellentmondo kozlemény taldlhatd [9, 17, 18], igy valosziniisithetd, hogy a modern biofizikai
mérdmodszerek fejlédésével a modellt tovabb pontositjak [19-22].

A membranfehérjék szabad elmozdulasat nemcsak a viszkdzus kérnyezet gatolhatja.
Kusumi és munkatarsai megfigyelték, hogy a 40 nm atmér6jii aranygémbokkel megjelolt E-
cadherin receptor trajektoridi egy idére kisebb térrészekbe korlatozodtak [23, 24]. Az azéta
eltelt években mas membranalkotokrdl, pl. foszfolipidekrdl is bebizonyosodott, hogy

diffuziojuk korlatozott; a trajektdriak szemléltetése a 4. abran lathato [25].
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4. dbra: Foszfolipidek korlatozott diffuzidja

A foszfolipidek korlatozott trajektoridinak demonstraldsa. Az analizis szerint a
kompartmenteken beliil (azonos szin) a lipidek szabadon mozoghattak, majd gyors
atmenettel atléptek egy szomszédos doménbe. Az abran a doménekben vald
tartozkodasi id6 is fel van tiintetve [25].

A képszekvenciédk analizise kimutatta az emlitett receptor és a lipidek citoszkeleton altal gatolt
diffaziojat. Ezen Kkisérletek hozzdjarultak a ,fences and pickets” (keritések és kardk)
membranmodell kidolgozashoz [26], melyben a keritést az aktin membran-szkeleton, a karok
szerepét pedig az aktint kihorgonyzé transzmembran fehérjék alkotjak. A késobbi vizsgalatok
szamos mas membranfehérjér6l tobb mddszerrel kimutattak a citoszkeletonhoz vald

asszociéciot, illetve annak moduléacios szerepét [27].
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Osszegezve az eddig leirtakat, az inhomogén sejtfelszini fehérjeeloszlasok tobb, alabb felsorolt

tényez6 egylttes hatdsaval magyardzhatdak [6, 28-30]:

1. Membranban miikodé erdk: lipid domén struktara, viszkdzus membranrégidk, fehérje-
fehérje kolcsonhatasok

2. Intracellularisan hat6 tényezok: a citoszkeleton direkt vagy indirekt médon gétlo hatasa,
vezikularis transzport folyamatok Aaltali akkumulacio, jelatviteli folyamatok Aaltal
indukalt klaszterizacio

3. Extracellularisan hat6 tényezok: -elektrosztatikus erdk, keresztkoté ligandumok
valamint az extracellularis méatrix

4. Egyéb tényezok: pl. a membranpotencial megvaltozasa, kiilonféle perturbald tényezok,
felsorolt tényezok modositasan keresztiil fejthetik ki hatasukat.

A felsorolt tényezék nem egymastol fliggetlendl, hanem egymas hatasat kiegészitve mitkodnek,

jelenlétik sziikséges a fehérjék mobilitdsanak, eloszlasénak, aggregacios allapotanak

szabalyozasaban.
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2.2.  Interleukin-2 és -15 receptorok

IL-2 és IL-15 citokineknek fontos szerepik van az immunsejtek aktivéacidjaban,
talélésében és sejthalalaban [31, 32]. Receptor alegységeik, illetve az ezekbdl 1étrejovod
kilénféle komplexek mas-maés affinitassal képesek a citokinek megkotésére [31]. Receptoraik
harom alegységbdl allnak, melyekbdl kettot, a B és yc alegységet a két citokin megosztva
hasznél, de az o alegységek citokin specifikusak [33-36]. A receptor trimerek kristalystruktiraja
az 5. &bran lathato [35, 37].

5. dbra: Az IL-2 és IL-15 citokinreceptorok kristalyszerkezete [35, 37]

Az IL-15R o alegysege monomerként is képes az IL-15 citokin nagy affinitasu kotésére (Kq ~
107 M) [38, 39], viszont az IL-2 csak alacsony affinitassal (Kq ~ 107 M) képes az IL-2Ra-
hoz kotédni. A citokinek a B és yc altal alkotott heterodimerhez kozepes (Kq ~ 10°° M), a
trimerhez nagy affinitassal (Kg¢ ~ 107! M) kétédhetnek [31]. A sejtmembranban a receptorok
ligandjuk nélkil is 6sszeszerelt formaban talalhatok [40], és lipid tutajokban ddsulnak fel. A
két citokin receptor kolokalizalodik, és konforméaciojukra a kétféle a alegységet, valamint a
kozos B és yc alegységet magaba foglald heterotetramer szerkezet valosziniisithet6 [41-43]. A
B és yc alegységek tobb jelatviteli tvonalat indithatnak el, pl. a JAK/STAT [32, 44-46], a
PIBK/AKT (foszfatidilinozitid 3-kindz/protein kinaz B) utvonalakat, illetve a RAS/MAPK (Ras
fehérjecsalad/mitogén-aktivalt protein kindz) kaszkadot [47-49]. Az IL-2 receptorok altal
elinditott jelutvonalakat a 6. abran tlintettem fel.
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6. abra: Az IL-2 citokin altal elinditott jelatviteli folyamatok
Forréas: https://Isresearch.thomsonreuters.com
A B alegységek a JAKL, mig a yc alegységek JAK3 kindzokkal képeznek komplexet. A

ligandkOtés utan a receptor alegysegek tirozin-foszforilaciojat kovetden a kinazok is
foszforilalodnak, majd ezen specifikus komplexekhez kotédnek a f6 jelatviteli molekuldk: az
Shc, a STAT3, valamint a STAT5a és b transzkripcios faktorok. Kotodésiik utan
foszforilalodnak és dimerizalédnak, majd a sejtmagba transzlokalddva szabalyozzak célgénjeik
miikodését. Az IL-2 kotddését kdvetden a receptor trimer gyorsan internalizalodik, a B és vyc
alegységek degradalddnak, viszont az o alegységek Ujra recirkuldlédnak a sejtfelszinre. A
receptor csak rovid ideig képes a jelatvitelben részt venni, igy az immunvélasz hatékonysagat
az elérhet6 sejtfelszini receptorok szama is szabalyozza. A yc alegység tovabbi interleukin
receptoroknak is alkotéeleme: 1L-4 [50], IL-7 [51], IL-9 [52], IL-21 [53]).

A ko6z0os jelatvivé lancoknak koszonheten az IL-2 és IL-15 receptorok részben hasonlo

.z

sejtek aktivaciojat, a T és NK sejtek citotoxititasat [31, 54]. Emellett ellentétes funkcidik is
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vannak: az IL-15 eldsegiti a CD8* memoria T sejtek talélését, mig az IL-2 altali aktivacio a
CD8" sejtek Un. aktivacio indukalta sejthalalahoz jarul hozza [54, 55].

Az immunfolyamatoktol fiiggetlen betegseég, a kronikus skizofrénia esetén a vc
alegysegek magasabb expresszids szintjét figyelték meg [56]. Mas kutatasi eredmenyek szerint
a betegség rizikdja ink&bb a tarsadalmi egyenl6tlenségekkel hozhatd 6sszefiiggesbe [57]. Az
expresszids szintre vonatkozd megfigyelés jol példdzza az immunfolyamatok kapcsoltsagat

mas 6ssze nem illének gondolhato betegsegekkel.

2.3.  AzL és L osztalya f6 hisztokompatibilitasi komplex molekuldk

Az immunfolyamatokban, legf6képpen az antigén prezentacioban kulcsszerepet jatszo
glikoproteineknek, f6 hisztokompatibilitasi komplexnek két tipusat, az els6 és masodik osztalyu
MHC glikoproteineket (MHC | és MHC 1) kiilonbdztetjik meg [58]. Az MHC | glikoprotein
heterodimer egy transzmembram nehézlanchdl es egy periférias konnyiilancbol all [59]. Az
MHC | transzmembrén nehézlanc extracellularis részének harom doménje van: az antigén-
peptid kotéseért felel6s az és a2 domén, illetve a konnyiilanchoz (B2m) kapcsolodd az domén. Az
MHC II molekulak két hasonldé méreti transzmembran lancbol allnak. Az antigén-peptid
kotéhelyet az a1 és B1 domének alkotjak, melyek az oz és B2 doménen keresztll kapcsolodnak
a transzmembrén régiokhoz, l1asd 7. &bra [60].

Class | Class Il

Plasma
membrane 4
Cytoplasmic Cytoplasmic
tail tail

7. &bra: MHC 1 és 11 molekulak sematikus szerkezete [60]
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A legtobb, sejtmaggal rendelkez6 sejt felszinen kimutattak az MHC 1 jelenlétet. Az
MHC 1l molekuldk expresszidja tobb sejttipuson indukalhatd, de normal koriilmenyek kozott
csak professzionalis antigénprezentalé sejteken: B sejteken, makrofagokon és dendritikus
sejteken talalhatd meg [61]. Klasszikus funkcidjuk szerint az MHC | molekuldk az altaluk
felismert endogén eredet (pl. tumorantigének, virusfehérjék) peptideket prezentaljak a T sejt
receptornak [62, 63]. A folyamat soran az endocitdzissal a sejtbe keriil6 fehérjéket a sejt a
proteaszomaban peptidekké bontja, majd az endoplazmés retikulumban az G(jonnan
szintetizaldédott MHC I kénnyti és nehézlancokkal komplexet képezé peptidet a sejtfelszinen
prezentalja. Az antigénprezentalo sejt peptid - MHC | komplexéhez a CD8* T limfocitaa T sejt
receptor segitségével kapcsolddik, majd aktivalodik és szelektiv immunvélasz, citotoxikus
funkci6 végrehajtasara lesz alkalmas. Az MHC Il molekulak exogén fehérjéket prezentélnak a
CD4" T sejteknek. Az aktivalt CD4" sejtek funkcidja a tébbi immunsejt (B sejtek, makrofagok,
CD8* T sejtek) folyamatainak, igy az immunvalasz szabalyozasa, elsdsorban citokinek
szekrécioja révén.

A plazmamembranban az MHC | molekulédk oligomereket képeznek [64], és lipid
tutajokban dusulnak fel [41, 42, 65-68]. Az MHC | glikoproteineknek tobbféle sejttipusban
szamos interakcios partnerét sikeriilt feltérképezni: az EGF receptort [69], a transzferin
receptort [70], az interleukin-2/15 receptor alegységeit (IL-2Ra: [71], IL-2Rp és IL-2Ry: [72],
IL-15Ra: [42]), az inzulin receptort [73-75], a tetraspan molekuldkat (CD53, CD81, CD82) [76,
77], az intracellularis sejtadhéziés molekulakat (ICAM 1) [71]. Az MHC | glikoproteineknek
mas, az antigenprezentaciotol fuggetlen jelatviteli Gtvonalakra kifejtett modulalé szerepét is
kimutattak: befolyasolni tudja az inzulin receptor jelatvitelét [74, 78]; az MHC | molekulak
ligalasa apoptdzis indukcidjahoz is hozzajarulhat [79, 80].

Az elsO kisérletes eredmények az MHC I és az IL-2 receptorok molekularis kozelségérol
Forster rezonancia energiatranszfer méréseken alapultak. A kisérleteket elébb T sejtvonalon
[81] majd periféridlis T sejteken [82] is elvégezték. Fluoreszcencia visszatérési gorbék
analizisével (FRAP meérésekkel) kimutattdk, hogy az IL-2Ra mobilitasa csokken az MHC I-
ellenes antitesttel torténd jelolés hatasara, ami tovabb valdsziniisitette kozvetlen molekularis
kozelségiiket [83]. Transzmisszids elektronmikroszkdppal készult képek segitségével T
limfoma sejteken kimutattdk az immunogold jel6léssel ellatott IL-2Ra és MHC 1 kozos
klaszterezettséget [41].

Genetikai vizsgalatok kimutattak, hogy az MHC gének polimorfizmusa szoros

kapcsolatban van tobb betegség kialakulasaval [84], példaul: szkler6zis multiplex [85, 86], |.
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tipusu diabétesz (T1D) [87], szisztemas lupus erythematosus [88, 89], colitis ulcerosa (fekélyes
vastagbélgyulladas) [90, 91], Crohn-betegség [84, 92]; rheumatoid arthritis [93, 94].
gy az MHC | molekulaknak tobbféle szabalyoz6 funkcidja latszik kérvonalazédni,

mely kiegésziti az antigénprezentacioban betoltott szerepét [95, 96].

2.4.  c-Jun és c-Fos transzkripcios faktorok

A sejtek génatirdsat szabalyozd DNS-kotd fehérjéket transzkripcios faktoroknak
nevezzik. Specifikus DNS promdter vagy enhanszer régiokhoz kotédve célgénjeik
kifejez6dését novelhetik vagy csdkkenthetik, igy miikodésiik hatassal lehet a sejtek kulonféle
élettani folyamataira. A c-Fos és c-Jun transzkripcios faktorok leucin cipzérral 6sszekapcsolédd
homo vagy heterodimerek, melyek az AP-1 (Activator protein 1) valaszadd elemeihez
kotédnek. A heterodimer kristalyszerkezetét 1995-ben hataroztdk meg [97], a domén

struktaraja a 8. abran lathato.

TGAGTCA

D Basic region: responsible for DNA binding [:] C-terminal transactivation domains
of Fos

D Leucine zipper: responsible for dimerization D d-domain: deleted in v-Jun and
binding site for JNK

[0 Transactivation domain of Jun: O DEF domain: docking site for ERK
includes homology box HOB1 and
HOB2

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

A c-Jun és c-Fos fehérjék tobb, funkcionalisan jol elkiilonitheté doménnel
rendelkeznek: DNS-kot6, leucin cipzér, transzaktivacios, valamint kinazkotd
doménnel [98].

A ket feheérje bazikus a-helikalis régidja a DNS-kotés soran van der Waals kdlcsonhatasokat és
specifikus hidrogénkdtéseket alakit ki. A c-Fos és ¢c-Jun transzkripcids faktorok tobb kiilonbozo
doménbdl épiilnek fel: DNS-k6t6 doménbdl, dimerizacios doménbdl, N-termindlis és C-
terminalis transzaktivacios doménbdl, valamint kinazkoté doménbol [99, 100]. A c-Fos—c-Jun

dimer pontos térszerkezetébol csak a DNS-koté és  dimerizaciés domén ismert, a
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transzaktivacids funkcidval [101] is rendelkez6 C-termindlis domén konformaciojarél a
krisztallografias vizsgélatok nem nydjtottak informéciot. A C-terminélis végek hosszlsaga
aszimmetrikus, a teljes hosszUsagu c-Fos C-terminélis doménje a dimerizacios doméntdl
szamitva 164 aminosavval hosszabb c-Jun fehérjéénél [102]. N. Baudendistel és munkatarsai
¢16 sejtekben kKimutattak fluoreszcencia keresztkorrelacios spektroszkopia segitségével, hogy a
teljes hosszusagu Fos-EGFP és Jun-mRFP1 fluoreszcensen jelzett fehérjek a sejtmagban
heterodimerizalnak és kotédnek a kromatinhoz [103]. Kordbban nem volt ismert a heterodimer
C-terminalis részének térbeli konformacioja, illetve a c-Fos C-terminalis doménjének szerepe
a DNS-k6t6désben.

c-Fos-c-Jun dimer funkcidja sejttipus fliggest mutat, egyes sejttipusokban pl.
sejtproliferaciot indukal, mas sejttipusokban apoptozishoz jarul hozzad. DNS-hez vald
kotddésiikben szamos kilonféle stimulus altal elinditott jelatviteli Gtvonal kdzrejatszhat: pl. a
G-fehérjéhez kapcsolt receptorok, novekedési faktorok (TGFB, EGFR), neurotranszmitterek,
UV sugarzas, onkofehérjék, mitogén aktivalta protein kinaz-, ciklikus AMP vagy Ca?*-fiiggd
jelétviteli atvonalak [104-107]. Az IL-2 citokin altal aktivalt Jun-Fos komplexek jelatvitelének
folyamatébraja a 3.2 fejezetben, a 6. &bran lathatd. A Fos-Jun transzkripciés faktorok a
ndvekedési faktor receptorok aktivaciojat kovetéek a mitogén aktivalta protein kindz (MAPK)
jelatviteli atvonalon keresztil is kifejthetik proliferacio indukalo hatasukat (9. abra).

mitogen growth factor

> o
o“o receptor

roc B e S e N e
o

WAUVA

Jun és c-Fos transzkripcios faktorok aktivacioja a MAP kinéz
jelatviteli ttvonalon kereszttil [108]

9 abra: ¢
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Els6 1épésben a novekedési faktorok tirozin kinaz aktivitdssal rendelkezd
receptoraikhoz kotédnek (pl. EGF receptor). A receptorok oldallancai foszforilalodnak, majd
adaptor fehérjéken keresztiil a Ras fehérje aktivalodasat a RaffMEK/ERK jelatviteli dtvonal
inicializacioja, majd a MEK (mitogén-aktivalt protein kindz kinaz) feherjék foszforilalodasa
koveti. A mitogén kotddést kovetden egy masik jelatviteli Gtvonal is lejatszodhat, a Rac (Rat
sarcoma homolog) fehérjék aktivalodasan keresztiil tobblépcsds kaszkad eredményeképpen a
Jun N-terminalis kinaz (JNK) stimulécidja is bekovetkezhet. Az aktivalt MEK foszforilalja a
JNK-t, illetve az extracellularis szignal-regulalt kinazt (ERK). Az aktivalt ERK és JNK kindzok
a sejtmagban a c-Fos-c-Jun a transzkripcios faktorok DNS-hez valo kotédését/aktivaciojat
idézik el6.

Szdmos patologias esetben a c-Fos magas expresszids szintjét figyelték meg, pl.
Tamoxifen rezisztens emlétumorban [109], szajuregi rakban [110]; az overexpresszio szerepét
valosziniisitették majrak karcinogenezisében [111]. Magas expresszios szintje befolyasolhato
példaul a pajzsmirigy hormon al magreceptoran keresztiil [112]. Néhény sejttipusban a c-Fos
magas expresszidja apoptozis indukcidjat eredmeényezi [113, 114].

A c-Jun-nak a sejtciklus szabalyozasaban van szerepe, a ciklin D traszkripcios faktort
aktivalja, az aktivacio hianyaban a sejtciklus progresszidja a G1 fazisban megrekedhet [115].
A c-Jun overexpresszitja egyes tumor szupresszorok (p53, p21) expresszidjat csokkenti, amely
altal felgyorsult sejtosztodas valosulhat meg [116].

A fenti irodalmi bevezetésben a dolgozatomban szerepl6 feherjék fobb tulajdonsagait
foglaltam dssze. A bevezetés tovabbi részében a fehérje-fehérje kdlcsdnhatasok vizsgalatahoz

alkalmazott fluoreszcens metodikékat fogom bemutatni.

2.5.  Forster rezonancia energiatranszfer (FRET)

A fehérjék asszociacidinak, térszerkezetének feltérképezésehez gyakran hasznalt
modszer a Forster rezonancia energiatranszfer mérése. A FRET sugarzas nélkili energiadtadas
két, egymastol 1-10 nm tavolséagra elhelyezked6 fluoreszcens festék (donor és akceptor) kozott.
A FRET tovabbi feltétele a donor emisszids és az akceptor abszorpcios spektrumanak atfedése
és a két festék megfeleld relativ orientacioja [117, 118]. A folyamat az alabbi egyenlettel irhatd
fel:

ky
D+A+hy, > D"+A—>D+A" > D+A+hy, 1)
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D és A az akceptor és donor fluorofdrok alapallapotat, * a gerjesztett allapotukat jel6li; kt az
energiatranszfer folyamat sebességi allanddja; hvi €s hv, a gerjesztd és az emittalt fotonok
energidjat jeloli.

A folyamat sebességi allanddja tobb tényez6 fiiggvénye:

k. =aJx’R™° ()
(o aranyossagi tényezd; k% orientacios faktor, dinamikusan randomizalt donor és akceptor
iranyitottsagnal «?=2/3; J: a donor emisszios és az akceptor abszorpcids spektrumanak atfedése;
R: a donor és akceptor molekulak kozotti tavolsdg). A FRET E hatasfoka annak valdsziniiségét
jelenti, hogy egy gerjesztett donor festék FRET révén kerll vissza az alapallapotba, ami

megadhato az alabbi képlettel:

— kT

S Y X
i

Az egyéb legerjesztodéssel jard folyamatok sebességi allandoit a ki tényezo jeloli. Mivel a
FRET hatasfoka a donor-akceptor tavolsadg negativ hatodik hatvanyanak a fliggvénye, igy
gyakran és széleskorien alkalmazott modszer a fehérjék molekuléris tavolsadganak
monitorozasahoz. Amennyiben a molekularis kozelségben elhelyezkedé donorok és akceptorok
szdménak az arénya valtozik, ugy a donor molekulak FRET altali legerjesztédés gyakorisaga is
csokkenhet vagy nohet, tehdt a FRET valtozdsa akar a klaszterizacidés viszonyok
megvaltozasara is utalhat.
Az energia transzfer hatasfoka kifejezhet6 a donor - akceptor tavolsaggal:

__R

= W (4)

Ro az a donor - akceptor tavolsag, amelynél a transzfer hatasfoka 50%.

