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Roviditések jegyzeke

Ac-IETD: Ac-lle-Glu-Thr-Asp-CHO

aGal-1: alacsony (1,8 uM) koncentrécioju Gal-1
aktT sejt: aktivalt T sejt

B-CD: B-ciklodextrin

BM-MSC:  egér csontveldi mesenchymalis dssejt
EAE: Kisérletes autoimmun encheohalomyelitis
ECM: extracellularis matrix

HeLa®®':  Gal-1 termeld Hela

hMSC: humén mesenchymalis dssejt

Gal-1: galektin-1

GVHD: graft versus host betegség

mGal-1: magas (18 pM) koncentracioju Gal-1
IDO: indolamin-2,3-dioxigenaz enzim
INF-y: interferon-y

MMP: mitokondrialis membranpotencial
MSC: mesenchymalis dssejt

NO: nitrogén-monoxid

PGE2: prosztaglandin E2

PI: propidium jodid

PS: foszfatidil-szerin

rGal-1: szolubilis rekombinans Gal-1

TDG: thiodigalaktozid

TGF-p: transzformald ndvekedési faktor
TNF-a: tumor nekro6zis faktor

zVADfmk:  N-Benzyloxycarbonyl-Val-Ala-Asp(O-Me) fluoromethyl keton



Bevezetés

1. Az apoptdzis altalanos mechanizmusa

A soksejtes ¢élolények életének elengedhetetlen része az apoptdzis folyamata, amely
fontos szerepet jatszik az egyedfejlodésben és a szoveti homeosztdzis fenntartasaban
(Prindull 1995).A feleslegessé valt, eloregedett, fert6zott vagy potencialisan veszélyt
jelentd sejtek alkotdi a programozott sejthaldl sordn lebomlanak és membrannal hatarolt
vezikuldkba csomagolodnak, melyeket a szomszédos sejtek fagocitélnak. Tehat ezek a
sejtek gyulladas eldidézése nélkiil, aktivan, szabalyozott koriilmenyek kdzott felszamoljak
magukat, mint ¢él6 rendszert (Savill & Fadok 2000). Ennek a regulacionak a hianya
kiilonboz6 patologids allapotokat eredményez, mint példaul fejlédési rendellenességek,
autoimmun betegségek és rak (Thompson 1995).

Az apoptdzis jellegzetes jegyei a membranholyagosodas, sejt zsugorodds, kromatin
kondenzacio és fehérje, illetve DNS fragmentacio. A nekrdzissal ellentétben, ahol a sejtek
tartalma ellendrizetleniil a kdrnyezd térbe tiriil és ezzel a kdrnyezd sejtek sériiléseit okozza,
az apoptozis nem okoz gyulladast. A becsomagolddott sejtmaradvanyokat a makrofagok
bekebelezéssel tavolitjak el (Savill & Fadok 2000).

Az apoptdzis két O tipusa a molekuldris mechanizmus alapjan a kiilsé (extrinsic),
azaz receptor medialt és a belsé (instrinsic), mitokondrium altal medialt Gtvonal. A két
szignal transzdukciés folyamat kozott atfedés is lehetseges (Li et al. 1998; Luo et al.
1998; Jin & EI-Deiry 2005) (1. &bra).

A kiils6 utvonal (1. &bra) a sejtfelszinen levé halal receptorok, mint amilyen a Fas,
TNFR (Tumor necrosis factor receptor) vagy a TRAIL (Tumor necrosis factor-related
apoptosis-inducing ligand), kozvetitésével indul meg. A halal-ligand receptorahoz vald
kotodésekor bekovetkezik a receptor oligomerizacioja. Ez a halal doménnel (DD: death
domain) rendelkez6 adapter molekulak (FADD: Fas-associated death domain, TRADD:
TNFR associated death domain) és a pro-kaszpaz 8 kapcsolddasahoz vezet, létrejon a
DISC (death-inducing signaling complex), amelyben a pro-kaszpaz 8 autoproteolitikus
hasitassal aktivalodik. Ilyen forméban kész lesz proteolizissel aktivalni az effektor
kaszpazokat (kaszpaz 3, kaszpaz 6 és 7) (Ashkenazi & Dixit 1998). Az aktiv kaszpazok



képesek hasitani az ICAD-ot (inhibitor of caspase activated DNase), ezzel engedélyezve
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elvégzi a genomi DNS feldarabolasét.
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1. abra: Apoptdzis altaldnos mechanizmusai (Rudel és mtsai nyoman)
Részletes magyarézat a szdvegben.



Emellett a kaszpaz 3-nak egy DNS repair enzimet (PARP1: poly-ADP ribose
polymerase) inaktivald hatasa is van, ezzel is biztositva a DNS degradacié lezajlasat. A
kaszpazok regulatorai az 1AP-ok (inhibitor of apoptosis proteins, apoptozis fehérjék
inhibitora), a kaszpazok proteolitikus aktivitasanak gatlasaval (Scott et al. 2005).

A bels6 jelatviteli utat (1. bra) kiilonbozé stresszek, pl. UV sugarzas, ozmotikus
sokk, oxidaloszerek valthatjak ki, de a DNS sériilés és a kiillonboz6 kemoterapias szerek
is a mitokondrium mediélta apoptotikus utat aktivaljk. Stressz szignalra a BH3-only
fehérjék (Bid, Bim), a sejt stressz-szenzorai, aktivalédnak, hogy legy6zzék a Bcl-2 szerti
anti-apoptotikus fehérjék gatldé hatasat, illetve stimulaljak, hogy a mitokondriumban
lokaliz&l6do, illetve oda transzlokalodo proapoptotikus fehérjéek, a BAK és a BAX
oligomerizalédjanak. Ennek kdvetkeztében a mitokondrium transzmembran potencialja
lecsokken, és a citokrom c, kidramlik a citoplazmaba (Wei et al. 2001). Ott az Apaf-1
fehérjével egyitt a kaszpaz-9-et aktivalja és a terminalis kaszpaz kaszkadot inditja el. A
citokrom c¢ mellett a mitokondriumbol Kikeril a citoszolba a SMAC/DIABLO is, amely
egy masodlagos kaszpaz aktivator, gatolja a IAP-ok miikodését és igy indirekt moédon
jarul hozz4 a kaszpéz kaszkad kialakuldsdhoz (Shi 2002; Green 2005).

Esetenként a két fent emlitett dtvonal nem kuléndl el szigoruan, atfedésekkel
szinesitve a sejthalal folyamatat. A halal receptor medialta apopto6zis is aktivalhat
mitokondrialis Utvonalat a DISC-ben aktivalodott kaszpaz 8 segitségével, mely egy BH3
only fehérjét, a BID-et aktivalja proteolitikus hasitassal. Az igy létrejott aktiv BID is
képes aktivalni porusok képzédését a mitokondrium membrénjan, ami a sejtorganellum
diszfunkcidjahoz vezet (Li et al. 1998; Luo et al. 1998; Jin & EI-Deiry 2005) (1. &bra).

Az apoptdzis utolso Iépései kdzé tartozik a sejttartalom apoptotikus testekbe val6
csomagolasa és a fagocitozis. Az apoptotikus sejtek a megfelelé idében ,,come and eat
me” (,,gyere és egyél meg”) szignalokat adnak a szomszédos sejteknek vagy a
makrofagoknak, megkdnnyitve ezzel a felismerésiiket és konnyebb elkuldnitésiket. Egy
tipikus ilyen ,eat me” szignal a foszfatidil-szerin (PS: phophatidylserine), mely a
sejtmembran citoplazmatikus oldalan talalhatd, de apoptotikus stimulusra a sejt kiilsd

felszinére kerdl (Savill & Fadok 2000).



2. Az apoptozis szerepe az immunrendszerben

A limfocitdk életatjuk sordn szdmtalanszor atesnek kiilonbdzd apoptotikus ellendrzd
pontokon, biztositva a megfeleld fejlodésiiket, homeosztazisuk fenntartasat és a
betegségek megel6zését. A nagyszamu T és B sejtb6l allo, allandéan megujuld
limfocitakészlet folyamatos kialakulasa soran funkcidképtelen, autoagressziv vagy az
adott idépontban mar nem sziikséges klonok is létrejonnek, melyek eltavolitasa a

funkciondlis repertoar hatékony miikodése szempontjabol elengedhetetlen.
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2. &bra: Apoptozis az immunrendszerben (Rathmell és mtsai nyoman)

Részletes magyarazat a sz6vegben.

Az els6 ellendrz6 pont az elsdédleges nyirokszervekben a limfocitdk
kifejlédésének helyén zajlik. Ha nem taldlkoznak citokinekkel vagy sikertelenil
kompetéalnak értik, valamint elmarad az antigén receptor (TCR vagy BCR)
atszervezOdése ¢és hibas vagy egyaltalan nem alakul ki a pozitiv szelekcid, helyette

negativ szelekcio miikodik, mindezek a koriilmények a limfocitdk apoptdzisat indukaljak.



A kovetkez6 ellendrzd pont a periférias limfoid szervekben torténik, ahol azok a nyugvo
limfocitak, melyek nem taldlkoznak antigénnel illetve nem tudnak atalakulni hosszu életti
sejtkészletté, apoptdzissal elpusztulnak. Az antigénnel valé taldlkozéskor, a periférias
nyirokszervekben, a T sejtek sorsa kétféle lehet: antigén hatdsara effektor sejtekké
differencidlédnak, majd az immunvélasz lecsengésekor apoptozissal elpusztulnak. Az
antigén specifikus T sejtek egy része hosszu életidejii memoria sejtekké differencialodik.
A B sejtek, melyek megkotik és a T sejteknek prezentéljak is az MHCII komplexében az
antigén peptideket, szintén elpusztulhatnak receptor indukalta sejthalallal. A
csiracentrumban lokalizalddo B sejtek, ha elveszitik az affinitdsukat az antigénhez vagy
autoreaktivakka valnak, eliminalodnak. igy tehat a T és B limfocitak, melyek az antigén
felismerést és aktivaciot kovetden nem képesek memoriasejtekké alakulni, effektor
funkciojuk ellatdsa utan egyarant eliminalodnak (Rathmell & Thompson 2002) (2. dbra).
Az immunologiai egyensuly fenntartasdhoz tehat a felesleges limfocitak eliminalodnak,
ennek a folyamatnak a szabalyozadsaban a kornyezd sejtek és citokinek/kemokinek
vesznek részt. Az elmult évtized tanulmanyai alapjan a galektin fehérjecsalad tagjai is

meghatarozott szerepet jatszanak az immunsejtek életképessegében.

3. Gal-1 struktura és funkcio

A galektin fehérjecsalad tagjai lektinek, melyek legfobb jellemzdik, hogy szénhidratkotd
domainjiik révén sejtfelszini glikokonjugatumokhoz kotédnek, a B-galaktozidokhoz
mutatnak nagy affinitast. Ez idaig tizenot kiilonboz6 galektin molekulat azonositottak
emlésokben.

Ezen csaldd legkordbban felfedezett és legjobban jellemzett tagja a galektin-1
(Gal-1), amely egy 14kDa molekulatomegii, egy szénhidratk6td domainnel rendelkezo
globuléris fehérje. A Gal-1 az ideg- és izomszovetben, vesében, tiidében, méhlepényben,
az els6dleges (timusz, csontveld) és masodlagos (lép, nyirokcsomok) limfoid szervekben
termelédik (Perillo et al. 1998). A Gal-1 fehérjének szamos olyan funkcidjat
azonositottdk, melyek az izom- és idegszdvet regenerdciojaval, valamint az immun-
homeosztazis szabalyozdsaval kapcsolatosak. Egérkisérletekben  Kimutattdk a

szagloidegek, axonok fejlodésének serkentésében betdltott szerepét (Cooper & Barondes
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1990; Horie et al. 1999). A szaglbideg sejtek axon ndvekedésében az integrin és laminin
keresztkotésével erdsiti az idegsejtek és ECM kolcsonhatasat és ezaltal az axon
ndvekedést segiti (Raabe et al. 1997; McGraw et al. 2005). Az izom differenciacio,
illetve regeneracioé soran is jelentds funkciot tolt be. A mioblasztok nagy mennyiségii
galektin-1-et tarolnak a citoplazmaban. Miotubulusokka alakulasuk soran a Gal-1-et az
extracellularis térbe szekretéljak, ahol a lektin lefedi mind az izomdifferencialodasban
legfontosabb szerepet jatszd extracellularis matrix (ECM) fehérjét, a laminint (Cooper &
Barondes 1990; Gu et al. 1994; Watt et al. 2004), mind annak receptorat, az a7p1
integrint (Gu et al. 1994; Moiseeva et al. 2003). Ezaltal gatolja az izomsejtek ECM-hez
torténd kapcsolodasat és elésegiti a miotubulusokka torténd fuzidt. A Gal-1 szerepet
jatszik a szervezetben immunprivilégizalt (az immunrendszertdl elzart) teriiletek
fenntartasaban, példaul a szemben, reproduktiv szervekben vagy a placentaban (Blois et
al. 2007; Dettin et al. 2003; Ishida et al. 2003). Gyulladascsokkentd hatasa is ismert, az
immunvélaszt a Th2 sejtek aktivalédasa felé tolja el, ami a citokin termelés
megvaltozasaval jar egyiitt (Toscano et al. 2006).

