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fluoreszcencia korrelacios spektroszkopia és energia transzfer segitségével

Az interleukin-2 és -15 citokinek fontos szerepet jatszanak a T sejtek funkcidjanak és
homeosztazisanak szabalyozasaban (Vamosi et al, Imm. Lett. 2006, Bodnar et al, Imm. Lett. 2008).
Receptoraik felépitésében 3-3 alegység vehet részt: a jelatvitelért felelds, mindkét receptor altal
hasznalt B és yc lanc, valamint az adott citokinre specifikus o alegység. Az azonos receptor
alegységek ¢és a kozosen hasznalt jelatviteli mechanizmusok ellenére a két citokin hatasspektruma
csak részben fed at, a kivaltott sejtvalasz akar teljesen ellentétes is lehet. Korabbi vizsgalataink
szamos informaciot szolgaltattak az IL-2R Osszeszerelodésére ¢€s lateralis szervezddésére,
sejtfelszini lokalizdcidjara vonatkozoan. Jelen palydzat keretében az IL-15R  komplex
Osszeszerelodését, sejtfelszini elrendezddését, az IL-2R-ral és mas fehérjékkel kialakitott
kolcsonhatésait tanulmanyoztuk human T sejtek felszinén.

Az ILRAP molekula IL-2 receptorral valé kolcsonhatasanak vizsgalata, az ILRAP viszonya
lipid tutajokhoz

A két receptor jelatvivo alegységei (béta, gamma lanc), illetve szamos jelatviteli utvonaluk kozosek.
Ugyanakkor a két citokin altal kivaltott bioldgiai hatdsok — az in vitro tobbnyire megegyezd funkcid
mellett — in vivo ellentétesek is lehetnek. Az IL-2 vs. IL-15 jelatvitel megértésében fontos szerepet
jatszhatnak a receptorok differencialis kdlcsonhatasai. Kollaboracios partnereink kimutattak egy
olyan molekulat (ILRAP: interleukin receptorral asszocialt molekula), amely specifikusan hat
kolcson az IL-2R alfa alegységével. Hipotézisiik szerint az ILRAP molekuléris kapcsolo szerepet
jatszhat az IL-2 és IL-15 jelatvitelében.

Az IL-2R alegységek, valamint az ILRAP molekula sejtfelszini eloszlasat, egymadssal vald
kolcsonhatasat a Kit 225 K6, valamint a HTLV-1+ Dukes T limféma sejtvonalakon
tanulmanyoztuk. Konfokalis mikroszkopiaval kimutattuk, hogy az IL-2R alfa alegysége ¢és az
ILRAP molekula mindkét sejttipuson kolokalizalodik, azonos membran mikrodoménekben
helyezkedik el. Mindkét fehérje nagymérvii egyiittallast mutat a GM1 gangliozidokkal (lipid
tutajokban talalhato glikoszfingolipid), illetve a CD48 GPI-kapcsolt fehérjékkel, amibdl arra
kovetkeztethetiink, hogy az IL-2R alfa és az ILRAP molekula lipid tutajokban dusul fel. Aramlasi
citometrids fluoreszcencia rezonancia energia transzfer (FRET) kisérletek segitségével azt is
igazoltuk, hogy az IL-2R alfa és az ILRAP fehérje mindkét sejtvonalon egymdas molekuldris
kozelségében helyezkedik el citokinek hianyéaban, illetve IL-2 vagy IL-15 jelenlétében egyarant.
FRET kisérleteink szerint ugyanakkor az ILRAP nincs az IL-2R béta és gamma alegységének 1-10
nm-es kornyezetében. Jelentds pozitiv energia transzfer hatasfokot mértiink az ILRAP ¢és az MHC 1,
illetve MHC II glikoproteinek kozott is, tehat az ILRAP valdsziniileg nagyobb fehérjeklaszterek
egyik dsszetevojeként fordul eld.

Eredményeinkbdl kézirat késziil, melynek publikdlasa az ILRAP fehérje szekvenciajanak
(kollaboracios partnereink — Dr. T.A. Waldman és mtsai - altal torténd) publikalasa utan varhato.