Ro nagysaga az alabbi képlettel kiszdmolhat6 [117, 119]:

2
Re 910 kQ
1287°N, n

(5)

ahol Qp a donor kvantumhatasfoka, n a kbzeg térésmutatdja, Na az Avogadro szam. Az utdbbi
évtizedekben az E meghatarozasara szamos maddszert és protokollt dolgoztak ki kuldnféle
méréeszkozokre [118, 120]. A FRET hatasfok érzékeny tavolsagfiiggése miatt molekularis
vonalzokent is hasznalhatd [121]. A leggyakrabban hasznalt fluoroforok kozotti Ro (Forster)

tavolsag tipikusan 5 nm [122, 123], s a FRET hatasfoka a kétszeres Ro donor-akceptor tavolsag
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értéknél ~1,5%, igy a FRET nem jdl alkalmazhat6 néhany 10-100 nm-es tavolsagt molekularis
tdvolsagok, egyttallasok vizsgélatahoz. A néhény 10 nm-es nagysagu sejtfelszini fehérje-
asszociadtumokat a konvencionalis fénymikroszkopos eszkdzokkel sem lehet feloldani, hiszen
hatart szab az Abbé-féle feloldasi hatar, ami ~200 nm. Az utdébbi évtizedben tébb olyan
modszert is kifejlesztettek, amely képes meghaladni az emlitett feloldasi hatart, gytijténéven
ezeket szuperfeloldasu mikroszkopidknak nevezzik. A szuperfelolddsi mikroszkopia
alkalmazéasaval az Abbé-féle feloldasi hatarnal kisebb struktirékat is lehetévé valt lathatova

tenni.

2.6.  Szuperfeloldast STED mikroszkdpia

Az utobbi években szdmos szuperfelolddsi maddszert fejlesztettek Ki: strukturdlt
megvilagitast alkalmazé [124, 125] vagy a fluoroforok specidlis tulajdonségait kihasznald
eljarast (PALM [126], STORM [127], STED [128]). Dolgozatomban az MHC | molekulak és
IL-2/15 receptorok klaszterméretét stimulated emission depletion (STED) mikroszkdpiaval
hataroztuk meg. A STED képalkotds menete a kovetkez6. A minta egy 200 nm atmérdji
térfogatelemét az adott fluoreszcens festéknek megfelelé hulldmhosszisagu fokuszalt
lézernyalabbal gerjesztik (10. A abra). 1-50 ps mulva a festék emisszios hullamhossznak
megfeleld, Un. deplécios vagy STED lézerrel megvilagitva a térfogatelemet indukalt
emisszioval legerjesztik a festékmolekuldk nagy részét (deplécid). A STED lézernyalab
intenzitas profilja egy Ures torusz, igy a k6zépsé ~5-40nm-es sugard tartomanyon kivil minden
festékmolekulat legerjeszt, kizarva azokat a képalkotasbol (10, B &bra). igy az effektiv
detektalasi térfogat (point spread function) szélessége az eredeti érték toredékére csokkenthetd
10 4bra C [128].

I

10. &bra: STED mikroszkopok képalkotasi méddja [128]
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STED mikroszkdpokra az alabbi képlet szerint lehet a feloldasi hatart kiszamolni [128]:
A

_ | (6)
2nsin 1+|—
sat

n a kdzeg térésmutatdja, 4 a festék hullamhossza, | a deplécids lézer intenzitasa, az lsata festék

d:

szaturacios lézerintenzitdsanak a nagysaga. Ezen képlet legf6képpen abban kiilonbozik az
Abbé-fele feloldasi hatartol, hogy a deplécids lézerintenzitads novelésével a feloldasi hatér
elvileg végteleniil kicsinnyé tehetd. Dolgozatomban kétcsatornas STED mikroszkoppal
készitettlink szuperfeloldasu képeket. A mikroszkop részletes leirdsa a kovetkezo
referenciakban: [129-131], valamint a kollaboracios intézetben keszilt PhD tézisekben
részletesen megtalalhatéak [132, 133].

A kommercialis STED mikroszképok a mintat pontrol pontra pasztazzak végig, igy a
sejtekben lejatszodo molekularis folyamatoknal hosszabb képfelvételi id6 sziikséges. Az utdbbi
években 200 kép/sec sebességii STED mikroszkopot is kifejlesztettek [134-136], am
kereskedelmi forgalomban még nem terjedtek el.

2.7. Fehérjeklaszterek vizsgalata fluoreszcencias képelemzési méodszerekkel

A sejtfelszini fehérjemintazatok kvantitativ elemzése nélkilozhetetlen a pontos és
megbizhatd membranmodellek felallitaséhoz. A sejtfelszini fehérjeklaszterek méreteit a
fluoreszcencids mddszerek elsé alkalmazasa ota szamos képalkotd eszkdzzel valamint
kiértékeld algoritmussal vizsgaltdk. A klaszterméret meghatirozasanak hatart szab az
alkalmazott optikai eszkoz feloldasa, de a szuperfeloldasi mikroszkdpia Kifejlesztésével és
elterjedésével a sejtfelszini struktlrak méretének a bizonytalansaga tovabb fog csokkeni.

A Kklaszterméret meghatarozé metodikakat megkuldnboztethetjik aszerint, hogy a
képekbdl klaszterméretet kozvetlen eljaréssal becsulik meg, vagy kozvetett modon, a képeken
értelmezett fuggvények paraméterbecslésével teszik azt meg.

A kozvetlen modszerek alkalmazédsanal a klaszterek azonositasa kritikus lépés. Ez
tobbféle mddon torténhet, pl. a lokalis intenzitdsmaximumok detektalasa, az intenzitas térbeli
eloszlasanak analizise alapjan vagy képszegmentacids eljarassal [137]. Az utdbbi években
szamos képszegmentacios klaszterméret meghatarozé algoritmust fejlesztettek ki. Az
alkalmazott metodika alkalmazhatosaga fligg a fehérjeeloszlas inhomogenitasatol, a lokalis
feluleti fehérjestiriiségétol, a keépek jel/zaj viszonyatdl és a képalkotd eljarastol is. A

szegmentacids algoritmusok hatranya, hogy az Altaluk kapott klaszterméret-eloszlas
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érzékenyen fugg az identifikacid6 bemeneti paramétereitdl, igy eltéré bemeneti paraméterek
mellett mas-mas klaszterméret-elosztast kapunk eredményul.

A kozvetett mddszerek kozul a két leggyakrabban hasznélt eljaras a Ripley-féle K és
térbeli autokorrelacios fliggvények paraméterbecslése. A Ripley-féele K filiggvény
meghatarozasa Ugy torténik, hogy a részecskék lokalizacidjat kovetden meg kell hatarozni az r
sugart kornyezetiikbe es6 részecskék szamat. Ha a részecskeszamokat elosztjuk a részecskek
feliileti stiriiségével, tigy a Ripley-féle K fuggvényt kapjuk eredményil, a fuggvény értéke
véletlenszer(i részecskeeloszlasnal nr’-vel egyenlé. A K fiiggvény 7. és 8. egyenletekkel
értelmezett transzformaltjanak véletlenszerti részecskeeloszlasnal a varhatd értéke nulla, igy

gyakran inkabb az al&bbi fliggvényt hatarozzak meg:

H(r)=L(r)-r @)
ahol:
L(r)= % ®)

A H fliggvény értéke negativ eldjelli a véletlennél ritkdbb, pozitiv eldjelit stirlibb
részecskeeloszlas esetén. Az atlagos klaszterméret becslését a H fuggvény maximumanak a
helye adja meg. A fenti eljards jol hasznéalhatd a sejtfelszini fehérjék klaszterizaciojanak
hatarozni.

A térbeli autokorrelacios fuggvény paraméterbecslése alkalmas modszer az atlagos
klaszterméretet meghatarozasara fluoreszcens képeken is. A korrelacios figgvényt az alabbi

modon kell kiszamolni:
<I (r')><|(r'+r)>
G(r)= —

ahol I(r)a fluoreszcencia intenzitas az r helyen, ( ) az atlagolast jelenti 1’ valtozoval. A

korrelacios flggvény térbeli lecsengésének alakjabdl lehet modellfiiggvények illesztése revén

az atlagos klaszterméretre kovetkeztetni [41, 138, 139].

Az eddigiekben két olyan biofizikai metodikat targyaltam, melyek segitségével
molekularis szintli interakciokat lehet vizsgalni. A fluoreszcencia rezonancia energiatranszfer
mérések segitségével els6sorban a fluoroforok molekularis tavolsagat, a fehérjék

konformaécidjat lehetséges monitorozni. A szuperfeloldasi modszerekkel a sejtekben lejatsz6do
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folyamatoknak csak egy idépillanatat lehetséges rogziteni, a sejtfelszini fehérjeeloszlast nagy
térbeli feloldéssal vizsgalni. A sejtekben lezajlo folyatok teljesebb megértéséhez sziikségszerii
azok dinamikajat feltar6 méromodszert is alkalmazni. Az egyik nagy idébeli feloldasu
mérémodszer, amellyel molekularis folyamatok dinamikaja is monitorozhato, a fluoreszcencia

korrelacios spektroszkdpia.

2.8.  Fluoreszcencia korrelaciés spektroszkopia (FCS)

A fluoreszcencia korrelacids spektroszkopia fluoreszcensen jelzett molekulak
alkalmazhaté modszer ¢16 sejtekben vagy oldatban [140-142]. A fluoreszcencia korrelacios
spektroszkopia kifejlesztése dta (70-es évek kozepe) [143, 144] az eljarést csaknem minden
olyan eszkozre kifejlesztették, amellyel a molekulédk fluoreszcenciajat megfelelé idobeli
feloldassal detektalni lehet [145]. Fluoreszcencia korrelacids spektroszkdpiaban a fluoreszcens

jelek id6beli autokorrelécios fuggvényét kell meghatérozni, az alébbi definicio szerint:

(FOF (o)
O FoNFE) @

ahol F(t) a t id6pillanatban/mérési idintervallumban detektalt fluoreszcencia intenzités, a ()

miivelet az atlagerték képzést jelenti a mérés idGtartamara.

Egykomponensii, 3D-ben szabadon diffundalo részecskek autokorreléacios fliggvénye az alabbi
egyenlettel irhat6 le [141]:

G(r)= (1—T +Te /A )(N (1-T))" [1+ ijl (1+ 5 de ]M 1)

T4

ahol 7 a ,.késleltetési” 1d6, T az egyensulyi tripethdnyad, T a triplet allapot korrelacios ideje, td
a diffuzios id6 (a részecskék altal a fokusztérfogatban atlagosan eltoltott id6), N a detektalasi
térfogatban levé molekulék atlagos szama, S a forgasi ellipszoid alakd fokusztérfogat axialis és
lateralis sugardnak a hanyadosa. A modell a fluoroférok fotofizikai tulajdonséagait a
tripethanyad valamint a triplet allapot korrelacios ideje altal veszi figyelembe. A modell altal a
mozg6 molekulédk diffazids allanddjat a diffazios id6é paraméterbdl lehet megbecsulni. A fenti
képletbol 1q difftizios id6 (a fokusztérfogatban atlagosan eltoltott id6) nemlineéris illesztéssel

torténé meghatarozasa utan az alabbi képlettel szdmolhat6 ki:
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2
a

e, 42
d

ahol a mxy a detektalasi ellipszoid e sugara (az a felilet, amely mentén a gerjesztési és
detektalasi hatékonysag a kozépponthoz képest e2-szeresére csokken). Az egykomponensti 2D-
ben szabadon diffundalé részecskék korrelacios fuiggvénye a triplet atmenetet figyelembe

vételével az alabbi alaku:
G(r)= (1—T +Te /o ](N (1-T ))‘1 (1+7/7,)" (13)

Amennyiben tobb, kiilonb6z6 diffuzids allanddju komponens van jelen, Ggy az autokorrelécids
fuggvényt a komponensek autokorrelacios fiiggvényeinek a sulyozott 6sszegeként kapjuk meg:

G(r)ziZWiszi (7) (14)

A képletben a Gi(t) kifejezés az i-edik komponens autokorrelacids fuggvényét jeldli, a

komponensek wi; sulyfaktorainak a nagysagat az alabbi képlettel kell kiszamolni:
B K,0,Q; <Ci>
[ n
Z k.0, Q <Ck>
k=1

Ahol n a komponensek szamat, ki a komponens detektalasi hatasfokat (emisszios spektruma és

(15)

az alkalmazott optikai elemek fliggvénye), a ci a gerjesztési hataskeresztmetszetet (abszorpcios

spektrum, gerjesztés lézer hulldmhossza és intenzitds), a Qi a fluoreszcencia
kvantumhatasfokat, <Ci> az i-edik komponens atlagos koncentraciojat jelenti.

Amennyiben a komponensek spektralis tulajdonsagai azonosak, csak a komponensek
diffazios Aallanddi  kilonboznek, ugy kétkomponensti 3D-ben diffundald részkecskek
autokorrelacios fliggvénye az alabbi alakban irhato fel:

G(r)= (1—T T/ j(N (1-T))"

-1 -1/2 -1 -1/2 (16)
T T T T
1+—| |1+ +(1- 1+—| |1+

A képletben a p1 az els6 komponens relativ hanyadat, a 11,4 az els6 komponens (pl. szabad

fluorofdrok), a 124 @ masodik komponens (pl. makromolekulahoz kététt fluoroforok) diffuzids
idejét jeloli. A komponensek diffazios idejének az ismeretében azok difflzids allanddja

meghatarozhato.
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A fluoroforok altal szolgéltatott fluoreszcens jel és a hattérzaj nagysaganak aranyatol
fliggben a becsiilt részecskeszamok eltérhetnek a ténylegestdl. A becsilt részecskeszam a

hattérintenzitassal az alabbi képlettel korrigalhatd [146]:

korr — N (1_ I:B/Ftot )2 (7)

ahol Fg hattérintenzitas, Fwt az adott mérési szakaszban az atlagos fluoreszcencia intenzitas.

N

A fenti paraméterekbdl az atlagos molekularis fényességet (F/N) is meg lehet becsiilni.
A molekuléris fényesség nagysdga egyenlé egy diffundaléd részecskétdl idéegység alatt
detektalt fotonok szamaval [147-149], mertékegysége: Hz. A 15. képletben, ez a «i, ci, Qi
szorzataként szerepel, az irodalomban & karakterrel is gyakran jelolik [148, 150]. Az
egyszeriiség kedvéért F/N-nel jelolt atlagos molekularis fényességet a hattérintenzitassal,

valamint a 17. egyenlet felhasznalasaval az alabbi képlet szerint lehet korrigalni:

(Ftot - I:B )/ Nkorr (18)

//////

valamint annak a megvaltozasat jelezheti. Amennyiben a membrénfehérjekhez kotott
fluoreszcens marker (pl. fluoreszcens festékkel konjugalt antitest) és az oldatban diffundalé
szabad fluoreszcens marker molekularis fényességének hanyadosat képezzik, ugy az
egylittmozgo részecskék szamardl (membrénfehérjek szdma az aggregatumban) kaphatunk
felvilagositast.

Az ilyen modon szamolt molekularis klaszterizacié csak kozelitése a tényleges
klaszterizacionak, mivel mind a szabad jelz6fluoroforok, mind a membranban diffundalo
részecskék fluoreszcenciajat szamos tényezo befolyasolhatja:

e A szabad antitestek 3D-ban diffundalnak, mig a membran sikjaban 2D-ben

mozdulhatnak el, igy a gerjesztési és detektalasi profiljaik kilonbdznek [148, 151].
Mivel a membrén a fokuszsikban van, igy a membranban mért F/N értékek nagyobbak.

e A membrant a fokuszsik minden mérésnél mas-mas nagysagh feliilettel (A=rwxy?)

metszheti, igy a mért F/N értékek sejtenként vagy a sejt mozgasa miatt is valtozhatnak.

e Azirreverzibilis fotoelhavanyulas vagy az antitestek aggregacioja esetén a fluoreszcens

onkioltas a membranban a varhaté F/N nagysagat csdokkentheti.

e Alacsony festék/antitest arany esetén, ha nem minden antitest van fluoreszcensen

megjel6lve, a membranban egyittmozgd részecskék atlagos fluoreszcenciaja kisebb,

igy az F/N analizissel a fehérjék dimerizaciojat alabecstlhetjik.
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A felsorolt tényezOk egyiittes hatasait €s a sejtmembran inhomogén fehérjeeloszlast is magaban
foglalo korrekcidt feltehetGen csak nehezen lehetne jol hasznalni, igy e korrekcio kidolgozésa
nem témaja a disszertaciomnak, a kidolgozasatol eltekintettiink. Mindezen megfontoladsok
ellenére a molekularis fényesség hasznalhato becslést ad az egylttmozgé fehérjek szamardl és

ennek valtozasarol.

2.9.  Fluoreszcencia Keresztkorrelacids Spektroszkopia (FCCS)

A fluoreszcencia keresztkorrelacids mérésekkel kiilonb6z6 szinii fluoroforokkal jelzett
molekulak dinamikajat lehet vizsgalni. A modszer segitségével meg lehet becsilni a
fokusztérfogatban vagy kétlézeres gerjesztés esetén az atfedd fokusztérfogatokban egyutt
diffundalé molekulakomplex hanyadat, koncentrécidjat. A keresztkorrelacios fiiggvény id6beli
lecsengésébdl az egylittmozgd frakcidok stabilitdsardl, kolcsonhatdsuk kinetikdjardl is
nyerhetiink informéacidkat. Az FCCS gyakran alkalmazott eljaras a fehérje-fehérje
parkolcsdnhatasok kimutatésara és jellemzésére [152, 153]. Egyarant alkalmazhaté €16 sejtek
membranjaban diffundalé fehérjék kozos difflzidjanak a vizsgalatara (pl. MHC | — IL-2Ra
[42]), valamint transzkripcids faktorok kolcsdnhatasanak és DNS-hez vald kotodésének
Kimutatasara [103, 154].

Két fluoreszcens csatorna jelének keresztkorrelacios fiiggvénye az aldbbi képlettel
definialhat6 [155, 156]:

_(R(O)FR(t+7))
SRR *

A képletben a két csatornat az 1 és 2 als6 indexek jeldlik, Fi(t) a detektalt fluoreszcencia

intenzitas az i-edik csatorndban (pl.: zéld vagy piros szin) a t mérési idépontban.

Idealis kondicidkat feltételezve (a csatorndk kozott atvilagitas nincsen, a fokusztérfogatok
atfedése tokéletes: nagysaguk és térbeli pozicidjuk megegyezik) a két csatorna kozotti
keresztkorrelacios fliggvény: (Gx(t)), valamint az csatornak autokorrelacios fliggvényei: (Gi(t)
és G2(1)) az alabbi alakuak [156-158]:

G (T) _ NlDiffl(r)+ N, ,Diff,, (z') 0
' (N +N,, )

G (r) _ N, Diff, (r)+ N, ,Diff, (z') -
‘ (N, +N,, )
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N, ,Diff,, (7)
N+ N, ) (N, + N, )

(22)

Gx(T):(

A fenti képletekben az id6fiiggd, fluoroforok mobilitasara jellemz6 tagok a Diffi(t), Diffo(t) és
Diffio(t) fuggvények. Az els6 két fliggvény az 1. és 2. csatorndban az 1. és 2. fluorofér
autokorrelacios fuggvénye, a harmadik pedig a kétszinti komplexeket alkotd fluoroférok
keresztkorrelacios flggvenyét jeloli. Az N1, N2 és N1, paraméterek a komplexeket nem alkoto
és a komplexekben levo atlagos részecskeszamokat jelentik. Az alabbi képletben egy 3D-ben
szabadon diffundalé részecske mobilitdsara jellemzd korrelacios tagot jeloltem:

-1 -1)2
Diff (r):(l—ki} [1+Sf j (23)

Ty Ty

Belathato, hogy a mobilitasara jellemz6 tag amplittidoja 1-gyel egyenld, igy a 20-22. egyenletek
amplitadoi csak a részecskeszamok fliggvényei.
1:1 kotédési aranyt feltételezve, a korrelacios fliggvények amplitidéjanak ismeretében a
komplexekben levo relativ részecskehanyadot meg lehet becsulni:
oM G0

N,+N;, G,(0)

(24)

— N1,2 — Gx (0)
N,+N,, G(0)

C, (25)
C1 és C a fluoroforok komplexben levo relativ hanyadanak a becslését jelenti. Az ilyen médon
kiszamolt asszocialt hanyad tobb tényez6 hatasa miatt is eltérhet a ténylegest6l: a fluoroférok
molekularis fényessége megvaltozhat a komplexbe valo kotdédés utan; a fokusztérfogatok
nagysaga altalaban kiilonbozo, a fokusztérfogatok pozicidja nem feltétleniil esik egybe; a
komplexekben tobb fluorofér is elhelyezkedhet [158, 159]. igy a korrelacios fuggvények
amplitadoibdl szamolt molekularis asszocialt hanyadok csak hozzavetbleges kozelitései a
tényleges értékeknek.