4. Gal-1 immunmodulélé hatésa

Az immunrendszer szamos sejtje, igy az aktivalt T és B sejtek (Blaser et al. 1998; Zufiiga
et al. 2001), az aktivalt makrofagok (Rabinovich et al. 1998), a CD4"CD25" regulator T-
sejtek (Treg) és természetes 616 sejtek (Natural killer, NK sejtek) Gal-1-et termelnek
(Garin et al. 2007; Kopcow et al. 2008). A Gal-1 expresszi0 nagymértékii az
immunprivilégizalt szovetek sejtjeiben, mint amilyen a placenta (Blois et al. 2007), testis
(Dettin et al. 2003), retina (Ishida et al. 2003). Patologias esetben véltozhat a termelt
fehérje mennyisége, ndvekszik egyes tumorok, vagy csokken fertézések és autoimmun
betegségek esetén (Rubinstein et al. 2004; Toscano et al. 2006). Az aktivalt
makrofagokban gyulladasos stimulusra, pl. TNF-a adaséra a Gal-1 mennyisége feldusul a
citoplazméaban, majd roviddel ez utan szekretalodik, hogy autokrin vagy parakrin
funkciot lasson el (Correa et al. 2003). A monocytak termelte Gal-1 segiti a sejtek
migracidjat és szerepe jatszik a monocytdk kemotaxisaban (Malik et al. 2009). A
decidudlis NK sejtek Gal-1 termelésiikkel hozzajarulnak a mehlepény immunprivilégizalt
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kdrnyezetének kialakitasahoz és ezzel a terhesség fenntartasahoz is (Kopcow et al. 2008;
Karimi & Arck 2010). A Treg sejteknek kulcsszerepe van az autoimmun betegségek
megelézésében, a periférids T sejtek tolerancidjanak kialakitdsdban. Ezen funkcidihoz
Gal-1 termelése hozzajarul, a Gal-1 hidnya a Treg sejtek csokkent véalaszdhoz vezet
(Garin et al. 2007; Baatar et al. 2009). Az IgM+ B memoriasjetekben nagy mennyiségii
Gal-1 termel6dik, mely részt vesz a B sejtek életidejének reguldlasaban, jelen esetben
olyan tulélo faktorok inhibitora melyek gatlasaval eltolodik az egyensuly a
proapoptotikus faktorok felé, ami sejthalalhoz vezet (Tabrizi et al. 2009). A Gal-1 T
sejtek életatjaban betoltott szerepét illetve a kiillonb6z6 immunregulaldé és -moduléld

funkciojat a kovetkezo alfejezetekben fogom részletesen targyalni (3. ébra).

Citokin T sejt Treg sejtek Sejt Transzendothelialis
termelés apoptézis funkcidja adhézié migracié

©@ @ o 2@
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Th17 4 Se Treg T sejt
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3. &bra: A Gal-1 immunmodulalé folyamatai (Rabinovich és mtsai nyoméan)

Részletes magyarazat a sz6vegben.

4.1. A Gal-1 szerepe a T sejt apoptdzisban

A Gal-1 nagymértékben hozzajarul az immunoldgiai egyensuly fenntartasahoz szamos
fiziologias és patoldgias szituaciéban (Rabinovich & llarregui 2009). Ezt a sokoldald
funkcidjat tobbek kozott az aktivalt T sejtek viabilitasanak szabalyozasaval valdsitja meg
(lon et al. 2006) (3. &bra). A Gal-1 indukalta T sejt apoptozis mechanizmusat elsGsorban
szolubilis rekombinans fehérjével végzett kisérletek alapjan hataroztak meg a modellként
hasznalt Jurkat limfoblasztébmas T sejteken, az egyes munkacsoportok elképzelési
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azonban még a legjobb indulattal sem nevezhet6k hasonlonak (Hahn et al. 2004;
Matarrese et al. 2005; lon et al. 2006; Stowell et al. 2007, 2009; Lange et al. 2009).

Az elsd, a mechanizmus meghatarozasat hatraltatd probléma, hogy a Gal-1
receptora ez idaig ismeretlen. Eleinte a CD45 tirozin foszfatazt irtdk le a Gal-1 egyik
lehetséges receptoranak (Perillo et al. 1995; Walzel et al. 1999; Pang et al. 2009), mig
mas szakirodalmi adatok szerint a Gal-1 ugyan kotédik hozza, de az apoptdzis szignalt
nem a CD45 kozvetiti a sejtekbe (Pace et al. 2000; Nguyen et al. 2001; Fajka-Boja et al.
2002). Szdmos tanulméany szerint a Gal-1 indukalta apopt6zis mitokondrium medialta
kaszpaz fliggé utonvonalon halad (Sturm et al. 2004; lon et al. 2005, 2006; Brandt et al.
2008), mig egyes kutatok szerint a Gal-1 stimulécié kaszpaz fuggetlen apoptézist indit
be: a mitokondrium depolarizaciojat a mérések szerint nem Kkiséri mitokondriélis
citokrom C felszabadulasa, vagy a kaszpazok aktivalodasa, hanem az endonukleaz G
felelés a DNS degradacioért (Hahn et al. 2004). Mi tobb, Stowell és mtsai Ugy tartjak,
hogy a Gal-1 hatasara a fehérvérsejtek felszinén megjelené PS csupan felkésziti,
fagocitalhatéva teszi a makrofagok szamara, anélkul, hogy apoptdzis végbemenne
ezekben a sejtekben (Stowell et al. 2008). Laboratoriumunkban végzett kisérletek alapjan
részletesen meghataroztuk a rekombinans Gal-1 indukalta T sejt apopt6zis molekularis
mechanizmuséat, amely kaszpaz fiiggének bizonyult. A Gal-1 a T sejtekben a p56ick és a
ZAPT70 kinazok autofoszforilaciojat indukalja és a tirozin foszforilacio, mely el6feltétele
a tovabbi apoptotikus Iépéseknek, e két kindz aktivitasanak tulajdonithaté (lon et al.
2005, 2006). A kaszpazok mellett, a Gal-1 indukalta sejthalal masik kézponti molekulaja
a ceramid. A ceramid anabolikus vagy katabolikus uton keletkezhet az apoptotikus
sejtekben, a ceramid szintdz, illetve a szfingomielinazok aktivasanak megfeleléen (Pettus
et al. 2002; Tepper et al. 2000). A Gal-1 stimulalta apoptozisban a savas szfingomielinaz
aktivitasa révén felszabadulo ceramid jatszik szerepet (lon et al. 2006).

A Gal-1 aktivalt T (lon et al. 2006) és B sejteken (Fouillit et al. 2000) okoz
apoptozist. Késobbi tanulmanyokbol azonban egyértelmiien kideriil, hogy nem az Gsszes
T sejt alpopulécié reagal apoptdzissal a Gal-1-re. A T helper 1 tipust (Thl), Th2-es és az
IL-17-et termelé Thl7-es T sejtek differencialodasuk kozben eltéré glikozilacios
mintazatot kapnak és ebbdl kifolyolag az affinitasuk a Gal-1-hez is kiillonbdzéen alakul.
A Thl és Thl7 tipusu sejtek sejtfelszini glikozilaltsaga megfelelé a Gal-1 indukalta
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apoptdzis beinditasahoz, mig a Th2-es sejtek védve vannak ettél a folyamattol, a
sejtfelszini glikoproteinjeik eltéré szializaltsaga miatt. Igy a T sejtek eltérd glikozilacioja
révén kozvetett médon szabalyozddik a T sejt apoptdzis és az immunvalasz lefolyasa
(Toscano et al. 2007).

4.2. A Gal-1 szerepe a gyulladasban

A Gal-1 immunszupressziv és terdpias tulajdonsagait szdmos kronikus gyulladasos és
autoimmun allatmodellben, mint amilyen az autoimmun myasthenia gravis (Levi et al.
1983), kisérletes autoimmun enchephalomyelitis (EAE), ami a huméan sclerosis multiplex
egérmodellje (Offner et al. 1990), kollagén indukalt arthritis (Rabinovich et al. 1999b),
2,4,6 trinitrobenzén-szulfonsav (TNBS) indukalta colitis (Santucci et al. 2003), kiserletes
autoimmun uveitis (Toscano et al. 2006), concavalin A indukalta hepatitis (Santucci et al.
2000), és kisérletes autoimmun diabetes (Perone et al. 2006) bizonyitottak (4. &bra).

Kisérletes autoimmun Kisérletes autoimmun

enchephalomyelitis 'myasthenia gravis

Kollagén
Kisérletes

indukalta arthritis&
@@ é’autmmmun diabetes
Kisérletes v Galectin-1
u Concavalin A

autoimmun uveitis
& indukalta hepatitis

Graft versus host betegség TNBS indukalta colitis

4. abra: Autoimmun és kronikus gyulladasos kisérleti modellek, melyekben Kkifejti
immunregulald aktivitasat a Gal-1 (Rabinovich és mtsai nyoman). Részletes magyarazat

a szbvegben.

14



Mig a Gal-1 képes tompitani a karos gyulladasos valaszt, azonos mechanizmussal
hozzajarul ahhoz is, hogy a tumor sejtek kijatsszak az immunvalaszt az effektor T sejtek
életképességének negativ regulaciojaval, ezzel eltolva az egyensulyt a Th2 citokin profil
felé (Rubinstein et al. 2004; Le et al. 2005). Szdmos tanulményban részletesen vizsgaltak
a rekombinans Gal-1 hatdsat az aktivalt T sejtek citokin termelésére. Az eredmények azt
mutattadk, hogy a Gal-1 csokkenti a gyulladasos citokinek, mint amilyenek a TNF-a és
INF-y szekrécidjat (Rabinovich et al. 1999a), ndveli az interleukin-10 (IL-10) mRNS és
fehérje szintjét, mikozben csokkenti az interleukin-2 (IL-2) termel6dését (van der Leij et
al. 2007).

Az elsé publikaciok szerint az elektrolektinnek, amely lektin homoldgja a Gal-1-
nek az Electrophorus electricus halban, profilaktikus és terapias hatasa volt a nyulakban
eloidézett kisérletes myasthenia gravisnal (Levi et al. 1983). Az immunszuppressziot
tamogat6é hatasardl a kovetkezd kisérletben is meggydzddtek, rekombindns Gal-1
hasznalataval elnyomtdk a Kisérletes autoimmun encephalomyelitis a klinikai és
patoldgias jeleit (Offner et al. 1990).

Rabinovich és munkatarsai a Gal-1 terapias hatasat vizsgalva kimutattdk, hogy
kollagén indukalta arthritis allatmodelljében a betegség kialakulasanak kezdetén a Gal-1-
et kddold génnel transzfektalt és a fehérjét nagy mennyiségben termel6 fibroblasztok
beinjektalasa elegendd volt a klinikai tiinetek eltinéséhez. Gal-1 adasaval lecsokkent a
szérum anti-kollagén IgG szintje, csokkent az INF-y viszont nétt az IL-5 szintje az
efferens nyirokcsomdkban. Osszességében a Thil-es tipusi immunvalasz Th2 felé
tolodott (Rabinovich et al. 1999b).

Egy masik munkacsoport concavalin A-val idézett el6 hepatitist egerekben. A
Gal-1 protektiv szerepe a maj roncsolddas kivédésével itt is bizonyitast nyert (Santucci et
al. 2000). Emellett TNBS-sel indukalt colitis-ben, amely a human gyulladasos
bélbetegség allatmodellje, az addig a betegségre jellemzd Th-1-es citokinek termelése
csokkent a Gal-1 jovoltadbol (Santucci et al. 2003).

Egy Ujabb tanulmany szerint a dominansan Thl-es és Thl7-es immunvélasz
kiséretében zajlo kiserletes autoimmun uveitisben a Gal-1 kezelés elegenddnek bizonyult

a klinikai tiinetek megsziintetésére a betegség stadiumatol fuggetlendl. Ellensilyozta a
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Thl-es valaszt, Th2-es vagy Treg medialta gyulladascsokkentd valasz tamogatasaval
(Toscano et al. 2006).

Transzgenikus Gal-1-et expresszald dendritikus sejtek képesek késleltetni az
autoimmun diabetes és insulinitis kialakulasat egerekben. A fent felsorolt kisérletes
modellekhez hasonléan folyt a beteg egerek gyogyulasa, nétt az apoptotikus T sejtek
szama, illetve csokkent az INF-y termel6 CD4+ T sejtek szama a pankreaszhoz kozeli
nyirokcsomokban (Perone et al. 2006) (3. abra). Egy Ujabb diabeteses allatmodellen
végzett kisérletben azt az eredményt kaptdk, hogy a szolubilis Gal-1 képes megelézni a
hyperglycemia és a B-sejt specifikus autoimmun betegség kialakulasat NOD egerekben.
Tehat nem csak elnyomja a kisérletesen eléidézett autoimmun gyulladast, hanem a
spontéan kialakuld autoimmun betegségekkel szemben is védettséget nydjt (Perone et al.
2009).

A Gal-1 gyulladascsokkenté hatasarol elég kevés klinikai adat all
rendelkezésiinkre, az errél sz6l6 tanulmanyokban szdveti szinten alacsonyabb Gal-1
expressziordl és a szérumban magasabb anti-Gal-1 autoantitestekr6l szamolnak be. A
vizsgalatok szerint ezek az eértékek a betegség rossz progndzisaval vannak
Osszefliggésben (Giordanengo et al. 2001; Harjacek et al. 2001; Romero et al. 2006).

4.3. A Gal-1 szerepe a sejtadhézidban

A Gal-1 mind pro-adheziv, mind pedig anti-adheziv funkcioval is bir, attél fiiggéen, hogy
segiti vagy akadalyozza a sejt-sejt vagy sejt-extracellularis matrix (ECM) kapcsolatokat
(Elola et al. 2007) (3. abra).

A Gal-1 er6sen tamogatja az egészséges és tumoros sejtek kotddését az ECM
egyes glikoproteinjeihez, mint amilyen a laminin és fibronektin (Zhou & Cummings
1993; van den Brdle et al. 2003). A Gal-1 lokalis koncentraciojanak ingadozasa fontos
szerepet jatszhat a tumor sejtek letapadasanak vagy éppen a levalasanak folyamataban,
amely elengedhetetlen a tumorok kifejlédéséhez (Elola et al. 2007). A tumorok életben
maradasanak létfontossagu lépése a tumor sejtek invazidja és a metasztazis képzés is,
melyben a Gal-1 szerepét kimutattdk (Glinsky et al. 2000). A Gal-1 expresszié megnd a
kapillaris endothél sejtekben egyes tumorsejtek hatasara (Clausse et al. 1999). Camby és
mtsai az els6k kozott voltak, akik ki tudtak mutatni, hogy a Gal-1 modulalja a glioma
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sejtek in vivo migréciojat is (Camby et al. 2002). Tehéat a Gal-1 segiti a sejtmigraciot, és
ezen keresztil a tumor sejtek invazidjat és angiogenezisét (Camby et al. 2002).

