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Magyar nyelvii 6sszefoglalas

A palyazat keretében tanulmanyoztuk a T limfocitak sejtfelszini fehérjéinek
eloszlasat. Megallapitottuk, hogy a Kv1.3 K" csatornak és a T sejt receptor integrans
részét képzé CD3 molekuldk atfedd0 membran doménekben helyezkednek el.
Konfokalis mikroszkopos eredményeinket aramldsi citometrids energia transzfer
mérésekkel is megerdsitettiik. Felismertiik, hogy a CTL-target sejt kdlcsonhatas soran
a Kv1.3 K’ csatornak az immunoldgiai szinapszisban feldiisulnak.

Megalkottuk az IL-2/IL-15R rendszer dinamikus heterotetramer modelljét: a citokin

crcr

a megfelel6 nagy affinitasu afy. heterotrimert.

Fluoreszcencias festékek és arany nanorészecskék kozti energia transzferen alapulo
tavolsagmérd modszert dolgoztunk ki. Energia transzfer mérések hatékony végzésére
szamitogépes programokat hoztunk létre, melyek mikodését szamos rendszeren
teszteltiik.

Angol nyelvii 6sszefoglalas

In the frame of the project we studied the distribution of cell surface proteins of T
lymphocytes. We proved that the Kv1.3 K’ channels are located in the same
membrane domains as the CD3 molecules which are part of the T cell receptor.
Confocal microscopic data were in good agreement with those of the flow cytometric
energy transfer measurements. We showed that the Kv1.3 K" channels are expressed
at higher concentrations in the immunological synapse during CTL-target cell
interaction.

We described the dynamic heterotetramer model of the IL-2/IL-15R system: the
binding of the appropriate cytokine results in the formation of high-affinity afy.
heterotrimeric receptors.

We introduced a novel energy transfer method for measuring distances on the cell
surfaces using fluorescent dyes and nanoparticles. We elaborated computer programs
for determining energy transfer efficiencies and tested them on several biological
systems.



Részletes jelentés
I. Receptor mintazatok a transzmembran jelatvitel kiilonb6z6 szintjein

A palyazat f6 célkitlizése a munkacsoportban mar kordbban folyd kutatasok szerves
folytatasaként 0j sejtfelszini fehérje mintazatok azonositasa volt. Két fo teriileten
tettiink jelentds eldrelépést: a T limfocitak fesziiltség vezérelt K csatornaja eloszlasa
¢s az interleukin-2 és -15 receptorok eloszlasa vonatkozasaban.

A T limfocitak dominans, fesziiltség vezérelt K+ csatornaja, a Kv1.3 fontos szerepet
tolt be a T sejtes immunvalasz kialakulasaban. A Kv1.3 csatornak lokalizaciojat T
sejtek plazma membranjdban FLAG epitopot kodold Kvl.3 csatorna gén
alkalmazasaval térképeztiik fel. A FLAG epitop klonozasa a csatorna génbe lehetévé
tette az expresszalt csatornak antitestekkel torténd specifikus jelolését. A csatornak
membranbeli eloszladsat kolloiddlis arannyal konjugélt antitestek alkalmazasat
kovetden készitett elektron mikroszkopos képek analizisével hataroztuk meg.
Eredményeink arra mutatnak rd, hogy a csatornak eloszldsa a membranban nem
véletlenszerti, karakterisztikus mintdzatot mutat. Konfokalis [ézerpasztazéd
mikroszkopias képeink azt mutattdk, hogy a fluoreszcencidsan jeldlt Kv1.3/FLAG
csatornak ¢és a T sejt receptor integrans részét képz6é CD3 molekuldk atfedé6 membran
doménekben helyezkednek el, amit a keresztkorreldcios szamitassal is igazoltunk. A
Kv1.3/FLAG ¢és CD3 molekuldk aramlasi citometrids fluoreszcencia rezonancia
energia transzfer méréseink szerint igen szoros kapcsolatban, molekularis
kozelségben (2-10 nm) allnak egymassal, amire a jelentds energia transzfer hatasfok
utalt. (Panyi és mtsai, 2003)