A keresztkorrelacios fliggvenyben (23. egyenlet) paraméterként szerepel a keresztkorrelacios
diffaziés id6 a (td). Egykomponensii rendszer esetén ennek nagysaga az egylttmozgd
komplexek stabilitasarol és mobilitasarol adhat informéacidt. A 16. egyenlet analogijara egy
két komponensii rendszer keresztkorrelacios fiiggvényeit is meg lehet adni, ez esetben
sulytényezok (p1 €s 1-p1) és diffuizios idék (t1q és 12,4) ismeretében a komplexhez (pl. DNS-

hez) valo kotédés aranyarol is kaphatunk felvilagositast.
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2.10. A multiple-t algoritmus

A fluoreszcencia korrelacios spektroszkdpiai mérések sordn a jellemezni kivant
folyamatok felolddsdhoz sziikséges iddbeli felbontdssal kell a fluoreszcencia intenzitast
detektalni. Mivel a fotofizikai folyamatok korrelacios ideje tipikusan a 10° — 10° s
tartomanyba, mig az é16 sejtekben diffundalé részecskék diffuzios ideje 10— 1 s tartomanyban
varhatd, igy ha azonos beosztasu pontokban hataroznank meg a korrel&cids fliggvényeket, tébb
nagysagrendnyi adatmennyiség tarolasara, hozzaférhetdségére és modositasara lenne sziikség.
A multiple-t algoritmus a fluoreszcencia korrelacids spektroszkdpiaban alkalmazott eljaras,
segitségével kisebb adatmennyiség mellett a korrelacios filiggvények logaritmikusan
ekvidisztans késleltetési idépontokban szamolhatdak ki [160, 161]. Az algoritmus szemléltetése
az alabbi 11. abrén lathato.

channels 25-32

At, =0.8 ps
delay time: 6.4-12.0 us

rl I I [ I ] 1 | [*

channels 1-18 channels 17-24
Ar, =0.2ps At, =04 us
delay time: 0-3.0 ps delay time: 3.2-6.0 ps
N Y N N N O ¢
Giar,) =X -
G{2ar,) =X x|
G(3ar,)=3 lLI ®
G(15ac) =% | X |
EO)
G(16ar,) =% | X |
G(164%,+At,)) = X | X | ©
G(16A1,+TAr,) = ¥ X |

11 4bra: Adatfolyam az egycsatornas multiple-t korrelatorban [162]

A Korrelator struktardjat memoria blokkok képezik, az intenzitasok tarolasa, késébbi
idépontokban torténd felhasznaldsa a memoriablokkban vald adatléptetéssel torténik. Minden
mintavételezési periddusban az elsé blokk elsé csatorndja kdzvetleniil a detektortol kapja meg
az intenzitas értékét, az adattarolas elott a korabbi intenzitas értéket jobbra kell 1éptetni.
Masodik blokktol kezdddden minden blokk elsd (1)) intenzitas eleme az azt megel6z6 blokk
utolso ket intenzitas elemének az osszegeként all eld. Az Uj intenzitas érték tarolasa eldtt a
blokkbeli intenzitas elemek Iéptetésérdl elemenként gondoskodni kell. Az alabbi képletnek
elvégezni:
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—
) X 1 T-1 1T -1
d(z,) = g(k‘Tmin)_ﬁIZk -1 T4 l (26)

a képletben az I; és li.x az i-edik valamint a k mintavételezési egységgel korabbi intenzitasertéket
jeloli; az intenzitdsok szorzatdt a Gk, az intenzitasokat a blokkokhoz rendelt M memoria
egységekben Kkell akkumuldlni. A T valtozé a blokkok végrehajtdsénak, az elvégzett
akkumulécidknak a szamat jel6li. Mivel egy korrelator blokk mindig a megel6z6 blokk két
utolso intenzitadsanak az 6sszegét kapja uj elemdil, igy a blokkok effektiv mintavételezeési ideje
blokkonként kétszerezOdni, a végrehajtasuk frekvencidja felezédni fog. A kétszeres
mintavételezési idéknek koszonhetéen a késletetési idok 1w« logaritmikusan lesznek
ekvidisztansak.
Az irodalomban a fent leirt architektiranak tébb mddositott valtozata is megtalalhato, pl.
blokkonként hany darab intenzitast tarolé6 memdriaegység talalhato (tipikusan 8), az utolso
hany darab intenzitast kell 6sszegezni és tovabbadni a kdvetkez6 blokknak (tipikusan 2). Ezen
paraméterek, valamint az elérhet6 legkisebb mintavételezési id6 szabja meg, hogy a korrelécios
fliggveny mely késleltetési idotartomanyban és milyen idépontokban lesz meghatarozva.

A fenti korrelator elrendezést duplikélva kétcsatornas multiple-t korrelatort kapunk.
Amennyiben ezen felil az intenzitdsok keresztszorzatat is akkumuldljuk, ugy a
keresztkorrelacios fliggvényeket is kiszamolhatjuk.

Az eljaras szerint a korrelacids fliggvényt adatblokkonként kell kiszamolni, s mivel a
blokkok csak minden mésodik végrehajtds utdn adnak 1j intenzitas elemet a kovetkezd

blokknak, igy a blokkok végrehajtasi frekvenciaja hatvanyfiiggvény szerint csdkken:

fi=—+ 27)

= 7=z

A biofizikai mérések soran gyakran sziikség van a korrelacios fliggvények valos idejii (real
time) kiszdmolasara és megjelenitésére. Ugyan a szoftverkorrelatorok flexibilitdsa sokszorosan
felulmulja a célhardverekét, és az utobbi evekben szamos szoftverfejlesztes tortént [163-168],
de a sebességiik még mindig nem elég nagy a gorbék futasidében vald szamolasahoz és
megjelenitéséhez. Igy a szamolashoz gyakran célhardvert (hardver Korrelatort) hasznalnak
[169].
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2.11. FPGA - programozhato logikai kapumatrix

Az FPGA (field-programmable gate array, programozhat6 logikai kapumatrix) egy
olyan ujraprogramozhat6 félvezet6 eszkoz, amely programozhato logikai blokkok matrixabol
all [170]. A blokkok lehetnek konfiguralhaté logikai blokkok, flip-flopok (bistabil
multivibrator), 1/0 (Input/Output) elemek, orajelkezel6-egységek, memoriablokkok és blokkok
kozotti programozhat6d Osszekottetések. Ezen aramkori elemek a felhasznald altal szabadon
programozhatoak, igy egy meghatérozott céltd hardver hozhatd altaluk létre. Az FPGA
eszk0zok 6tvozik az integralhatd aramkorok alkalmazas specifikussagat és a processzor alapd
rendszerek flexibilitdsat. Az FPGA-k hatranya, hogy alacsony odrajelen miikodnek (10-
200MHz), gyartasi koltségik sokszorosa az ASIC (Application Specific Integrated Circuits)
chipekének és a hagyomanyos processzorokénak, és korlatozott eréforrdsokkal rendelkeznek.
Tovabbi hatranyuk, hogy programozasukhoz hardverkdzeli programozasi szemlélet sziikséges,
a programok forditasi folyamata hosszu lehet (akar 5-60 perc). Az FPGA-k el6nyei, hogy nagy
sebességli parhuzamos feldolgozasra képesek, az /O elemeknek koszonhetéen akar 6 ns
feloldasi idej digitalis jelfeldolgozasra képesek. A felhasznéalt elemek szaméanak fliggvényében
200 MHz-es ciklusfrekvencia is elérhetd, nincs operacios rendszer (a parhuzamosan futd
szalaknak nem kell az er6forrasért versenyezniiik).

Az el6zé fejezetben ismertetett multiple-t algoritmussal a korrelacios fiiggvényt
logaritmikusan ekvidisztans idépontokban lehet meghatarozni. Figyelembe véve az FPGA
chipek memoria és szamitési kapacitasat, valamint a multiple-t algoritmus sajatossagait (27.
egyenlet), egy modern FPGA-n akér egy tobbcsatornés (hardver) korrelator is kivitelezhetd
lehet.
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3. Célkitiizések

Dolgozatom f6 témaja az immunfolyamatokban alapvetd szerepet jatszo
membranfehérjék altal alkotott kis- és nagyméretli molekulaklaszterek szerkezetének és
mar korabban kimutatték, de ennek a kdlcsonhatésnak a szerepe ismeretlen. Munkank soran az
MHC | molekulak szabalyoz6 szerepét vizsgéltuk az IL-2/15 citokin receptorok és MHC |
molekulak klaszterizaciojaban és mobilitisdban MHC | géncsendesités segitségével.
Dolgozatomban egy tébbcsatornas multiple-t korrelator validalasat is be fogom mutatni, melyet
mobilitas és ko-mobilitds vizsgalatokra is fel lehet hasznélni. Disszertaciom tovabbi részében
az IL-2 jelatvitel altal is aktivalt c-Jun - c-Fos transzkripcios faktorok heterodimerjének
konformaéciojat és DNS-kotodését vizsgaltam meg.

Kisérleteinkben az alabbi kérdésekre kerestiik a valaszt:

e Milyen szerepe van az MHC | molekulaknak az IL-2/15 receptorok klaszterizacidjaban
és dinamikajaban?

e Az MHC | molekuldk expresszidja hogyan valtoztatja meg azok mobilitasat és
klaszterezettségét?

e A c-Jun és c-Fos transzkripcos faktorok dimerjének milyen a konformacidja €16

sejtekben?
Eredményeim segithetnek megérteni a membranfehérjék klaszterizaciojanak és transzkripcios

faktorok dinamikajat, valamint példaul szolgalhatnak a modern mikroszkopos technikak

komplementer informécidkat nyujté alkalmazasara.

31



4. Metodikak
4.1.  Sejttenyésztés, antitestek fluoreszcens jel6lése, immunfluoreszcens jel6lés

A T sejtek sejtfelszini fehérjéinek vizsgalatdhoz IL-2 fiiggé FT7.10 human T limféma
sejtvonalat hasznaltuk, amely a Kit 225 sejtvonalbol szarmazik [171]. A sejtvonal stabilan
transzfektadlva van FLAG peptiddel ellatott IL-15Ra-val, és az IL-2R mindharom alegységét
konstitutivan expresszalja. A sejteket 5% CO»-t tartalmazd parasitott légteri termosztatban
37°C-on tenyésztettik RPMI 1640 tapoldatban (hozzéaadott 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 pg/ml G418 (Gibco) az IL-15Ra-val
transzfektalt sejtek szelekcidjahoz. A sejtekhez 48 6ranként 500 pM human rekombinans IL-2-
t adtunk. A c-Fos és c-Jun transzkripcids faktorok vizsgalatahoz Hela sejteket hasznaltunk, a
sejteket RPMI 1640 médiumban tenyesztettilk (10% FBS, 2 mM L-glutamin, 100 U/l Penicillin,
100mg/1 Streptomicin). A sejteket 2-3 naponta passzaltuk.

A sejtfelszini fehérjéket fluoreszcens monoklondlis antitestekkel jeldltik: az IL-2R a
alegységet anti-Tac (Repligen Corporation, MA, USA), vagy 7G7/B6 [172] (NCI-Frederick,
MD); az IL-15Ra-FLAG epitopot anti-FLAG-M2 [173] (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) vagy
7TA4-24 [171]; az IL-2/15Rp alegységet Mikp3 (BD Pharmingen, San Diego, CA); Az MHC 1
molekuldk nehézlancat W6/32 (1gG2a), mig a p2m-et L368 (IgGl), az MHC II-t L243
antitestekkel. Azon antitesteket, melyeket nem a megadott cégekt6l vasaroltunk, hibridéma
sejtek felliluszdjabdl izolaltuk vagy kollaboracios partnereinktél kaptuk (Dr. Thomas A.
Waldmann, National Institutes of Health). A sejtfelszini fehérjék mobilitdsanak
meghatarozasoshoz a felsorolt antitestek Fab fragmentumait hasznéltuk. Az Fab
fragmentumokat papainos emésztéssel allitottunk el6 [174]: az tdializalt 1gG-t L-cisztein (4
mg/ml) jelenlétében 37°C-on 12 éraig papainnal (Fab Preparation Kit, Thermo Scientific)
emésztettlik. Az oldatot protein-A oszlopon atengedve tiszta Fab frakciot nyertiink.

Az antitesteket szukcinimidil észter csoporttal rendelkezé Alexa Fluor 488, 546, 594,
647 (Invitrogen, Oregon, USA) vagy ATTO 647N (ATTO-TEC, Siegen, Németorszag)
festékekkel konjugéaltuk. A festék/antitest jel6lési aranyt abszorpcios fotometriaval hataroztuk
meg [175], a teljes antitesteknél ez az 1,1-3,9, mig az Fab fragmentumoknal a 0,4-0,79
tartoményba esett. A GM1 gangliozid lipid tutaj markert Alexa-488-cal konjugalt kolera toxin
B-vel jel6ltiik (Invitrogen, Oregon, USA).

Az FT 7.10 sejtek immunfluoreszcens jeldlesét az alabbiak szerint vegeztik el. A sejteket
kétszer mostuk HBSS-ben (1 liter desztillalt viz, ImM CaCly; 5,36mM KCI; 0,44mM KH2POu;
136,9mM NacCl; 0,75mM MgSOs; 0,33mM NaHPOs; 5,55mM D-gliik6z; 10nM Hepes;
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pH=7,4) 1100 rpm fordulatszdmon, 6 percig. 10 pl 50 pg/ml koncentréacioju antitestekhez vagy
25 pg/ml koncentrécidju CTX-B-hez 40 pl sejtszuszpenzidt adtunk, majd a mintakat 30 percig
jégen inkubaltuk. Jel6lés utan a mintékat kétszer mostuk hideg HBSS-ben, majd 8 Iyuku,
fedélemez alji mikroszkopos kamraban (Ibidi Gmbh., Martinsried, Németorszag) mértiik 6ket
le. A FRET és a STED mérésekhez a mintakat 1%-os formaldehid oldattal fixaltuk. A FRET
méréseket 8 lyukl kamréba kicseppentett sejteken végeztik el. A kolokaliz&cids és STED
mérésekhez a jelolt sejteket 1 mg/ml poli-L-lizinnel elékezelt fed6lemezre cseppentettik. Az
irreverzibilis fotoelhalvanyodas minimalizalasa végett a kicseppentett mintdhoz 10 ul 50%-
glicerin/50% 1xPBS-ben (10xPBS: 1,5 M NaCl; 32,18 mM KClI; 85,96 mM NayHPOg; 16,9
mM KH2PO.) oldott Mowiol-t (Calbiochem, Darmstadt, Németorszag) is adtunk. A Mowiol
megkdti a singlet oxigent, a glicerin a nagyobb viszkozitdsa miatt a szabad gyokok lassabban

diffundalnak igy az irreverzibilis fotoelhalvanyodas mértéke csokkeni fog.

4.2.  Gencsendesités RNS interferenciaval

Az RNS interferencia specifikusan hasznalhaté egy célgén csendesitésére. Mivel az
a konnyiilanc nélkiil nem expresszalodik, igy az siRNS szekvenciat a f2-mikroglobulinra
specifikusan terveztiik. Az siRNS-t Prof. Dr. Nagy Péter tervezte a Wistar Institute SIRNA
Selector programjaval, a géncsendesitést Volk6 Julianna optimalizélta és végezte el. A sejtek
transzfekciojat steril filkében AMAXA elektroporatorral (AMAXA GmbH, Kaoln,
Németorszag), 100 ul térfogatban, 2x10° sejten végeztilk Nucleofector Solution-V oldatban
100 uM siRNS koncentracioval. Az elektroporalast kovetéen a sejteket 24-lyukd plate-ben
tenyésztettik (500 ul médium, 12 ul G418) 37°C-on, 5% CO. atmoszféraban. Negativ
kontrollként elektroporalt, de siRNS-t nem kapott, vagy pedig GFP-ellenes, ErbB2-ellenes vagy
negativ kontroll (Bioneer, Daejeon, Dél-Korea) siRNS-sel transzfektalt sejteket hasznaltunk.
Az MHC 1 és Il fehérjék, valamint az IL-2/15R alegységek sejtenkénti abszol(t mennyisegét
aramlasi citométeres mérésekkel hataroztuk meg fluoreszcencia intenzitas sztenderd gyongyok
(Dako QIFIKIT; Dako North America, Carpinteria, CA, USA) segitségével.

4.3. Plazmidok, plazmidok transzfekcioja

Az AP-1 komplex vizsgalatat a C-terminalison EGFP vagy mRFP1 fluoreszcens
fehérjével jeldlt c-Fos és c-Jun transzfekcidjaval, HeLa sejteken végeztik. Az FP-vel jeldlt
transzkripciés faktorok konstruktjait az pSV-EGFP-N1 (Clontech, CA, USA) vektorbol

kiindulva hoztuk létre [103, 176]. A dimerizacios doméntdl szamitott C-terminalis domén a Fos
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fehérjében hosszabb, mint a Jun-ban, igy a C-végen elhelyezett festékek tavol vannak
egymaéstol a dimerben. Ezért a teljes hosszlsagu c-Fos fehérjék mellett hasznéltunk egy olyan
mutdnst is, melynek C végérdl eltavolitottak 164 aminosavat (c-Fos?*®). A FRET és FCCS
mérésekhez a pozitiv kontroll egy olyan fehérje volt, ahol a donor és akceptor festéket (EGFP-
MRFP1) egy 7 aminosavbdl allé linker koti 6ssze, ami a festékek kozelsége miatt magas
fluoreszcencia rezonancia energia transzfer hatasfokot és keresztkorrelacids egydtthatot
eredményez. Negativ kontrollként EGFP-vel és mRFP1-vel Kkotranszfektalt sejteket
hasznaltunk fel; mivel a donor és akceptor festékek egymashoz nem kapcsolodnak, igy a
kozottik fellépé6 FRET varhato értéke nulla. A plazmidok tervezéset és a transzfekciok

optimalizaldsat és kivitelezését Nina Baudendistel végezte el.

4.4. Konfokalis mikroszkopia, FRET mérése konfokalis mikroszképpal

A konfokalis képalkotas Iényege: a minta adott pontjara fokuszalt lézer altal kivaltott
fluoreszcencia csak egy tlilyukon keresztiil haladva érheti el a detektort, ami Kizérja a
képalkotasbol a fokuszsikon kiviilrl érkez6 fotonok nagy részét [177]. A lézersugar X-Y
iranya eltéritését a pasztazd tiikrok irdnyitjdk, a tllyuk &atmérdjének valtoztatasaval a
mikroszkoppal elérhetd Z irany( feloldas javithatd. Az IL-2/15 receptorok
konformacidvaltozasat az alegységeikhez kotodott fluoreszcens antitestek kodzotti Forster
rezonancia energiatranszfer (FRET) merésével vizsgaltuk.
Figyelembe véve az FT 7.10 sejtvonalon az IL-2Rp alacsony expresszids szintjét, a FRET

hatasfokot konfokalis mikroszkoppal, akceptor elhalvanyitas mddszerrel hataroztuk meg.

Az akceptor fotoelhalvanyitds mddszere azon alapul, hogy ha az akceptor festéket
irreverzibilisen kiégetjik, azok mar nem képesek a FRET kdlcsonhatasban részt venni, igy a
donor fluoreszcenciaja megnd [178]. A spektralis atvilagitasokat, a donorelhalvanyitast,
valamint az akceptorok elhalvanyodasi aranyat is figyelembe vevo egyenlet az alabbi alaku
[179]:

(1‘0‘)(':01@,1) _5FA1(i,j>)
7’( Foag.p) _(0‘5+(1‘0‘)5) FAl(i,j))_a(Fm(i,j) _5FA1(i,j))

a keépletben az Fpyij) és Fozg,j a hattérrel korrigalt donor fluoreszcencia intenzitas az (i,j)-edik

E(i,j)=1- (28)

pixelben az akceptor fotoelhalvanyitas eldtt és utan; Fauj) az akceptor fluoreszcenciaja a
fotoelhalvanyités elott; a az akceptor fluoreszencidjanak megmaradé hanyada fotoelhalvanyitas
utan; vy a donor fluoreszcencia elhalvanyodasanak hanyada; a 6 és € paraméterck az akceptorok

atvilagitési tényez6i a donorcsatornaba elhalvanyitas el6tt és utan. Mivel az atvilagitasi és
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elhalvanyodasi faktorok nagysagat elhanyagolhato mértékiinek talaltuk Alexa 546 és Alexa 647
festékek esetén, igy a pixelenkénti a FRET hatasfokot az alabbi képlettel sz&moltuk ki:

E(i, ) = 1— DM 9

D2(i, j)

A képeket 3x3 pixeles atlagsziirével simitottuk digitalisan, az intenzitdsokat a jel6letlen
sejteken mért intenzitasokkal korrigaltuk (hattérkorrekcio).