Az immunrendszerben azonban a Gal-1-nek gatl6 szerepe is van, megakadalyozza
a neutrofil, eosionofhil granulocitdk, a T sejtek és hizosejtek migracidjat gyulladas
kialakulasanak folyaman (Delbrouck et al. 2002; La et al. 2003; He & Baum 2006; Kiss
et al. 2007). Gal-1 termel6 endothél sejtek gatoljak az odaérkez6 T sejtek és neutrophilek
adhéziodjat és igy megtapadasat és gordilését, mig siRNS-sel csendesitve az endothél
sejtek a Gal-1 expresszidjat kedvez6 hatast értek el a két sejttipus migraciojaban (Norling
et al. 2008; Cooper et al. 2008).

4.4. A Gal-1 szerepe Treqg sejtek funkcidjaban

A Gal-1 j6l meghatarozhatd mechanizmusokkal befolyasolja a T sejtek homeosztazisat,:
szabalyozza a T sejtek tulélését és citokintermeléset illetve modulalja a sejt-sejt és sejt-
ECM kapcsolatokat.

Az aktivacio indukalta sejthalal és az immunsejtek valaszképtelensége (anergia)
arra szolgéalnak, hogy a jarulékos kérosodastdl megkiméljék a szervezetet, ezek a
folyamatok az immunszupressziv Treg sejtek miikodésének is koszonhetok. Példa erre,
hogy in vivo rGal-1-el kezelve az autoimmun retinagyulladast, megné az IL-10 és TGF-f
termelés, illetve feldasul a Treg sejtpopulacié (Toscano et al. 2006; van der Leij et al.
2007). Az (jabb tanulmanyokbol mar az is kideril, hogy a Gal-1 gén expresszidja
szerepet jatszik a Treg sejtek funkcidjaban és blokkolasaval nagymértékben csokken a
human és egér CD4"CD25" Treg sejtek a szupressziv hatasa (Sugimoto et al. 2006; Garin
et al. 2007).

Ezek az eredmények arra engednek kdvetkeztetni, hogy a Treg sejtek szupressziv
aktivitdsa szorosan kapcsolodik a Gal-1 expressziohoz (3. abra).

5. Tumor immunprivilégium
A szervezetben el6forduldo és folyamatosan képz6dé transzformalt sejteket az
immunrendszer felismeri és eliminalja. A specifikus antigéneket prezentald tumorsejtek

beinditjdk az immunvalaszt és amennyiben az sikeres, nem alakul ki tumor. Patoldgiés
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eset tobbek kozott akkor fordul el6, amikor a rosszindulata sejtek képesek Kivédeni az
immunrendszer ellentik irdnyuld tadmadasat. Ezt szamos kiilonb6zé moddon
megvalosithatjak, példaul az MHC molekuldk szintézisének felfliggesztésével (Seliger &
Pfizenmaier 1989), és igy a tumorspecifikus citotoxikus T sejtekkel (Tc) szembeni
rezisztencia kialakitdsaval, negativ szabalyozd utvonalak beinditasaval, szupresszor
sejtek aktivalasaval, valamint citotoxikus faktorok termelésével (Drake et al. 2006). A
folyamatban részt vevd molekuldk hathatnak szolubilis, illetve membran-, vagy ECM-
kotott forméaban.

A tumorsejtek CCL22 kemokint termelnek, melynek hatasara a regulator T sejtek,
amelyek az immunvalasz szupresszalasaért felelések, a daganatba vandorolnak, igy
csokkentik az immunvalaszt (Curiel et al. 2004). Szadmos immunszupressziv faktor
termelodését leirtak kiilonbozé tumorsejtek esetében. llyen a TGF-B (transforming
growth factor- B), ami egy pleiotrop hatdsu citokin, gatolja a T sejt aktivaciot,
proliferaciot és differenciaciot (Li et al. 2006), illetve gatolja a Tc sejtek antitumor
aktivitadsat (Thomas & Massague 2005). A TGF-B mellett termelédhet még az IL-10 és a
prosztaglandin E, (PGE;), amelyek ugyancsak a tumorspecifikus immunvalasz elleni
védekezéshen jatszanak szerepet. A tumorsejtek indolamin2,3-dioxigenaz (IDO) enzimet
szekretalnak a mikrokdérnyezetbe, ami a triptofan aminosav kinureninné térténé bontasat
végzi (Mellor & Munn 2000). Ez egyrészt lokalis triptofan depléciét eredményez, ami a
T sejtekre karos, masrészt a Kinurenin toxikus a T sejtekre, igy az IDO hozzajarul az
immunprivilégium kialakitasahoz (Munn et al. 1998). Az emlitett, tumorsejtek altal
szekretalt anyagok szollbilis formaban jutnak el a célsejtekhez. A rosszindulatl sejtek
azonban a sejtfelsziniikon is prezentalnak olyan molekuldkat, amelyek a velik
interakcioba 1ép6 effektor T sejtek funkciojat gatoljak. Ilyen sejtfelszini fehérjék a CD8O,
CD86, amelyek a citotoxikus T sejtek felszinén 1évé CTLA-4 (citotoxikus T limfocita
antigén-4) receptornak ligandjai. A CTLA-4 a T sejt aktivacid negativ regulatora
(Korman et al. 2006), igy tumorsejt altali aktivalodasa része az immunszupressziv
stratégianak (Perez et al. 1997). Megtalalhaté még a tumorsejtek membranjan a PD-L1
(programmed death receptor ligand-1) (Blank et al. 2005), ami a T sejteken eléfordulo
PD-1 (programmed death-1) transzmembran receptorral (Ishida et al. 1992) kdlcsonhatva

a T sejtben aktivacio-indukalta sejthalalt idéz el6. A tumorsejtek képesek a veliik
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kolcsonhato T sejtek apoptdzisat kozvetlenil indukélni. Kifejezik ugyanis a Fas ligand
(FasL) (Andreola et al. 2002) és a TRAIL (Giovarelli et al. 1999) fehérjéket, amelyek a T
sejten levé megfeleld receptorhoz, a Fas-hoz, illetve a TRAILR-hoz kétédve a T sejtben
receptor medialt apoptozist inditanak el.

Hipotézisiink szerint a Gal-1 is a tumor &ltal termelt immunszupressziv faktorok

széles skalajanak ebbe a csoportjaba tartozik.

5.1. Gal-1 a tumorban

Mint azt az el6z6 fejezetben részleteztem, az immunprivilégizalt teriiletekhez hasonléan a
tumorok is sokoldalll immunszupressziv mechanizmusokat hasznalnak az immunrendszer
kijatszasara, megmenekiilnek a T sejt valasz eldl, munkaképtelenné teszik az effektor T
sejteket vagy tolerancia alakul ki a tumor antigének felé (Rabinovich et al. 2007; Croci et
al. 2007). Ezek a mechanizmusok egyilittmiikodése a tumor egyre erételjesebb fejlodését
vonja maga utan eés limitalja az immunrendszer azon képességeit, hogy egyrészt
mérsékelje a tumor progresszidjat és masrészt ndvelje a hatasfokat az immunterapiaknak,
amelyekkel esetleg véglegesen ki lehetne irtani a rosszindulatu sejteket (Rabinovich et al.
2007). Ujabb keleti microarray és proteomika vizsgalatokkal alatamasztottak, hogy a
Gal-1 a tumorok rossz prognézisat jelzé tipikus molekula (Liu & Rabinovich 2005;
Rabinovich 2005). Meglep6 moédon ugyanez az endogén lektin jotékony hatast az
autoimmun és gyulladasos betegségek modelljeiben (Offner et al. 1990; Rabinovich et al.
1999Db; Santucci et al. 2000, 2003; Toscano et al. 2006).

Rubinstein és mtsai azt talaltdk, hogy a humén és egér melanoma sejtek altal
termelt Gal-1 lényegesen hozzdjarul ezeknek a sejteknek az immunszuppressziv
aktivitdsdhoz (Rubinstein et al. 2004). Ezeknek az eredményeknek megfeleléen, egy
masik munkacsoport bemutatta, hogy a Reed Sternberg (RS) sejtek, melyek a klasszikus
Hogdkin lymphoma (cHL) patologias sejtjei, erételjesen Gal-1 pozitivak, ami a Th2-es
citokinek termel6désének kedvez, indukalja a Treg felszaporodédsat és elnyomja az
Epstein-Barr virus (EBV) specifikus T sejt valaszt (Juszczynski et al. 2007; Gandhi et al.
2007). A cHL-ben T sejt gatlé molekuldk keresése kdzben bebizonyosodott, hogy a fent
emlitett sejtek Gal-1 expresszidja az ezekre a sejtekre jellemz6é AP-1 fliggd enhancer-en

keresztiil torténik, ezzel is erésitve a cHL immunprivilégiumat. (Juszczynski et al. 2007).
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A Gal-1 T sejt gatld hatasat fej és nyaki karcindmas betegek metszetein Le és mtsai
vizsgaltak, és azt talaltdk, hogy a Gal-1 mennyisége és a jelenlevé éretlen T sejtek szdma
forditottan aranyos (Le et al. 2005). Emellett, mas stimulusok -hypoxias kdrnyezet (Le et
al. 2005), TGF-B1 (Daroqui et al. 2007), egy immunmodulalé drog, a cyclophosphamide
(Zacarias Fluck et al. 2007) és a differencialtatd agens retionol sav (Lu et al. 2000) -
novelték egyes tumorok Gal-1 expresszidjat.

Tehat a Gal-1 Ugy képes létrehozni a tumor optiméalis névekedéséhez sziikséges
immunszupressziv mikrokdrnyezetet, hogy felboritja a helper T sejt-valasz egyensulyéat
és a Th2-es citokintermelés felé tolja el, closegiti a Treg sejtek felszaporodasat €s
negativan regulalja a Thl-es és Thl7-es T sejtek életképességét.

6. A mesenchymalis 6ssejtekrol altalaban
A mesenchymalis 6ssejtek (MSC-K) multipotens progenitor sejtek, melyek mezodermalis
szOvetek sejtjeivé, csontta, porcsejtté, zsirsejtekké és csontveldi kotoszovetté képesek
differencialodni, valamint a vérképzd Ossejtek érését és osztddasat serkentdé novekedési
faktorokat termelnek (Valtieri & Sorrentino 2008).

Izolalasuk specifikus, csak az MSC-k felszinén el6fordulé marker(ek) hianyaban
ma is adherencidjukon alapszik. A csontvelob6l kitapasztott stroma sejteket, miutan
ben6tték a rendelkezésiikre allo felliletet, tripszin és EDTA segitségével felszedik, majd
megfeleld higitds utan 0 tenyésztdedényekbe oltjak Oket. TObbszori atoltds utdn egy
morfoldgiailag  tobbé-kevésbé homogénnek tiind, exponencialisan ndvekedd
sejttenyészetet kapunk, amit — ha mar nem tartalmaz vérképzé eclemeket — MSC
sejtkulturanak tekinthetiink. Mivel az ilyen tenyészetekben a sejtosztodassal egyidejiileg
mindig torténik spontan differencialodas is, val6jaban egy heterogén, mesenchymalis
Ossejtekbdl és a beldlik képzodott tri- bi- és unipotens elddsejtek keverékébol allo
sejtkultararél van szo.

Laboratériumunkban egér csontveldi mesenchymalis Ossejtpopulaciobdl (BM-
MSC) létrehozott monoklonalis kulturak differencialédasi tulajdonsagait vizsgaltuk és azt

talaltuk, hogy egy, MSC morfologiat mutatd sejtb6l kialakuld sejtvonal megtartja a
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multipotens MSC-kre jellemz6 differencialodasi képességet (Szabod Enikd, Czibula
Agnes nem kozolt adat).
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5. dbra: A. Az MSC-k sejtfelszini markereinek aramlasi citofluorimetrias vizsgélata
phycoerythrinnel konjugalt anti-CD 44, -CD73, -CD11b és —CD45R jel6léssel (Uher F.
(bal oldali kép). Adipogén differenciécio indukalasédhoz konfluens MSC kultdrat két hétig
tartottak komplett médiumon, kiegészitve dexamethasonnal és  3-isobutyl-1-
methylxanthinnal (adipogén médium), majd fixaltik és megjelolték ket Oil Red O
festékkel (kozépsé kép). Konfluens MSC sejtkulturat két hétig tartottak dexamethasonnal,
p-glycerophosphattal és aszkorbinsavval kiegészitett MSC médiumban (osteogén
médium). A kalcium lerakodés vizsgalatdhoz a sejtkulturat Alizarin Red S festékkel
jelolték meg (jobb oldali kép, barna) (Uher F. és mtsai).
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MSC-k nem csak a csontvel6ben talalhatok. Gyakorlatilag minden eddig vizsgalt
szovetiinkben, szerviinkben eléfordulnak (da Silva Meirelles et al. 2006; Hegyi et al.
2010). Konnyen hozzaférheté forrdsuk lehet példaul minden zsirleszivasbdl szarmazo
szdvetminta (Zuk et al. 2001) vagy a kolddkzsindr is (Erices et al. 2000).

Valojaban igen nehéz pontosan meghatarozni, hogy milyen sejteket
nevezziink/nevezhetiink MSC-knek. Mivel az MSC-k iranti érdekl6dés és az ezekkel a
sejtekkel dolgozo kutatdi csoportok szama az elmult két évtizedben dramaian megnétt,
ezért 2006-ban az ISCT (= International Society for Cellular Therapy) a kovetkezo
javaslatot tette: nevezziik mesenchymaélis 6s-, vagy helyesebben stroma sejteknek
(tekintettel a mesenchymalis sejttenyészetek heterogén voltara, Id. elébb) mindazokat a
human mintakbol szarmazé sejteket, amelyek:

1. kitapadnak a szovettenyészt6 edény falahoz;

2. CD105-, CD73-, CD44- es CD90-pozitivak, de nem hordoznak semmilyen, vérképz6
6s- es elddsejtekre, illetve a kiilonbozo versejtfejlodési sorokra jellemzd felszini
markert (azaz CD45-, CD34-, CD14-, CD11b-, CD79a- és CD19-negativak) (5.A abra);

3. csont-, porc- és zsirsejtekké egyarant képesek differencialdédni (5.B abra).

