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A jelen OTKA tamogatassal megvaldsitott kutatasi program kodzéppontjgban a T sejtes
immunvalasz kivaltdsaban és szabalyozasaban szerepet jatsz6 sejtfelszini fehérjék (pl. IL-2/IL-15R
rendszer, Kv1.3 kalium-csatorna, MHC glikoproteinek stb.) miikodésében szerepet jatszd fehérje-fehérje
kolcsonhatasok felderitése allt, amelyet a szervezddés kilonb0zé szintjein vizsgaltunk: a tobb alegységhdl
allo molekulak egyes alegységei kozotti kolcsonhatasoktdl kezdve a nm-es és pm-es 1éptéki doménekbe
szervezOdesig. Feltételezésiink szerint a kialakuld mintazatok alapvetd szerepet toltenek be a jelatvitel
egyes lépéseinek szervezésében s igy egyrészt alapvetben befolyasoljak a sejtek fizioldgias mikodéset,
masrészrél potencialis célpontjai lehetnek az immunszupresszios és a daganat-ellenes terapiaknak.
Vizsgélataink soran ezen problémakat fé6ként — de nem kizarélagosan — kilonféle, a sejtfelszini fehérjék
kélcsdnhatasainak illetve mozgaséanak vizsgalatdra alkalmas biofizikai modszerekkel (fluoreszcencia
rezonancia energia transzfer (FRET), konfokalis mikroszkopia, fluoreszcencia korrelaciés spektroszképia
stb.) kozelitettik meg.

l. Interleukin-2 és -15 receptorok alegységeinek szervezédése human T limfémal/leukémia sejtek
plazmamembranjaban

Az IL-2 és IL-15 citokinek fontos szerepet jatszanak a T limfocitak funkcidjanak és homeosztazisanak
szabalyozasaban. Receptoraik felépitésében harom alegység vehet részt: a jeleatvitelért felelds, mindkét
receptor altal hasznélt 3 és yc l&nc, valamint az adott citokinre specifikus a alegység. Az azonos receptor
alegységek és a kozosen hasznélt jelatviteli mechanizmusok ellenére a két citokin hatasspektruma csak
részben fed &t, a kivaltott sejtvalasz akar teljesen ellentétes is lehet. Vizsgélataink célja az IL-2R és IL-15R
alegységek  sejtfelszini  eloszlasanak és  kolcsonhatasainak — feltérképezése, a  receptorok
oOsszeszerelddésének és végs6 soron az IL-2/IL-15 receptor-rendszerek jelatviteli folyamatainak, a két
citokin k6z0s és eltéré hatasainak hatterében allo ok-okozati dsszefliggéseknek a megértése.

Eredményeinket a kovetkezékben foglalhatjuk 0ssze:

(1) Fluoreszcencia rezonancia energia transzfer (FRET) mérésekkel kimutattuk, hogy a vizsgalt Kit225
FT7.10 humén T limféma eredetli sejtek plazmamembranjaban a magas affinitast IL-15R komplex
(IL-15RaByc) elére Gsszeszerelt allapotban van jelen. Kordbban hasonlé eredményt kaptunk az IL-
2Rapy. heterotrimerre vonatkozoan.

(2) Konfokalis mikroszkdpias méréseink alapjan az FT7.10 sejteken az IL-15Ra és az IL-2Ra kdzos
membran doménekben (Un. lipid tutajokban, koleszterinben és szfingolipidekben gazdag membran
mikrodomének) helyezkedik el. FRET mérésekkel igazoltuk a két alegység molekularis szintii
egyuttallasat is. Fluoreszcencia keresztkorrelacios —spektroszkopia (FCCS) alkalmazasaval
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kilénbdz6 human, T limféma eredetl sejteken. Az FT7.10 sejten végzett méréseink feltartak az IL-
15Ra és az MHC molekulak kdzvetlen molekularis kozelségét/asszociacidjat is, amely — hasonléan
az IL-2R/MHC egydittallashoz — a lipid tutajokban valésul meg. Mindezek (és korabbi adatok) alapjan
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feltételezzik, hogy az IL-2/IL-15R és az MHC glikoproteinek (az ICAM-1 adhéziés molekuléval
egyetemben) fehérje ,szuperklasztereket” alkotnak a T sejtek lipid tutajaiban.