Meéréseinkhez Olympus FluoView 1000 konfokalis l1ézerpasztazo mikroszkdpot hasznaltunk. A
donor molekuldk (Alexa 546) gerjesztéséhez 543 nm-es lézervonalat és 555-625 nm detektalasi
tartomanyt hasznaltunk. Az akceptorok (Alexa 647) gerjesztéséhez 633 nm-es lézervonalat,
detektalasahoz 655-755 nm savsziir6t alkalmaztunk. 60% nagyitast olajimmerzios objektivvel
(NA 1,35), 4 us pixelenkénti gyiijtési idével 512x512 pixel méretii képeket készitettiink
20,1x20,1 um? nagysagu teriiletekrél.

A c-Jun és c-Fos transzkripcids faktorok kdzotti kdlcsonhatas vizsgalatahoz a FRET méréseket
Zeiss LSM 510 konfokalis lézer pasztaz6 mikroszkopon (Carl Zeiss, Jena, Németorszag)
vegeztuk. A donor és transzfer csatornadkban a gerjesztéshez Argon ion lézer 488 nm-es vonalat
hasznéltuk, a fluoreszenciat 505-550 nm, illetve 560-610 nm kozotti tartomanyban detektaltuk.
Az akceptor gerjesztésehez 543 nm-es lézervonalat, detektalasdhoz és 560-610 nm-es savsziir6t
hasznaltunk. A konfokalis mikroszkop kiilonbozé csatornaiban a donor és az akceptor adott
hullamhosszu lézeres gerjesztése esetén az azokra jellemzO emisszios hullamhossz-

tartomanyokban az alabbi fluoreszcencia intenzitasok detektalhat6ak:

Donor csatorna: | (488,505-550) = I, (1-E)+B,
Transzfer csatorna:  1,(488,560—610)=1,(1-E)-S,+1,-S,+1,-E-a+B,
Akceptor csatorna: 5 (543’ 560 610) =1,+B; (30)

B1, B2 és Bz a sejtek autofluoreszcenciajabol szarmazd hattér értékek, amelyek a jel6letlen
mintakbol detektalhatoak. Az atvilagitasi tényezok, az o faktor definicidja, valamint az
egyenletrendszer megoldasa az irodalomban megtalalhaté [180, 181]. Az S; paraméter a csak
donorral jel6lt mintabol hatarozhaté meg (1a=0 és E=0) az alabbi képlettel:
_1,-B,

S, =
' Il_Bl

(31)
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Az S, parameter a csak akceptorral jeldlt mintdbol hatarozhaté meg (Ip=0, E=0) a kovetkez6

modon:

I,-B
S —_2 2
> 1,-B, (32)

Az o faktor a detektalas érzékenységére és a festékek kvantumhatasfokara jellemz6 szam,
amely annak a mértéke, hogy az adott sz&mu gerjesztett akceptortdl sza&rmazd, a transzfer
csatorndban detektalt fluoreszcencia intenzitas hogyan aranylik ugyanennyi gerjesztett donortol

szarmaz0, a donor csatornaban detektalt fluoreszcencia intenzitashoz.

a=15"T (188) (33)

Lo: a donorral jel6lt antitest jel6lési ardnya (festék/antitest)
La: az akceptorral jel6lt antitest jel6lési aranya

&: a donor ill. akceptor 488 nm hullamhosszhoz tartozo extinkcids koefficiense.

4.5.  Fluoreszcencia korrelacios spektroszkdpiai mérések

Az MHC | glikoproteinek és az IL-2/15 receptorok sejtfelszini mobilitasat
fluoreszcencia korrelacids spektroszkdpiaval mértik meg. A korrelacidés mérésekhez Olympus
FluoView 1000 konfokalis mikroszkdpot hasznaltunk, melynek negyedik detektéalasi csatornaja
fotonszdmlalo lavina fotodiddakkal van felszerelve. A mérésekhez 60x vizimmerzios (NA=1,2)
objektivet hasznaltunk. A mikroszkop leirasa a kovetkezo cikkekben megtalalhatd: [182] és
[183]. Az FCS méréshez a sejteket Alexa 488 festékkel konjugalt Fab antitestekkel jeldltik.
Minden sejtben egy kivalasztott pontban mértiink, 25°C hémérsékleten. Az Alexa 488 festéket
az Ar-ion lézer 488 nm-es vonalaval gerjesztettilk, <1 kW/cm? (<1 pW) intenzitassal. A
festékek fluoreszcencia emissziGjat 515-545 nm savszirével szlrtiik, s lavina fotodiodaval
detektaltuk. A fotodiodak kimenetén a fotonok beérkezése utan egy 50 ns szélességii TTL jel
jelenik meg, ezen TTL jelek felfutd elének a beérkezeési idejét regisztraltuk NI17833 FPGA
(National Instruments, Austin, TX) mérokartyaval, 80 MHz-es mintavételezési frekvenciaval,
sajat készitésii szoftverrel. Az autokorreldcids gorbéket a foton beérkezési adatokbdl, sajat

fejlesztésli programmal, multiple-t algoritmussal szamoltuk ki.
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A gorbék offline kalkulacidja a rendelkezésre allé eszk6zokon néhany percet is igénybe vehet.
A mikroszkop beéllitasainak gyors optimalizalasat a real-time adatmegjelenités megkdnnyiti,
igy az Alexa 488 Kkalibracids oldatok autokorreldcidjanak kiszdmolaséhoz ALV 5000E
hardware korrelatort (ALV-Laser Vertriebsgesellschaft m-b.H., Langen, Németorszag)
hasznaltunk. Az 50 nM Alexa 488 kalibracios oldat (10 mM Tris-EDTA puffer, pH=7,4) g6rbéit
autokorrelacios gorbéket ennek 5 méasodperces részintervallumaira vonatkoztatva szamoltuk ki,
hogy a fotoelhalvanyulas okozta relativ intenzitascsokkentést és az ebbdl szarmazo miiterméket

az autokorrelaciés fliggvényben minimalizaljuk.

A c-Jun és c-Fos transzkripcids faktorok mobilitdsi viszonyait a kollaborécios
partneriink laboratériumaban kifejlesztett [184] konfokalis mikroszkoppal, valamint az arra
felszerelt korrelacios modullal vizsgaltuk meg. Az EGFP és az mRFP1 gerjesztéséhez az Ar-
Kr 1ézer (Omnichrome, Melles Griot, Bensheim, Németorszag) 488 nm-es, illetve 568 nm-es
vonalat hasznaltuk, a Iézerek teljesitménye 5 és 10 kW/cm? kozott volt. A fluoreszcens jeleket
515-545, illetve 608-635 nm-es savsziirével sziirtiik, majd lavina fotodiédakkal (SPCM-AQR-
13, Perkin-Elmer, Wellesley, MA) detektaltuk. Az auto- és keresztkorrelacios fliggvényeket
ALV-5000/E hardver korrelatorral hataroztuk meg. A méréseket 23°C-on vegeztik el. A
konfokalis térfogatok méretének meghatérozasdhoz 100 nM koncentracioju fluoreszcein és
Alexa 568 festékbol készitett kalibracios oldatokat hasznéltunk, a mérések hossza 60 s volt. A
fokusztérfogat lateralis sugarat a festékoldatok ismert diff(zids allandoi (D), valamint a mért

diffuzids idejik (zp) ismeretében az alabbi képlettel hataroztuk meg:

w, =+4-D-7, (34)

Az Alexa 488 diffiziés allandéja 25°C hémérsékleten 414 um?/s [185], a fluoreszceiné 425
um?/s [186], az Alexa 568 festéké pedig 332 pm?/s [187]. A kalibracios festékoldatok difflzids
id6i a 18-33 ps tartomanyba estek, igy az wyy laterdlis sugarak 180-200 nm szélességiinek
adodtak. A membranfehérjék diffuzids allandoéit a becsiilt diffazids idejiikbol, valamint a wxy

sugarak ismeretében a 12. egyenlet segitsegével szamoltuk Ki.
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A fokusztérfogatban levd, Fab-vel megjeldlt fehérjék atlagos szamat az alabbi képlettel

hataroztuk meg:

FO/[( F/N )Fab,oldatban (D/ p)Fab] (39)

A képletben az Fo a mérés kezdeti 400 ms-ban detektélt fluoreszcencia intenzitas. Az F/N
paraméter az adott antitest specifikus fenyességét jeldli, a D/p a jel6lési ardnyat (Dye to protein
ratio, azonos a 33. egyenletben szerepld L értékkel). Az antitestek molekularis fényességeit a
EDTA pufferben, pH=7,4) segitségével szamoltuk ki. Az MHC I, MHC I, valamint az IL-2Ra.
és IL-15Ra elleni antitestek molekularis fényessége az alkalmazott 1ézer intenzitas mellett 1,4;
1,7; 1,7 és 1,7 kHz volt.

Az irreverzibilis fotokarosodastdl és a fehérjék immobilis hanyadatol fliggd

fotoelhalvanyodasi hanyadost (bleaching fraction) az alabbi képlettel szamoltuk ki:

1-—- (36)

A képletben az F(0) a mérés elsé 300 ms idejében detektalt, az F(t), a mérés t-edik
méasodpercében detektalt atlagos fluoreszcencia intenzitést jeldli. A hdnyados nagysagat t=5 s,
20 s és 100 s idopontokban hataroztuk meg.

4.6. Meérések szuperfeloldasu (STED) mikroszkoppal

A fluoroforok gerjesztéséhez 570+5 és 647 nm-es, a gerjesztett allapot deplécidjahoz
(STED lézerek) 710+10 és 750+10 nm lézervonalakat hasznaltunk. A méréseket Alexa 594 és
ATTO-647N festékekkel végeztik el, fluoreszcencidjukat 61515 és 675+15 nm-es
savszlirokon keresztul detektaltuk. A mikroszkop feloldasi hatara mindkeét csatornaban ~40 nm-

nek adédott, a pixelek mérete 20 nm, az 512x512 pixeles kép mérete pedig 15 pm? volt.
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4.7.  Digitélis képfeldolgozas
4.7.1. Fehérjeklaszterek méretének meghatarozasa STED képekbol

Az IL-2/15 receptorok, valamint az MHC | molekulak sejtfelszini klaszterméreteinek
meghatarozasat szuperfeloldasu STED képek analizisével vegeztik el. A képeket Richardson-
Lucy konvoldcioval [131] simitottuk, 40 nm széles Lorentz-alaka PSF (point spread function)
feltételezése mellett. Az IL-2/15Ra és az MHC I fehérjeklaszterek nagysagat harom modszerrel
szamszerusitettilk. A harom modszer harom eltéré megkozelitésen alapul, igy az eredmények
direkt Osszehasonlitasa csak nehezen kivitelezhetd, ezért az adatok értelmezésénél célszerii a
klaszterméret valtozasok trendjeit alapul venni. A képelemzést és a fuggveényillesztéseket sajat
fejlesztésti Matlab (The MathWorks Inc., Natick, MA, USA) programokkal végeztem el.

Els6ként a fluoreszcencia intenzitismaximumok felértékszélességét (full width at half
maximum, FWHM) mértik meg. Az IL-2/15Ra és MHC | molekulakrol készilt STED képek
minden lokalis maximumanak szélességét 20 kiilonbozé szog mellett megmértiik, és az egyes
klaszterek nagysagat a kiillonboz6 szogek alatt mért szeélességek szdmtani atlaga jelentette.

Masodik modszerként a STED képek térbeli autokorrelacios fuggvényének alakjabol
kovetkeztettlink az IL-2/15Ra és MHC | klaszterméretek nagysagara. Az autokorrelacios
gorbéket modellfliggvénnyel illesztettlik, mely paraméterként tartalmazza az atlagos
klaszternagysagot. Ha a sejtfelszinen tobb részecskeklaszter is talalhatd, belathato hogy a teljes
korrel&ciés fuggvény harom tag dsszegekent irhato fel:

G ( r) — G PSF (r) + leasztereken belul (r) + leaszterek kozott (r) ’ (37)

ahol az els6 tag a PSF korrelacios fiiggvénye, a masodik és harmadik tag pedig a részecskék
klaszteren beluli és klaszterek kodzotti parkorrelaciés fuggvénye. Mivel egy digitalis kép
diszkrét pixelekbdl all, igy az experimentalis térbeli autokorrelacios gorbét az alabbi képlet
szerint szamoltuk ki:

> (i, j)x1 (kD)

i, je ROI

G(r):N(r)Xk,leROI _1

P |<i,j)]2 (38)

i, je ROI

ahol | (i, j)az (i,))-edik pixel intenzitasa, r az (i,j) és (k,I) pixelek tavolsaga, N(r) azon pixelek

szama amelyek egymastdl r tavolsagra vannak. (A G(r) flggvény egy adott r tavolsaghoz
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tartozo értékének kiszamitasakor az 6sszegzésben csak azok a pixelparok szerepelnek, melyek
tdvolsaga éppen r). Az empirikus korrelécids figgvényeket 3 tagbol allé Gauss fliggvénnyel
illesztettuk:

G(r)=pxe" ™ +p,xe " 1 p xe (39)

ahol w a PSF sugara, d a klaszterméret atlagértéke, g a klaszterek kozotti atlagos tavolsag. A
tagok kiilonbozé sUlyait a p1, p2 és pz egyitthatok illesztésevel vettiik figyelembe. A képlet
alkalmazhatdsadgat Monte-Carlo szimuléciokkal teszteltem. A szimulacié soran 40 nm-es
feloldas mellett kiilonb6z6 sugard, kor alakd klasztereket definialtam. A klasztereken beldl a
részecskeslriiség allandd, a részecskék eloszlasa véletlenszerli volt. A képek térbeli
autokorrelacios fiiggvényébol becsiilt klaszterméret linearis flggvénye volt a tényleges
klaszterméretnek, igy a szimulacio segitsegével a sejtfelszini klaszterizaciés viszonyok
valtozasa jol modellezhetd.

A klaszterek méreteit képszegmentéacios modszerrel is meghataroztuk. A kétcsatornas képek
mindkét csatorngjahoz intenzitas kiiszobértékeket rendeltiink, a kiiszObértékek nagysagat a
kisebb méretli lokalis intenzitismaximumok egyharmad részére allitottuk be. A
molekulaklaszterek azonositasahoz az egymassal szomszédos és a kiiszobértéknél nagyobb
intenzitasu pixelek unidjat képeztiik, az analizis soran ezen egybefliggd magas intenzitasu
teriileteket neveztiilk klasztereknek. Statisztikakat készitettiink a klaszterek teriiletérdl,
dsszintenzitasarol, valamint a kiilonb6z6 szinnel jelolt, fiiggetlen csatorndkban detektalt
klaszterek atfedésrdl is. Ezen modszerrel mind az egyedi MHC I és IL-2/15Ra, mind a kdzos
molekularis ko-klasztereket azonositottuk, és a kozos molekuléris frakcioikat is

szamszerUsitettiik (lasd alabb).

4.7.2.  Pearson-féle kolokalizacio meghatarozasa konfokalis és STED képekbol

A membranfehérjék és lipid tutajok kolokalizaciojat néhany szaz nm-es felbontassal
kétcsatornas FVV1000 konfokalis mikroszkoppal keszllt képeken vizsgaltuk meg. A sejtek
fedélemeztdl tavoli felszinérdl 3, egymastdl 500 nm-re levé, ~1 um vastagsagu optikai szeletet
vettlink fel, a zajt 3x3 pixel méretli atlagolo sziirével sziirtiik, majd projekcioval a szeleteket
egy képpé egyesitettiik . Az IL-2/15Ra és az MHC | molekuldk egyuttallasanak néhany tiz nm-
es felbontéssal torténd vizsgalatahoz keétcsatornds STED mikroszkoppal keésziilt képeket

elemeztiink. A domén szintii egyiittallas jellemzéséhez a konfokéalis mikroszkoppal készult
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képeket hasznaltuk. Az egyiittallas szamszeriisitéséhez az alabbi statisztikat, a Pearson-féle
korrelacios egyitthatot hasznaltam fel [41, 188, 189]:

_ Zizj(xiyi —7)(yi,j -)
I3 03 2 (- )

C

(40)

Az xij és yij a mikroszkdp két csatornajaban, az (i,j) indexekkel jellemzett pixelben detektalt
fluoreszcencia intenzitasokat jeldli. Az igy definialt egy(tthaténak hdrom nevezetes értéke van.
Amennyiben a két csatorndban a pixelek egymassal egyenesen aranyosak, ugy C értéke eggyel
egyenld. Ha a két csatorna ugyanazon pixeleiben az atlagtol mért eltérések ellentétes eldjeliiek,
de az eltérések értéke egymassal aranyos, C értéke -1. Amennyiben a két csatorndban az
intenzitas eloszlasok egymastol fliggetlenek, ugy a koefficiens varhatd értéke 0. Az analizishe
csak azokat a pixeleket vettik be, amely a sejtfelszinen voltak, valamint legaldbb az egyik
csatornaban egy el6ére definialt kiiszoberték felett alltak. A szamoldsokat vagy LabVIEW [41]
vagy sajat fejlesztésii Matlab (The MathWorks Inc., Natick, MA, USA) rutinokkal végeztiik el.

4.7.3.  Molekularis frakciok kiszamolasa

Az IL-2 és -15 receptor o alegységek és az MHC | glikoproteinek egymassal asszocialt
hanyadait STED képek segitségével az alabbi modon becsiltik meg. A csatornak
intenzitasviszonyait figyelembe véve, az egyedi molekulédkhoz tartoz6 intenzitdsmaximumok
felehez definialtuk a kiiszobértékeket. Az asszocialt hanyadokat a sejtenként kijeldlt tertleten

az alabbi képlettel hataroztuk meg [188]:

Z I voros, IL-2Ra (|, J)

[IL-2Ra][MHC 1] _ o
[lL—ZRa] Z | VOros.IL-2Ra (i, J) (41)

i,je ROI
voros > kiiszéb

ahol 1"*"%(i,j) az IL-2Ra intenzitasa a vérds csatorna ij-edik pixelében. A MHC |

molekulak IL-2 vagy -15 receptorok melletti frakcidjat anal6g modon hataroztuk meg. A kepek
analiziséhez sajat fejlesztésit MATLAB szkripteket hasznaltam.

41



4.9.  Statisztikai elemzés
A mérési eredmények Osszehasonlitasara szolgalo statisztikai teszteket (kétmintés t
préba, valamint a kétmintds Kolmogorov-Szmirnov proba) beépitett MATLAB (Mathworks

Inc., Natick, MA, USA) fiiggvényekkel és sajat fejlesztésii programmal végeztem el.
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5. Eredmények
5.1. MHC I géncsendesités hatasanak a vizsgalata az IL-2/15 citokin receptorokra

Az MHC | molekuldknak a klaszterizacidjaban betoltott szerepének a vizsgalatahoz a
glikoproteinek expressziojat siRNA transzfekcidval csokkentettiik le. A feherjemobilitasokat
fluoreszcencia  korrelacios  mérésekkel, a  klaszternagysagokat  szuperfeloldasu
mikroszkdpiaval, membran domén lokalizécidkat Pearson korrelacios analizis segitségével

vizsgaltuk meg.

5.1.1. Korrelaciés mérések optimalizalasa, alkalmazéasa

Az MHC I molekularis mobilitast szabalyozo szerepének vizsgalatdhoz fluoreszcencia
korrelacios spektroszkopiai méréseket végeztink. A mobilitdsok és klaszterizacios viszonyok
kvantitiv jellemzésehez a fokusztérfogaton atdiffundaléd fluoreszcens jelek autokorelacios
fuggvényeinek paraméterbecslését végeztik el. Az aldbbi 12. &bran tesztoldatok (Alexa 488,
Alexa 488-W6/32-Fab, Alexa 488-anti-Tac-Fab, Alexa 488-anti-FLAG-Fab) valamint
sejtfelszini MHC I-hez kotott Alexa 488-W6/32-Fab demonstrativ korrelacios fliggvényei
lathatoak.