A huméan MSC-khez (hMSC) hasonléan az egér csontveléi MSC-ket (BM-MSC) is

ezekkel a markerekkel hatarozzak meg, azzal a kilonbséggel, hogy a CD90 nem

expresszalodik a BM-MSC-ken, de egyediilalloan jellemzé a Sca-1 (stem cell antigen-1)
marker.

A hMSC-k nem halhatatlanok. Bar sok millié utddsejtet képesek létrehozni in
vitro, az osztddasok soran dregszenek is, plaszticitasuk fokozatosan csdkken, és végl
senescenssé valnak. Kisérletekben torténé felhasznalhatosaguk kb 10-12 atoltasig tart,
ellentétben a BM-MSC, melybdl halhatatlan, szovettenyészetben fenntarthatd sejtkultira
alapithatd.

7. MSC-k regenerativ és immunszupressziv hatasa
A sejttenyészetben felszaporitott és a szervezetbe intravéndsan visszajuttatott MSC-k
nem vandorolnak a csontvel6be (minden csontveld-transzplantalt beteg és kisérleti allat

sztromaja recipiens eredetil), hanem inkabb szétszorddnak a kiilonbozd, elsésorban sok
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kapillarist tartalmazé szOvetekben. Tetemes részik példaul a tiidében és a vesékben
telepszik meg (Gao et al. 2001; Anjos-Afonso et al. 2004). Ennek lehet egyszeri fizikai
oka is: a nagyméretli és kdnnyen Osszetapadé sejtek elakadnak a sziik kapillarisokban.
Mas feltételezések szerint azonban az MSC-k igazi ,,hazaja” az erek falaban talalhato és
ezért vandorlasuk (,,homing”-juk) is ide irAnyul (Zannettino et al. 2008). Sériilés esetén
viszont — kemotaktikus ingerek hatasara — egy részik a sérilt szervekbe, szdvetekbe
vandorol, ahol kulcsszerepet jatszik az adott szOvet, illetve szerv regeneracidjaban.
Kdzvetleniil a sériilés helyére adva az ¢ssejteket, altalaban még jobb eredmények érhetok
el (Chamberlain et al. 2007).

Szamos MSC-vel végzett kisérlet soran kiderult, hogy az MSC-k két tovabbi
kiilonleges sajatsaggal is rendelkeznek:
1. allogén, s6t néha xenogén recipiensbe oltva sem valtanak ki erfteljes, a sejtek
kilokédésével jaré immunvalaszt, azaz hipoimmunogének; raadasul
2. kifejezett — in vitro és in vivo egyarant megfigyelheté— immunszuppressziv hatasuk

van.

7.1. Az MSC-k in vitro immunszupressziv hatasa

Bar az MSC-k hatasénak pontos mechanizmusa még feltarasra véar, az irodalmi adatok
alapjan a kozvetlen sejt-sejt kdlcsonhatas és a szolubilis faktorok szerepe bizonyitottnak
tiinik. Kétségtelen, hogy a szovettenyészetben tartott MSC-k minden, az immunvalaszban
fontos szerepet jatsz6 sejt — T- és B-lymphocyta, NK-sejt, és hivatasos antigén-bemutato
sejt (APC) — funkcidjat képesek gatolni in vitro. Az MSC altal termelt szolubilis
faktorok, a hepatocita novekedési faktor (HGF), transzformald novekedési faktor-f3
(TGF-B) (Di Nicola et al. 2002), a prostaglandin-E2 (PGE-2) (Aggarwal & Pittenger
2005), az indolamine-2,3-dioxygenaz (IDO) (Meisel et al. 2004), nitrogén monoxid (NO)
(Sato et al. 2007; Ren et al. 2008), szolubilis HLA-G (Selmani et al. 2008) és az IL10 -
mind gyulladascsokkentd mediatorok (Chen & Tuan 2008). Az MSC-k és az
immunsejtek kdzotti parbeszéd veégeredmenyben szintén az MSC-k gyulladascsokkentd
funkciojara hat: az aktivalt T-sejtek és az NK sejtek gyulladdsos citokineket, IFN-y-t és
TNF-o-t termelnek, melyek aztdn ugy hatnak az MSC-kre, hogy azok PGE2-t, egy T-
sejtosztodast gatlo faktort valasztanak ki. Az IFN-y ezen felul az MSC-k IDO
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expresszidjat is serkenti. Ez az enzim a triptofant pikolén- és kinolénsavra bontja le,
ennek eredményeképpen triptofan hiany és a triptofan metabolitjainak megndvekedett
koncentrécioja gatolja a T és NK sejt osztddast (English et al. 2007; Ryan et al. 2007). Az
MSC-k beleszolnak az immunvalaszba a Thl-es helper és a citotoxikus T-sejtek valamint
az NK sejtek funkcidjanak gatlasdval (Gerdoni et al. 2007; Nauta & Fibbe 2007) (6.
abra). Mindazonaltal az adatok nem bizonyitjak, hogy az MSC-k Altal termelt faktorok

barmelyike egyediil elegend6 lenne az in vitro vagy in vivo immunszuppressziv hatashoz.
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6. dbra: Az MSC-k immunszupressziv hatasanak feltétlezett mechanizmusa (Uher F.

nyoman).

7.2. Az MSC-k in vivo immunszupressziv hatasa

Az in vitro Kisérletek mellett szamos allatmodellben, s6t néhény esetben mar betegekben
is igazoltdk, hogy az MSCk képesek gatolni immunvalaszt. Elséként pavianokon

figyelték meg, hogy MSC-k szisztémas adasaval megnovelhetd az allogén borgraftok
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tulélése (Bartholomew et al. 2002). Az MSC-k jol alkalmazhatonak bizonyultak allogén
csontvelo-atiltetésen atesett rosszindulati hematoldgiai betegek szteroid-rezisztens graft-
versus-host (GVHD) betegségének kezelésében (Le Blanc & Ringdén 2006). Kisérletes
autoimmun EAE-ben, az intravénasan bejuttatott MSC-k els6sorban a szekunder
nyirokszervekben telepednek meg, €s, ha a betegség kezdeti stddiumaban adjak 6ket,
hatékonyan gatoljak az autoreaktiv T- és B-sejtek miikddését (Gerdoni et al. 2007).
Emellett az allatok keringésében csdkken a gyulladasos citokinek — TNF-a- és IFN-y-
szintje és az idegrendszerben kevésbé Kkifejezett a gyulladasos besziir6dés és a
demielinizaci6. Mivel az MSC-k immunszuppressziv hatédsa IL-2 adéasdval részben
feloldhato, az 6ssejtek ebben a rendszerben valdsziniileg T-sejt anergiat idéznek el6, igy
gatolva az EAE kialakulasat, illetve progressziojat (Zappia et al. 2005). Az MSC-k az
endotoxinnal kivaltott lokalis és szisztémas gyulladast is gatoljak egerekben (Xu et al.
2007). A bleomycinnel indukélt tiidékarosodas szintén megelézhet6 MSC-k adasaval
(Rojas et al. 2005). Emellett az MSC-k csokkentik a kisérleti allatmodellekben eldidézett
| tipusu diabetes tineteit (Lee et al. 2006; Urban et al. 2008). Teljesen ellentmondo
eredmények sziilettek viszont a kisérletes, kollagén-indukalt arthritisben szenved6 egerek
vizsgalata sordn. Sem szisztémasan, sem lokalisan adott MSC-k nem befolyasoltédk a
betegség lefolyasat, tehat az MSC-kezelés az adott arthritis modellben hatastalan volt
Djouad és mukatarsai eredményi szerint (Djouad et al. 2005). Ugyanakkor Augello és
mtsai szerint kiserletes arthritisben allogén MSC-k egyszeri intraperitonealis adasaval
jelentdsen csokkentheté a szérum-TNF-a szintje az allatokban, s6t a csont- és
porckarosodas(ok) kialakulasa is megelézhetd (Augello et al. 2007). Mindezt az MSC
kezelés hatasara keletkez6, antigén- (kollagén-11-) specifikus Treg-sejtek hatasaval
magyarazzak.

Fontos lenne tehat tudni, hogy mi lehet az MSC-k immunszuppressziv hatasanak

pontos mechanizmusa a szervezetben.

8. Az MSC-k és Gal-1

A mesenchymalis Ossejtek igéretes terapias felhasznalasa részletes genomikai és

proteomikai kutatasokra 6szténdzte a munkacsoportokat. El6szor 2003- ban mutattak Ki a
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Gal-1-et kodolo LGALS1 gén mRNS termékét MSC-ben valos idejii polimeraz
lancreakciés (RT-PCR) technikdval és a 8. leggyakrabban el6forduld mRNS
szekvencidnak bizonyult az MSC-ben. Eredményeik szerint a Gal-1 kozremikodik a
sejtadhézi6 szabalyozasaban, a sejt proliferacioban, a T és B sejtek apoptdzisaban és a
borben levo fibroblasztok izomma differencialodaséban (Silva et al. 2003). A késébbick
folyaméan egy proteomikai cikkben Western blottal és 2D gélelektroforézist kovetd
MALDI-TOF MS tomegspektrométerrel kimutattak az intracellularis és extracelluléris
Gal-1 expressziot (Kadri et al. 2005). Egy 2009-es tanulmanyban azt talaltak, hogy a Gal-
1 és a semaphorin-3a egyarant nagy mennyiségben expresszalddott és szekretalodott az
MSC-bol, illetve specifikus anti-Gal-1 vagy az anti-semaphorin-3a ellenanyaggal
visszafordithatd volt az MSC Altal okozott T sejt proliferacio gatlas. Ez tehat indirekt
bizonyitéka annak, hogy a Gal-1 és/vagy a semaphorin-3 hozzajarul az MSC
immunszuppressziv hatasahoz (Lepelletier et al. 2010). Legutébbi kozlemények arrol
szamolnak be, hogy a Gal-1 gén csendesitése az MSC-k immunszuppressziv
funkcidjanak csokkenéséhez vezet (Gieseke et al. 2010; Sioud et al. 2011). Ezek az (j
eredmények jelzik, hogy a Gal-1 expresszidja és szekrécidja az MSC-k immunmodulalé
hatasanak fontos komponense.
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Ceélkituzések

A Gal-1-el végzett kutatdsok soran a szakirodalomban sok ellentmondas sziiletett. Az
eltéré6 eredmények oka, feltételezesiink szerint, a kiilonb6z6 kisérleti koriilményekben,
legfoképpen az alkalmazott Gal-1 koncentracidjdban rejlik.  Kisérleteinkben
dsszehasonlitottuk az altalunk rendszeresen hasznélt alacsony Gal-1 (aGal-1, 1,8 uM)
koncentracio hatdsat a szakirodalomban hasznalt, mintegy 10-szeres mennyiségii, magas
koncentracioju Gal-1 (mGal-1, 18 uM) hatdsaval. A Gal-1 fizioldgias korilmények
kozott azonban nem fordul eld szolubilis formaban, mivel a fehérje, szekrécido utan,
azonnal a Kkivalasztd vagy szomszédos sejthez, illetve az extracellularis matrixhoz
kotédik. Ezért a Gal-1 T sejtekre kifejtett citotoxikus hatasanak vizsgalataéhoz olyan
altalunk kidolgozott modellt hasznaltunk, melyben Gal-1-et termel6 sejtekkel aktivalt T
sejteket tartottunk kokultdraban. Eloszor Gal-1 termelé tumorsejteket hasznaltunk erre a
celra, de ez felvette azt a kérdést, hogy patholdgias és fizioldgias korilmények kozott is
szerepet jatszik-e a sejtek altal termelt Gal-1 az immunszuprresszidban.

A Gal-1 fiziologias eléfordulasat jol példazzak az erésen immunszupressziv
hatdsi mesenchymalis Ossejtek, melyek nagy mennyiségii Gal-1-t termelnek és
szekretalnak. A Gal-1 szerepe azonban még nem tisztazott ezeknek a sejteknek az
immunszuppressziv funkcidjaban.

llyen 6sszehasonlité munka eddig még nem sziletett a szakirodalomban, igy
eredményeink lehetéséget adhatnak a Gal-1 valodi, in vivo hatdsmechanizmusénak
tisztazasara, illetve a gyulladascsokkenté Gal-1 szerepének felderitésére a fiziologias és

tumorsejtek immunszuppressziv hatasaban.

Munkank soran a kovetkez6 kérdéseket és feladatokat fogalmaztuk meg:
1. Az aGal-1 és mGal-1 azonos, vagy eltéré apoptotikus folyamatokat indukal-e? A
kovetkezd 1épéseket vizsgaltuk:
o sejtekhez vald kotddés és raftszervezodés
e specifikus tirozin kindzok szerepe

e mitokondrialis membranpotencial csokkenése
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e kaszpaz akivacio.
2. A sejtek termelte Gal-1 szolubilis vagy sejtkotott formaban hat-e?
3. A patholdgias tumorsejtek, illetve a fiziologias mesenchymalis Gssejtek altal termelt

Gal-1 hozzajarul-e ezeknek a sejteknek az immunszupressziv funkciojahoz?
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Anyagok és médszerek

1. Felhasznalt sejtvonalak

A modellként hasznalt Jurkat leukémids T sejtvonalat 5% FCS-t (fetal calf serum)
(Gibco) tartalmaz6 RPMI-1640 (pufferek, oldatok pont) médiumban tartottuk. A
JCaM1.6 és P116 (p56' illetve ZAP70 kinaz hianyos T sejtvonalak), valamit a CD45
deficiens J45.01 sejtvonalakat 10% FCS tartalmi RPMI-1640 médiumban tenyésztettiik.
A P116 sejtvonalat R.T. Abraham professzortdl (Mayo Clinic, Rochester) (Williams et al.
1998), a JCaML1.6 sejteket A. Weisstol (Howard Hughes Medical Institute, San Francisco,
USA) (Straus & Weiss 1992) kaptuk. Az U87 glioblasztoma, illetve a C32 melanéma
sejtvonalakat 5% FCS, mig a HeLa méhnyakrak karcindma sejteket 10% FCS tartalmd
MEM (Gibco) médiumban tartottuk. A huméan MSC és vad tipusd, Gal-1 KO és siRNS-
sel csendesitett egér BM-MSC sejteket 10% FCS-t tartalmaz6 DMEM-ben (Gibco)
tenyésztettik. Az MSC-ket Dr. Uher Ferenc (Orszagos Vérellatd Szolgalat,
Ossejtbiologiai Laboratorium) izolalta. A sejtvonalakat 37°C-0s inkubatorban 5% CO,
koncentraci6 mellett tenyésztettiik. A kokultdra kisérleteket MEM illetve DMEM
médiumban 5% FCS tartalom jelenlétében végeztik.

