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Az interleukin-15 receptor molekularis kélcsonhatasainak vizsgalata
human T sejteken

Az interleukin-15 (IL-15) és interleukin-2 (IL-2) citokinek fontos szerepet jatszanak a
T sejtek funkcidjanak és homeosztazisanak szabalyozasaban. Receptoraik felépitésében
harom alegység vehet részt: a jelatvitelért felelds, mindkét receptor altal hasznalt B és vy, lanc,
valamint az adott citokinre specifikus o alegység. Az azonos receptor alegységek és a kozdsen
hasznalt jelatviteli mechanizmusok ellenére a két citokin hatdsspektruma csak részben fed at, a
kivaltott sejtvalasz akar teljesen ellentétes is lehet.

Korabbi vizsgalataink szdmos informaciot szolgaltattak az IL-2R Osszeszerelddésére
¢s lateralis szervezddésére, sejtfelszini lokalizacigjara vonatkozodan. Jelen palyazat keretében
az IL-15R komplex 0Osszeszerel6dését, sejtfelszini elrendezddését, az IL-2R-ral és mas
fehérjékkel kialakitott kolcsonhatasait tanulmanyoztuk humén T sejtek felszinén, foként —de
nem kizarélagosan— a membranfehérjék molekuléris kdlcsonhatésainak illetve domén-szintii
elrendezddésének vizsgalatara alkalmas biofizikai modszerekkel.

Eredmeények:

> Fluoreszcencia rezonancia energia transzfer (FRET) mérésekkel kimutattuk, hogy a
vizsgalt Kit225 FT7.10 human T limfoma eredetii sejtek plazmamembranjdban a magas
affinitdsu IL-15R komplex (IL-15Rafyc) eldre Osszeszerelt allapotban van jelen. Kordbban
hasonlé eredményt kaptunk a heterotrimer IL-2R-ra vonatkozdan. Konfokalis mikroszkopias
méréseink alapjan az FT7.10 sejteken az IL-15Ra és az IL-2Ra kdzds membran doménekben
(Gn. lipid tutajokban) helyezkedik el. FRET mérésekkel igazoltuk a két alegység molekularis
szintll egyiittallasat. Az egyedi molekuldk kimutatdsdra alkalmas FCCS modszerrel
(fluoreszcencia keresztkorrelacids spektroszkopa) igazoltuk az a-lancok egylittes lateralis
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Eredményeinket a kordbbiakkal Osszevetve az IL-2/15R rendszer a kdvetkezdképp
modellezhetd: az alegységek citokinek nélkiil is egymas molekularis kozelségében
helyezkednek el (,,tetramer” struktira). FRET méréseink alapjan az IL-2 ill. IL-15 atrendezi
ezt a heterotetramert: kialakul a megfeleld magas affinitdsu receptor (IL-XRafy:), a nem
hasznalt o lanc pedig tavolabb keriil. Az alegységek kozos lipid doménekben torténd
A relative alacsony expresszidju B és y. alegységek megosztasa a két receptor kozott igy
sokkal hatékonyabb.
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Az IL-2/15R és MHC fehérjék részvételével kialakulo ,,szuperklaszterek™ lehetséges modellje
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Korabban kimutattuk a heterotrimer IL-2R komplex ¢s az MHC glikoproteinek
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tutajokban valésul meg. Mindezek (és korabbi adatok) alapjan feltételezziik, hogy az IL-2/IL-
15R ¢és az MHC glikoproteinek (az ICAM-1 adhéziés molekulaval egyetemben) fehérje
»szuperklasztereket” alkotnak a T sejtek lipid tutajaiban.
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vizsgalt FT7.10 sejteken. Egyre tobb bizonyiték utal a Byc heterodimertdl fiiggetlen, az IL-15
¢s az IL-15Ra kolcsonhatadsa altal kivaltott jelatviteli utvonalak 1étezésére, amelyekben —mas
novekedési faktorhoz hasonléan— a receptorok homodimerizacidja (oligomerizacidja) fontos
szerepet jatszhat. (Proc Natl Acad Sci USA. 2004, 101: 11082-11087)

> Mig konfokalis mikroszkdpiaval a fehérjék lateralis elrendezddése €s kolokalizacioja a
né¢hdny 100 nm-es mérettartomanyban tanulmanyozhato, a holland kollaborécios
partnereinknél rendelkezésre allo egyedi molekula érzékenységli NSOM (kozeli mezd optikai
mikroszkdpia) modszer betekintést enged a domének belsd szerkezetébe. NSOM méréseink
feltartak, hogy az IL-2Ra és az IL-15Ra a nagyméretii (pl. CLSM-mel feltarhat6, néhany 100
nm-es) domének mellett kisméretli, csak néhany molekuldbol allo klaszterekben (vagy akéar
egyedi molekulaként) is megtalalhat6 a Kit225 FT7.10 T limféoma sejteken. Az IL-2Ra-nak
csak kis hanyada taldlhatdo a nagyméretli doméneken kiviil, az IL-15Ra esetén ez a hanyad
~30 %. Az IL-2Ra és IL-15Ra domének mérete nagyon hasonlonak (4tlagos atmérd: ~ 450
ill. ~ 360 nm) adodott. Az NSOM mérések megerdsitették a két a-lanc kolokalizacidjara
vonatkoz6 eredményeket. A domének denzitdsat (fehérje/teriiletegység) a domének mérete
nem befolyasolta szamottevOen, ami arra utalhat, hogy az egyes domének hasonld Gsszetételu
épitdelemekbdl épiilnek fel, amelyek lehetnek pl. a kordbbi FRET és CLSM adataink alapjan
valoszintsitett, az IL-2/IL-15R rendszer és az MHC glikoproteinek 4altal kialakitott
,»szuperklaszterek™. (J Cell Sci, 2008, 121(Pt 5): 627-633)