(4) Eredményeinket a korabbi adatokkal 0sszevetve az IL-2/IL-15 receptor rendszer a kovetkezOképpen
modellezheté: az egyes receptor alegységek eleve egymas molekularis kdzelségében helyezkednek
el (,tetramer” struktira). IL-2 vagy IL-15 hatasara atrendezédik a tetramer komplex szerkezete:
kialakul a megfelelé magas affinitdsu heterotrimer (afyc) receptorkomplex, mig az éppen nem
hasznalt a lanc eltavolodik a citokin-receptor kélcsdnhatas helyétél. A viszonylag alacsony
expresszioju B és y. alegységek megosztasa a ket receptorkomplex kozott igy sokkal hatékonyabb és
gazdasagosabb. A receptor alegységek kozos lipid doménekben torténd kompartmentalizacidja
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1. dbra: Az IL-2/15R rendszer és az MHC glikoproteinek altal kialakitott szuperklaszterek modellje

(5) RNS interferencias kisérletekkel tanulmanyoztuk az MHC | szerepét a fenti szuperklaszterekben. Az
MHC | expresszio6 RNS interferenciaval torténd leszabalyozasa az IL-2Ra és IL-15Ra kozti
kélcsdnhatast gyengitette (mikozben a két alegység expresszios szintje nem valtozott), amibdl arra
kévetkeztetiink, hogy az MHC | kdzponti szervez6 szerepet tolthet be a klaszterek kialakitasaban,
stabilitasaban.
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sejteken. Egyre tobb bizonyiték utal a Pyc heterodimertdl flggetlen, az IL-15 és az IL-15Ra
kélcsdnhatasa altal kivaltott jelatviteli Utvonalak létezésére, amelyek — més ndvekedési faktorhoz
hasonldan — a receptorok homodimerizaciéjat/oligomerizacidjat fontos szerepet jatszhat.

(7) Amerikai kollaboraciés partneriink laboratériumaban felfedeztek egy eddig nem ismert, Kit225 K6
human T sejteken az IL-2R a alegységével asszocialodo fehérjét (ILRAP: interleukin receptorral
asszocialt protein)., amely feltételezéseink szerint szerepet jatszhat az IL-2R jelatvitel
szabalyozasaban. FRET és konfokalis mikroszkdpias mérésekkel kimutattuk az ILRAP és az IL-2Ra
egyuttallasat, valamint az MHC glikoproteinekkel valé kolokalizaciojat tobb mas human T limféma
eredet(l sejten is. Ugyanakkor az ILRAP nincs molekularis kdzelségben a B és yc alegységekkel.
Kimutattuk, hogy az IL-2/IL-15R rendszer elemeihez hasonléan az ILRAP legnagyobbrészt lipid
tutajokban helyezkedik el. Mindezek alapjan feltehet, hogy az ILRAP szintén az IL-15/IL-2R
rendszer és az MHC glikoproteinek altal kialakitott receptor "szuperklaszterek" egyik komponense. Az
ILRAP-pel valo kolcsonhatas tovabbi vizsgalata olyan jelatviteli Utvonalak felfedezéséhez vezethet,
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melyek flggetlenek a kozos Bly. alegysegekidl és/vagy az ILRAP-pel vald kilonbdzé kolcsonhatas
révén megmagyarazhatjak a két citokin altal kivaltott sejtvalaszok kilonbozdségét.