— - A488-W6/32 Fab, membranhoz kotott antitest 14

— A488-W6/32 Fab, antitest oldatban '

—— AMd88-anti-Tac Fab, antitest oldatban

————— A488-anti-FLAG Fab, antitest oldatban 1.2
Alexa 488, fluoreszcens festék oldatban

—— lllesztés, 1 komponensi 3D vagy 2D diffuzié, 1.0

0.8

G(x)

0.6

0.4

0.2

0.0

1073 102 107 100 107 102 10°
T(ms)

12. abra: Tesztoldatok valamint Alexa 488W6/32-Fab-val jeldlt sejtfelszini
MHC I normalizalt korrelaciés fuiggvényei és illesztései

Az abran szabad és antitesthez konjugalt Alexa 488 festékek TE oldatban (10 mM
Tris; 0,1 mM EDTA; pH=7,4) mért, valamint az Fab sejtfelszinen mért
autokorrelacios gorbéi lathatéak. A korrelacids flggvények jobbra tolddtak a
csokkené mobilitas, novekvé diffuzids id6 sorrendjében. A488-W6/32-Fab, A488-
anti-Tac-Fab és A488-anti-FLAG-Fab: Alexa fluor 488 festékkel konjugalt MHC
I, IL-2Ra és IL-15Ra ellenes antitesteket jeloli.
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Az autokorrelacids gorbek altalaban jol illeszthet6ek voltak egy komponens térbeli (oldat) vagy
sikbeli (membréan) szabad diffaziojat leir6 modellfliggvényekkel (11. és 13. egyenlet). Az
autokorrelacios gorbék lathatoan jobbra tolodtak a csokkent mobilitas miatt. Korabbi biofizikai
méresek kimutattak, hogy az I1L-2/15 receptorok valamint az MHC | glikoproteinek valtozatos
sejtfelszini mintazatokba rendez6dnek [41, 42, 72]. A nm-es tavolsagu parkdlcsonhatastdl akar
a mikrodomén szintii klaszterizacioig is asszocialhatnak. Ezen inhomogén sejtfelszini eloszlas
egyik kdvetkezménye, hogy a sejtfelszinen diffundalé molekuldk autokorrelacios fuggvénye
olykor jelentés mértékben eltérhet a 2D-ben szabadon diffundalé részecskek
modellfiggvényétél. Az analizisbe csak azokat a gérbéket vettiik bele, amelyek jol illeszthetéek
voltak a 2D-ben diffundalo részecskék probafliggveényével.

Irodalmi adatok szerint a korrelacios méresek hosszanak minimalisan 1000x akkoranak kell
lennie, mint a szoban forgo fehérjék diffazios ideje [190]. wxy=200 nm fokusztérfogat sugara
mellett a membranfehérjék diffuzios ideje tipikusan néhany 10 ms; t10=50 ms diffuzios id6t
feltételezve gorbénként 50 s mérési id6 lenne sziikséges. A majdnem egyperces gorbenkénti
mérési id0 inkompatibilis a sejtek felszinén tapasztalt hosszi tdva valtozadsok miatt. Az
irreverzibilis fotokdrosodas kovetkeztében az atlagos fluoreszcencia iddben csokken, igy az
autokorrelacids fiiggvényben a difftizidés 1dénél hosszabb miitermék korrelacidés iddk is
megjelennének. Mérési idének 5 s-ot valasztottunk, ezen kompromisszumos valasztas mellett
a diffizios 1dok is feloldhatoak, valamint a mérési szakaszon beliili irreverzibilis fotodestrukcio
nem jart hosszabb korrelacios komponensek megjelenésével. A 100 s-os sejtenkénti mérési id6
minden 5 s hosszUsagu szakaszaban kiszamoltuk és modellfuggvénnyel illesztettik a
korrelacios flggvényeket. A 13A és B abra fels6 részén a sejtfelszini Alexa-488-W6/32-Fab
(MHC 1) fluoreszcencigjat abrazoltam az id6 fliggvényében. Az adatok kontroll (A) és
géncsendesitett (B) sejtekbdl szarmaznak. Az analizisbe csak azokat a korrelacios gorbéket
valasztottuk bele, amelyek illesztési maradékfiiggvénye (fit residual) nullara szimmetrikus és
kis amplitaddju volt. Az adatanalizisbél a 2D modellfliggvénytdl szignifikansan kiillonb0z6
experimentalis gorbéket szisztematikusan kizartuk. Hasonlo eljarassal szelektaltuk az IL-2Ra
(Alexa 488-anti-Tac-Fab) és IL-15Ra (Alexa 488-anti-FLAG-Fab) autokorrelécios flggvényeit
is (13C és D abra).
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13. &bra: MHC I, IL-2Ra és IL-15Ra korrelacios gorbéinek analizise

Minden sejtrél 100 s-ig gyijtottiik a fluoreszcenciat, és 5 s-o0s szakaszonként kiszamoltuk a
korrelécios gorbeket. Az analizisbe csak azokat a gorbéket vettik bele, melyek jol illeszthetok
voltak a 2D szabad diffaziot és triplet allopotot figyelembe vevé modellfiggvénnyel (folytonos

vonal). A) MHC | (kontroll sejtek), B) MHC | (MHC | géncsendesitett sejtek), C) IL-2Ra
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(kontroll sejtek), D) IL-15Ra (kontroll sejtek). Az eltér6 szinek a mérés kiilonb6zo

részintervallumaira vonatkoznak.

5.1.2.  MHC I géncsendesités hatasa az IL-2/15Ra alegységek és MHC I glikoproteinek
sejtfelszini részecskeszamaira
A 14. abrén az IL-2Ra és IL-15Ra alegységek és MHC | glikoproteinek sejtenkenti
molekulaszam eloszlasét tiintettem fel kontroll és MHC | géncsendesitett sejteken. Az SiRNS-t
100 ug/ml koncentracioban alkalmazva az eredetei MHC | mennyiség 5-10%-a maradt meg. A
géncsendesites specifikusan csak az MHC | glikoproteinek expressziojat csokkentette.

Fehérjeszam a konfokalis térfogatban
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Sejtfelszini fehérjeszam

14. dbra: IL-2Ra, IL-15Re és MHC I sejtenkénti molekulaszam eloszlasa

A hisztogramok a sejtfelszini sejtenkénti molekulaszdm eloszlasokat abrazoljak a
populacidban, aramlasi citométerrel, Dako Qifikit kalibraciés gyongyokkel
meghatarozva (10* sejt/minta). A box & whisker &brakon az FCS mérésekben
mintavételezett sejtek teljes sejtfelszini molekulaszdm becslései vannak feltlintetve (35.
egyenlet alapjan 25-35 sejt/minta). A teljes sejtfelszinre vonatkoz6 molekulaszamokat a
konfokalis térfogatban elhelyezkedé molekulak szamabol aranyparral szamoltuk ki a
konfokalis térfogat laterélis sugarat wxy=0,2 pm-nek, a sejtet 6,5 um sugaru gémbnek
feltételezve. A hibavonalak szélei a minték 10 és 90%-o0s, a dobozok szélei a 25 és 75%-
os percentiliseit jelolik.

Az FCS mérések végrehajtasa soran csak relative kis elemszam( mintavételezés lehetséges
(mintanként n =~ 20-40 sejt), ezért célszerli volt Osszevetni a korrelacios mérésekbdl
szarmaztatott sejtenkénti részecskeszamokat a populacioban meértekkel (hisztogramok, n>
10 000 sejt). Az 14. ébra felsd részén a korrelacios mérések intenzitasértékeibdl szarmaztatott

sejtfelszini részecskeszamok vannak ,,box & whisker” abrazolassal feltlintetve. A konfokalis
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térfogatban 1év6 részecskeszamokat a 35. egyenlet segitségével szamoltuk ki, ez alapjan
becsultlik a részecskeszamot a teljes sejtfelszinre. Az FCS mérésekkel mintavételezett sejteken
szdmolt részecskeszdmok atfedésben voltak a teljes popul&cidban &ramlasi citometriaval
meghatarozottakkal.

A korrelaciés flggvenyek amplituddjabol a fokusztérfogatban diffundald részecskék atlagos
szama meghatdrozhato, a hattérkorrekciot a 17. egyenletnek megfeleléen végeztiik el. Az alabbi
15. dbrdan az MHC |, MHC 1l és IL-2/15Ra korrelacios fiiggvényeib6l szamolt atlagos

részecskeszamokat tiintettem fel, MHC I géncsendesités el6tt és utan.

50

40 w7

30

f:HH

BB

MHC | IL-2Ra IL-15Re MHC I

15. &bra: Részecskeszamok (N) meghatarozasa FCS gorbék analizisével

A statisztikai 6sszehasonlitasokat Kolmogorov-Szmirnov teszttel végeztik el:
***:p<0,001, **: p<0,01, *: p<0,1; A hibavonalak szélei a mintak 10 és 90%-
0s, a dobozok szélei a 25 és 75%-o0s percentiliseit jelolik. n~25-35 sejt/minta.

i

.\.
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A géncsendesités kovetkeztében az MHC | atlagos részecskeszama korilbelll tizedrészére
csokkent, Osszhangban a kalibraciés gyongyokkel meghatarozottakkal. A tobbi fehérje
mintadtlagai kozotti eltérések feltehetden a sejtek kivalasztasanak az inhomogenitasat tiikrozik,
a populaciébdl meghatarozott sejtfelszini részecskeszamok nem kuldénboztek egymastdl.
Fontos megjegyezniink, hogy a konfokalis térfogatban levé fehérjék szama nagyobb lehet, mint
az amplitudokbol szarmaztatott részecskeszam. A kiildnbség egyrészt szarmazhat abbol, hogy
a membranfehérjék Kklaszterizalodhatnak, immobilizalédhatnak — ez&ltal a diffundalo
részecskék latszolagos szama kevesebb lehet, mint a tényleges részecskeszam. Masrészrél, a
kilonbség szarmazhat abbol, hogy heterogén fényességli részecskék esetén az atlagos
részecskeszamhoz egy komponens részleges amplitiddjanak a fényesség négyzetével aranyos
jaruléka van (14. és 15. egyenlet), a kisebb fényességli komponensek részleges amplitaddja
kisebb, mint a tényleges részaranyuk, igy az amplitud6 reciprokabdl szamolt atlagos

részecskeszam alulbecsuli a tényleges értékeket.

47



A 16A &bran az MHC | diffundalé részecskeszamait az adott mérési szakaszban vett
atlagintenzitas fliggvényében &brdzoltam. Az &bran a géncsendesitett és a kontroll mintabdl

mintavételezett adatokat mas-mas szinnel jeldltem.

MHC | molekulaszam/um?

MHC | molekulaszam/um?

0 100 200 300 400 100 200 300 400
A 50
kontroll sejtek y =0,56 x + 0,84 R
MHC | KD sejtek R’ =0,7
40 . o
LR * % . Y
30 o
= , ) 2t e, . E .
20 ot 2, I ° o: L N o o
‘ 5 . % o o ,,:o ® N * N N @
10 @ 4‘0 ¢ ; LAY H @ N B $
% oo £ 0 ¢ O
$§f” :%:%: :% . o o,
0 :
0 20 40 60 0 20 40 60
F (kHz) F (kHz)

16. abra: Az amplituddobol és az intenzitasbol szamolt részecskeszamok
dsszehasonlitasa

A) Az adott mérési szakaszban meghatarozott részecskecsamok (N) az atlagos
fluoreszcencia (F) fuggvényében. Kék: kontroll, piros: MHC | géncsendesitett
sejtek. B) Az elébbi adatok unidjabdl készilt statisztika: atlagos részecskeszam az
egyes intenzitasosztalyokban. Az osztélyok szélessége (bin width) 2 kHz.

Az amplitaddbdl becsult részecskeszamok pozitivan korrelaltak az abban a mérési szakaszban
szamolt atlagos fluoreszcencia intenzitassal illetve fehérjeszammal. A 16B abran a
géncsendesitett és kontroll sejtek adatainak unidjabol készilt grafikon lathatd, mely az
intenzitas osztalyokhoz tartoz6 atlagos részecskeszdmokat mutatja. Az adatpontokra illesztett
egyenes egyenletét az abran tintettem fel. Az adatok unidjabol készilt statisztika is
alatamasztotta, hogy az amplitadébdl becsult részecskeszdm monoton fliggvénye az atlagos

fluoreszcencia intenzitasnak.
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5.1.3. IL-2/15Ra alegységek és MHC I aggregacios allapotanak becslése a molekularis
fényességek analizisével

A molekuléris fényesség (F/N) ismeretében a fehérjék homoaggregécids képességét
lehet megbecsulni, a molekularis fényesség nagysaga egyenld egy diffundald részecskétol
1d6egység alatt detektalt fotonok szamaval. A molekularis fényességek 0sszehasonlitasa elott
megvizsgaltuk, hogy vajon a fluoreszcencia intenzitds milyen mértékben csokken a mérést
megkezdését kovetden. A csokkenés mértékét a fotoelhalvanyodasi hanyadossal (bleaching
fraction) szamszerusitettiik, lasd 36. egyenlet. A hanyados értéke fuigg a fehérjék immobilis
hanyadatol és az irreverzibilis fotodestrukcio valosziniiségétl. A mérések soran altalaban
egyik tényez6 sem elhanyagolhatd, igy fotoelhalvdnyodasi hanyados altaldban nullatdl
kiilonboz6. A 17. dbran az MHC | és az IL-2/-15Ro alegységeinek az atlagos
fotoelhalvanyodasi hanyadosait abrazoltam a mérés kezdete utdn 5-20-100 s id6pontokban,

kontroll és géncsendesitett sejteken egyarant.
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17. &bra: Az MHC 1 és az IL-2/-15Ra. alegységek atlagos
fotoelhalvanyodasi hanyadosai

Mivel a fotoelhavanyodasi hanyadosok 20 s utdn meghaladtak az 50%-ot, igy indokolt, hogy
csak a mérési id6 elsd 15 s-4bol szarmazd F/N adatokbdl készitsunk statisztikdkat. A
sejtfelszinen diffundald antitestek molekularis fényességét az adott mérési szakaszban szamolt
hattérrel korrigélt atlagos fluoreszcencia intenzitds (Fiwt), és abban a mérési szakaszban
meghatéarozott atlagos korrigélt részecskeszdm (Nkorr) hanyadosaként szdmoltuk ki, a 18.
egyenlet felhasznalasaval. A molekularis fényesség aranyos az egyutt diffundaldo komplexben
levd fluoroforok szamaval. A mérések soran azt tapasztaltuk, hogy a komplexek molekularis

fényessége a mérés kezdetét kovetden csokkentd tendenciat mutat, vélheten a festékmolekulak
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irreverzibilis fotoelhalvanyodasa kovetkeztében. Az 18. abran az Alexa 488-W6/32-Fab (MHC
1), az Alexa 488-anti-Tac Fab (IL-2Ra), valamint az Alexa 488-anti-FLAG Fab (IL-15Ra)
atlagos molekuléris fényesseget tiintettem fel az egyes mérési szakaszokban, kontroll és MHC

| géncsendesitett sejteken.
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18. abra: Az MHC I, IL-2Ra és TL-15R0o molekularis fényességei az egyes
meérési szakaszokban

Az FIN értékek geometriai atlagai lathatbak a mérés 5 s-os szakaszaiban. A
molekularis fényességek az antitestek F/N értékeivel normalizélva voltak. n=25-35
sejt/minta

Mivel a molekularis fényesség csokkend tendenciat mutatott a mérési 1d6 eldrehaladtaval, igy
az FCS gorbek illesztett paramétereinek analizisébe csak az els6 15 s-bdl vett értékeket vettiik
bele.

A 19. abran az egyes mérési szakaszokban az MHC | molekularis fényességét abrazoltam az
atlagos MHC | intenzitas flggvényében. A géncsendesitett és a kontroll mintabol
mintavételezett adatokat mas-mas szinnel jeléltem. A 19B abran a gencsendesitett és kontroll

50



sejtek adatainak unidjabol késziilt bra lathato, az adatpontokra illesztett egyenes egyenletét az

abran tlntettem fel.
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19. &bra: MHC | molekuléris fényessége az intenzitas fliggvényében

Az &bran az MHC 1 aggregacio mértéke (F/N) az MHC | expressziojaval aranyos
fluoreszcencia intenzitads fuggvenyében van abrézolva. A) kontroll (kék) és
géncsendesitett sejtekrdl (piros) B) az adatok uni6jabol késziilt statisztika: adott F
intenzitas melletti atlagos F/N. A fluoreszcencia intenzitas osztalyok tartomanya
(bin width) 2 kHz volt.

Az FIN értékek pozitivan korrelaltak az abban a mérési szakaszban szdmolt &tlagos
fluoreszcencia intenzitassal. Megallapitottuk, hogy a molekularis fényesség linearisan nd a
fehérjetartalom fliggvényében, magasabb lokalis expresszios szint mellett az MHC | fehérjék
jobban aggregalddnak.

A 20. &bran az MHC | és az IL-2/-15 receptorok o alegységeinek molekularis fényességeit
abrazoltam kontroll és géncsendesitett sejteken; az adatok a mérési id6 elsé 15 s-abdl

szarmaznak.
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20. &bra: MHC 1 és IL-2/-15Ra molekularis fényessége (F/N) kontroll és
géncsendesitett sejteken

Az FIN étékeket normalizaltuk az antitestek molekularis fényesseégével, igy a
fehérje/aggregatum értékek lathatdak. A  statisztikai 0sszehasonlitasokat
Kolmogorov-Szmirnov teszttel vegeztik el: **: p < 0,01; A hibavonalak szélei a
mintak 10 és 90%-0s, a dobozok szélei a 25 és 75% percentiliseit jeldlik. n~25-35

sejt/minta.

A fenti adatokbol megallapitottuk, hogy az MHC | homoaggregéacidja szignifikdnsan csokkent
a géncsendesités kovetkeztében. Eredményeink szerint mind az IL-2/15Ra, mind az MHC 11

homoaggregéacios hajlandosaga fliggetlen az MHC I jelenlététdl.
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5.1.4. IL-2Ra, IL-15Ro alegységek és MHC 1 mobilitisanak valtozasa MHC I
géncsendesités hatasara
Amennyiben a fehérjék aggregacidja megvaltozik, a megvaltozott aggregacios
méretnek kovetkeztében azt varhatjuk, hogy a molekularis mobilitasuk is valtozni fog. A 21A
és B abran az MHC | és IL-2Ra reprezentativ normalizalt autokorrelacios fiiggvényeit, illetve

azok illesztéseit abrazoltam kontroll és géncsendesitett sejteken.
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21. abra: of MHC | és IL-2Ra normalizalt autokorrelacios gorbéi

Az MHC | géncsendesitett sejteken mért gorbék balra tolddtak, igy az adatok részletes
elemzésekor az atlagos difftzios idék csOkkenése, a fehérjék atlagos mobilitdsanak a
ndvekedése varhat6. A 22. &bran az atlagos diffuzids allandokat tiintettem fel minden egyes

mérési szakaszban.
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22. abra: Az MHC I, IL-2Ra és IL-15Ra diffazios allandoi az egyes mérési

szakaszokban
Az D értékek geometriai atlagai lathatdak a mérés 5 s-os szakaszaiban. A) MHCI

(Alexa 488-W6/32 Fab), B) IL-2Ra (Alexa 488-anti-Tac Fab), C) IL-15Ra (Alexa
488-anti-FLAG Fab), kontroll sejtek: kék, géncsendesitett sejtek: piros, n=25-35
sejt/minta

A molekuléris fényességgel ellentétben a fehérjék mobilitasai fuggetlennek voltak a mérés
kezdete ota eltelt id6tol, igy indokolt az Gsszes mobilitdsi adatbol statisztikdt szdmolni.
Megvizsgaltuk, hogy a diffazios allandd milyen trend szerint fligg az atlagos fehérjetartalomtol.
A 23A é&brén az adott mérési szakaszban az MHC | &tlagos diffizids allandojat tintettem fel az
atlagos fluoreszcencia intenzitds (MHC 1 tartalom) fuggvényében. A 23B é&bran a
géncsendesitett és kontroll sejtek adatai uniéjabdl készult grafikon lathatd, az adatpontokra

illesztett egyenes egyenletét az abran tlintettem fel.
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23. abra: MHC | diffazios allandoja az MHC | sejtfelszini siiriiségének
flggvényében

Az dbran az MHC | (Alexa 488-W6/32 Fab) difflzios allandodja (D) az atlagos
MHC | tartalom flggvényében van abrazolva. A) kontroll (kék) és géncsendesitett

crer

intenzitas osztalyok tartoméanya (bin width) 2 kHz volt, n=25-35 sejt/minta

Megallapitottuk, hogy az MHC I glikoproteinek &tlagos diffazios allanddja negativan korrelalt
az abban a mérési szakaszban szamolt atlagos fluoreszcencia intenzitassal, a tobb fehérjét

tartalmazo klaszterek lassabban diffundalnak.
A 24. abran az MHC | és az IL-2/15 receptorok a alegységeinek mobilitasat abrazoltam

kontroll és géncsendesitett sejteken.
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24. abra: MHC | és IL-2/15Re. diffizios egyiitthatoi kontroll és géncsendesitett

sejteken
A statisztikai 6sszehasonlitasokat Kolmogorov-Szmirnov teszttel végeztik el:
***: p <0,001; A hibavonalak szélei a mintak 10 és 90%-0s, a dobozok szélei a 25

és 75% percentiliseit jelolik. 25-35 sejt/minta.

Megaéllapitottuk, hogy mind az MHC I, mint az IL-2/15Ra mobilitasa szignifikdnsan nagyobb
volt az MHC | géncsendesitett sejteken. Ezen adatok ismeretében kijelenthetjik, hogy az MHC

I glikoproteineknek a sejtmembranban jelentds szerepe lehet a mobilitas szabalyozéasaban.
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Megvizsgaltuk, hogy vajon a sejtfelszinen talalhaté inhomogén mintazatokban milyenek a

lokélis fehérjemobilitdsok. A sejtek magas és alacsony intenzitasu terlletein vizsgaltuk az

IL-2/15Ra alegységek diffuzios allandoit (25. abra).