> RNS interferenciaval tanulmanyoztuk az MHC 1 szerepét az IL-2/15R ¢és az MHC
glikoproteinek altal kialakitott szuperklaszterekben. Az MHC 1 expresszid leszabalyozasa
nem befolyésolta az o-lancok expressziojat, ugyanakkor gyengiilt a kétféle o alegység
kolcsonhatasa. Az a-lancok és az MHC 1 kolcsonhatdsa szintén gyengiilt. Fluoreszcencia
korrelacios spektroszkopias vizsgélataink alapjan a csokkentett (leszabalyozott) MHC 1
expresszioju sejteken mind az MHC I, mind pedig az a alegységek mobilitasa megnovekedett,
ami a klaszterek méretének csokkenésére és/vagy a komponensek kozotti kdlecsonhatasok
gyengiilésére utal. Eredményeink az MHC I kozponti, organizald szerepére utalnak az IL-
15/1L-2 receptorok klasztereinek kialakitasaban.

> Amerikai kollaboracios partnereink felfedeztek egy a Kit225 K6 T sejteken az IL-
2Ra-val asszocialodo fehérjét (ILRAP). Az ILRAP és az IL-2Ra kolokalizaciojat, az MHC
is feltartuk. Feltételezziik, hogy az ILRAP szintén a fent emlitett "szuperklaszterek" egyik
komponense. Az ILRAP-pel valé kolcsonhatds vizsgalata olyan jelatviteli utvonalak
felfedezéséhez vezethet, melyek fiiggetlenek a kozos Py. heterodimertdl és/vagy az ILRAP-
pel valo kiilonbozé kolcsonhatds révén megmagyarazhatjak a két citokin altal kivaltott
sejtvalaszok kiilonbozoségét.
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> A citoszkeleton fehérjeklaszterek kialakitasaban betdltott szerepét membranblebeken
tanulmanyoztuk. A blebek kialakuldsa sordn a plazmamembran és a citoszkeleton kozotti
kapcsolat gyengiil, nagyméretii blebek esetén gyakorlatilag megsziinik. FRET moddszerrel
vizsgaltuk az IL-15Ra, az IL-2Ra és az MHC glikoproteinek kozotti asszociaciokat FT7.10
sejtek membranblebjein. Eredményeink szerint a blebeken a FRET hatasfok nem valtozik
jelentésen az ép membranban mért értékekhez képest, ami arra utal, hogy a fenti fehérjék
kisméretli klaszterei nem fiiggnek kritikus modon a citoszkeletontdl, azaz kialakitasukban
elsdsorban a komponensek kozotti fehérje-fehérje kdlcsonhatasok vesznek részt. A blebekben
a vizsgalt molekuldk mobilitdsa magasabb volt, ami feltehetden a citoszkeletalis kapcsolatok
megsziinésével magyardzhatd. Emellett membranblebeken megsziinik az ép membranokban
megfigyelhetd, a mikrodoménes szerkezetre jellemzo foltszerti lipid- és fehérjeeloszlas (200
nm-es felolddson homogénnak tekinthetd). Ez arra utal, hogy magasabb hierarchikus szinten
csokken a fehérjék kolokalizacioja, csokken ezen klaszterek mérete, ami szintén okozhatja a
nagyobb mobilitést.

> Sejtvonalak mellett klinikai mintakbol szarmazé sejteken is megvizsgaltuk az IL-
15/IL-2R sejtfelszini szervezddését, kolcsonhatasait. Kolorektalis karcindmaban szenvedd
betegek tumor kornyéki nyirokcsomoibdl szarmazdé CD4+ T sejtek felszinén talalhato
receptor mintdzatokat hasonlitottuk Ossze a betegek periférids vérébdl izolalt sejtek
mintazataival. Kontrollként egészséges donorok periférias sejtjeit hasznaltuk. Mindegyik
esetben azonositottuk az IL-2/15R és az MHC glikoproteinek szupramolekularis klasztereit
konfokalis mikroszkopiaval. FRET méréseink alapjan az elobb felsorolt fehérjék és az ICAM-
1 egymés molekularis kozelségében helyezkedik el. A tumor koérnyéki nyirokcsomokbol
szarmaz6 sejteken a fehérjék expresszioja szignifikansan alacsonyabb volt és a molekularis
kolcsonhatasok — kiilondsen az IL-2/15R és az MHC viszonylatdban — gyengiiltek a
kontrollhoz képest. Eredményeink alapjan a sejtet éro kiilsé stimulusok €s a szoveti kornyezet
atrendezheti a fehérjemintazatokat akar egyazon paciens kiillonb6z6 helyrdl szarmazd, azonos
tipusu sejtjein, ami befolyasolhatja a sejtmiikodést és a sejtsorsot. (Biochem Biophys Res
Commun. 2007, 361: 202-207)