Il. Kv1.3 csatornak és az immunoldgiai szinapszis kapcsolata

A T limfocitak dominans, feszliltség vezérelt K* csatornaja, a Kv1.3 fontos szerepet tlt be a T sejtes
immunvalasz kialakuldsaban. A T limfocitdk aktivacioja sordn a Kv1.3 expressziés szintje sokszorosara
emelkedik, mely a proliferaciéhoz elengedhetetien negativ.membranpotenciél kialakulasat eredményezi.
Kovetkezésképp e csatorndk funkcidjaban bekovetkezd valtozasok befolyasolhatjiak a hatékony
immunvalasz kialakulasat.

A Kv1.3 csatornadk lokalizaciojat a T sejtek plazma membranjaban FLAG epitdpot kdédolé Kv1.3
csatorna gén alkalmazasaval terképeztik fel. A FLAG epitop klonozésa a csatorna-génbe lehet6vé tette az
expresszalt csatornék antitestekkel torténd specifikus jeldlését.

Eredményeink a kovetkezOkben foglalhatok 0ssze:

(1) A Kv1.3 membranbeli eloszlasat kolloidalis arannyal konjugalt antitestek alkalmazésat kovetden
készitett elektronmikroszkdpos képek analizisével hataroztuk meg. Eredményeink szerint a csatornék
eloszlasa a vizsgalt Jurkat sejtek membranjaban nem véletlenszer(, hanem karakterisztikus mintazatot
mutat. Konfokélis mikroszkopiés vizsgalataink alapjan a fluoreszcenciéasan jelolt Kv1.3/FLAG és a T sejt
receptor integrans részét képzé CD3 atfedd membran-doménekben (lipid tutajokban), mégpedig —
FRET méréseik alapjan — egymas kozvetlen molekularis kdzelségében (2-10 nm) helyezkednek el.

(2) A Kv1.3 lokalizaciéjat a citoxikus T limfocitak (CTL) és a target sejtek kdzotti interakcié sorén is
megvizsgaltuk. Az allogén aktivalt CTL-k ioncsatornainak biofizikai és farmakoldgiai karakterizalasa
alapjan megallapitottuk, hogy ezen sejtek nagy mennyiségben fejeznek ki Kv1.3 csatornakat (kb 1500
csatorna/sejt) a nyugvd, CD8* citotoxikus sejtekhez képest (500-800 csatorna/sejt). Ennek megfeleléen
a Kv1.3/FLAG transzfekcioja az allogén aktivalt CTL-be a nativ (nem transzfektalt) sejtekben is
megtalalhaté csatornak bevitelét jelentette.

(3) Vizsgélataink alapjan a Kv1.3 a CTL-eken is a CD3 molekulakkal atfedé membran doménekben
helyezkedik el. FRET méréseink szerint a két molekula igen szoros kapcsolatban, molekularis
kozelségben (1-10 nm) all egymassal a kontaktust nem képz6 CTL-eken. A CD3 és a Kv1.3/FLAG
kézotti FRET hatésfok a szinapszist képz6 sejteken csokken, ami a Kv1.3 és a TCR/CD3 egyméshoz
képest torténd atrendezédését jelenti az IS kialakitasa soran.
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transzferrin receptor Kvl.3IFLAG atfedes
(AdBB-MEM73) = (anti-FLAG+A546-RAMIG)

2. abra: A Kv1.3/FLAG polarizalt expresszioja CTL-target sejt kdlcsonhatasa soran (konfokalis
mikroszkdpos felvétel)
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(4) Eredmeényeink szerint a CTL-target sejt kolcsonhatas soran a CTL-k Kv1.3 csatornai polarizalt
expressziot mutatnak: az esetek egy részében a két sejt kozotti immunoldgiai szinapszisban (IS)
halmozddnak fel, mas esetekben azt dvszerlien veszik koril. A kétfajta elrendezédés nagyon hasonlit
az IS-t kialakitd egyeb molekulaknak az IS érése soran tapasztalt dinamikus atrendezodésére. A Kv1.3
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GM1 gangliozid (lipid tutaj marker) kolokalizaciojanak konfokalis mikroszkdpias is altdmasztott.