A humén aktivalt T sejteket egészséges donor periférias vérébol (Peripheral
mononuclear cells) izolaltuk. A vérmintat Ficoll Paque™ Plus (Amersham Biosciences)
gradiensre rétegezve 2200 rpm fordulatszdmon centrifugéltuk 30 percig. A
mononuklearis  sejteket 10% FCS tartalmi RPMI médiumban 5 pg/ml
phytohemagglutinin-M-mel (PHA) (Calbiochem) aktivaltuk. Hetvenkét ra utén friss, 20
ng/ml interleukin-2-vel (IL-2) (Chiron, Harefield) kiegészitett médiumban tenyésztettik
tovabb a sejteket. A kokultira kisérletek elott 24 oraval a sejttenyészté médiumot 1L-2
mentesre cseréltuk.

Az egér aktivalt T sejteket Balb/c torzsii egerek mezenteridlis, inguinalis és
brachidlis nyirokcsomdikbdl izolaltuk. Az emlitett nyirokcsomdkat cervicalis dislocatio-t
kovetden tavolitottuk el, majd dsszekeverve Oket egy Petri-csészébe gylijtottiik és RPMI
médiumban homogenizaltuk. A nyirokcsomd-szuszpenzidt rovid Ulepités utan egy

centrifugacsébe transzferaltunk, igy szovetdaraboktdl mentes sejtszuszpenziot nyertiink,
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melynek meghatéroztuk a sejtkoncetréacidjat. A sejteket 10%/ml koncentraciéra higitottuk
10% FCS-sel és 50 uM B-merkaptoetanollal kiegészitett RPMI médiummal, és 7,5 pg/ml

Concanavalin A-val stimulaltuk 3 napig a felhasznalas eldtt.

2. Mikroszkopos vizsgalatok
A mintakat OlympusFV1000 konfokalis mikroszkoppal, illetve Zeiss Axioscope

fluoreszcens mikroszkoppal vizsgaltuk.

Kokultura készités és AnnexinV jelélés
U87, C32, Hela, HelLa Gal-1, BM-MSC, Gal-1 KO BM-MSC sejtet (10* sejt/minta) 12

mm atmér6ji  kerek iiveg fedSlemezre novesztettiink. A mintdkat 24 lyuku

szovettenyésztd lemez egy-egy edényébe helyeztik. A T sejtek magjat 100 ng/ml
koncentracioju Hoechst33342 (Sigma) festékkel megjeldltik (30 perc, 37°C). A
felesleges festéket kimosva a jelolt T sejteket (2x10° sejt/minta) 400 pl térfogatban az
adherens sejtekhez adtuk. A fedélemezeket 16 ora inkubacid utan kiemeltiik, majd a
mintakat 4% paraformaldehiddel (Sigma) 4 percig fixaltuk szobah6én. A PBS-sel torténd
mosas utdn az liveglap fehérjekotd helyeinek telitése érdekében a mintakat 1 orat
inkubaltuk immunfluoreszcencia pufferrel. A Gal-1-1 kimutatasdhoz az aramlasi
citometrias kisérletekhez hasznalt ellenanyagot hasznaltuk ugyanabban a higitasban. 45
perc utan a mintakat Annexin V koté pufferrel (pufferek, oldatok pont) mostuk kétszer. A
masodlagos ellenanyagot, anti-egér 1gG NL557 fluoreszcens festékkel konjugalva 1:200
higitasban (R&D Systems) és az AlexaFluor488 fluoreszcens festékkel konjugalt
AnnexinV (Molecular Probes) molekulat 1:20 higitdsban Annexin k6té pufferben egyiitt
adtuk a mintadkhoz és 30 percig inkubaltuk. Ezutan a pufferrel mostuk a mintakat, majd a
lemezeket a felesleges puffer leitatdsat kovetden FluoromountG (Southern Biotech)
hasznalataval targylemezre rogzitettik. Szaradds utdn a lemezeket koromlakkal
leszigeteltiik és a szennyezddéseket desztillalt vizes mosassal eltavolitottuk.

A mikroszkopos mintak kiértékelése: az egyes mintak véletlenszertien kivalasztott
terliletein megszamoltuk az el6forduld jeldletlen és az AnnexinV festéket felvett T

sejteket. Az apoptotikus sejtek: AnnexinV" -ak és zold sziniiek; egészséges sejtek: nem
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festddtek, majd kiszamoltuk egy %-0s aranyt, a reakcidt mutatd sejtek szamat elosztottuk
0ssz sejtszammal.

A sejtfelszini Gal-1 eltavolitasat 100 mM thiodigalaktoziddal (TDG) (Sigma) a
sejtek kitapadasat kovetéen végeztiik. 30 perc 4°C-on térténd inkubacid utan a sejteket
PBS-sel (pufferek, oldatok pont) mostuk, majd a fent emlitett protokoll szerint elvégeztik
a jelolést és a mérést.

A kozvetlen sejt-sejt kapcsolat gatlasdhoz Transwell insertet (Corning, Costar)

hasznaltunk, 0,4 pm pérusatmérdjii membrannal.

Mitokondrialis membranpotencial csokkenésének kimutatasa

A kokultdra rendszerben a mitokondrium depolarizici6janak kimutatasara JC-1 (Fluka)
festéket hasznaltunk. A 16 oras inkubacié utan a sejteket 5 pg/ml JC-1-el inkubaltuk 10
percig 37°C-on. Ezt kovetéen a mintakat mostuk, majd fixaltuk 4%-0S
paraformaldehiddel 4 percig és Ujabb mosas utdn a fedélemezeket FluoromountG
hasznalataval targylemezre rogzitettik. A molekula monomer &llapotban gerjesztésre
z0ld jelet ad, az egészseges mitokondriumokban akkumulalédva piros szin jelenik meg.
A csokkent membranpotenciallal rendelkez6 mitokondriumokat tartalmazé apoptotikus
sejtekben tehat csak a zold szin lathatd, az egészséges sejtekben piros szin is

megfigyelhetd.

Kaszpaz 3 aktivitas kimutatésa

A kokultaras mintékat 24 ora inkubécié utan fixaltuk 4% paraformaldehiddel 4 percig
szobahdn. Ezt kovette a telités, majd a sejtbembran permeabilizalasa 75 pg/ml
lizofoszfatidil-kolinnal (LPC, Sigma) és az aktiv, hasitott kaszpdz 3-at felismerd
ellenanyag 1:200-ban higitasban (Beckton Dickinson) 16 6raig 4°C-n nedves kamraban.
Az inkubécio lejarta utan mosés kdvetkezett, majd 75 pg/ml LPC-t és TRITC-jelzett anti-
nyal 1gG masodlagos ellenanyagot (Dako) hasznaltunk 1:100-hoz higitasban, majd 30
perc inkubdcié utdn a felesleges ellenanyagot kimosva a fed6lemezeket FluoromountG

hasznalataval trgylemezre rogzitettik.
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Ceramid felszabadulas kimutatasa

A 16 orads inkubacio végén, a kokulturdban tartott sejteket szobahdn 4%
paraformaldehiddel fixaltuk 4 percig. Mosas utan a mintahoz 75 pg/ml LPC-t és 1:10-ben
hititott anti-ceramidot (Alexis Biochemicals) adtunk, majd 1 6rat inkubaltuk 4°C-on.
Ujabb mosast kovetden 30 percig tartottunk 75 pg/ml LPC-t és 1:250-ben higitott anti-
egér biotint (Dako) a mintakon, tovabbra is 4°C-on. A felesleges ellenanyagok kimosasa
utdna 75 pg/ml LPC és 1:100-ban higitott streptavidin-FITC (Dako) keverékével jeldltik
a mintakat 30 percet 4°C-on. A felesleges ellenanyagot kimosva a feddlemezeket

FluoromountG hasznélataval targylemezre rogzitettik.

Raftatrendezodés detektalasa Jurkat sejteken

Jurkat T sejteket 50 ug/ml AlexaFluor555-tel (Molecular Probes) konjugélt Gal-1-gyel
kezeltink 20 percig 4°C-on. Ezt kovetéen a GMI1-et koleratoxin-AlexaFluor488-cal
(Molecular Probes) tettiik lathatéva.

Raftatrendezodés detektalasa kokulturaban

A sejteket 1 orét tartottuk kokultdrdban 37°C-on. A fixalast kovetéen a raftkomponens
GM-1 gangliozid kimutatasara koleratoxin B alegysegét hasznaltuk, AlexaFluor488-cal
konjugédlva (Molecular Probes, Invitrogen). A jeldlést 4°C-on végeztik 1 oOrat. Ezt
kovetéen megjeloltiik a sejtfelszini Gal-1-et egér anti Gal-1-el, majd anti-egér 1gG
NL557-el. A fed6lemezeket FluoromountG hasznalataval targylemezre rogzitettik, az

uszékony sejteket pedig szuszpenziéban vizsgaltuk.

TUNEL reakcio
A TUNEL reakciot a DeadEnd™ Colorimetric Apoptosis Detection System (Promega)

utasitdsai alapjan végeztiik el. A sejteket 24 orat tartottuk kokulturaban, majd szobahén
fixaltuk 4%-os paraformaldehiddel 4 percig és permeabilizaltuk 0,2%-0s TritonX-100-al
5 percig. Ezt kdvetden 5-10 percig Equilibratiom buffer-rel kezeltiik szobahén, majd 60
percig TdT reakcié mixszel inkubaltuk nedves kamraban 37°C-on. A reakcié leallitasara
NaCl és Na-citrat elegyét hasznaltuk, majd a lemezeket 0,3%-0s hidrogén-peroxiddal
kezeltlik 3-5 percig. Ezt kdvette a mintak 30 perces Streptavidin HRP-s inkubacidja
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szobahdn, majd a 10 perces DAB kezelés. Végiil a feddlemezeket Fluoromount G-vel a

targylemezre rogzitettik.

3. Aramlasi citofluorimetrias vizsgalatok

A méréseket FACSCalibur (Becton Dickinson) késziilékkel végeztik, az eredményt
CellQuest™ software-rel értékeltiik ki.

A sejtfelszini Gal-1 kimutatasa

A sejteket (2x10° sejt/minta) immunfluoreszcencia (FACS) pufferben (pufferek, oldatok
pont) szuszpendaltuk. A Gal-1 kimutatdsahoz egér eredeti human Gal-1 elleni
monoklonalis ellenanyagot (laboratoriumunkban eldallitott, 2C1/6 klon) hasznaltunk 5
pug/ml koncentracioban. 45 perc jégen torténd inkubacio utan kétszer mostuk 1-1 ml
immunfluoreszcencia pufferrel. A masodlagos ellenanyagot (anti-egér 1gG, ATTO 488
fluorokrommal konjugalva, Sigma) 1:100 higitasban hasznaltuk és 30 percig jégen
inkubaltuk a sejteket. Mosds utan 300 pl immunfluoreszcencia puffert adtunk a
mintdkhoz és a mérést FACSCalibur (Becton Dickinson) késziilékkel végeztik FL-1
csatornaban. Az elpusztult sejteket 10 ug/ml propidium-jodid jeléléssel kulonitettik el
FL-3 csatornaban.

A sejtfelszini Gal-1 eltavolitdsat thiodigalaktoziddal (TDG) (Sigma) végeztik,
amelyet 100 mM koncentracidban alkalmaztunk. 30 perc 4°C-on t6rténd inkubacié utan a
sejteket PBS-sel (pufferek, oldatok pont) mostuk, majd a fent emlitett protokoll szerint
elvégeztilk a jeldlést és a mérést.

Mitokondrialis membran potencial (MMP)

A rekombinans Gal-1-gyel kezelt sejteket JC-1 (5 ug/ml) festekkel toltottuk fel 15 percig
37°C-on, majd mosads utdn aramlasi citométerrel analizaltuk. A JC-1 a miikods
mitokondriumok membranjaba beépilve piros aggregatumokat formal, az elpusztult

sejtek citoplazmajaban zdlden fluoreszkal.
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Sub-G1 sejtek meghatarozasa (DNS tartalom mérése, azaz apoptdzis vizsgalat )

A rekombinéns galektin-1-gyel kezelt, illetve a tumor sejtek koncentralt médiumaban 24
oréig 37°C-on tartott T sejteket PBS-sel mostuk, majd DNS-fest6 pufferben (pufferek,
oldatok pont) felszuszpendaltuk. Az RNaz enzim megemészti a sejtekben levé RNS-t, igy
a propidium-jodid csak a DNS-t jeloli. Az apoptétikus sejtek DNS alloménya
fragmentalodik és vezikuldkba csomagolddik. A permeabilizalt sejthartyan ezek a
vezikulak tavoztak, igy a sejt DNS tartalma csokkent. A sejtciklus analizis soran ezek a
sejtek az egészséges, normal DNS tartalmu, G1 fazisban levd sejt populéacié elott jelentek

meg, ezért az apoptdtikus sejtek ebben az Ugynevezett subG1 fazisban talalhatok.

Foszfatidil szerin (PS) kimutatasa

A sejteket PBS-sel mostuk, majd Annexin V-koté pufferben (pufferek, oldatok pont)
szuszpendaltuk. Ezutan Annexin V-Alexa488-at (1:20 higitéas) és propidium jodidot (PI)
(10 ug/ml) adtunk a sejtekhez 15 percre, sejteket sotétben, szobahémérsékleten tartva.