[ magas intenzitasu terdilet
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25. abra: IL-2Rao és IL-15Ra diffiizios egyiitthatéi klaszterekben és azokon
kivul kontroll és géncsendesitett sejteken
A statisztikai 6sszehasonlitasokat Kolmogorov-Szmirnov teszttel végeztik el: ***:
p <0,001; **: p <0,01; *: p <0,05; A hibavonalak szélei a mintak 10 és 90%-o0s,
a dobozok szélei a 25 és 75% percentiliseit jelolik. 25-35 sejt/minta.

Megallapitottuk, hogy mind az IL-2Ra, mind az IL-15Ra alegységek mobilitasa csokkent azon

teruleteken, ahol a lokéalis koncentraciojuk magasabb volt. Adataink teljes 6sszhangban voltak

a korabbi eredményekkel, miszerint az MHC | expressziojanak csokkentése az IL-2/15Ra

fehérjemobilitasok ndvekedését eredményezte.
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5.1.5.  Sejtfelszini fehérjemintazatok vizsgalata szuperfeloldast mikroszkoppal
Fluoreszcencia korrelacios spektroszkdpiai modszerrel kimutattuk, hogy a vizsgalt
fehérjék mobilitasara és aggregacios képességére szignifikans hatassal volt az MHC |
expresszidjanak csokkentése. Ezen eredmények alapjan azt feltételeztiik, hogy az MHC |
expressziénak mind az interleukin receptorok, mind az MHC | sejtfelszini klaszterizaciojanak
szabalyozéséban szerepe lehet. Hipotézisiinket szuperfeloldasd mikroszkopos képek
analizisével teszteltlik. A ko-disztribucios analizis lehetdsége érdekében mind a kontroll, mind
a kezelt sejteket duplan jel6ltiik, a z6ld csatornaban MHC 1 ellenes antitesttel, a voros

csatornaban IL-2Ra- vagy IL-15Ra-ellenes antitestekkel (26. abra).

kontroll sejt MHC | KD sejt B kontroll sejt MHC | KD sejt

& .
-

26. abra: Az MHC | és IL-2Ra. / IL-15Ra sejtfelszini eloszlasa STED képeken
A) MHC | és IL-2Ra; B) MHC I és IL-15Ra. MHC I: Alexa 594-W6/32 antitest.
(z6ld); IL-2Ra: ATTO 647N-anti-Tac (piros), IL-15Ra ATTO 647N-anti-FLAG
(piros). A sarga szin az atfed6 membranrégiokat jeloli.

MHCI

IL-15Ra

atfedés

A szuperfeloldasu képeken lathatova valtak a molekularis klaszterek, a kinagyitott képeken jol
lathatd, amint az MHC | Kklaszterek mérete csokkent az MHCI | géncsendesités
eredményeképpen (27. dbra). A klaszterméretek kvantitativ jellemzéséhez harom kiilonb6z6

megkdzelitésen alapuld képelemzési eljarast hasznaltunk.
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27. &4bra: Az MHC | sejtfelszini eloszlasa STED képeken
MHC I: Alexa 594-W6/32 antitest, A) kontroll sejt, B) MHC | géncsendesitett sejt
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5.1.6.  Fehérjeklaszterek méretének a meghatarozasa FWHM mérésével

Elséként a fluoreszcencia intenzitasmaximumok félértékszélessegét (full width at half
maximum, FWHM) mértik meg. Az IL-2/15Ra alegységek valamint az MHC 1 klaszterek
félértékszélességének striiséghisztogramja a 28. abran lathatd, mind kontroll mind a
géncsendesitett  sejtekrél.  Géncsendesitett  sejteken az  MHC I klaszterméret
stiriséghisztogramja balra tolodott, az atlagos klaszterméret 640 + 120 nm-r61 260 + 80 nm-re
csokkent (atlagtSEM), a kullénbség szignifikéans volt.
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28. abra: Az MHC I, IL-2Ra és IL-15Rao klaszterméret eloszlasa

Az &bran a géncsendesités okozta klaszterméret valtozas lathatd. A hisztogramok
az MHC 1, IL-2Ra és IL-15Ra klaszterméret eloszlasat abrazoljak kontroll és
géncsendesitett sejteken. A statisztikai 6sszehasonlitdsokat Kolmogorov-Szmirnov
teszttel végeztlk el: ***: p < 0,001; *: p < 0,05; 10-15 sejt/minta.

Az IL-2Ra hisztogramja nem valtozott az MHC 1 géncsendesités hatasara, az atlagértékek
kozotti kulonbségek nem voltak szignifikansak. Az IL-15Ra atlagos klasztermérete a

géncsendesitett sejteken 360 £ 60 nm volt, a kontroll sejteken 300 £ 60 nm (atlagtSEM).
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5.1.7. Fehérjeklaszterek  méretének  meghatarozasa térbeli  autokorrelacios
fuggvénnyel
Masodik modszerkent a szuperfeloldasu kepek térbeli intenzitas korrelacios
fliggvenyeinek paraméterbecslésével hataroztuk meg a fehérjék sejtfelszini klaszterméreteit. A
géncsendesitett és kontroll sejtekb6l meghatarozott reprezentativ korrelacids gorbék a 29. abran
lathatoak.
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29. &bra: Az MHC I, IL-2Ra és IL-15Ra térbeli autokorrelaciés fliggvényei és
klasztermeretei

Az abran reprezentativ korrelacios flggvények lathatbak kontroll és
géncsendesitett sejteken. A statisztikai 0sszehasonlitasokat kétmintas t teszttel
vegeztik el: *p < 0,05, 10-15 sejt/minta.

A flggvényeket harom exponencialis fuggvény 0Osszegével értelmezett modellfiiggvénnyel
illesztettiik meg (39. egyenlet). Az els6 tag paraméterével (w) a PSF kiszélesedesének
nagysagat lehet megbecsulni. A méasodik exponenciéalis taggal (d) a fehérjeklaszterek atlagos
méretét becsultiik, a harmadik tag paramétere (g) a klaszterek kozotti tavolsaggal aranyos. Az
MHC | klaszterek atlagos mérete szignifikansan csokkent a géncsendesités hatasara, 340 + 120
nm-rél 200 + 120nm-re (atlag+SEM). Az IL-2Ra ¢és IL-15 Ra atlagos klaszterméretei a

géncsendesités hatasara nem valtoztak szignifikansan.
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5.1.8. Fehérjeklaszterek méretének meghatarozasa képszegmentacios modszerrel
Harmadik eljarasként a fehérjeklaszterek méretét képszegmentécids eljarassal
kvantitaltuk. Az egy klaszterbe tartozo, azaz intenzitaskuszob feletti, egymassal szomszédos

pixelek teriileteinek stiriséghisztogramjait az 29. abran abrazoltam.
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28. abra Az MHC I, IL-2Ra és IL-15Ra klaszterméret teriilet eloszlasa

A hisztogramok az MHC |, IL-2Ra és IL-15Ra klaszterméret eloszlasat abrazoljak
kontroll és géncsendesitett sejteken. A statisztikai 0sszehasonlitasokat
Kolmogorov-Szmirnov teszttel végeztik el: ****p < 0,0005; n=10-15 sejt/minta.

Géncsendesitett sejteken az MHC T klaszterméret stiriiséghisztogramja a kontroll mintahoz
képest balra tolodott, a teriiletek atlagértéke (7,2 + 0,9) x 10* nm?-rél szignifikansan csokkent
(1,8 £ 0,2) x 10* nm?-re. Az IL-2Ra és IL-15Ra klaszterei altal lefedett teriilet atlagosan
figgetlen volt az MHC 1 jelenlététdl, az atlagos klaszter nagysagok nem kiilonboztek

szignifikansan egymastal.
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5.1.9. Fehérjeklaszterek méret szerinti betdltottségének a vizsgalata
A képek analizise soran azt is megvizsgaltuk, hogy vajon a klaszterek méret szerinti
atlagos fehérjetartalma hogyan valtozik a géncsendesités hatasara. A klaszterméret

betoltottségek stirliséghisztogramjait az 29. abran abrazoltam.
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29. dbra Az MHC |, IL-2Ra és IL-15Ra fehérjeklaszterek méret szerinti
betoltottsége

Az é4bran a klaszterméret szerinti atlagos fehérjetartalom siirliséghisztogramja
lathatd kontroll és géncsendesitett sejteken. A statisztikai 0sszehasonlitdsokat
Kolmogorov-Szmirnov teszttel végeztik el: ****p < 0,0005 10-15 sejt/minta.

Osszhangban a klaszterméretetek valtozasaval az MHC | klaszterek kisebb klaszterekre
estek szét, a preferalt klaszterméret szignifikansan kisebb lett. Ezen képelemzési modszer is
megerdsitette a korabbi tapasztalatunkat, miszerint az IL-2Ra klaszterizacidja valtozatlan
maradt, annak ellenére, hogy a receptor alegységek mobilitasa szignifikdnsan megndttek. Mint
az &bran is lathato, az IL-15Ra klaszterizacioja az MHC | expressziotol fliggetlen volt, a
leginkabb preferalt klaszterek mérete nem véltozott szignifikdnsan a géncsendesités hatésara.
Megallapitottuk, hogy az MHC | glikoproteinek mobilitast modulal6 szerepét nem az IL-2Ra
és IL-15Ra klaszterméret valtoztatasan keresztul fejti. Kimutattuk, hogy az MHC |
homoaggregéacidjara az MHCI | expresszios szintje szignifikans hatassal van, csokkentése a

feherjék mobilitasanak emelkedését eredményezi.
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5.1.10. Molekulafrakciok meghatarozasa

A mobilitasi adatok arra vilagitottak ra, hogy az IL-2/15Ra mobilitasara szignifikans
hatassal volt kozvetlen molekuléris kdrnyezetének a médositasa. Az MHC | homoaggregécids
képessége es Kklasztermérete csokkent a gencsendesités koOvetkeztében, igy a
mobilitasndvekedés mogott a csokkent hidrodinamikai méret is allhat. Ezzel ellentétben a
receptorok atlagos klasztermérete fliggetlennek adodott az MHC I jelenlététdl illetve hianyatol,
igy a mobilitasok valtozasa nem a klaszterméretiik csokkenésnek a kovetkezménye. A tovabbi
képelemzési vizsgalatokban a receptor alegységek és MHC |1 glikoproteinek kozotti
parkolcsonhatasokat kvantitaltuk. Az IL-2/15Ra receptor alegységek MHC I melletti asszocialt

hanyadait szamszerisitettiik kontroll és géncsendesitett sejteken egyarant (30. abra).
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30. &bra: Az MHC | - IL-2Ra és MHC I - IL-15Ra asszocialt molekulafrakcidi

A statisztikai 6sszehasonlitasokat kétoldali t probaval végeztuk: ***p<0,001, 10-

15 sejt/minta.
A géncsendesités kdvetkeztében az MHC | expesszidja 90%-kal csokkent, az IL-2Ra és IL-
15Ra szintjei valtozatlanok maradtak. Az IL-2Ra MHC I melletti asszocialt hanyada csokkent
75 £ 3%-rél 54 + 3%-ra. Hasonléan az IL-15Ra MHC I-gyel asszocialt hényada is
szignifikansan csokkent, 91 * 4%-r6l 20 + 6%-ra. Ilyen mértéki csokkenést az MHC 1
asszocialt hanyadaiban nem tapasztaltunk, az IL-2Ra-al valé asszociacioja 61 = 8%-rdl
csokkent 52 + 7%-ra, mig az IL-15Ra-al vald asszociacioja 12 + 2%-rol 19 £ 5%-ra nétt (atlag
+ SD). Ezen utébbi adatok ismeretében megéllapitottuk, hogy az MHC I, IL-2Ra valamint IL-

15Ra molekulak kozos sejtfelszini komplexeket alkotnak.
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5.1.11. Parkdlcsonhatasok jellemzése Pearson-korrelacios koefficienssel

Az MHC | és IL-2/15Ra kdz6tti asszocialt hanyadok meghatarozasa utan a molekularis
egylttallas mértékét a Pearson-féle korrelacios koefficiens meghatarozasaval s
szamszerisitettilk. Az egylitthatd meghatarozasat tobb kiilonboz6 intenzitdsra vonatkozo
kiiszoberték feltétel mellett is elvégeztiik: kiszdmoltuk a korrelaciot azon pixelekbdl,
amelyekben az intenzitas az egyik, a masik, illetve mindkét csatornaban a kiszobérték felett
volt (31A, B és C abra). A géncsendesités hatdsara a korrelacios koefficiens értéke mindkeét
fehérjeparra (MHC | - IL-2Ra valamint MHC 1 - IL-15Ra), mindegyik feltétel mellett
szignifikdnsan csokkent. Az analizissel megerdsitettiilk korabbi eredményiinket, miszerint a

géncsendesités utan az IL-2Ra és IL-15Ra tobbsége MHC I mentes teriileten foglal helyet.
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31. 4bra: Az MHC | - IL-2Ra és MHC I - IL-15Ra kozotti Pearson korrelaciok
A statisztikai 6sszehasonlitasokat kétoldali t probaval végeztik: ***p<0,001,
**p<0,01, 10-15 sejt/minta.
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A szamitashoz negativ kontrollként a pixelek nagyszdmu (>10,000) véletlenszerti
Osszekeverésevel kapott képeket hasznéltunk. A randomizélt STED képeken meghatarozott
korrelécids koefficiens érték 0,007 + 0,0001 (SD) volt. A kovetkezékben Monte-Carlo
szimulacioval vizsgaltuk, hogy amennyiben valtoztatjuk a sejtfelszini részecskeszamokat,
milyen trend szerint fog valtozni a korrelacios koefficiens értéke. Az alabbi szimulaciét
végeztik el: szuperfelolddst kondiciok mellett az egyik csatorndban az IL-2Ra-nak
megfeleltethetd 0,2 részecske/pixel fehérjeelosztast szimulaltunk; a mésik csatornaban az MHC
| expresszidjanak a valtozasat kdvettik nyomon, ahol a pixelenkénti varhaté részecskeszam 0,8
részecske/pixel-rél (kontroll sejtek) csokkent 0,05 részecske/pixel értékre (géncsendesitett

sejtek); a kdzos klaszterekben a részecskek 20-20%-a foglalt helyet (32A &bra).
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32. abra: A Pearson-féle korrelacids koefficiens a részecskeszam fliggvényében

A szimulaciéban 50 nm sugaru, kor alaku és kiilonall6 klasztereket definialtunk. A részecskék
mindkét csatornaban 0,2 valoszintiséggel voltak a klaszterekben. A kép teriilete 2x2 um? volt,
a bal oldali csatornaban a részekcseszamokat 8000-r6l 500-ra csokkentettilk, a jobb oldali
csatornaban 2000 részecske volt. A képek 100x100 pixel mérettiek, PSF: Wiaterais=40 nm;
lesics=D5; Ihater=2%1 s.d.; kiiszobértek=3. A képek szimulaciojat és kiértékelését sajat fejlesztésii
MATLAB programmal vegeztem el.

65



Megallapithatjuk, hogy a részecskeszam csokkentésével a korrelacios koefficiens nagysaga
csokkent (32B &bra), igy a szimulécios tapasztalatok megerésitették a kisérletes eredményeket.
Fontos megjegyeznink, hogy a Pearson-féle korrelacios koefficiens értékét a jel/zaj viszony is
befolyasolja. A szimulacidoban a k6zos klaszterben levé fehérjék aranya a részecskeszamoktol
fliggetlenl mindkét csatornaban 20-20% volt. Eredményeink szerint a Pearson-féle korrelacios
egyUtthatd nagysaga a konstans asszociélt hanyadtol fiiggetleniil csdkkent, az egyutthato értékét
az abszolut részecskeszam csokkentése a jel/zaj viszony nagysagan keresztil befolyésolta.

5.1.12. Asszocialt hanyadok és Pearson-féle korrelacios koefficiensek meghatarozasa

konfokalis képeken

A szuperfeloldast képek analizise mellett, ugyanazon sejtekrdl késziilt konfokalis
képek (33. abra) ugyanilyen mélységii analizisét is elvégeztiik.

kontroll sejt MHC | géncsendesitett sejt

IL-2Ra MHC |

atfedés

Konfokalis STED Konfokalis STED

33. dbra: Az MHC 1 és IL-2Ra / IL-15Ra sejtfelszini eloszlasa konfokalis €s

STED képeken
A) MHC | és IL-2Ra; B) MHC 1 és IL-15Ra. MHC I: Alexa 594-W6/32 antitest.

(z6ld); IL-2Ra: ATTO 647N-anti-Tac (piros), IL-15Ra ATTO 647N-anti-FLAG
(piros). A sérga szin az atfed6 membranrégiokat jeloli.

66



A konfokalis modban késziilt képek vizsgalatanak eredményei 6sszhangban voltak a STED
eredményekkel.

Az IL-2Ra és IL-15Ra MHC 1 melletti asszocidlt hanyadai csokkentek az MHC 1
expresszidjanak a csokkentése kovetkeztében (34A abra). Ekdzben a megmaradd MHC |
glikoproteineknek az interleukin receptorokkal asszocidlt hanyadai nem valtoztak

szignifikansan.
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34. abra: MHC | - IL-2Ra és MHC I - IL-15Ra kozos molekulafrakcioi és Pearson
korrelacids egyutthatoi
A statisztikai 6sszehasonlitdsokat kétoldali t probaval végeztik: ***p < 0,001,
**p < 0,01; 10-15 sejt/minta.

A géncsendesités hatasara a korrelacios koefficiens értéke mindegyik fehérjeparra, minden
vizsgalt kapuzasi feltétel mellett szignifikansan csdkkent (34B abra).

A szuperfeloldast és konfokalis feloldas mellett meghatarozott asszocialt hanyadok
kilonboztek egymaéstol. A Perarson korrelacios koefficiensek nagysaga ugyancsak eltéré volt.
A konfokélis és STED bedllitas mellett nyert adatok direkt ¢sszehasonlitasat kiilonb6zo
pixelméretet tilmenden az is nehézkessé teszi, hogy a fluoreszcencia detektaldsa mas tipusu
fotodetektorokkal tortént igy a jel/zaj viszonyok nagysaga és eloszlasa is kulonbozik. A
kilénbség masik Iényeges oka a mas-mas optikai feloldoképesség, konfokalis mikroszképpal a
néhanyszor 10 nm-es szintli kiilonallasok nem kiilonboztethetbek meg, igy 200 nm-es
feloldassal nagyobb asszocialt hanyad és korrelacids koefficiens értékeket varhatunk.
Mindezeket 0sszevetve a mas optikai feloldassal készilt képeken meghatarozott paraméterek
direkt 6sszehasonlitasa csak nehezen lenne lehetséges, de a vizsgalt paraméterek valtozasainak

irdnyai az optikai eszkoztol fiiggetleniil megegyeztek.
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5.1.13. MHC I, IL-2/15Ra alegysegek lipid tutajokban valé lokalizacioja

A mobilitds és aggregacios viszonyok valtozasanak az ismeretében hipotézisként
feltehetjiik, hogy a receptoroknak és glikoproteineknek nemcsak a mikro-, hanem akar a
makrokornyezetére is befolyassal lehet az MHC | expresszidjanak valtozasa. Ismert, hogy az
IL-2/15Ra és az MHC 1 is felduasul a lipid tutajokban [41, 42, 72]. Felvet6dik a kérdés, hogy a
megvaltozott MHC | expresszid befolyasolja-e az MHC | és a vele asszocialt interleukin
készllt képekkel, a lipid tutajok és a receptor alegységek kozotti Pearson korrelacios
koefficiensek dsszehasonlitasaval teszteltiik. A kontroll és kezelt sejtekrdl késziilt reprezentativ
képek a 35. abrén lathatoak. A z6ld csatorndban a GM: gangliozidhoz kot6do Alexa 488-CTX
B lipid tutaj marker sejtfelszini eloszlasa lathatd, a piros csatornaban az IL-2/15Ra (35A és B
abra) vagy az MHC | (35C abra) sejtfelszini disztribucidjat jelenitettem meg. A harmadik
csatornaban sarga szinnel azon pixelek vannak jelélve, amelyekben mindkét csatorna pixelében

magas az intenzitas, ezen régiok a kozos domének régioit jelolik.
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35. &bra: MHC 1 és IL-2/15Ra alegységek lipid tutajokban valo lokalizacidja
A) IL-2Ra — GM1 kozds disztriblcidja kontroll és MHC | géncsendesitett sejteken;
B) IL-15Ra — GMy, C) MHC | — GM1 (n=15-20 sejt/minta); D) Pearson-féle

korrelacids egyutthatdk

H
[

Az analizis sordn csak azokbdl a pixelekb6l szamoltunk Kkorrelaciot, amelyek mindket

csatornaban a kuszobértéekeknél nagyobb intenzitassal rendelkeztek. A kiiszobérték nagysagat

a sejtmentes teruletek intenzitas eloszlasanak a maximumahoz

allitottuk be.