(5) Kombinalt elektrofizioldgiai és fluoreszcencias mérések alkalmazasaval kimutattuk a Kv1.3 és a HLA-
DR molekulék molekuléris kozelségét.

ll. Az MHC glikoproteinek és az ICAM-1 ,konzervativ” asszociaciés mintazatainak vizsgalata

A hatékony T sejtes immunvalasz a célsejttel kialakitott kontakt régié (immunolégiai szinapszis, IS)
elemeinek gondosan szervezett, ugyanakkor dinamikus elrendez6dését feltételezi mind az antigén
prezentaldo, mind pedig a T sejt részérél. Hipotézisink szerint a relevans molekuldk sejtfelszini
szervez6dése mar eleve nem teljesen véletlenszer(i, hanem egyfajta, a kontakt régi6 kialakulasat
megkonnyité rendezettséget mutat, ami az egyes fehérjék kozvetlen molekularis kozelségét, fizikai
folyamataban fontos szerepet betolté molekulak (MHC I, MHC II, ICAM-1 stb.) kézremikodésével kialakult
komplex fehérjecsoportosulédsok (homo- és hetero-asszociaciok) létezéset. Jelen tdmogatas segitségével
folytattuk ezen ,konzervativ’ asszociaciés mintazatok vizsgalatat illetve vizsgaltuk funkcionalis
jelentGségulket.

F6bb eredményeink:

(1) Aramlasi citometrias illetve pasztazo kozeli mezd mikroszkopias méréseink szerint a szabad (B2m-t
nem két6) MHC | nehézlancok és az intakt MHC | heterodimerek, legalabbis részben, azonos
fehérjemintazatok kialakitasaban vesznek részt a JY huméan B limfoblaszt sejtek felszinén. FRET
méréseink alapjan a sejtfelszinen elérhetd B2-mikroglobulin szint — feltehetéen a nehézlénc
klilonbdz6 megjelenési formai kdzotti egyensuly moédositasan keresztiil — fontos szerepet tolt be az
MHC | oligomerizacio mértékének szabalyozasaban. Allospecifikus citotoxikus T limfocitak
alkalmazasaval kimutattuk, hogy az antigén prezentdld sejt felszinén elérhetd 2m szint —
feltehetéen az MHC | oligomerizacio mértékének modositasan keresztll — fontos szerepet tolt be a
T sejt aktivacio illetve effektor funkcio hatékonysaganak szabalyozasaban is.

(2) Az OCM-1 és OCM-3 human uvealis melanoma sejteken FRET és konfokalis mikroszkopia
alkalmazasaval kimutattuk, hogy a HLA |, HLA DR és az ICAM-1 molekulak nagyrészt k6zos
membran-doménekben helyezkednek el, ahol hasonld fehérje-mintazatokat (homo- és
heteroasszociaciok) alakitanak ki, mint amilyeneket korabban limfoid és kolorektalis carcinéma
sejteken tartunk fel. Konfokalis mikroszkopiaval kimutattuk a fenti fehérjék és a GM1 gangliozid
valamint a CD59 GPI-horgonyzott fehérje kolokalizaciojat, ami arra utal, hogy a vizsgalt sejteken a
HLA I, HLA-DR és ICAM-1 molekulak lipid tutajokban (koleszterinben és szfingolipidekben gazdag
membran mikrodoménekben) dusulnak fel. A sejtek IFN-gammaval torténd kezelése jelentésen
megnovelte a vizsgalt fehérjék expresszios szintjét és atrendezte az altaluk kialakitott asszociacios
motivumokat, ami feltételezéslink szerint befolyasolhatja az adaptiv immunvéalasz hatékonysagat.
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3. abra: A HLA-DR, HLA | és ICAM-1 kolokalizaciéja OCM-3 human uvealis melandéma sejteken. A
sejteket Cy2-L243 (HLA-DR), TAMRAX-MEM111 (ICAM-1) és Cy5-W6/32 (MHC I) monoklonalis
antitestekkel jeléltiik meg. (konfokalis mikroszkopos felvétel)