MHC I organizald szerepe IL-2/15R - MHC I fehérjeklaszter elemeinek kolcsonhatasaban

Az MHC I glikoproteinek homo- és heteroklasztereket alkotnak human T sejtek membranjaban. A
klaszterekben tobbek kozott MHC 11, IL-2 és IL-15 receptorok is jelen vannak. Az MHC I-rél
kimutattak, hogy szamos receptorral (EGFR, inzulin, TCR) asszocial, sot azt is igazoltak, hogy az
InsR miikodésében fontos szerepet jatszik. Annak ellendrzésére, hogy az IL-2/15 receptorok
mikodését, kolcsonhatasait hogyan befolyasolja a klaszter legnagyobb mennyiségben kifejezdd
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tagja, az MHC I, RNS interferencia segitségével <20%-ra csendesitettilk az MHC I expressziot. Az
FT7.10 T limféoma sejteken az IL-2R alfa és IL-15R alfa kolcsonhatasa az MHC 1 molekulakkal
gyengiilt, és csokkent az IL.-2R alfa és IL-15R alfa kozti heteroasszociacid is. Hasonldéan csokkent
kimutattuk, hogy csendesitett MHC I expresszié mellett az MHC 1, az IL-15R alfa és az [L-2R alfa
mobilitasa is megnod, azaz a klaszterek kisebbek lesznek és/vagy elemeik kozt a kodlcsonhatasok
gyengiilnek. Eredményeinkb6l kozlemény késziil. Eredményeinkbdl konferencia posztereket
mutattunk be és kézirat késziil.

Ezen eredményekhez kapcsoldddan azt is megvizsgaltuk, hogyan valtozik az MHC I molekulak
homo-oligomerizacioja, ha egy vele kolcsonhatdé masik molekula, az ICAM-1 expresszidja valtozik.
Meéréseinket LS-174T kolorektalis adenokarcindoma sejteken végeztik. Az ICAM-1 expresszid
megnovelése (IFN-y stimulacidval) csokkentette, mig az ICAM-1 expresszid visszacsokkentése
(RNS interferenciaval) megnéovelte az MHC I molekulak kozt mérhetd FRET hatésfokot. Ugy tiinik
tehat, hogy Az ICAM-1 az MHC molekuldk koz¢é ékelédve csokkenti az MHC homo-
oligomerizacid6 mértékét. A fehérjemintdzatok a fizioldgids ingerrel vagy mesterségesen kivaltott
expresszios szint modosulasok hatasara dinamikusan megvaltozhatnak (Nagy P et al, BBRC, 2006).

Citoszkeleton és lipid tutajok szerepe a fehérjeklasztereket dsszetarto erok stabilitasaban

A fehérjeklaszterek elemei kozotti kolcsonhatasokat szamos tényezd befolyasolhatja, ilyen pl. a
membran mikrodomén szerkezete és a citoszkeleton. Ezek szerepét membran blebek segitségével
vizsgaltuk. Tapanyag megvonds vagy egyéb tényezOk hatasara a sejteken apoptotikus/nekrotikus
membran holyagok, blebek alakulnak ki. A nagyméretli blebek membranja nem rendelkezik
citoszkeletalis kapcsolatokkal, és a fehérjék és lipidek eloszlasa 200 nm-es feloldassal homogénnek
tlinik, megsziinik az ép membranokban megfigyelhetd, a mikrodoménes szerkezetre jellemzd
foltszert lipid- és fehérjeeloszlas. FRET segitségével megvizsgaltuk az MHC 1 és 1, illetve IL-2R
alfa és IL-15R alfa kozotti paronkénti homo- és heteroasszociaciokat. Azt tapasztaltuk, hogy a
FRET hatasfok nem valtozik szignifikans mértékben a blebeken az ¢ép sejtmembranban mért
értékekhez képest. A kisméretli molekulaklaszterek tehat a blebekben is fennmaradnak, a fehérje-
fehérje kolesonhatasok nem fiiggnek kritikus modon a citoszkeletontdl és a membran mikrodomén
szerkezetét6l. A blebekben a vizsgalt molekuldk mobilitdsa magasabb volt, ami feltehetéen a
citoszkeletalis kapcsolatok megsziinésével vagy a molekulaklaszterek méretének csokkenésével
magyarazhato6. Eredményeinkb6l konferencia posztereket mutattunk be és kézirat késziil.