A T sejtek aktivacidja sordn a Kv1.3 expresszids szintje sokszorosara emelkedik,
mely a proliferaciohoz sziikséges negativ. membranpotenciadl kialakulasat
eredményezi. Igy a Kv1.3 funkciojaban bekovetkez6 valtozasok befolyasolhatjak az
immunvalasz kialakulasat. A FLAG epitdépot kédolé Kv1.3 gén alkalmazasaval
kimutattuk a CTL-k Kv1.3 csatorndinak polarizalt expresszidjat a CTL-target sejt
kolcsOnhatds soran: az esetek egy részében az immunoldgiai szinapszisban (IS)
halmozodnak fel, maskor az IS-t dvszerlien veszik koriil. A kétfajta elrendezddés
nagyon hasonlit az IS-t kialakité mas molekuldknak az IS érése soran tapasztalt
dinamikus atrendezddésére. (Panyi és mtsai, 2004)

Az interleukin-2 ¢és -15 receptor sajat o alegységgel, de kozos jelatvivd B és yc

alegységekkel rendelkezik, igy a két citokin a T sejtek miikddésében mind kozos,

mind egymassal ellentétes funkcidkat is ellat. Vizsgalataink célja az IL-2R és IL-15R
alegységek sejtfelszini eloszlasdnak és kolcsonhatasainak feltérképezése, a receptorok

Osszeszerelddésének ¢és végsd soron az IL-2/IL-15 receptor-rendszerek jelatviteli

folyamatainak, a két citokin kozos és eltérd hatdsainak hatterében allé6 ok-okozati

Osszefiiggéseknek a megértése. Eredményeink a kovetkezdkben foglalhatok 6ssze:

e Fluoreszcencia rezonancia energia transzfer (FRET) mérésekkel kimutattuk, hogy
a Kit225 FT7.10 human T limfoma sejtek plazmamembranjdban a magas
affinitasu IL-15R (IL-15Rapyc) eldre dsszeszerelt allapotban van jelen.

e Konfokalis mikroszkopias és FRET méréseink alapjan az FT7.10 sejteken az IL-
I15Ra és az IL-2Ra k6z0s membran doménekben (un. lipid tutajokban), egymas
kozvetlen molekularis kozelségében helyezkedik el.



e Kimutattuk az IL-15Ra és a HLA I ill. HLA-DR molekuldk lipid tutajokban

e Fluoreszcencia kereszt-korrelacios mérésekkel igazoltuk az IL-15Ra és az az IL-
2Ra i1l a HLA I ko-mobilitasat.

e Korabbi ¢és jelen eredményeink alapjan megalkottuk az IL-2/IL-15R rendszer
dinamikus heterotetramer modelljét: a citokin kotddése az alegységek
affinitdsu ofyc heterotrimert. Az IL-2/IL-15R rendszer a HLA 1 és HLA.-DR
glikoproteinekkel (és az ICAM-1 adhézios fehérjékkel) egyiitt receptor
szuperklasztereket alkot a T sejtek specidlis membran mikrodoménjeiben (ipid
tutajok). (Vamosi és mtsai 2004)

II. Membranfehérje-asszociatumok dinamikus tulajdonsagainak jellemzése

A Singer-Nicolson-féle membranmodell értelmében a membranfehérjék szabadon

mozognak a plazmamembranban. Az utdébbi néhany évben azonositott
membranfehérje-asszociatumokrél azonban nem ismert, hogy ezek a membran
egészéhez hasonléan dinamikusan viselkednek-e. Fluoreszcens képalkoto