(3) Kordbban az LS-174T kolorektalis karcinoma eredet(i sejteken kimutattuk, hogy IFN-y hatasara
mind az MHC |, mind az ICAM-1 sejtfelszini expresszioja/denzitdsa s ezzel dsszhangban az MHC
I/ICAM-1 heteroasszociacié mértéke novekszik. Ugyanakkor az MHC | homoasszociacié mértékét
az IFN-y kezelés jelentésen csOkkentette. Vzsgalatainkban arra a kérdésre kerestlk a valaszt,
hogy az MHC | oligomerizacio mértékének csokkenése a megnovekedett ICAM-1 expresszio
kdzvetlen hatasa-e vagy indirekt médon az IFN-y altal kivaltott kiilonb6z6 transzkripciés események
okozzak. ICAM-1 specifikus siRNS transzfekcioja és IFN-y kezelés kombinacidjaval magas MHC |
expresszidju, ugyanakkor az ICAM-1-et kilonbozd mértékben kifejezé sejteket hoztunk létre és
vizsgaltuk az ICAM-1 expresszio és az MHC | homoasszociaci6 mértéke kozotti kapcsolatot.
Eredményeink szerint az ICAM-1 szint csokkenése novelte az MHC | homoasszociacio mértékét
(negativ korrelaci6), ami azt bizonyitja, hogy az ICAM-1 kdzvetlenll befolyasolja az MHC |
klasztereket és alatamasztja korabbi modellinket, miszerint az ICAM-1 kompetal az MHC |
homoasszociacioval. Az MHC | és ICAM-1 klasztereit és doménszintl elrendezédését e két fehérje
relativ expresszids szintje dinamikus médon szabalyozza. Hipotézisink szerint, ez a jelenség
altalanos, azaz egy fehérjeklaszter barmely komponensének megvaltozott expresszidja a
fehérjecsoportosulas egészének dsszetételére és elrendezddésére hatéssal lehet (végsdsoron a
sejt fenotipusat is megvaltoztathatja), ami fontos funkcionalis kdvetkezményekkel jarhat.

IV. Colorectalis carcinomaban szenvedé betegek draining lymph node-jaibol szarmazo T
limfocitainak sejtfelszini receptormintazata

A korabban - féként tumor eredet(i vagy egyéb immortalizalt limfocita sejtvonalakon - talalt sejtfelszini
receptor mintazatok szdmos esetben konzervativ motivumokat tartalmaznak. Ezekben az asszociacios
motivumokban meglévd hasonldésagok vagy eltérések a sejtek kozvetlen multjarél tartalmaznak
informéaciokat, igy diagnosztikai jelentdséggel birhatnak, illetve mivel gyakran a jelatvitelben fontos szerepet
betdltd receptorokrol van szd, befolydsolhatjak a sejtek kozvetlen jovéjét, valaszkészségét, s ezéltal a
betegség progndzisat is érinthetik. Az MHC | glikoproteinek és az IL-2/15R rendszer kolokalizacidjat tobb
limfoid sejtvonalon kimutattuk (Id. I. alpont). Jelen vizsgalatainkban kolorektalis karcinoma paciensek matéti
anyagabdl draining lymph node-okat preparaltunk, melyekbdl T sejteket izolaltunk. Célunk ezen T sejteken
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a korabban feltérképezett fehérje-fehérje kolcsonhatasok kontroll limfocitakkal torténd o6sszehasonlitd
vizsgélata. Els§ vizsgalataink az IL-2 és IL-15 receptorra, illetve az MHC | glikoproteinekre iranyultak.
Konfokalis mikroszkdpos vizsgalataink kimutattak az MHC | és a két IL receptor a-alegységének
doménszinti kolokalizacidjat mind CD4+, mind pedig CD8+ T limfocitdkon. FRET méréseink szerint —
hasonléan a limfoid sejtvonalakon kapott eredményekhez - ezen fehérigk egymas molekularis
kozelségében helyezkednek el. Eddigi eredményeink alapjan ezen motivumok eltéréek lehetnek a kontroll
ill. a betegek nyirokcsoméjabol izolalt T sejteken. Tovabbi kisérleteinkben a CD44 és ICAM-1 fehérjek
kélcsonhatasait tanulmanyozzuk, melyek a sejtek aktivaciojaban, metasztatizald hajlaméaban fontos
szerepet toltenek be.