IL-2/15R eloszlasa, egyiittallasa a diffrakcids limit alatt

Mig konfokalis mikroszkoppal a fehérje-kolokalizacid a néhany szaz nm-es mérettartomanyban
tanulmanyozhato, a pasztazéd kozeli mez6 mikroszkopias mérések (holland kollaboracio) betekintést
engednek a domének belsé szerkezetébe. SNOM méréseink feltartak, hogy az IL-2R és IL-15R az
ismert nagyméretli domének mellett kisebb, néhany molekulabol 4llo klaszterekben vagy akar
egyedi molekulaként is megtalalhato FT7.10 T limfoma sejteken. Mig az IL-2Ra-nak csak kis
hanyada, addig az IL-15Ra 30%-a van kisméretli klaszterekben. Az IL-2R ¢és IL-15R domének
atlagos mérete hasonlo (~450 ill. 360 nm). A mérések megerésitették a két fehérje kolokalizaciojara
vonatkoz6 eredményeinket. A domének denzitasa mérettdl fliggetleniil kozel allandd volt. A
domének tehat hasonld Osszetételii/szerkezetli blokkokbol épiilhetnek fel, amelyek lehetnek a
korabbi FRET ¢és CLSM adataink alapjan valoszintsitett, az IL-2/IL-15R rendszer és az MHC
glikoproteinek altal kialakitott ,,szuperklaszterek™ (de Bakker et al., J. Cell Sci., 2008).

IL-15 transz prezentacidja

Kordbban T limfoma sejtvonalon kimutattuk az IL-15R alegységeinek egyiittallasat. Egyre tobb
adat (funkcionalis tesztek, krisztallografia) utal arra, hogy az IL-15R alegységei nemcsak egyazon T
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sejten elhelyezkedve alkothatnak funkcionalis komplexet, hanem 1Un. transz prezentacié is
létrejohet, amikor egy a T sejttel kdlcsonhato, az IL-15Ra alegységet kifejezd dendritikus sejt vagy
monocita mutatja be a ligandumot egy masik sejten kifejez6do, jelatvivo By heterodimernek. Célunk
olyan kisérleti rendszer 1étrehozasa volt, amelyben a két sejten kifejez6d6 receptor alegységek
kozotti kolesonhatds kozvetleniil, nemcsak annak hatdsain keresztiil vizsgalhat6. Ehhez olyan
sejtvonalakat hasznaltunk, amelyek egyike (JFCI) csak az o, a masik (KWT) csak a By
alegységeket fejezi ki. Kimutattuk, hogy a KWT sejtek osztddasat serkenti az IL-15-tel kezelt JFCI
sejtek jelenléte. Konfokalis mikroszkopidval sikeriilt az immunszinapszishoz hasonl6 kapcsolodast
kimutatni a két sejttipus kozott. Akceptor fotokiégetéses FRET modszerrel els6ként adtuk kozvetlen
bizonyitékat annak, hogy a KWT sejtek altal kifejezett B alegységek a JFCI sejteken 1évo IL-15Ra
alegységekkel molekularis szinten is egyiittallnak a szinapszisban. Eredményeinkbdl kézirat késziil.

Interleukin-2/15 receptor klaszterek kolorektalis tumor kornyéki CD4+ limfocitakon