mikroszkopias FRET illetve a nagyméretli asszocidtumok vizsgalatara alkalmas kozeli
mezd optikai mikroszkopia (NSOM) alkalmazéasaval tanulmanyoztuk a sejtfelszini
fehérjemintdzatok dinamikus sajatsagait kiilonb6z6 humén eredetii B illetve T
limfoma sejtek felszinén. Fluoreszcens Fab fragmentummal jelolt sejteket
fuzionaltattunk egymassal, és nyomon kovettiik, hogy a kisméretli- (pl. dimerek), ill.
nagyméretli fehérje asszocidtumok képesek-e fehérje komponenseket cserélni
egymassal. A kisméretli asszocidtumok ujraoszlasat fluoreszcencia rezonancia
energia transzfer (FRET), mig a nagyméretii asszocidtumok (klaszterek) Gjraoszlasat
kozeli mezd optikai mikroszkopia, konfokalis és elektronmikroszkdpia segitségével
mértiilk. Eredményeink szerint a vizsgalt membranfehérjék (MHC-I, MHC-II, CD48,
transzferrin receptor, IL2Ra) nagyméretli asszocidtumai dinamikusak, tehat képesek
egy masik hasonlé6 membranfehérje asszociatummal fehérje komponenseket cserélni.
A raft fehérje CD48 és a nem-raft fehérje transzferrin receptor klaszterek azonban
nem keverednek egymassal. A kisméretli asszociatumok esetében a legtobb vizsgalt
fehérje asszociatumai dinamikusan viselkedtek (MHC-I, CD48, transzferrin receptor,
IL2Ra), azonban az MHC-II kisméretli asszocidtumai nem cseréltek fehérjét egymas
kozott. Az asszociatumok kozotti fehérjekicserélédést nem lehetett az endocitozis-
recirkulacié blokkoldsaval meggatolni. Eredményeink lehetévé teszik a
transzmembran jelatvitel és a T sejtek antigén felismerési folyamatai soran lejatszodo
nagyfoki  membranfehérje-atrendezédések  értelmezését. A nagyméretl
klaszterizaciéra vonatkozd méréseket megismételtiik kolloidalis arannyal jelolt
mintdk elektronmikroszkopos vizsgalataval is. Ezen kisérletek eredményei
megerdsitették, hogy a vizsgalt molekuldk nagyméretli asszocidtumai dinamikus
tulajdonsaguak. (Vereb és mtsai, 2003)

I11. Energiatranszfer mérések hatékony végzése

Intézetliinkben két évtizede végziink fluoreszcencia energia transzfer méréseket
sejtfelszini fehérjék tavolsag viszonyainak feltérképezésére. Szamos olyan technikai
ujitast dolgoztunk ki, amelyek megkonnyitik a mérések elvégzését, vagy mas elven is
lehetdvé teszik az energia transzfer hatékonysag meghatarozasat.



Az aramlasi citométerrel torténd energia transzfer mérés soran sejtenként
hatarozhatunk meg transzfer hatékonysag értéket. A meghatarozashoz harom
egymastol fliggetlen adatra mért van sziikség, melyekbdl a megfeleld matematikai
eljarassal kiszamithatd a transzfer érték. Sem az adatok mennyisége, sem a
matematikai formulak Osszetett mivolta nem teszi lehetévé az energia transzfer
értékek meghatarozasat tablazat-adat kezeld szoftver segitségével. A mérés soran
nagyszamu sejttel dolgozunk, valamint a minta tobb egymastol eltérd tulajdonsaggal
rendelkezd sejtpopulaciot is tartalmazhat. Az egyes populacidk a mért adatok alapjan
torténd elkiilonitéséhez sziikség van egy grafikus feliiletre, amelyen a sejteken mért
adatok alapjan az egyes populaciok elkiilonithetok. Kifejlesztettiink egy olyan
szoftvert, mely a fent leirt problémakat orvosolja. A programot tobb sejtrendszeren is
teszteltilk. Eredményeinket €s a program muikodésének leirasat egy kozleményben
foglaltuk 6ssze. (Szentesi és mtsai 2004)

Az é4ramlési citometrids fluoreszcencia rezonancia energia transzfer mérések eldnye,
hogy rovid 1d6 alatt nagyszamu sejt vizsgalhato, jo statisztikaval, azonban ebben
rejlik hatranya is, hiszen a nyerhetd informacio felbontisa sejtszintli, azaz minden
sejtrol egy atlagos paraméterrel jellemezhetd informacid nyerhet6. Amennyiben
nagyobb felbontast kivanunk elérni az egyik lehetséges megoldas a
fotohalvanyodéason alapul6 rezonancia energiatranszfer modszer (pbFRET), mely a
FRET technika egyik mikroszkopos adaptacioja.