V. FRET méréseket elésegito fejlesztések

A sejtfelszini fehérjek kozvetlen molekularis kdlcsonhatésainak feltérképezésére alkalmasak a FRET
hatasfokanak mérésén alapuld aramlasi citometrias illetve fluoreszcencia mikroszképias technikak. A
palyazati tamogatas segitségével Ujabb FRET mérési eljarast dolgoztunk ki illetve a FRET vizsgalatok
kiértékelésére szolgal6 analizalo szoftvereket fejlesztettlink ki.

(1) A FRET hatasfokot konvencionalisan két, spektralisan kilonboz6 fluorofor kozott detektaljuk
(heteroFRET). Megfelelé spektralid sajatsagokkal rendelkezd fluorofor esetén a FRET azonos
festékek kozott is detektalhatd (homoFRET). A homoFRET el6nye, hogy csak egyféle festékre van
szilkség és lehet0séget ad a membranfehérje dimerek illetve oligomerek megkilonboztetésére.
Munkank soran a homoFRET mddszert adaptaltuk aramlasi citomérre. A FRET hatékonysagot
fluoreszcencia polarizacid6 mérésekkel hataroztuk meg. Korabban heteroFRET mérésekkel
kimutattuk az IL-2Ra, az MHC | és MHC Il glikoproteinek péaronkénti egydttallasat. Jelen
homoFRET vizsgalataink pedig feltartdk, hogy ezek a kolcsonhatasok azonos fehérjeklaszteren
belll valosulnak meg, azaz a molekulak legalabb heterotrimerek forméjaban vannak jelen a Kit225
K6 humén T limféma sejteken.

(2) Az aramlasi citométerrel végzett FRET mérések lehetdséget adnak a sejtfelszini fehérjék
meghatarozasara. A nagy mennyiségl adat és a viszonylag bonyolult szamitasok miatt a FRET
analizis a kereskedelemben elérheté analizalo programokkal nem vagy csak nagyon
kérliményesen oldhaté meg, ezért kifejlesztettlink egy Windows-alapu programot, amely ezen
specialis feltételeknek megfelel.

(3) A FRET hatékonysag sejten belili térbeli eloszlasanak feltarasara a fluoreszcens mikroszkopias
FRET vizsgalatok hasznalhatok. A pbFRET modszer a donor fotohalvanyitasi kinetikajanak
vizsgalatan alapszik, ui. a donor gerjesztett allapotban bekdvetkez6 és fluoreszcenciajanak idébeli
csokkenését okozd irreverzibilis fotokémiai atalakulas (photobleaching) sebessége FRET hatasara
csokken. A mérés soran a mintakat a donor gerjesztésének megfelelé hullamhosszusagu fénnyel
vilagitijuk meg és a donor fluoreszcencia intenzitasat idordl-idére digitélis felvételeken rogzitjik. A
képszekvenciak analizisével kapjuk meg a fotohalvanyodasi id6allandd értékeket akar
képpontonként. A donor fotohalvanyitasi idéallanddjat akceptor jelenlétében illetve anélkil
megmérve, meghatarozhaté a FRET hatasfok. Munkank soran kifejlesztettlink egy szoftver
csomagot a fotohalvanyodasi képsorozatok értékeléséhez, melynek segitségével leegyszerlisodik
a nyert adatok feldolgozasa és az eredmények interpretélasa.
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A kozleményjegyzékben a 2003-2005 kozotti publikacioknal a megjelenés éve szerinti, a 2006-0s
kézleményeknél pedig (2006-os lista hianyaban) a 2005-0s impakt faktorok lettek feltintetve.