Korabban T limféma sejtvonalakon leirtuk olyan funkcionalis membranfehérje klaszterek jelenlétét,
amelyek IL-2 és -15 receptorokat, MHC I/II glikoproteineket és ICAM-1 adhézids fehérjéket
tartalmaztak. Azonos sejttipushoz tartozod, kiilonbozo fiziologias/patologids allapota  sejtek
receptormintazatai eltéroek lehetnek. Ezért analizaltuk kolorektalis karcinomaban szenvedd betegek
tumor kornyéki nyirokcsomoibol, valamint a betegek, ill. egészséges kontrollok periférias vérébol
szarmaz6 CD4+ T sejtek sejtfelszini receptormintait. Mindharom csoportban sikeriilt a
sejtvonalakon talaltakhoz hasonlo, MHC molekulakat, IL-2/15R-t és ICAM-1-et tartalmazé
klasztereket azonositani konfokalis mikroszképiaval. FRET méréseink szerint ezen molekulak
egymas 2-10 nm-es kozelségében helyezkednek el. A nyirokcsomokbol nyert sejteken az emlitett
fehérjék expresszidja alacsonyabb volt, és a molekularis kdlcsonhatasok — kiillondsen az 1L-2/15R
¢s az MHC molekulak kozott — gyengiiltek a kontrollhoz képest. Eredményeink ravilagitanak arra,
hogy a sejtet éré kiilonféle stimulusok/széveti kornyezet atrendezhetik a fehérjemintazatokat
egyazon paciens azonos tipusu sejtjein. A mintdzatok valtozasa egyrészt tiikrozheti a sejt allapotat,
masrészt befolyasolhatja a sejtsorsot (Bene et al., BBRC, 2007)

IL-9R szerkezete és kolcsonhatasai

A foként TH2 sejtek altal termelt interleukin-9 (IL-9) szamos sejttipus mitkddését szabalyozza.
Tobb megfigyelés utal a T sejtek onkogenezisében betdltott potencialis szerepére. A heterodimer
IL-9 receptor az IL-9 specifikus alfa lancbol és a kozds yc alegységbdl all, amely pl. az [L-2 és az
IL-15 receptoranak is alkotoeleme. Kisérleteink soran az IL-9R sejtfelszini elrendezddését, az IL-
2R/MHC szuperklaszterekhez valé viszonyat tanulmanyoztuk humén T limfoma sejteken. CLSM
vizsgalataink szerint az IL-9R jelent6s hanyada lipid tutajokban dusul fel. Kimutattuk az IL-9R
kolokalizaciojat és molekularis kozelségét mind az IL-2 receptorral, mind pedig az MHC I és II
glikoproteinekkel, ami arra utal, hogy az IL-9R a fent emlitett szuperklaszterek egyik komponense.
Munkacsoportunkban az itt bemutatott vizsgalatainkkal parhuzamosan feltartdk az IL-9R
alegységek IL-9 kotodése altal szabalyozott molekularis kozelségét. Eredményeink alapjan a yc
citokin receptorok sejtfelszini szervezodésében egy altalanos rendez6 elv uralkodik, ami elésegiti a
kozos alegységek megosztasat és a hatékony jelatvitelt (Nizsaloczki et al, submitted to J. Immunol.).

Lipid tutajok heterogenitasanak és biofizikai jellemzdinek vizsgalata human limfocitakon

Tobbféle biofizikai modszer alkalmazasaval Osszevettiik a lipid tutajokban feldasulo GMI
gangliozidok, a koleszterin, illetve egy telitett zsirsavlancu lipid analog, a Dil eloszlasat, illetve
kolokalizacidjat egyes GPI-kapcsolt €s transzmembran fehérjékkel. Megvizsgaltuk a membran
rendezett folyadék fazisanak, a lipid probak lokalis mobilitasanak és a lipid tutajoknak a viszonyat
is. Mig a GM1 ¢és a koleszterin nagyfoku kolokalizaciét mutat, a lipid tutajokban elhelyezkedd
fehérjék nem mindegyike kolokalizalodik egymassal. Méréseink a lipid tutajok Osszetételének
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heterogenitasat igazoljak, tehat a ,lipid tutaj” kifejezés egy adott sejten belill is kiilonb6zo
Osszetétellit membran mikrodoméneket jelolhet (Gombos et al, Cytometry A, 2008).