A Pearson

korrelécids koefficiensek atlagértékei az IL-2Ra vagy IL-15Ra és a GM1 kzo6tt nem valtoztak

szignifikansan a géncsendesités hatisara. Eredmeényeink azt mutattak, hogy az IL-2Ra és az IL-

I15Ra membran mikrodomén lokalizacidjdra nem volt szignifikdns hatdssal az MHC 1

molekulak jelenlétének csokkentése. Az MHC | molekulak és lipid tutajok kozotti korrelacios
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egyutthatd csokkent. Adataink alapjan megallapithatjuk, hogy az expresszids szint valtozasa
kdvetkeztében a sejtfelszini MHC 1 lipid tutajbeli lokalizacidja szignifikdnsan csokkent, igy a
mobilitas novekedéséért a megvaltozott membran domén asszociacio legalabb részben feleldssé
tehetd. A korrelacids egyutthatod csokkenésének masik lehetséges oka az, hogy a részecskeszam

redukcioja a jel/zaj viszonyt is csokkenti, igy az egytthato csokkenni fog.

5.1.14. IL-2Rp - IL-2Ra kolcsdnhatas vizsgalata akceptor fotoelhavanyitasos FRET
meéréssel

A fehérjemobilitasi és klaszterizacios valtozasok jellemzésen tulmenden megvizsgaltuk,

hogy vajon az MHC | molekuldknak van-e kritikus szerepe az IL-2/15Rp - IL-2Ra dimer

Iétrejottében, konforméacidjaban? A receptor alegységek kozotti FRET hatasfokot akceptor

elhalvanyitasos modszerrel mértilk meg. A pixelenkénti FRET értékek siiriséghisztogramja a
36. abran lathato.
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36. abra: Pixelenkénti IL-2Rp - IL-2Ra FRET értékek eloszlasa kontroll és
géncsendesitett sejteken
IL-2/15RB: Alexa 546-Mikp3, IL-2Ra: Alexa 647-7G7-B6. A FRET hatasfok
atlagértéke a kontroll mintdban 9%, a géncsendesitett mintaban 10% volt. A
mérések formaldehidben fixalt sejteken torténtek, n> 25 sejt/minta.
A kontroll és géncsendesitett sejteken az alegységek kozott mért FRET értékek atlagértékei
hibahataron belll megegyeztek, szignifikdnsan nem kilonbdztek egymastdl. Megallapitottuk,
hogy az az IL-2/-15RB - IL-2Ro asszociécidja, konformacioja fliggetlen az MHC |

glikoproteinek jelenlététdl.
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5.2. Az AP-1 komplex vizsgalata

Disszertaciom kovetkezd részében az IL-2 jelatvitel altal is aktivalt c-Jun - c-Fos
transzkripcids faktorok heterodimerjének konformécidjat vizsgaltam FRET segitségével. A
heterodimerek DNS-hez valo kotédését fluoreszcencia korrelacios és keresztkorrelacios gérbék
analizisével vizsgaltuk.

5.2.1.  c-Fos és c-Jun heterodimerizaciojanak vizsgalata FRET segitségével

végeztink. A c-Fos — c-Jun dimernek csak a dimerizacios és DNS-koté doménjérdl all
rendelkezésre kristalyszerkezeti adat, a C-terminalis domének konformacioja ismeretlen. Ezeért
C-végukon fluoreszcens fehérjékkel jeldlt c-Fos - c-Jun komplexeket FRET segitségével
vizsgaltunk €16 sejtekben, hogy megbecsiiljiik a C-terminélis domének tavolsagat. Mivel a c-
Fos C-terminalis doménje a dimerizacids regiotol szamitva hosszabb, mint a c-Jun esetében,
létrehoztunk egy olyan c-Fos delécids mutanst is (c-Fos?'®), melynek C-végét 165 aminosavval
megroviditettiik, hogy a c-Fos és c-Jun C-terminalis doménjeinek hossza kiegyenlitédjon. A
FRET méréseket konfokalis mikroszkoppal végeztik el. Igy a transzkripcios faktorok
eloszlasanak sejten beltli inhomogenitasa és dimerizacids hajlanddsadganak az eloszlasa is
feltérképezheté 200 nm-es feloldassal.

A 37. 4bra fels soraban az c-Fos?®>-EGFP és c-Jun-mRFP1 sejten beliili intenzitas
eloszlasat tlntettem fel. Megallapitottuk, hogy a transzkripcids faktorok a sejtmagot
egyenletesen toltik ki. Korabbi irodalmi adatok a STATL1 és néhany szteroid receptor foltos
eloszlasat irtak le [191, 192], mig sajat megfigyelésunk ramutat arra, hogy a transzkripcios
faktorok térbeli eloszlasa kiulonbdzhet egymastdl. Negativ kontrollként az EGFP és mRFP1
festékekkel kotranszfektalt, pozitiv kontrollként az EGFP és mRFP1 festékeket flzids
fehérjeként expresszalo sejteket hasznaltunk. A kontrollok fluoreszcenciaja a citoplazméaban és
a sejtmagban is egyenletes volt. A sejtmagvacska minden vizsgalt mintaban csaknem
fluoreszcenciamentes maradt.

Az EGFP-Fos?'® és mRFP1-Jun sejtmagon beliili eloszlasat homogénnek tapasztaltuk, de a
molekularis szintli interakcidjukat a lokalis fehérjekérnyezet is befolyasolhatja. A
dimerizacojuk kvantitativ jellemzéséhez a jelz fluoroforok kozotti FRET hatisfokokat
hataroztunk meg. A pixelenkénti FRET hisztogramokat a 37. abran tlntettem fel.
Megallapitottuk, hogy a transzkripcios faktorok kozotti FRET hatasfok a sejtmagon belil
homogén volt. A molekularis kdrnyezet heterogenitasat tiikr6zé FRET hisztogram keskeny
volt, a kozvetlen molekuralis kornyezet feltehetéen csak kismértékben befolyasolja a C-

terminalis végeik kozotti atlagos tavolsagot és a dimerizacios hajlanddsagot. Osszehasonlitasul
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az IL-2RP és IL-2Ra kozott mért FRET hisztogram joval szélesebb, nagyobb molekularis
heterogenitast jelez (36. abra).
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37. dbra: FRET mérések konfokalis mikroszképpal a roviditett c-Fos?!® — c-
Jun transzkripcids faktor dimerek kozott

A meréseket €16 méhnyakrak (HeLa) sejtvonalon végeztiik. 200 nm-es feloldassal
a sejtekrdl egy 1,6 um vastagsagu optikai szelet fluoreszcencidjat képeztik le. A
felsd sorban az c-Fos?’®EGFP és c-Jun mRFP1 fluoreszcenciaja lathat6 a donor,
transzfer és akceptor csatornaban (30. egyenlet), valamint pixelenkénti FRET
térkép és gyakorisag hisztogramjai lathatéak. Az egyes sejteken a FRET véarhatd
értékét a hisztogram felett tintettem fel. A k6zépsé sorban a negativ kontroll
sejtekrél (EGFP-t és mRFP1-et fliggetlenul expresszald sejtek, alacsony FRET)
készilt képek és hisztogram van feltlintetve. Az alsé sorban a pozitiv kontroll sejtek
(EGFP-mRFP1 fuzios fehérjét expresszald sejtek, magas FRET) intenzitas és
FRET eloszlasai lathatoak.

Az atlagos FRET hatasfok a pozitiv kontroll mintaban (fuzios EGFP-mRFP1) 22,1+ 2,8% volt,
mig a negativ kontroll sejtekben 0,3+0,8%. A c-Fos lergviditése az atlagos FRET hatasfok
novekedését eredményezte: a teljes hosszusagu c-Fos-EGFP és c-Jun-mRFP1 kozotti érték
3,0+1%-volt (8,4 + 0,5 nm), mig c-Fos?*>-EGFP és c-Jun-mRFP1 kozétt 9,9+0,5% (6,8 + 0,1

nm). Ezen FRET valtozas 6sszhangban van azzal, hogy a teljes hosszisagu heterodimerben a
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C terminalis c-Fos 165 aminosavval tavolabb helyezkedik el a Jun-tol, igy varhato volt, hogy
a molekuléris rovidités a FRET hatasfok novekedéset eredményezi. A fluoroférok kozotti
tavolsagok kiszamolasahoz k?=2/3 és Ro=4,7 nm Forster tavolsagot feltételeztiink [193, 194],
lasd 4. egyenlet.

5.2.2.  c-Jun és c-Fos transzkripcios faktorok DNS-kotédésének vizsgalata FCCS-el

A c-Fos — c-Jun heterodimerek DNS-hez vald kotédését FCS és FCCS gorbék
analizisével végeztiik el. Megvizsgaltuk, hogy a c-Fos roviditése vajon befolyasolja-e a dimer
mobilitasat, DNS-hez valo kotédését és dimerizaciojat. A 38. abran az c-Fos?>-EGFP — ¢c-Jun-
mRFP1 reprezentativ normalt autokorrelacios és keresztkorrelacios gorbéi lathatdak. A nem
zéro keresztkorrelacios gorbe a heterodimerek stabil jelenlétére utal.
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38. &bra: c-Fos?® — c¢-Jun heterodimerek normalt autokorrelacios és
keresztkorrelacios fuggvényei
Az  experimentalis gorbéket kétkomponensli szabad  diffuziot leiro

modellfuggvénnyel illesztettiik meg (16. egyenlet). A gyors komponens a nem
kotédott, a lassi komponens a kromatinhoz k6tddott transzkripcios faktorokat jelzi.

Az auto- eés keresztkorrelacios gorbéket kétkomponensii, 3D-ben szabadon diffundaléd
részecskék modellfliggvényével illesztettiik (16. egyenlet). A gyors komponens a DNS-hez

nem kotédott, a lassi komponens a kromatinhoz kot6dott transzkripeids faktorokat jelzi. A
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keresztkorrelacios amplitido a c-Fos?'® EGFP amplitiddjanak atlagosan 34+6%-a volt. Ez a
hényados hasonl6 a korébban teljes hosszusagu heterodimerek kozott mért 31+6% értékhez
[103]. A negativ kontroll sejteken a keresztkorrelacios hanyados 13+3% volt, a nem nulla érték
a csatornak kozotti spektralis atvilagitasbol szarmazik [103]. A pozitiv kontroll sejteken a
fazios EGFP-mRFP1 fehérjével mért keresztkorrelacios hanyados 45+4% volt [103]. A
korrelacios gorbék lecsengésének analizisébdl a transzkripciods faktorok mobilitasi viszonyaira,
valamint a DNS-hez val6 kot6dés aranyara lehet kovetkeztetni. A gyors komponens diffiizios
ideje 1,0 - 1,4 ms volt, mig a lassu komponensé a 67-91 ms tartomanyba esett. A teljes
hosszUsagu c-Fos - c-Jun kotranszfektalt minta esetén a lassu komponens aranya 77+13%-volt,
mig a réviditett Fos?'® — Jun minta esetén minddsszesen 56+4%. A Fos — Jun komplex gyors és
lassu komponenseinek a diff(zios ideje hasonld nagysagunak adddott az irodalomban mas
transzkripcids faktorok szabad és kotott komponensére vonatkozd adatokhoz [195], igy a
paraméter jol tukrozi a még szabadon diffundald, illetve a DNS-hez ko6tédott transzkripcios
faktorok mobilitdsi viszonyait. A lassi komponens aranyanak a megvaltozésa a Fos C-
termindlis szakaszanak a DNS-ko6tésben vald funkcidjat valoszinisiti. Megallapitottuk, hogy a
korrelacios fuggvények lassu komponenseinek hanyadaibol levont kdvetkeztetés egyezésben
van korabbi megfigyelésekkel, miszerint fibroblaszt sejtekben a C-terminalis régionak

transzaktivacios szerepe van [101].
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5.3. FPGA korrelator validalasa

Ertekezésemben bemutatom a membranfehérjék mobilitasanak és aggregacios
allapotanak jellemzéséhez hasznalt szoftverkorrelator, valamint a munkacsoportunkban
fejlesztett FPGA hardverkorrelator validalasat, amit tesztoldatok korrelacids fuggvényeinek
Alexa 488 és Cy5 festékekkel duplan jeldlt W6/32 antitest Tris-EDTA pufferben felvett auto-
és keresztkorrelacios gorbeit jelenitettem meg. A fekete vonallal a kereskedelmi forgalomban
kaphaté ALV5000E hardver korrelatorral meghatarozott fliggvényeket jelltem. Ezzel az
eszkozzel egyidejiileg vagy a két csatorna autokorrelacios fuggvenyeinek, vagy azok
keresztkorrelacios flggvényeinek kiszamolasara van lehet6ség. A masik adatsor a
munkacsoportunkban fejlesztett FPGA hardverkorrelatorral egyidejiileg szamolt auto- és

keresztkorrelacios fuggvényeket jeléli ugyanazon mintabol (26. egyenlet).
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39. &bra: FPGA-korrelator validalasa

Alexa 488 és Cy5 festékekkel jelolt W6/32 antitest atlagolt auto- és
keresztkorrelacios fuggvényei. A mérési id6 5x20 s volt; szirke korok: FPGA
korrelator, folytonos fekete vonal: ALV5000E korrelator

Az |. tablazatban a tesztoldatoknak az ALV-5000E és az FPGA korrelatorral meghatéarozott
korrelaciés fuggvények nonlineéris illesztéssel becsiilt paramétereit tlntettem fel. Az
festéket hasznaltunk, a korrelacids fliggvényeket a 11. egyenlettel illesztettiik meg.

A keresztkorrelacios fuggvények 6sszehasonlitasahoz duplan jel6lt antitestek korrelacids
fuggvényeit hasznaltuk fel. Az antitestek autokorrelacios fliggvényeinek az illesztéséhez a
szabad, valamint az antitestekhez kotott festékek kiillonbozo diffuzids allandoit is figyelembe
vevO kétkomponensti modellfiiggvényt hasznaltuk, lasd 16. egyenlet. Az antitestek

keresztkorrelacios modellfiiggvényében a szabad festékek valamint a triplet atmenet
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keresztkorrelacios jaruléka nem szerepel, igy a flggvényeket az egykomponensi diffaziot leird

11. egyenlettel illesztettik meg T=0 feltétel mellett. A kétféle eszkdzzel kapott korrelacios

fuggvények illesztett paramétereit az |. tablazatban foglaltam 6ssze.

Korrelator T Tr [US] N ry o1 [MS] | o2[us] S

Alexa 488 | g FPGA 0,26+0,02 | 1,6+0,2 [ 15,5+0,1 - 26,6+0,4 - 7,1+0,5
tesztoldat g ALV 0,28+0,04 | 1,2+0,2 | 15,0+0,1 - 25,4+0,5 - 7,7+£0,9
Cy5 g’ FPGA 0,49+0,01 | 1,8+0,1 | 16,4+0,1 - 44.8+0,5 - 6,8+0,4
tesztoldat g’ ALV 0,48+0,01 | 1,9+0,1 | 16,2+0,1 - 43,7+0,6 - 8,0+0,9
g 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

o g 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
§ c__‘g g’ FPGA 0,12+0,02 | 1,9+0,5| 25,3+0,6 | 0,17+£0,0 | 29,245,5 | 405,4+13 | 6,0£1,6
'-g g g’ ALV 0,12+0,03 | 2,9+0,8 | 26,4+0,7 | 0,14+0,0 | 27,3+4,9 | 401,031 | 6,0%4,7
é % gv FPGA - - 67,4+16 - - 312,3+3,0 | 8,8+3,3
% g g¥ ALV - - 65,8+1,6 - - 328,849,1 | 8,644,1
< g FPGA - - 68,1+3,4 - - 358,843,9 | 8,447
g ALV - - 67,704 - - 340,4+3,2 1 9,1+3,2

I. Tablazat:

Tesztoldatok auto- es keresztkorrelacios fuggvényeinek illesztési paraméterei
Az korrelacids fuggvényeket a 11. és 16. egyenlettel illesztettik meg. A g%, g¥ az
autokorrelacios, a g®¥ és g™ a keresztkorreacios fliggvényeket jeldli. A tablazatban
a paraméterek 5x20 s-0s mérésre vett atlagértéke + szorasa van feltiintetve.

T: az egyensulyi tripeth&nyad, t: a triplet allapot korrelacios ideje, N: a detektalasi
térfogatban levé molekulak atlagos szama, S: a forgasi ellipszoid alaku
fokusztérfogat axialis és lateralis sugaranak hanyadosa, ri: az elsé komponens
relativ hanyada, 714, 724: az elsé és masodik komponens diffuziés ideje (a
részecskek altal a fokusztérfogatban atlagosan elt6ltott 1d6).

Az keresztkorrelacids adatok Osszevetésekor lényeges, hogy a kereskedelmi forgalombdl

szarmazo ALV5000E korrelator nem alkalmas az auto- és keresztkorrelacié egyidejii mérésére,

a fuggvényeket csak egymas utan, kiilon mérésekbdl lehet meghatarozni. Ezzel szemben az

FPGA-korrelatorral az eszkdz adattarolasi kapacitasanak és jelfeldolgozasi sebességének

kOszonhet6en az auto- es keresztkorrelacios fiiggvények egyidejiileg is kiszamolhatoak. Az

illesztett paraméterek a két korrelator eszk6zon kdzel azonosak voltak.

76




6. Megbeszélés
6.1. MHC I géncsendesités hatdsanak a vizsgalata az 1L-2/15 citokin receptorokra

A membranfehérjékbdl felépiil6 sejtfelszini strukturak valtozatos térbeli és idoébeli
szerkezettel rendelkeznek, tobb hierarchikus szinten szervezédnek [3, 66, 196]. A sokrétli
fehérjeszervez6dés tobb tényez6 és kolcsonhatds egyittes kovetkezménye. A struktirak
méretének és életidejének eloszlasat mind a membranban hat6, mind intra és extracellulérisan
hat6 kolcsonhatasok egyarant befolyasolhatjék.
A Klasszikussa valt kisérletben Frye és Edidin human és egér limfocitak fuzidja utan a mas-mas
szinnel jelolt MHC | molekulak keveredését figyelte meg a sejtek kdzott [197]. Ezen Kisérletek
demonstraltak els6ként a membrant alkotd fehérjék szabad lateralis elmozdulasat. Els6ként
fluoreszcencia visszatérési gorbék analizisével [198], majd jelzett részecskék nagysebességii
vided nyomkodvetésével [199] (single particle tracking) egyre tobb fehérjérél mutattak ki a
sejtmembranban valé elmozduldsukat, valamint korlatozott térrészben torténd gatolt
diffuzidjukat [26]. Az azéta eltelt évtizedekben egyre tobb fehérjérdl bizonyosodott be, hogy
specialis Osszetételti, magas koleszterin koncentrécioju, szfingomielint, glikoszfingolipideket
és GPI- horgonyzott fehérjéket tartalmazd, detergens-rezisztens doménekben, lipid tutajokban
dusulnak fel. A szuperfelfoldasu mikroszkopia alkalmazasaval a korabbi modellek pontositasa
varhatd, és vérhatd a bizonytalansdg csokkenése a membranban levé lipid tutajok és
fehérjestrukturak életidejének és méretének meghatarozasaban.
Ertekezésemben az immunfolyamatokban fontos szereppel rendelkezé IL-2/15 citokin
receptorok és MHC | molekuldk altal alkotott kisméreti molekulaklaszterek dinamikajat
vizsgéaltam meg. Az MHC T glikoproteinek tobb hierarchikus szinten torténé organizacidjat
Damjanovich és munkatarsai FRET adatok, illetve atomer6 és elektronmikroszkopos felvételek
analizise révén allapitotta meg elséként [66]. Eredményeik szerint az MHC glikoproteinek
néhany nanométeres nagysagu szervezédését azok akar mikrométer méreti doménekben valo
akkumulécidja koveti. A Frye-Edidin kisérlettel analég moédon Nagy és munkatarsai
megvizsgaltak, hogy vajon a csak donor vagy csak akceptor molekuldkkal jel6lt sejtek fuzidja
utdn a masik sejtrél szarmazo jel6lt epitdpok (MHC 1, 11 és IL-2R) fognak-e molekuléris, FRET
tdvolsagon belllre (2-10 nm) keriilni? [200] Adataik alapjan a nagyméretit MHC 1 és IL-2R
klaszterek kozotti dinamikus részecskekicserélddést valoszintsitettek. Vereb és munkatarsai a
plazmamembran koleszterin koncentracidjanak metil-p-ciklodextrinnel torténé csokkentésenek
hatdsara az IL-2Ra, MHC | és MHC 11 klaszterek elmosddasat figyelték meg. Kimutattak a
CD48 lipid tutaj marker, valamint az IL-2 receptor alegységek kolokalizacidjat a

sejtmembranban (Cpearson > 0,40), igy igazoltdk az IL-2R lipid tutajokban valé felddsulasat.
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exogén eredeti B2m hozzdadasaval csokkenteni lehetetett [201]. Munkacsoportunk korabban
kimutatta az MHC 1, Il és IL-2/15R altal alkotott molekulaklaszterek lipid tutajokban valo
adatok egy fehérjepar kozotti kolcsonhatasnak csak egy iddpontjardl szolgaltatnak
informaciokat, a kolcsonhatas id6beli stabilitasarol nem adnak felvilagositast. Fluoreszcencia
keresztkorrelacios spektroszkopia (FCCS) segitsegevel kimutathat volt az 1L-2/15 receptorok
és MHC | molekulak legalabb néhany tiz ms életidejii egyuttmozgasa [42]. Edidin és
munkatarsai igazoltak a citoszkeleton szerepét a nagyméreti MHC 1 klaszterizaciojanak
stabilizaldsaban [202].