4. SDS gél-elektroforézis, Western blot analizis

A sejteket (2x10° sejt/minta) lizis pufferben (pufferek, oldatok pont) tartuk fel, a
sejtmagokat és tormeléket 13000 rpm centrifugalassal eltavolitottuk. A sejtlizatumot
ugyanakkora mennyiségii, kétszeres toménységli redukaldo SDS mintapufferrel (pufferek,
oldatok pont) elegyitettiik és 12%-o0s SDS poliakrilamid gélre (pufferek, oldatok pont)
vittuk fel. A fehérjék méret szerinti szétvalasztasa utan a mintékat elektromos arammal
transzfer pufferben (pufferek, oldatok pont) nitrocellul6z membrénra (Schleicher &
Schuell GmbH) transzferaltuk. A membran szabad kotohelyeit 3% zselatinnal (TBS-
Tweenben, (pufferek, oldatok pont)) 1 éran at szobahén telitettiik. A Gal-1 kimutatasahoz
a laboratériumunkban készitett egér eredetii human Gal-1 elleni monoklonalis
ellenanyagot (3C1/Al kldn) hasznaltunk 1 ug/ml koncentracidban. Felviteli kontrollként
B—aktint felismerd nyul eredetii ellenanyagot alkalmaztunk (Abcam) 1:10000 higitasban.
A membrant TBS-Tween (pufferek, oldatok 12. pont) oldattal mostuk haromszor, majd
tormagyokér peroxiddz enzimmel konjugélt anti-egér IgG és anti-nyal 1gG
ellenanyagokat (Dako) hasznaltunk. A membrant ECL Plus (GE Healthcare
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Amersham™) oldattal hivtuk el6 AGFA rontgen filmet exponalva. A gélben maradt
fehérjéket Coomassie festékes oldattal (pufferek, oldatok pont) festettik és tettiik
lathatéva.

5. Rekombinans Gal-1 eléallitasa, tisztitasa

Eléallitas

A Gal-1 cDNS-ét Fouillit és mtsai altal leirt modszer szerint pQE-60 plazmidba
klonoztuk, ezzel E. coli baktérium BL21 torzset (ompT bakterialis proteaz hianyos)
transzformaltunk (Fouillit et al. 1998). A baktériumtelepet ezutan 200 pg/ml
ampicillinnel Kiegészitett LB tapfolyadékba (pufferek, oldatok pont) oltottuk és 16 Oréig
novesztettik 37°C-on rézatva. A kultardt higitva (1 ml térzskultra 1 | LB-be)
novesztettiik tovabb, ODgoonm=1,5-ig. A baktériumokat centrifugalassal (4000 x g, 20
perc, 4°C homérséklet, Sorvall RC3B centrifuga) dsszegyijtottiikk. A baktériumiiledéket
80 ml szuszpenziods pufferben (pufferek, oldatok pont) kétszer mostuk (4000 x g, 20 perc,
4°C, Hettich Universal 30 RF, 1424A rotor), végil 200 ml feltaré pufferben (pufferek,
oldatok pont) vettilk fel. A feltrast French press készilékkel végeztik. A baktérium
lizatumbdl ezutan centrifugalassal (9200 x g, 30 perc, 4°C, Sorvall SS34 rotor)
tavolitottuk el a sejttormeléket. Az igy kapott fellilisz6t Wathman 3M sziirépapiron

szurtik.

Tisztitas

A galektin-1 fehérjét affinitas kromatogréfidval, 1 ml térfogatl o-laktéz- Sepharose
oszlopon tisztitottuk. Az oszlopot 20 térfogat oszlopmosd pufferrel (pufferek, oldatok
pont) atmostuk, majd 25 ml baktérium-lizdtumot rétegeztiink ra. Ezutan tovabbi 7,5
térfogat oszlopmoso pufferrel, majd Ujabb 7,5 ml 4 mM B-merkaptoetanolt tartalmazo
mos6 pufferrel lemostuk a nem kotédo fehérjeket, végiil laktoz tartalmu elicids pufferrel
(pufferek, oldatok pont) eludltuk a galektin-1 fehérjét dsszesen 10 ml térfogatban. A
tisztitds hatékonysdgat 12% SDS-poliakrilamid gélelektroforézissel ellendriztiik. A
gélelektroforézist kovetéen a gélt Coomassie Brillant Blue G-250 oldattal festettik 15
percig, majd 4-16 6raig 10%-os ecetsav oldattal differencialtattuk. A fehérjét 250 uM p-
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merkaptoetanol tartalmd desztillalt vizbe 24 &ran keresztil 4°C-on dializéltuk
Spectra/Por dializis membranban (Spectrum Laboratories, Inc., USA). A fehérje
koncentraciot UV spektrofotométerrel (UNICAM 5625 UV/VIS) hataroztuk meg
(OD2gonm=0,566 1 mg/ml Gal-1-nek felel meg), majd kis részletekben liofilizaltuk és
felhasznalasig -80°C-on taroltuk. Az oszlopot 10 oszloptérfogat 1 M néatrium-klorid
oldattal regenerdltuk, majd tarolé pufferben (0,01 M foszfat puffer pH 7.2, 015 M NaCl,
0.1% NaNs3) taroltuk a kovetkezo felhasznalasig. Az iires vektort hordozo baktérium
lizdtumot hasonlo tisztitasi eljardson vittik keresztill, mint amit a Gal-1 tisztitashoz
hasznaltunk és ezt a preparatumot, vagy a Gal-1 oldoszerét (PBS, 250 uM B-
merkaptoetanol) hasznaltuk kontrollként.

6. Pufferek, oldatok

Ellcios puffer:
50 mM Tris HCI pH 7,5
0,1 M jédacetamid
100 mM laktoz

Oszlopmoso puffer:
50 mM Tris HCI pH 7,5
1 mM PMSF
14 mM B-merkaptoetanol

Feltaro puffer:
50 mM Tris HCI pH 7,5
10 mM EDTA
14 mM B-merkaptoetanol (ME)
1 mM PMSF
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Szuszpenziods puffer:
50 mM Tris HCI pH 7,5
10 mM EDTA

LB tapfolyadék:
10 g/l tripton
5 g/l élesztd kivonat (Difco)
5 g/l NaCl (Merck)
natrium-hidroxid pH 7,0

RPMI sejttenyészto médium:
1,04% (w/v) RPMI 1640 por (Gibco BRL)
0,2% (w/v) NaHCO3
10 NE/ml penicillin (Biogal Gyégyszergyér Rt.)
0,1 mg/ml streptomycin (Egis Gyogyszergyéar Rt.)
sterilre szlirés utan kiegészitve 0,63 mg/ml L-glutaminnal (Sigma),

5% (v/v) vagy 10% (v/v) héinaktivalt magzati borjuszérummal (FCS, Gibco)

Tripankék oldat sejtszdmolashoz:
0,16% (w/v) tripankék
fiziologias sooldat

PBS, pH 7,4:
1,8 mM NaH,PO,
10 mM NayHPO4
135 mM NaCl
3 mM KCI
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FACS puffer:
PBS
1% (w/v) BSA (Sigma) vagy 1% (v/v) FCS (Gibco)
0,1% (w/v) natrium-azid (Sigma)

Annexin V-koté puffer:
10 mM HEPES pH 7,4
140 mM NaCl
2,5 mM CaCl,

Redukalo SDS mintapuffer (kétszeres tomenységii):
125 mM Tris/HCI pH 6,8
20% (v/v) glicerin
4% (w/v) SDS
2% (v/v) B-merkaptoetanol (Sigma)
bromfenolkék (Bio-Rad)

Koncentralo gél:
5% (w/v) akrilamid / 0,13% (w/v) bisz-akrilamid (Bio-Rad)
125 mM Tris/HCI pH 6,8
0,1% (w/v) SDS
0,033% (w/v) ammonium-peroxi-diszulfat (APS) (Sigma)
0,07% (v/v) N, N, N, N’-tetrametil-etilén-diamin (TEMED) (Bio-Rad)

Elvalasztd gél:
7-15% (wi/v) akrilamid/ 0,182-0,39% (w/v) bisz-akrilamid
125 mM Tris/HCI pH 8,8
0,1% (w/v) SDS
0,033% (w/v) ammonium-peroxi-diszulfat
0,07% (v/v) N, N, N, N’-tetrametil-etilén-diamin (TEMED)
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Futtaté puffer:
25 mM Tris/HCI pH 8,3
194 mM glicin
0,1% (w/v) SDS

Coomassie Brilliant Blue G-250 fehérjeszeparald gélek festéséhez:

0,1% (w/v) Coomassie Brillant Blue G-250
50% (v/v) metanol

10% (v/v) ecetsav

Transzfer puffer:
25 mM Tris-HCI pH 8,3
194 mM glicin
20% (v/v) metanol

TBS-Tween:
10 mM Tris-HCI pH 7,5
150 mM NaCl
0,05% (v/v) Tween 20 (Sigma)

Lizispuffer:
10 mM Tris-HCI pH 8
150 mM NaCl
1% Triton X-100
0,5% néatrium-dezoxikolat
0,1% SDS
2 mM EDTA
1 mM PMSF

39



DNS-festo puffer:
0,1% Triton X
0,1% néatrium-citrat
10 pg/ml RNaz
10 pg/ml propidium-jodid
PBS-ben
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Eredmeéenyek

A Gal-1 egy er6s immunszupressziv, gyulladascsokkenté fehérje, mely tamogatja az
érképzOdést és szabalyozza a sejtadhéziot. Kiilonboz6 patholdgias szituaciéban szerepet
jatszik, tumorokban fontos résztvevo, a betegség rossz progndzisat jelzi, mig autoimmun
betegségekben Gal-1 adasaval terapias hatast értek el. Ezért felvet6dott ennek a sokoldala
fehérjének terapias célpontként torténé alkalmazésa, ehhez azonban elengedhetetlen a
Gal-1 hatdsmechanizmusénak részletes feltardsa és a szakirodalomban kozolt
ellentmondéasok feloldasa.

1. Szolubilis, rekombinans Gal-1 hatasa a T sejtekre

1.1. Kiilonbozé koncentracioju Gal-1-gyel indukalt apoptézis eltéré kinetikaval
zajlik

Megvizsgaltuk, hogy a rekombinidns humén Gal-1 hogyan befolyasolja a T limfocitak

életképességét. A sejteket aGal-1 és mGal-1 jelenlétében tenyésztettiik és kiilonbozo

idépontokban vizsgaltuk a viabilitasukat.

70 1
60 1
50 1

40

30 1

20 1

Sub-G1 sejtek %-a

10 1

0 5 10 15 20 25 30
7. &bra: Jurkat T sejteket 1,8 uM (aGal-1) és 18 uM (mGal-1) Gal-1-gyel kezeltk 6, 12,
16, 24 oraig 37°C-on. Az inkubdcios idé elteltével, a sejtcikius analizisével

meghataroztuk a Sub-G1 populéacié aranyat. Harom fliggetlen kisérlet representativ
abraja
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Az apoptozis kései szakaszaban a DNS fragmentalddik és a DNS darabok un.
apoptotikus testekbe csomagolddnak, elhagyjak a sejtet és igy a G1 fazis egyszeres DNS
tartalmu sejttomege el6tt jelennek meg az Gn. Sub-G1 populaciét alkotva. Az aGal-1 (7.A
abra) és mGal-1 (7.B abra) is egyarant apoptdzist okozott Jurkat sejtekben. Az apoptozis,
azaz a Sub-G1 populacié kialakulasa azonban eltéré idépontban indult meg: az aGal-1

esetében 16 dra elteltével, mig a mGal-1-gyel kezelve mar 6 dra utan.

1.2. Az apoptozis a membran aszimmetria felbomlasaval jar, fiiggetlentil az

alkalmazott Gal-1 koncentraciojatol

Az egészseges sejtekben a foszfatidil-szerin (PS) a plazmamembran bels6 felszine felé
irdnyul. Az apoptotikus folyamatok sordn a membran aszimmetria felbomlik és a PS
kifelé fordul. Az AnnexinV kotédik a PS-hez, igy az apoptotikus sejtek megjeldlhetdvé
valnak. Propidium jodiddal (PI), egy, a DNS-hez k6t6d6 fluoreszcens festékkel, mely az
¢ép sejtek membranjan nem tud atjutni, elkiilonithetjiik a korai apoptotikus sejteket a késoi
apoptotikus/nekrotikus sejtekt6l.A PS sejtfelszini expozicidoja aGal-1 és mGal-1
alkalmazasakor is bekovetkezik, tehat az apoptdzisnak ez a lépése nem fiigg a fehérje
koncentraciojatdl. (8. &bra). A detektalhatosag idépontja ebben az esetben is kiilonbozik
az aGal-1 és mGal-1 kezelés soran: 12h, illetve 6h elteltével mérheté a PS a membran

kiils6 felszinén.