......

vizsgalatara

A c-Jun és a c-Fos transzkripcios faktorok szamos sejtfolyamatot szabalyoznak (pl. szerepiik van az
IL-2/15 indukalta proliferacio kivaltasaban is). Egymashoz leucin-cipzar motivummal kapcsolodo
heterodimert alkotnak. A komplexbdl csak a DNS-kot6 régiok és a hozza kozel es6 dimerizacios
régiok kristalyszerkezete ismert, a C terminalis domének konformacioja ismeretlen. Célunk ennek a
régionak a feltérképezése volt FRET, FCCS és modellezés segitségével. A teljes hosszusagi Fos-
GFP ¢és Jun-mRFP C termindlis kromoforjai kozott ~4% FRET hatasfokot mértiink, ami ~8 nm
tavolsagnak felel meg. Molekuladinamikai szimuldcidink tobb lehetséges 6-20 nm tavolsaggal
jellemezhetd konformaciot josolnak; a FRET mérések szerint a komplexek tulnyomd része
kompaktabb konformaciét vesz fel. A Fos talnyuld végét 164 aminosavval megroviditve ~6.1 nm-
es GFP-mRFP tavolsagot kaptunk, ami jol egyik a szimulaciéval. FCCS méréseink alapjan a
megroviditett komplex is képes a DNS-hez kotddni, de affinitdsa kisebb a teljes hosszsagu
komplexénél. igy feltehetben nemcsak az N-végen 16v6 ismert funkcidju transzaktivacidés domének,
hanem a C terminalis domének is hozzajarulnak a DNS-kotéshez.

Kidolgoztunk egy megbizhatdo FRET hatasfok meghatarozasi modszert fluoreszcens fehérjékkel (pl.
GFP-mRFP) tortén6 mérésekhez: egyrészt létrehoztuk a FRET mérésekhez sziikséges kontrollokat,
illetve kidolgoztuk a FRET mérések kiértékelési modjat. Az igy 1étrehozott kontrollokat: EGFP-vel
vagy mRFP-vel egyszeresen jelolt sejtvonalakat, EGFP-mRFP fuzios fehérjét kifejezé pozitiv
kontrollt, illetve a két fehérjét fiiggetleniil kifejezé negativ kontrollt tovabbi vizsgalatainkban is
alkalmazni tudjuk. Adaptaltuk az intenzitdsmérésen alapuld konfokalis mikroszkopos €s aramlasi
citometrids FRET mérési és kiértékelési modszereket az EGFP-mRFP donor-akceptor parra
(Vamosi et al, Biophys. J., 2008).

RAR és RXR dinamikaja és miikodése

A magreceptorok olyan transzkripcids faktorok, amelyek ligandfiiggé modon képesek szabalyozni
célgénjeik atirodasat. A molekularis kapcsoldé modell szerint a receptorok agonista hianyaban a
korepresszor komplex részeként kotddnek a DNS-hez. Agonista jelenlétében a korepresszor
disszocial, helyére koaktivator kotddik, meginditva a transzkripcidos eseménysorozatot az adott
génszakaszon. Célunk a receptormiikdodés kezdeti lépéseinek és dinamikajanak vizsgalata volt
biofizikai modszerekkel. A magreceptorok dinamikdjanak vizsgdlatahoz létrehoztuk az EGFP-vel és
mRFP-vel vagy mCherry-vel jelolt retinsav receptor (RAR) és retinoid X receptor (RXR)
fehérjéket, illetve ezek mutansait kodold plazmidokat, amelyek expressziojat és maglokalizaciojat
mikroszkoppal ellendriztiik. Elkészitettik harom kofaktor: a SMRT, az ACTR és a DRIP
interakciés doménjeit kodold GFP-plazmidokat is. GFP-RXR-rel és GFP-RAR-rel transzfektalt
stabil HelLa sejtvonalakat hoztunk Iétre. A receptorok mobilitdsat fluoreszcencia korrelacids
spektroszkopiaval (FCS) vizsgaltuk, ebbdl kovetkeztettiink a receptorok szabad vagy kotott
allapotara, a kdlcsonhatoé komplex méretére és jellegére.