Eltérések az eredeti kutatdsi tervtol:

I. pbFRET analizald szoftver fejlesztése

Az 4ramlési citometridls FRET modszerrel a membranfehérjék eloszlasa,
kolcsonhatasa rovid 1d6 alatt nagyszamu sejten vizsgalhat6, viszont nem képes a sejten beliili
heterogenitasok feltardsara. A FRET hatékonysag sejten beliili térbeli eloszlasanak feltarasara
a fluoreszcens mikroszkopias FRET vizsgélatok hasznalhatok. A pbFRET mddszer a donor
fotohalvanyitasi kinetikdjanak vizsgalatan alapszik, ui. a donor gerjesztett allapotban
bekovetkez0 —a donor fluoreszcencia iddébeli csokkenését, elhalvanyodasat okozo—
irreverzibilis fotokémiai atalakuldsdnak (photobleaching) sebessége FRET hatasara
lecsokken. A mérés sordn a mintdkat a donor gerjesztésének megfeleld hullamhosszusagu
fénnyel viladgitjuk meg ¢és idordl-idére digitalis felvételeket készitiink, melyeken rogzitjiik a
donor fluoreszcencia intenzitdsat. A képszekvencidk analizisével kapjuk meg a
fotohalvanyodasi iddallando értékeket akar képpontonként. A donor fotohalvanyitasi
idoallandojat akceptor jelenlétében illetve anélkiill megmérve, meghatarozhato a FRET
hatasfok. Munkénk soran kifejlesztettiink egy szoftver csomagot a fotohalvanyodasi
képsorozatok értékeléséhez, melynek segitségével leegyszerlisodik a nyert adatok
feldolgozasa és az eredmények interpretalasa. Bar a kutatési tervben nem szerepelt ppFRET
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analizald szoftver kifejlesztése, ez a fejlesztés eldsegiti a FRET mérések analizalasat igy
hozzajarul a kutatasi tervben felvazolt feladatok megvalositasahoz. (Cytometry A, 2005, 67:
119-128)

II. IL-15 transz-prezentacio vizsgdlata

Kollaboracids partnereink kimutattak, hogy az IL-15-t nagy affinitassal koté IL-15Ra
a megkotott IL-15-t prezentdlhatja egy masik sejten 1évé kozepes affinitdsu Pyc-
heterodimernek (transz-prezentacid). Terveink kozott szerepelt a transz-prezentacio in Situ
vizsgalata konfokalis mikroszkopiaval. Monoklondlis antitestekkel végzett kisérletek
nehézségbe litkoztek, ezért a tovabbiakban olyan sejtes rendszert kivanunk eldallitani, amely
fluoreszcens fehérjével fuziondltatott receptor alegységeket tartalmaz. Jelenleg zajlik ezen
alegységek eldallitasa.

II1. IL-9 receptor kolcsOnhatasanak vizsgalata az IL-2R/MHC fehérjeklaszterekkel

Az egyebek mellett a T sejtek miikddésében is szerepet jatszo IL-9 citokin biologiai
hatasat a specifikus IL-9Ra lancbol és a mas citokinek, igy az IL-15 és IL-2 altal is hasznalt
kozos v, alegységbdl felépiilé heterodimer IL-9R komplexhez kotddve fejti ki. IL-9Ra-val
transzfektalt Kit225 sejteken kimutattuk, hogy az IL-9Ra —legalabbis részben— az MHC
glikoproteinekkel és az IL-2R-ral k6zos membrandoménekben, azok kozvetlen molekularis
kozelségében helyezkedik el, azaz a vizsgalt T sejteken az IL-9R szintén az IL-2R és az MHC
glikoproteinek altal kialakitott szuperklaszterek egyik komponense. Bar az eredeti
munkatervben nem szerepelt az IL-9R vizsgélata, ezen vizsgalatok hozzdjarulnak a vy, citokin
receptorok mitkddésének megértéséhez. Ramutatnak arra, hogy a T sejtek életében szerepet
jatszo, a kozos vy, alegységet alkalmazo citokinek receptorainak eloszlasat feltételezhetéen
valamilyen éltaldnos "rendez6 elv" alakitja ki. (Emellett az alkalmazott modszerek, felhasznalt
reagensek egy része kozos a két téméban.)