8. abra: Jurkat T sejteket aGal-1-gyel

60 - (vildgossziirke) és mGal-1-gyel

2 50 4 (sotétsziirke) kezeltik 12 illetve 6 6réig,
X

g4o i majd  AnnexinV-FITC-cel és Pl-dal
&

+ 30 - jeloltik az aramlasi citofluorimetrias
> I

£ 50 - ¢ vizsgalathoz. A diagramon az AnnexinV-
x

g 10 A ot kotd, de a Pl-t dt nem eresztd sejtek
< 0 = szazalékat  abrazoltuk. Az  abréan
1,8uM Gal-1 — + - bemutatott kisérletnél mintanként 3
18uM Gal-1  — = +

parhuzamost hasznaltunk, ezek atlagéat

és +/- szorésat abrazoltuk a grafikonon.
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1.3. A CD45 jelenléte nem sziikséges az aGal-1 indukalta apoptdzishoz, de negativan

requlalja a mGal-1 indukalta apoptdzist

Az els6 vizsgalatok azt mutattdk, hogy a CD45 glikozilalt transzmembran foszfataznak, a
Gal-1 receptoraként, kiemelt szerepe van a Gal-1 indukalta apoptotikus jel
tovabbitasaban (Perillo et al. 1995; Walzel et al. 1999; Pang et al. 2009). Szdmos mas
adat azonban azt igazolja, hogy, annak ellenére, hogy a Gal-1 k6t6dik a CD45-hdz, nem
ez a szignal a Gal-1 indukalta apopt6zishoz (Pace et al. 2000; Nguyen et al. 2001; Fajka-
Boja et al. 2002). A CD45 szerepének vizsgalatdhoz Jurkat és CD45 deficiens (J45.01)
Jurkat sejtvonalakat hasznaltunk. Laboratériumunkban az eddigi kutatdsok folyaman
kimutattuk, hogy a CD45 hidnya nem befolyésolja az apoptozis kimenetelét és lefolyasat
az aGal-1-gyel torténé kezelés soran (Fajka-Boja et al. 2002). Az mGal-1 esetében a
CD45™" sejtekben az apoptdzis majdnem kétszeresére nétt a kontroll vad tipushoz képest,
tehdt a CD45 jelenléte gatolja az mGal-1 altal okozott apoptézist, mig az aGal-1

indukalta sejthalal lefolyasat nem befolyasolja. (9. abra)

80 A
= ;2 9. &bra: Jurkat és J45.01 sejteket aGal-1-el
%’ 55 (szurke oszlopok) és mGal-1-el (fekete
@ At oszlopok) kezeltink 24 illetve 16 6raig.
6. 30 - Kezelés utan mértilk a Sub-G1l sejtek
§ o0 - mennyiségét. Az abran bemutatott kisérletnél
10 - H ﬂ I mintanként 3 parhuzamost hasznaltunk és ezek
0 _ . . atlagat és +/- szorasat abrazoltuk a

Jurkat J45.01 Jurkat J45.01  grafikonon.
+1,8uM Gal-1 + 18uM Gal-1

1.4. A raftatrendezodés feltétele a Gal-1 indukalta apoptozis lefolyasanak

A membran mikrodomaineknek és raftoknak fontos szerepiik van a jelatvitelben,
kiilonboz6 stimulusokra atrendezddnek €s az Gsszetett jeltovabbitashoz fontos fehérjék itt

gytilnek Ossze. Szakirodalmi adatokb6l mar ismert, hogy a Gal-1 stimulalja a
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raftatrenedezédést (Pace et al. 2000). Kettés festéssel detektaltuk, hogy a koleratoxin,
mely az egyik f6 raft komponens, a GMI-gangliozidhoz kapcsolodik, és aGal-1
gyongysorszerii mintdzatban atfedd jelet ad a kezelt T sejteken, azaz az aGal-1 kotd
receptor(ok) a raftokban helyezkednek el (10.A &bra, fehér nyil). Elozetes eredményeink
pedig bizonyitottdk az aGal-1 indukalta raftatrendez6dés szerepét az apoptdzisban.
Koleszterol-kelalé B-ciklodextrin (B-CD) hasznalataval géatoltuk az apopto6zis tovabbi

Iépéseit: a ceramid felszabadulast, a mitokondrialis membranpotencial csokkenését, a

kaszpaz 9 és 3 aktivalodasat (lon et al. 2006).

A B
40 -
351
X
N 30 -
>
%\ 25 -
w
~— 20 =
? 15
atfedo =
D 10 -
11 [
0 . . :
1,8uM Gal-1 + + - =
18uM Gal-1 — - + +
- CD — + — -

10. abra: A: Jurkat T sejteket AlexaFluorb55-tel konjugalt Gal-1-gyel kezeltiink
alacsony koncentracioban 20 percig 4°C-on (piros). Ezt kovetéen a GM1I1-¢t koleratoxin-
AlexaFluor4d88-cal (zéld) tettiik lathatova. A piros és zold atfedd képén a fehér nyil a
raftok gyongysorszerii elrendezését mutatja. B: Mind az aGal-1 (szurke oszlopok), mind
az mGal-1 (fekete oszlopok) hasznalatakor kialakakulo raft-datrendezédés sziikséges a T
sejt apoptézis folyamatanak elinditaséhoz. A S-CD (10 mM) hozzaadasaval mindkét
esetben gatlast tapasztaltunk. A Sub-G1 sejtek arényat az 7. abra alatt leirtak alapjan
hataroztuk meg. A B. abran bemutatott kisérletnél mintanként 3 parhuzamost hasznaltunk

és ezek atlagat es +/-szorésat abrézoltuk a grafikonon.
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Az mGal-1 kezelés esetén is hasonlo eredményeket tapasztaltunk, az inhibitor ez esetben
is nagymértékben csokkentette a Gal-1 apoptotikus hatasat, tehat a raftképz6dés a mGal-1

alkalmazasakor is elengedhetetlen a sejthalal teljes mértéki lefolyasahoz. (10.B &bra)

1.5. Az Lck és ZAP70 tirozin kindzok nem szikségesek az mGal-1 indukalta
apopotozis szignalkdzvetitéséhez

A szakirodalombd6l mar ismert, hogy a Gal-1 kezelés tirozin foszforilaciot indukél a
Jurkat sejteken (Fajka-Boja et al. 2002; lon et al. 2005). Laboratériumunkban kimutattuk,
hogy a Gal-1 indukéalta apoptézis egyik kulcsfontossagli korai lépése a tirozin
foszforilacid, amely magaba foglalja az Lck és Zap70 kinazok aktivitasat. Ez az esemény
elengedhetetlennek bizonyult az aGal-1 indukalta apoptdézis korrekt lefolyasahoz,
ugyanis, ha Lck vagy ZAP70 hianyos Jurkat sejteket (JCaml.6 vagy P116) kezeltiink
aGal-1-gyel, az apoptézis elmaradt (lon et al. 2005, 2006). Ezzel szemben mGal-1
hasznalatakor azt tapasztaltuk, hogy az apoptotikus sejtek populacioja nétt az emlitett
kinazok hianyaban. Ezek szerint az mGal-1 indukalta apopt6zis nem igényeli az Lck és
ZAP70 kindzok kozvetitését. (11. abra)

11. &bra: Jurkat, JCaml.6 (p56"

70 deficiens Jurkat, JCam) és P116 (ZAP70
= 601 deficiens Jurkat) sejteket stimulaltunk
o 501 aGal-1-¢l (sziirke oszlopok) vagy mGal-1-
?40' T el (fekete oszlopok), majd a 8. &bra alatt
= 301 leirt mddszer szerint analizaltuk az
E 20+ AnnexinV" sejteket. Az dbran bemutatott
< 10+ |"'| kisérletnél mintanként 3 parhuzamost

0 T T [ T hasznaltunk és ezek atlagat és +/-

Jurkat JCam P116 Jurkat JCam P116
+ 1,8uM Gal-1 + 18uM Gal-1

szorésat abrazoltuk a grafikonon.

45



1.6. A mitokondrialis membranpotencial-csokkenés fontos lépése az apoptdzisnak

mind alacsony, mind magas Gal-1 koncentracié esetében

A mitokokondrialis membranpotencial (MMP) cstkkenése az egyik kdzponti lépése a
kiilonbozé drogokkal, UV besugéarzassal vagy oxidativ stresszel eldidézett apoptdzisnak
(Green 2005). Laboratériumunkban mér kimutattuk, hogy az aGal-1 hatdsara a Jurkat
sejtekben MMP csdkkenés indul meg (lon et al. 2006). A szakirodalomban alkalmazott
mGal-1 szintén drasztikus MMP csokkenést okoz (Hahn et al. 2004).

A 12. abran bemutatott kisérletben a JCl-et, a mik6dé mitokondrium
membranjaba beépiilé és ott aggregdlodd membran permedbilis fluoreszcens festéket
hasznaltuk, majd &ramlasi citofluorimetridval detektaltuk a JC1-et akkumulalo sejtek
aranyat. Az aGal-1 és mGal-1 esetében is nagyfoki MMP csdkkenést tapasztaltunk, de

eltér6 idOkinetikaval: az inkubacios id6 aGal-1 esetében 16 6ras, mig mGal-1 esetében 6

orés volt.
_ 12. abra: Jurkat sejteket aGal-1-gyel (szirke)
g 60 16 oran keresztil vagy mGal-1-gyel (fekete) 6

oran keresztiil stimulaltunk. Kontrollként nem

L kezelt Jurkat sejteket hasznéltunk (fehér). A
sejteket JC-1 flureszcens festékkel jeldltik és
az MMP-t a fluoreszcencia intenzitas

citofluorimetrias mérésével hataroztuk meg.

Csékkent MMP sejtek
o o3 8 8 8

1 Az abran bemutatott kisérletnél mintanként 3
1,8uM Gal-1 - + —
18uM Gal-1  — - +

parhuzamost hasznaltunk és ezek atlagat és

+/-szbraséat brazoltuk a grafikonon.

1.7. Az aGal-1 kaszpazfiiggé, az mGal-1 kaszpaz fliggetlen apoptdzist okoz

Csoportunk eddigi eredményei szerint az aGal-1-gyel indukalt apoptdzis kaszpaz-fiiggd
atvonalon halad (lon et al. 2006). Bizonyitottuk, hogy az aGal-1 indukalta apoptdzis a
kaszpaz 9 és 3 aktivalédasaval jar, de nem fugg a kaszpdz 8-t6l, majd megvizsgaltuk,
hogy a mGal-1 kezelés soran kivaltott apoptdzisban mely kaszpazok aktivalédnak. A
vizsgalathoz zZVAD-fmk &ltalanos kaszpaz inhibitort, illetve Ac-IETD-t, a kaszpaz 8
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inhibitorat hasznaltuk. A kapott értékek alapjan azt a kovetkeztetést vontuk le, hogy a

mGal-1 kaszpaz fuggetlen apoptézist okoz, azaz nem gatolhaté az apoptdzis mértéke a

kaszpdz inhibitorokkal. (13. &bra)
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Sub- G1 sejtek %-a
~NW D OO
o o

o
1

0

=
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13. &bra: A Jurkat sejteket 50 uM
ZVAD-fmk és Ac-IETD kaszpaz inhibitor
jelenlétében vagy a nélkil 24h-ig aGal-
1-gyel, illetve 16h-ig mGal-1-gyel
kezeltik, majd az 7. abra alatt leirtak
alapjan meghataroztuk a Sub-G1 sejtek
aranyat. Az dbran bemutatott kisérletnél
mintanként 3 parhuzamost hasznaltunk
és ezek atlagat és +/-szorasat abrazoltuk

a grafikonon.

2. Sejtek altal termelt, nativ Gal-1 sejtkotott és nem szolubilis forméaban

hat a T sejtek életképességere

A kisérleteinkben alkalmazott melanéma és glioma sejtvonalak Gal-1-et termelnek.

Negativ kontrollként Gal-1-et nem termel6 HeLa sejteket hasznaltunk, emellett pedig a

laboratoriumunkban mar elézéleg elballitott, Gal-1-et expresszalod transzgenikus Hela

sejteket is vizsgaltuk kokulturaban.

A kokultara kisérletek soran megfigyeltik, hogy a tumorsejtek és az aktivalt T

sejtek (aktT sejt) fizikai kdlcsonhatasba kertilnek egymassal. (14. abra)
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14. abra: C32 melanéma es aktivalt T sejtek kokulturdjaban a két sejt kozott jelentis
fizikai kontaktus jon létre. A tumor sejteket az aktT sejtekkel 16 orén &t egydtt
tenyésztettik, majd fluoreszcens- és fénymikroszkdppal vizsgéltuk. A tumorsejtek
(adherens, alul, kis nyil) és a T sejtek (kisebb, kerek vagy csepp alaku sejtek, nagy nyil)

morfologidjuk alapjan is megkiilonboztethetdk.

Annak eldontesére, hogy a Gal-1-et termel6 és szekretald sejtek kivaltjak-e a T
sejtek pusztulasat, és ha igen, szolubilis (a médiumba kivalasztott) vagy kozvetlen
sejtkapcsolat szlikséges-e a tumor sejtek altal kivaltott T sejt pusztulashoz, kokultdras és
Transwell kisérleteket végeztiink. A sejtek fizikai kolecsonhatasat megengedd kokultaras
rendszerben az U87 glioma sejtek a T sejtek apoptoziséat valtotta ki (15. abra két alsd
panel), mégpedig azokban a T sejtekben, melyekre a Gal-1 a tumor sejtekrdl atkertilt. Itt
meg kell jegyezni, hogy sem az aktivalt T sejtek, sem a leukémias Jurkat T sejtek
felszinén nem mutathaté ki endogen Gal-1. A Transwell rendszerben a 24 lyuku
sejttenyésztd lemezhez egy inszert tartozik, amelynek aljat egy mikroporusos hartya
képezi. Az U87 sejteket a szovettenyészté lemez aljara novesztettiik, majd az inszertbe
helyeztiik a T sejteket. Igy fizikai gét alakult ki a két sejttipus kozott, ami a szolubilis
faktorok aramlasat nem gatolta (15. &bra két felsé panel). Ilyen elrendezésben a T sejtek
apoptdzisa elmaradt. Ezek az eredmények igazoljak, hogy a tumor sejtek altal indukalt T
sejt apoptdzishoz szilkseges az effektor és target sejtek kozvetlen kapcsolata. A Kisérletek
azt is jelzik, de nem igazoljak, hogy a tumorsejtek altal termelt Gal-1 szerepet jatszik
ebben a folyamatban.
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Gal-1 Annexin-V

Inszert

Kokultura

15. &bra: Transwell inszertben (két felsé panel) vagy inszert nélkili (két alsé panel)
kokulturaban vizsgaltuk a kivaltott apoptozist aktT sejteken, melyek magjat elozéleg
Hoechst33342 festékkel megjeloltuk (kék). A 16 Oras inkubdcids idé utin a sejteket
AlexaFluor488-konjugélt AnnexinV-tel (z6ld) reagaltattuk vagy anti-galektin-1
monoklondlis ellenanyaggal és Northern Lights 557- konjugalt anti-egér Ig masodlagos
ellenanyaggal mutattuk ki a sejtfelszini Gal-1 jelenlétét (piros). A mintakat fluoreszcens

mikroszkdppal analizaltuk.

A kozvetlen sejt-sejt kolcsdnhatas sziikségességét igazolta az a Kisérlet is,
melyben Gal-1-et expresszaldo C32 melandma és Gal-1 transzgenikus Hela, illetve Gal-1-
et nem termeld vad tipusu, és lires plazmiddal transzfektdlt HeLa (HeLa mock)
tumorsejtek koncentralt feluldszojanak Gal-1 tartalmat és aktT sejtekre Kkifejtett
citotoxikus hatdsat vizsgaltuk. Az aktT sejtekhez adott C32 kondiciondlt médiumabdl
nem kotédott galektin-1 az aktT sejtek felszinére, ahogy azt az &ramlasi citometrias
analizis mutatta (16.A &bra). Amikor az aktT sejteket a C32, illetve galektin-1-et kifejez6
HelL a sejtek kondicionalt médiumaban tartottuk, nem tapasztaltunk apoptézist, hasonléan
a vad tipusu, vagy kontroll, iires plazmiddal transzfektalt HelLa sejtekrdl nyert
médiumhoz (16.B abra).