A GFP-RAR ¢s GFP-RXR konstrukttal végzett mérésekbdl szdrmazé autokorrelacios fiiggvényeket
kétkomponensii modellhez tudtuk jo kozelitéssel illeszteni. Ezek alapjan a receptorok a sejtmagban
dinamikai szempontbol alapvetden két populdcidba oszthatoak: a t;= 1-10 ms és a t,= 50-100 ms
atlagos diffuzios id6vel rendelkezd populacidkra. A diffizids idokbol megbecsiilhetd a diffundalo
molekulakomplex tomege. A két difftizids id6 a magreceptor tomegénél 1-2x, illetve 10°x nagyobb
tomegli molekulakomplexnek felel meg. Az 1-es és 2-es populéaciok aranya GFP-RAR esetén 70-
30%, GFP-RXR esetén 90-10%. Ez arra utal, hogy ligand hianyéban a receptorok jelentds hanyada
szabadon, vagy kisméreti komplex részeként diffundal. A 2-es populacié tartalmazza azokat a
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receptorokat, amelyek valamilyen nagyméretii fehérjekomplexhez, illetve stabilan vagy tranziensen
DNS-hez kotott allapotban vannak. Legfontosabb kovetkeztetésiink ezekbdl a kisérletekbdl az, hogy
a molekularis kapcsoldo modellel ellentétben stimulalatlan sejtekben a molekuldknak csak kisebb
hanyada van valamely lassan mozg6, nagy komplexben vagy DNS-kotott allapotban, nagyobb része
szabadon diffundal (monomer vagy dimer receptorként) a sejtmagban. A szabadon diffundalé
receptorok magas ardnya meglepd a mikodésiiket leird modell fényében, mely szerint ligand
hianyaban az RAR-RXR magreceptorok minden esetben korepresszor-komplexhez kdtodnek.

Az AM580 kodnevii szintetikus, szelektiv RAR-agonista ligand hatasara a nagyobb diffizids idével
rendelkezd populaciéo aranya megemelkedik 10%-kal (az RXR esetében megfeleld specifikus
liganddal stimuldlva ez a ndvekedés még kifejezettebb, kb. 20%). Ennek alapjan felvetddik a
kérdés, hogy milyen allapotot takar az alacsony mobilitasi (2-es) populacio; a DNS-hez kotott
allapotot, vagy egyszerien csak a koregulator-kotott allapotot. Ennek felderitésére két -
megvaltozott koregulatorkoto, illetve DNS-koté képességgel rendelkezd - mutdnscsoportot hoztunk
létre. Ligandkot6é domén mutansaink a koregulatorkdtésben mutatnak eltérést:  konstitutiv
korepresszorkotd, konstitutiv koaktivatorkoto, illetve a koregulatorkdtésre képtelen konstruktok. Az
autokorrelacidés mérésekbdl szarmazo eredmények alapjan a koregulatorkotés képessége jelentdsen
befolyasolja a lassu € a gyors populacio aranyat, de alig valtoztatja a diffuzids koefficiens értékeket.

A magreceptor dinamikat szintén jelentés mértékben befolyasolhatja a DNS-k&to képesség. Ennek
felderitésére DNS-ko6t6 mutansokat hoztunk létre, melyek karakterizalasat elkezdtiik. El6zetes
méréseink alapjan mind az aspecifikus DNS-kotést befolyasold Zn-ujjak, mind a receptor valaszado
elemhez torténd specifikus kotodésért felelds aminosavak mutdcidja megvaltoztatta a lassu és a
gyors komponens aranyat, de csekélyebb mértékben, mint a koregulator kotd képességet érintd
mutaciok.

Az FCS modszer, alapelvébdl adédoan nem alkalmas az immobilis, vagy nagyon alacsony
mobilitasu frakcio detektalasara. Alkalmas viszont erre a FRAP (Fluorescence Recovery After
Photobleacihng) moddszer. Elsédleges FRAP eredményeink alapjan nem kell szamolnunk jelentGs
méretll immobilis populacioval.