Célunk volt az esetleges sejtfelszini heterogenitasok, mikrokoldniak tanulmanyozasa,
a lehetd legjobb felbontéassal kellett a fotohalvanyodasi idéallanddkat meghatarozni.
Ez azt jelenti, hogy képpontonként (pixel) kellett a fotohalvanyodasi idéallanddkat
meghatarozni. Egy kép altalaban 512x512 pixelbdl all, azaz 262144 fotohalvanyodasi
gorbét kell kétszeresen exponencidlis gorbével illeszteni. Ennek a feladatnak az
elvégzése kereskedelmi forgalomban kaphaté programmal Iehetetlen. Ezért
létrehoztunk egy olyan szoftvert, mely alkalmas a pbFRET mérés sordn felvett
képszekvencidk analizisére. Annak érdekében, hogy a szoftver fiiggetlen legyen a
mérOdmiszer és a vele generalt képfajlok tipusatdl, a program csak a raw
képformatumot tamogatja, melyet minden kereskedelmi szoftver ismer. Tovabba
olyan feliilettel lattuk el, hogy alkalmas legyen tobb mérés képszekvencidinak
egymast kovetd automatikus analizisére, valamint az eredmények statisztikai
feldolgozasara. A méréseket Zeiss LSM 510 mikroszkopon végeztiik el (1ézerek: Ar
ion lézer, 488 nm, donorgerjesztés; He-Ne 1ézer, 543 nm, akceptor gerjesztés).
Minden mintarol négy képszekvencidt (mindegyiken 2-3 sejt, mintanként kb. 10 sejt)
vettiink fel. Sejtenként, a sejt méretétdl fiiggden 600-1500 fotohalvanyodasi
idéallandot hatidroztunk meg, amely azt jelenti, hogy mintanként atlagosan 6000
fotohalvanyodasi idéallando értéket kaptunk. Az MHC I konnyl- és nehéz lanca
kozotti energia transzfer hatdsfok mérésével demonstraltuk a modszer hatékonysagat.
(Szentesi és mtsai 2005)

Nanorészecskék jelenlétében tavolsagfiiggd moddon megvaltozik a fluoreszcens
festékek szamos spektroszkopiai sajatsdga. Olyan, a fluoreszcencias festékek és arany
nanorészecskék kozti energia transzferen alapuld tavolsagméré modszert dolgoztunk
ki, mely lehetdvé teszi a 10 nm-nél, azaz a hagyomdnyos Forster tipusu energia
transzfer hatétavolsaganal nagyobb tavolsagra 1évé receptorok proximitas
viszonyainak a vizsgalatat is. A sejtek oldalszérdsa a felk6tdédott aranyrészecskék
miatt szintén novekedést mutat, ami felhaszndlhaté az arany nanorészecskék



kotddésének aramlasi citométerrel torténd gyors kvantitativ analizisére. Amellett,
hogy a nanorészecske energia transzfer moddszeriink lehetévé teszi a receptor
asszociaciok nagyobb tavolsagsdg skalan torténd vizsgalatat, a bioszenzorok
fejlesztése teriiletén is alkalmazasra kertilhet. (Bene és mtsai 2005)

Tobb konyvfejezetet is irtunk, amelyekben Osszefoglaltuk a sejtfelszini fehérjék nem
véletlenszerll eloszldsdnak a szerepét a membranon keresztiili jelatvitel folyamatéban,
(Bodnar ¢és mtsai 2005) illetve technikai utmutatokat készitettiink a sejtfelszini
fehérjék kozotti energia transzfer mérések kivitelezéséhez (Szolldsi és mtsai 2116, és
Nagy €s mtsai 20006).

Az eredmények hasznositasa

A kiilonbozoé eredeti limfocitdk sejtfelszini mintazatainak Osszehasonlitasa, az
egészséges illetve beteg egyedekbdl, esetleg més fajbol szarmazd sejtek kozotti
hasonlésagok ¢s kiilonbségek feltarasa eldsegitheti a mintazatok funkciondlis
jelentdségének illetve a normadlis valamint a koros sejtmiikodés (pl. aktivacio,
sejttranszformacié stb.) molekularis részleteinek megértését, igy mind az
alapkutatdsban mind pedig a kiilonféle betegségek diagnosztikdjaban illetve

crer
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