Ezen el6zmények ismeretében megvizsgaltuk, hogy egy klaszterbeli komponens eltavolitasa
milyen kdvetkezményekkel jar a molekulaklaszterek aggregaciojara és dinamikussagara. A
fehérjek klaszterizaciojanak vizsgalatdhoz kulonféle maodszereket kombinaltunk, melyek
kiilonboz6 hierarchikus szinteket vizsgalnak. Azért, hogy az MHC | expresszidjanak szerepét
tanulményozhassuk az IL-2/15R és MHC | klaszteriz&cidjaban és mobilitdsdban, az MHC |
expresszidt siRNS transzfekcioval csendesitettiik. Az aggregaciot, valamint a molekularis
mobilitast fluoreszcencia korrelacios spektroszkdpiai mérésekkel és szuperfeloldasu képek
analizisével vizsgaltuk.

A molekuléris fényességek analizisével kimutattuk, hogy a kisméreti MHC I komplexekben
tobb MHC | molekula is jelen van, az aggregacié mertéke csokkent az expresszios szint
csokkentésével. Az MHC | glikoproteinekkel ellentétben az IL-2/15 receptor alegységek homo-
Fontos megjegyezni, hogy a molekuléaris fényesség analizisével kapott fehérjeszam
alulbecsulheti a tényleges aggregacio fokot. Az irreverzibilis fotoelhavanyulas vagy a fehérjék
homoaggregacidja esetén fellépd onkioltas csokkentheti a fluoreszcencia intenzitast, igy az F/N
értékek Kkisebbek lesznek a valddinal. Eredményeink kiemelik, hogy egyes membrénalkotok
homoaggregaciés készsége a koncentracidjuk fliggvénye, mig mas membranfehérjék
aggregacioja nem mutat ilyen 6sszefliggést [203-205].

Molekula aggregaciés adataink mas munkacsoportok eredményeivel hasonlésagot mutattak.
Eggeling és munkatarsai szuperfeloldasu fluoreszcencia korrelacios spektroszkopia (STED-
FCS) segitségével kimutattak, hogy a lipid tutajok rovid életideji és legalabb 10-300 nm
nagysagu nanodomének [19]. Méréseink kimutattak a lipid nanodoménekhez hasonlé méretii
kisméretli fehérje nanoklaszterek jelenlétét, hozzajarultak a tobb szintii szervezddés

épitdelemeinek kialakulasahoz sziikséges tényezok megeértéséhez.
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Saffman és Delbriick modellszamitasaibdl ismert, hogy egy membranfehérje sugaranak
csokkentésével a diffazids allanddjanak novekedése varhatd [206]. Eredményeink szerint az
MHC | molekulak mobilitasa valéban kovetkezetesen magasabbnak bizonyult a kdlcsénhato
fehérjek altal alkotott aggregatum meretének csokkentésével. Az 1L-2/15Ra alegységek
mobilitasa ugyancsak megnoétt a kolcsonhatd partnerek (MHC 1) szaméanak a csokkentésével.
Eredményeink ravilagitanak, hogy a citokin receptorok dinamikaja érzékeny a mikrokdrnyezet
véltozasara.

Feltételeztiik, hogy a vizsgalt fehérjék megnovekedett mobilitdsanak hatterében azok
klaszterizacios hajlanddsaganak megvaltozasa allhat. A fehérjék magasabb szintii
organizaciodjat szuperfeloldasi mikroszkopiaval vizsgaltuk meg. A klaszterméret valtozast
hérom eltér6 megkozelitést alkalmazé klaszterméret meghatarozod algoritmussal teszteltiik.
Mindharom eljaras eredménye egyhanglan azt tamasztotta ala, hogy az MHC | molekulak
klasztermérete az expresszios szint fliggvénye, a klaszterek atlagos mérete 400-600 nm volt a
kontroll sejteken, mig 200-300 nm a géncsendesitett sejteken. Ezzel ellentétben az IL-2/15Ra.
alegysegek klaszterizaciojat, valamint az IL-2/15f és IL-2/15a kozotti atlagos tavolsagot az
MHC | eliminalasa nem volt képes szignifikansan befolyasolni. Megéllapitottuk, hogy az MHC
| proteinek nagyméretli klaszterméretének, valamint a nano-homoaggregatumok méretének a
csokkenése Osszhangban &ll a mobilithsok valtozasaval, a kisebb méretli klaszterekben
atlagosan nagyobb volt a nanoklaszterek mobilitasa.

A szuperfeloldasu képek analizisével kimutattuk, hogy az MHC | géncsendesitése az MHC | és
a receptorok asszocialt hanyadat és a Pearson-féle korrelacios koefficienseket is csokkentette,
igy az MHC | eliminéldsa nem a klaszterméret valtoztatasan keresztil, hanem a kélcsdnhato
partnerek szamanak csokkenésével jarult hozza a receptorok mobilitasanak novekedéséhez. Az
asszocialt hanyad adatok alapjan megallapithatjuk, hogy a géncsendesités utdn megmaradd
MHC I molekulak az IL-2/15Ra alegységek mellett maradtak, ami stabil kapcsolatot feltételez
az MHC | és az IL-2/15Ra kozott.

Mivel mind az IL-2/15Ra, mind az MHC 1 proteinek lipid tutajokkal asszocialt
struktarat alkotnak [41, 42, 72], és az MHC | géncsendesités kovetkeztében mind a receptorok,
mind az MHC | mobilitasa megnétt, felvetddik a kérdés, hogy vajon a receptor alegységek lipid
tutajokban vald feldUsuldsara hatassal van-e a kolcsonhatdé partnerek szamanak, az
aggregatumok meéretének csokkentése? Azt kolokalizacios adataink alapjan megéllapitottuk,
hogy a receptorok lipid tutajokban valé akkumulaciojara nincsen hatassal a gencsendesités. Az
eddigi irodalmi adatok alapjan lipid tutajokban val6 felddsulasukat csak koleszterin kivonassal

és ligandjuk hozzaadasaval lehetett indukalni [41, 43].
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Osszefoglalasképpen elmondhatjuk, hogy az IL-2/15 citokin receptorok és MHC |
glikoproteinek klaszterizaciojara szignifikans hatéssal volt a legmagasabb szinten expresszalt
klaszterbeli komponens, az MHC | géncsendesitése. A géncsendesités hatdsat a

molekulaklaszterekre 40. dbra szemlélteti.
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40. &bra: Az MHC | géncsendesités hatasa az IL-2/1L-15 receptorok és MHC
I molekulék altal alkotott klaszterek szerkezetére.

Az IL-2/15 receptorok és MHC | molekuldk tdbb hierarchikus szinten
szervez6dnek. Piros szaggatott vonallal az MHC 1, kék pontozott vonallal a
nagyméretli klaszterek hatarait jel6ltem. Szuperfeloldasi mikroszkopia és
korrelacids spektroszkopiai analizis kombinalasaval megallapitottuk, hogy a
membran mikrodomének toébb kisebb, néhany molekulat tartalmazé
nanodoméneket, fehérje aggregadtumokat tartalmaznak, melyek szorosan
Osszekapcsolddnak, és egyutt diffundalnak FCS méréseink alapjan. A fehérjék
asszociélt hanyadait a mikrodoménekben 40 nm-es feloldas mellett becsultik meg.
Az expresszids szint redukaldsa kovetkeztében az MHC | klaszterek atlagos
atméréje 400-600 nm-rél 200-300 nm-re csokkent. Az IL-2/15 receptorok
klaszterméretét nem befolyasolta a kblcsonhatd partnerek szamanak csokkentése.

Ertekezésemben funkcionalis vizsgalatokat nem végeztem, altalanossagban elmondhatjuk,
hogy a fehérje nano- és mikroklaszterek jelatviteli platformként szolgalhatnak, igy a
membranfehérjék klaszterizacidja tobb jelatviteli utvonalra és sejtfunkciora jelentds hatassal
lehet [207-210]. A membanfehérjék hierarchikus és dinamikus klaszterizaciojanak pontos
megértése feltételezi az intra- és extracellularis, valamint a membranban hat6 tényez6k alapos
feltarasat. Ertekezésemben megvizsgaltam, hogy a legnagyobb szamban jelenlevd klaszterbeli
elem permanens csokkentése milyen konzekvencidkkal jar egyes nano- és mikroméretii

forméciokra.
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6.2. Az AP-1 komplex vizsgalata

Az AP-1 komplex a Fos, Jun és ATF (Activating transcription factor) fehérjecsaladok
elemeibd] felépiild transzkripcios faktor. Ertekezésem masodik részében a c-Jun és a c-Fos
heterodimer transzkripcios faktorok konformacidjat és DNS-hez vald kotodési képességét
vizsgaltam meg. A c-Fos és c-Jun leucin cipzarral 6sszekapcsolodé dimer, szdmos gén
szabalyozasédban van szerepUk, aktivaciojuk az IL-2 altali jelatvitel egyik lehetséges végpontja.
A C-terminalis doménjuk konforméacidja ismeretlen, az irodalomban csak dimerizacios és
DNS-k6té doménjérdl all rendelkezésre kristalyszerkezeti struktira.
elhelyezked6 fluoreszcens fehérjék kozotti FRET méréseket végeztiink konfokalis
mikroszkoppal. A transzkripcids faktorok DNS-kotddésének vizsgalatat keresztkorrelacios
(FCCS) analizis segitségével végeztik el. Azért, hogy c-Fos és c-Jun C-terminalis doménjeinek
hossza egyenld legyen, c-Fos delécios mutanst hoztunk (c-Fos?'®) létre, amely C-vége 165
aminosavval révidebb. FRET adataink alapjan, a teljes hosszusagu c-Fos és c-Jun fehérjék C
végére kapcsolt fluoroférok kozotti atlagos tavolsag 8,4 + 0,5 nm volt, mig a c-Fos?%® és c-Jun
fehérjek kozott 6,8 £ 0,1 nm. Ezen tavolsagadatok segitségével a molekularis dinamikai
modellek kozul kivalaszthattuk azokat, melyek kompatibilsek méréseinkkel. Ez alapjan
megallapithattuk, hogy a két fehérje C-terminalis szakaszai a linearis hosszak altal lehet6vé tett
tavolsagoknal jelent6sen kozelebb, helyezkednek el, ami a transzaktivaciés domének
kozelsegére utal a dimerben. A fluoreszcencia keresztkorrelacids spektroszkopiai analizis
segitségével megallapitottuk, hogy DNS-hez kotétt dimer transzkripcios faktorok aranya
csokkent a molekuléris rovidités kovetkeztében, tehat a C termindlis régionak funkcidja van a
DNS-hez valé kotédésben. Ez egybecseng a C-termindlis transzaktivacids szerepével.
Eredményeink ravilagitanak, hogy a molekularis dinamikai szimulacidékbol szamolt lehetséges
konformaciok korét jelent6sen sziikiteni lehet FRET mérésekbdl kapott atlagos tavolsadgok
segitségével.

Mivel a c-Fos és c-Jun heterodimerizacidja régéta ismert, igy j6 modellrendszerként
hasznalhatd GFP-mRFP kozotti FRET mérések optimalizalasara és tervezésére. Az IL-2
receptorok sejtfelszini 6sszeszerelodését ligand hidnyaban is a receptor alegységek kozotti
FRET mérések bizonyitottak. Munkacsoportunkban jelenleg torténnek kutatasok az IL-2 és -15
receptor alegységek sejten beliili 0sszeszerelddésének nyomon kovetésére az endoplazmas
retikulumban és a Golgiban, igy a c-Fos és c-Jun kozétti FRET mérésének a kidolgozasat
hasznalni lehet mas epitdpokhoz kdtott GFP és mRFP fehérjeparok kdzotti FRET mérésekhez
is.
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6.3. FPGA korrelator validalasa

Dolgozatom harmadik részében egy multifunkcios ujraprogramozhatdé méréeszkoz
FCS/FCCS merésekben valo alkalmazasat mutattam be. A mérések soran gyakran sziikseg van
a korrelacios flggvények futasidében vald kiszamolasara és megjelenitésére, igy a gorbék
kiszamolasat célhardver (hardver korrelator) hasznalata megkonnyiti. A korrelacids gorbék
kiszdmolaséahoz gyakran hasznalt eljards a multiple-t algoritmus, hasznalataval a korrelacios
fuggvényeket logaritmikusan ekvidisztans késleltetési idopontokban lehet kiszamolni. Az
algoritmus nem tul nagy adattarolasi igénye, valamint az adatblokkonkénti szamolas
eredményeképpen az altalunk elérhetd FPGA eszk6zon lehetséges volt tobbesatornas multiple-
1 hardver korrelatort fejleszteni. Az FPGA eszkozok eldnyei kozott szerepel a kereskedelmi
forgalomban kaphaté korrelatorokhoz képesti olcsdésaguk. Tovabbi el6nyik az
Ujraprogramozhatosaguk, valamint a tébbszoros analog illetve digitalis aramkori bemeneteliik,
igy nem csak korrelator elemként, hanem altalanos célt mérésvezérl és adatgyijté eszkozként
is hasznélhatdak. Az eszkdz programozasa soran szem el6tt kell tartani, hogy az algoritmusok
implementalasakor a parhuzamos szamolésok szaméanak a maximalizalasara és azok megfeleld
szinkronizalasara kell térekedni, ellenkez6 esetben az eszkozok kihasznaltsaga az optimalistol
elmaradhat. A korabban rendelkezésunkre all6 ALV-5000E korrelator egyszerre csak vagy a
két csatorna autokorrelacids fliggvényeit, vagy pedig azok keresztkorrelacios fuggvényeit tudja
kiszamolni. Mivel a membran inhomogen, igy az érzékeny térfogatban milliszekundumos
id6skalan kicserélodo fehérjekomplexek aggregacios €s diffiizios paraméterei valtozékonyak.
Ezért az egymas utan elvégzett auto- és keresztkorrelacios mérések mas molekulapopulaciot
jellemeznek, ami héatrdnyos, ha pl. az autokorrelacios és keresztkorrelacios fliggvények
ismeretét is igényl6 asszocialt hAnyad meghatarozasa a célunk. Az FPGA kartya egyidejlileg
képes az 6sszes korrelacios fliggvény meghatarozasara, kikiiszobolve ezt a problémat.

Ertekezésemben a méréeszkoz validalasaként két szinnel jelolt, oldatban diffundalé
antitest korrelacios fliggvényeinek a parameéterbecsléseit végeztem el. A paramétereket a
kereskedelmi forgalomban kaphat6 ALV5000E-korrelatorral meghatarozott fliggvények
nemlinearis illesztésével is megbecsiltem. Az illesztett paraméterek a két eszkdzon kozel
azonosak voltak.
A parhuzamos auto- és keresztkorrelacios fuggvények kiszamolasaval a molekulakomplexek
asszocialt hanyadat lehet egy meérésen belul pontosabban megbecsilni, valamint az
egyuttmozgd komplexek stabilitasat is lehetseges jellemezni. Terveink szerint az eszkozt
sejtfelszini fehérjekomplexben valé asszocialt hanyad meghatarozasara is hasznalni fogjuk.

Tovabbi terveink szerint az eszk6zdn haromcsatornas hardver korrelatort is fogunk fejleszteni,
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mellyel harom méas-mas szinnel jel6lt fehérje mobilitasi viszonyait es asszocialt hanyadait
fogjuk megmérni (pl.: IL-2Ra. - IL-2Rp - IL-2RY).
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7. Osszefoglalas

A membranfehérjékbdl felépiild sejtfelszini strukturdk valtozatos térbeli és iddbeli
szerkezettel rendelkeznek, tobb hierarchikus szinten szervezddnek. Az immunfolyamatokban
fontos szereppel rendelkez6 interleukin-2 és -15 citokin receptorok és az MHC | és Il molekulak
kozos klaszterekben fejezddnek ki T sejtek membranjaban. Kivancsiak voltunk arra, hogy a
legmagasabb expresszioju komponens, az MHC | hogyan befolyésolja a klaszter elemeinek
aggregaciojat és dinamikajat. Ezért az MHC | expressziojat siRNS-sel csendesitettiik.
Szuperfelfodasu képek analizisével kimutattuk, hogy az MHC | molekulak klasztermérete azok
expresszids szintjének a fuggvénye. Az IL-2Ra és IL-15Ra alegységek klaszterizaciojat,
valamint az IL-2/15Rp és IL-2Ra kozotti atlagos tavolsagot az MHC | csendesitése nem
befolyasolta. Molekuléris fényességek analizisével kimutattuk, hogy a kisméreti MHC |
komplexekben a homoaggregacio mérteke csokkent az expresszios szint csokkentésével. FCS
mérések segitségével megallapitottuk, hogy az MHC | molekuldk mobilitasa kévetkezetesen
nagyobb a kdlcsonhatd fehérjék altal alkotott aggregadtum méretének csokkentésével. Az IL-
2/15Ra alegységek mobilitasa is megnétt az MHC | szdmanak a csokkentésével. Az MHC | és
az IL-2Ro/IL-15Ra stabil kdlcsonhatasa kovetkeztében a géncsendesités utan megmaradd

MHC | molekuldk az IL-2Ro/IL-15Ra alegységek mellett maradtak. A receptorok lipid

=77
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A dimerek konformaciojanak vizsgalatahoz a C-végiikon elhelyezkedd fluoreszeens fehérjék
kozott FRET méréseket végeztink, a DNS-kotddés vizsgalatat —fluoreszcencia
keresztkorrelacios spektroszkopias (FCCS) analizis segitségével végeztik el. Megéllapitottuk,
hogy DNS-hez kotott dimer transzkripcids faktorok aranya csokkent, ha a c-Fos C-terminalis
véget megroviditettiik, tehat a C terminalis régionak funkcidja van a DNS-hez valo kotédésben.
A FRET adatok alapjan szamolt atlagos tavolsagok ismeretében a molekuléris dinamikai
szimulaciokbol szdmolt lehetséges konformaciok korét jelentdsen sziikiteni lehetett.

Az eértekezés utolso részében egy ujraprogramozhatdé méréeszkoz (FPGA) biofizikai
mérésekben valo lehetséges alkalmazasat, illetve validalasat mutattam be fluoreszcencia
(kereszt)korrelacios mérésekben. Az eszkozzel, valamint a kereskedelmi forgalomban kaphatd
korrelatorral meghatarozott korrelacios fliggvenyek paraméterbecslését nemlinearis illesztéssel
vegeztem el, a paraméterek a két eszkdzon kozel azonosak voltak. Az eszkoz segitsegevel
megbecsiilhetd a molekulakomplexekben levd fehérjék asszocialt hanyada és mobilitasa,

lehet6vé téve pontosabb biofizikai modellek felallitasat.
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8. Summary

Membrane proteins form dynamic clusters at different hierarchical levels. MHC | and
Il 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 1 and IL-2Ro/IL-15Ra. The expression level of MHC I was reduced using
anti-B2m siRNA. Combination of superresolution microscopy with image analysis methods
showed that the diameter of MHC | superclusters significantly reduced, whereas those of IL-
2Ra/IL-15Ra hardly changed upon gene silencing. Fluorescence correlation spectroscopy-
based brightness analysis revealed that the molecular level of homoaggregation of MHC |
molecules was reduced by decreasing their expression level. The mobility of IL-2Ra, IL-15Ra
and MHC 1 increased significantly upon knockdown of MHC I, corroborating the general size
decrease of protein aggregates. MHC | molecules retracted to a smaller total area, but remained
in the vicinity of interleukin receptors. The interaction between IL-2Ra and IL-2/15Rf subunits
did not change significantly, suggesting that the interactions holding these subunits together
were not dependent on the presence of MHC 1. Our colocalization analyses suggested that the
enrichment of IL-2Ro/IL-15Ra in lipid rafts was not affected by removing MHC | 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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Javitasok jegyzéke:

A benyujtott értekezés 34. abraja tévedésbol a 30. és 31. abrak duplikdtuma volt, a javitott 34.
abra helyesen az alabbiakban lathatd (I&sd megalapozé kdzlemény 6. és S8. abrai):
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34. abra: MHC | - IL-2Ra és MHC I - IL-15Ra kozos molekulafrakeioi és Pearson
korrel&cios egyitthatdi
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