Meéréseink egy olyan miikdodési modellt valosziniisitenek, melyben a magreceptor ligand hianyaban
szabadon vagy kis molekulakomplex részeként diffundal a magban, agonista hatisara pedig
nagyobb komplex (koaktivator komplex) részévé valik (Brazda és mtsai, Biokémia, 2007). A
receptor tranziensen kotodik a DNS-hez, és a kotés affinitasa megnd, ha a receptor agonistat kot,
ehhez azonban meg kell 6riznie koregulator kotd képességét. A ligand hatdsara megvaltozott DNS-
koto affinitast tiikkrozheti a lasstt komponens megnovekedett aranya.

A komplexekben jelenlévé molekuldk azonositdsara is kisérletet tettink RXR, RAR, illetve
kofaktor interakcidos domének kotranszfekcidjaval, FRET mérések segitségével. Az eddigiekben
azonban negativ FRET eredményeket kaptunk, feltehetéen azért, mert a makromolekuldk nagy
méretébol, és a festékek kedvezotlen elhelyezkedésébdl adéddan a donor-akceptor tdvolsagok a
FRET hatosugaran kiviil estek. A tovabbiakban olyan receptorokkal kisérleteziink, melyekben a
festékek a C terminalison, illetve a megroviditett N terminalison helyezkednek el.

Eredményeinkbdl poszterekben és eldadasban szamoltunk be, valamint kézirat késziil.
PPARY-RXR heterodimer szabalyozza az ABCG2 transzporter transzkripcidjat
Kimutattuk a PPARy-RXR heterodimer koétdédését az ABCG2 géntél upstream elhelyezkedd

enhancer régiohoz, ami arra utal, hogy az ABCG2 expresszidjat a PPARy:RXR dimer kdzvetleniil
szabalyozza. A PPARy-aktivalt dendritikus sejtekben megndtt az ABCG2 expresszid, €s nétt a
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xenobiotikumok, illetve a Hoechst festék kipumpalasanak hatasfoka (Szatmari et al, J. Biol. Chem.,
2006).

Szoveti transzglutaminaz (TG2) szerepe a retinsav (RA) altal indukalt neutrofil granulocita
differenciacioban és funkcioban

RA kezelés hatdsara a promielocitikus NB4 leukémia sejtek granulocitakka differencialédnak,
mikdzben indukalodik a TG2 enzim expresszioja. Igazoltuk, hogy a retinsav indukalta TG2
kétfeleképpen is részt vesz a terminalis differenciacioban: feltehetden transzkripcios faktorként
medidlja a szuperoxid termelésben kritikus NADPH-alegység (GP91PHOX) expresszidjat
(jelenlétét a magban konfokalis mikroszkopiaval kimutattuk), illetve szerepet jatszik a sejtek

crcr

igazolasaval vettiink részt (Balajthy et al, Blood, 2006).
Eltérések a tervektol

Az ILRAP molekulaval eredetileg olyan kisérleteket is terveztiink, amelyekben vizsgaltuk volna a
molekula mobilitasat. Ezeket a méréseket azért nem hajtottuk végre, mert a rendelkezésre allo
multivalens IgM antitestek keresztkotéseket indukalnak, IgG tipusi, illetve Fab antitesteket pedig
nem bocsatott rendelkezésiinkre kollaboracios partneriink.

Nem szerepelt a tervezett kisérletek kozott az Interleukin-2/15 receptor klaszterek vizsgalata
kolorektalis tumor kornyéki CD4+ limfocitakon (Id. fentebb). Ez a munka a sejtvonalakon végzett
mérések logikus kiterjesztése volt human mintakra a Sebészeti Klinikaval kollaboracioban. Szintén
nem szerepelt az eredeti tervekben a kdzos yc receptorcsalad tovabbi tagjanak, az 1L-9 receptor
szerkezetének és kolcsonhatasainak vizsgalata (1d. fentebb). Nem szerepelt az eredeti tervekben a
PPARg-RXR heterodimernek az ABCG2 expresszidjara kifejtett hatdsat, illetve a retinsavnak a
neutrofilek differencialédasaban bet6ltott szerepét vizsgald munka sem.

A terjedelmi korlatok miatt nem szerepel a jelentésben a palyazat témajahoz kapcsolddo,
kollaboracioban végzett tovabbi kutatasok leirasa.