Meg kell jegyezni, hogy a fenti eredmények nem igazoljak, csak jelzik, hogy a
Gal-1-et termel6 sejtekben a Gal-1 a T-sejt apoptozist okoz6 faktor. Ennek bizonyitasat a

késobbi fejezetekben mutatjuk be.
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16. abra: A: Nem kondiciondlt (szaggatott vonal) és C32 melanéma sejtekkel
kondiciondlt (teli vonal) médiumban inkubaltuk az aktT sejteket 1h-at 4°C-on, majd a
Sejtfelszinhez kotédort Gal-1-et aramlasi citofluorimetriaval detektaltuk. A sejteket anti-
galektin-1 monoklondlis ellenanyaggal, majd Atto488 fluorokrommal konjugalt anti-egér

IgG-vel kezeltik. B: Az aktT sejteket galektin-1-et expresszalé (Hela®**

) és a kontroll
Hela sejtek (HeLa és HeLa™®) valamint C32 sejtek feliilisz6jaban tartottuk 24h-ig,

majd Sub-G1 analizissel vizsgaltuk a kivaltott apoptdzist.

3. Patholdgias és fiziologias allapotu sejtek altal termelt Gal-1

szerepe

Az el6z6 fejezetben targyaltuk, hogy a Gal-1 sejtkotott faktorként hat. Szamos
pathologias és fiziologids kornyezetbdl szarmazd sejt, melyeknek szerepe eredetiikbdl
adoddan eltérd, termeli ezt a fehérjét. Kivancsiak voltunk, hogy a kiilonbozo
kornyezetbdl szarmazo sejtek sejtfelszini Gal-1-e vajon ugyanolyan szerepet tolt-e be az
immunszupresszioban. Pathologias modellként human tumorsejtvonalakat, U87
glioblasztoma, C32 melanéma illetve Hela cervix karcindma sejtvonalakat, mig

fiziologias sejtként human és egér eredetli mesenchymalis 6ssejteket hasznaltunk.
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3.1. Human tumor eredetii Gal-1 altal indukalt T sejt apoptdzis mechanizmusa

A tumorok és/vagy a tumort kornyez6 stroma sejtek Gal-1 termelése vagy tultermelése
ugy is értelmezhetd, mint a rosszindulatl progresszio egyértelmi jele, melynek velejaroja

a metasztazis képzddés és az immunvalasz kijatszasa.
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17. dbra: C32, U87, HeLa és Hela ™ sejtek altal termeltGal-1 vizsgalata. Az 6ssz Gal-
1-et Western blott technikaval teszteltiik (beszlrt téglalap): a sejtlizdtumokat 12%-0s
SDS-poliakrilamid gélen megfutattuk, majd transzferaltuk nitrocelluléz filterre. A Gal-1
kimutatdsa monoklondlis egér anti-Gal-1-gyel tortént, ezt kdvette a nyul anti-egér 1gG-
HRPO konjugatum és ECL plus szubsztratként. A sejtfelszini Gal-1 kimutatdsa a 16.
abrén leirtak alapjan tortént &ramlasi citometriaval. A fekete gorbék mutatjdk a

sejtfelszini Gal-1 szintet, a szaggatott gérbe az elsd ellenanyag nélkiili kontroll mintat.
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A Gal-1 sejtfelszini jelenlétét az altalunk hasznalt tumoros sejtvonalakon a
laboratériumunkban kifejlesztett monoklonalis antitest és fluoreszcens molekulaval
konjugalt masodlagos ellenanyag hasznalataval, aramlasi citometrias maodszerrel
detektaltuk. A sejtekben talalhatdé 6ssz Gal-1 mennyiségét pedig Western blottinggal
mutattuk ki. JOl lathatd, hogy a C32 melanéma, az U87 glioma, valamint a Gal-1
transzfektalt HeLa sejtek felszinén nagymértékii a Gal-1 jelenléte, mig a vad tipusu HelLa
sejtek felszinén nem mutathaté ki a vizsgalt fehérje (17. &bra).

A Gal-1 pB-galaktozid (lakt6z)-koté tulajdonsagat kihasznalva, egy laktoz
analdggal a thiodigalaktoziddal (TDG) eltavolithatjuk a vizsgélt fehérjét a sejtek
felszinér6l. A TDG a Gal-1 szénhidratk6td motivumahoz kapcsolodik, igy nagy
feleslegben alkalmazva hatékonyan csokkenti a sejtfelszini Gal-1 mennyiségét mind a

melandéma, mind pedig a glioma sejtvonalakon (18. abra).
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18. abra: A tumor sejteket 30 percig kezeltik 4°C-on 100 mM TDG-vel (sziirke), vagy
kezeletlentl hagytuk (fekete). A sejtfelszini Gal-1 mennyiségét a 16. abra alatt leirt
modon aramldasi citofluorimetriaval hataroztuk meg. A szaggatott gorbék az elso

ellenanyag nélkuli kontroll mintakkal kapott fluoreszcencia intenzitast mutatjak.
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A kovetkez6 kisérletekben a tumor sejt altal termelt Gal-1 altal indukalt aktivalt T-sejt
apoptdzis elemi lépéseit hataroztuk meg.

3.1.1. PS sejtfelszini expozicid
Szolubilis, rekombinans Gal-1-gyel végzett kisérleteinkb6l tudjuk, hogy a T sejt
apoptdzis egyik korai lépése a membrén lipidjeinek aszimmetrikus elhelyezkedésének

felbomlasa és a PS kiils6 membranfelszin felé torténd fordulasa.

-TDG + TDG

C32 +
aktT sejtek

19. &bra: C32 tumor sejteket kitapadas utan 30 percig kezeltiik 4°C-on 100 mM TDG-
vel, vagy kezeletlentll hagytuk, majd Jurkat vagy aktT sejteket adtunk a tumor sejt
kultdrahoz. A kokulturés kisérlet kiértékeléset a 15. abra alatt leirtakhoz hasonléan
végeztiik. A bal also sarokban levo értékek az dssz T sejt szamhoz viszonyitott apoptotikus

T sejtek szazalékat mutatjék.

A kokultura kisérletek soran is azt tapasztaltuk, hogy a Gal-1-et termelé tumor
sejtek a Jurkat T sejtek membran asszimetridjanak felbomlaséat és apoptozisat okoztak
(19. 4bra bal oldali als6 kép). Ebben a rendszerben teszteltiink periférias vérbol izolalt,
majd aktivalt human T sejteket (aktT sejtek) is, amelyeken szintén detektaltuk
apoptdzisnak ezt az elemét (19. bra bal oldali felsé kép). A Gal-1 szerepét a tumor sejtek

altal indukalt T sejt apoptozisban Ggy is vizsgalhatjuk, hogy a Gal-1-et expresszalo C32
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tumor sejt felszinér6l TDG-vel eltavolitjuk a fehérjét. A sejtfelszini Gal-1 eltvolitasa a
C32 sejtek Jurkat és aktT sejt apoptdzist indukald képességének csokkenésevel jart (19.
abra jobb oldali képek). Az, hogy azonos eredményt kaptunk, mikor target sejtként nem T
sejtvonalat, hanem human periférias aktivalt T sejteket hasznaltunk, azt igazolja, hogy a
Jurkat sejtek nem rakos voltuk miatt reagalnak az adott mddon. Igy a kisérletek egy
részét, modellként alkalmazva, Jurkat T sejteken végeztiik a konnyebb kezelhetOség és

muténs Jurkat sejtvonalakhoz valé kénnyebb hozzéaférés miatt.

3.1.2. Raftatrendeziddés
Gal-1 kezelés hatdsara membran mikrodomainek, raftok jonnek létre a kezelt sejt
plazmamembranjaban. A raftkomponensként szamon tartott GM-1 gangliozid (z6ld)

egyenletes festodést mutat az egyediil tartott Jurkat sejtek membranjan.

Jurkat

atfedd

Jurkat+
C32

20. &bra: Jurkat sejteket tartottunk kokultdraban C32 melandma sejtekkel 1 orat 37°C-
on. A kontroll Jurkat sejteket tumor sejtek nélkil azonos kérilmenyek kdzott inkubaltuk.
A GM-1 gangliozid kimutatasara koleratoxin B alegységét hasznaltuk, AlexaFluor488-
cal jelélve (zold). A Gal-1-et (piros) anti-galektin-1 monoklondlis ellenanyaggal és
Northern Lights 557- konjugalt anti-egér 1g masodlagos ellenanyaggal mutattuk ki.
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A tumor sejttel kokultaraban tartott Jurkat T sejt Gal-1-kot6 strukturai megkotik a
tumor sejtek feszinén levé Gal-1-et (piros). A két sejt kontaktusaban a Gal-1 és a GM1
ko-lokalizalodik (20. abra, zold és piros szin atfedésekor sargan jelenik meg), hasonldéan
ahhoz, ahogyan azt a rekombinans Gal-1 hasznalatakor tapasztaltuk (10. abra).

3.1.3. Lck és Zap70 kinazok sztikségessége

Szolubilis, rekombinans Gal-1-el végzett kisérleteink szerint az apoptdzisban szerepet
jatszik a T sejtekre jellemzd két kinaz, a p56' és a ZAP70. Annak eldéntésére, hogy
ezek a kindzok szerepet jatszanak-e a tumor sejt eredetii Gal-1 indukalta T sejt
apoptozisban, U87 glioma sejteket és vad tipusu, Lck hianyos (JCaml.6) vagy ZAP70
deficiens (P116) Jurkat sejteket tartottunk kokultaraban. A kokulturakat vizsgalva azt
tapasztaltuk, hogy a kindz hianyos T sejtekben nem indukalt apoptozist az U87 sejtekkel
val6 egyutt inkubalas, mig a vad tipusu T sejtekben igen (21. abra).
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21. &bra: Jurkat, p56'® (JCam) vagy ZAP70 (P116) deficiens Jurkat sejteket és U87
gliéma sejtek tartottunk kokultiraban, majd 16 Ora egy(tt tenyésztés utan az apoptotikus
sejteket AnnexinV-FITC festésssel jel6ltiik. A pozitiv sejtek aranyat oszlopdiagramban
abréazoltuk.

55



A Kkisérlet azt igazolta, hogy az emlitett enzimek, hasonléan a rekombinans,
szolubilis Gal-1-gyel indukalt sejthalalhoz, szerepet jatszanak a human tumorsejt eredetii

galektin-1 induklta T sejt apoptozisban.

3.1.4. Ceramid felszabadulas
Ceramid az apoptotikus sejtekben de novo szintézissel vagy szfingolipidb6l keletkezhet
neutralis és savas szfingomielinaz aktivitasa réven. Elozetes kisérleteink alapjan tudjuk,
hogy a ceramid nélkiilozhetetlen Iépése a szolubilis Gal-1 indukalta apoptdzisnak. A Gal-
1 indukalta apoptdzis jelatvitelében a savas szfingomielinaz miikodése révén kialakulo
ceramid jatszik szerepet (lon et al. 2006). Annak elddntésére, hogy a ceramid a tumor
sejt eredetii Gal-1 altal indukalt T sejt apoptdzis mechanizmuséaban is szerepet jatszik-e,
vizsgaltuk a tumor sejt T sejt kokultdraban a ceramid felszabadulast. A 22. dbra mutatja,
hogy a Jurkat T sejtekben intenziv ceramid felszabadulas tapasztalhaté6 C32 melanéma

sejtekkel torténd egyiitt tenyésztéskor.

C32 | by
+Jurkat

38%

HeLa™" 8 r . /
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22. abra: C32, Hela és Gal-1 termelé HeLa sejteket és Jurkat T sejteket inkubaltunk
kokultirdban. A mintékat fixalas, permeabilizalas utan anti-ceramiddal jel6ltik, a jelet
biotin-konjugalt  masodlagos ellenanyaggal és  streptavidin-FITC-cel  tettlik

detektalhatova.
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3.1.5. MMP csokkenés
A kovetkez6 1épésben megvizsgaltuk, hogy a tumor sejt eredetli Gal-1 okozza-e, a T sejt
apoptozis soran, a mitokondrialis membran potencial valtozasat. Ezt a kisérletet JC-1-es
jeloléssel végeztik, ami aramlasi citofluorimetria mellett mikroszképos analizishez is
hasznalhat6. Monomer formaban a sejtek citoplazmajaba keriilve zéld szinnel jelenik
meg, az egészséges mitokondriumba beépllve pedig piros szint ad. Az apoptotikus
sejtekben a mitokondrialis membran potencial csokkenése miatt a festék nem képes a
mitokondriumba beépiilni, igy ezekben a sejtekben csak zold festddést tapasztalunk, mig

az egészséges sejtekben jelen van a z6ld és a piros szin is.
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23. abra: 16 oras kokultaraban tartott sejteket JC-1 festékkel inkubaltuk 10 percig, majd
fluoreszcens mikroszképpal vizsgaltuk. A képen piros szin jelzi az egészséges
mitokondriumokat (felsé kép, Hela+Jurkat), a két also panelen az Gal-1 termel6
tumorsejtekkel egyutt tartott Jurkat sejtben a piros szin hidnya a mitokondriumok
membranpotencial csokkenését jelzi. Az oszlopdiagram a csokkent mitokondrialis
membranpotenciald T sejtek aranyat mutatja HelLa, HeLa®?, illetve U87 sejtekkel
tortént egyltt inkubéacio utan.

A mikroszkopos analizis soran megszamoltuk az egészséges és a csokkent
mitokondridlis membranpotenciélt mutat6 sejteket, majd meghataroztuk az aranyukat. A

57



23. abra mutatja, hogy a galektin-1-et nem termelé HeLa-val szemben a Gal-1-gyel
transzfektalt HeLa (HeLa®"") és Gal-1 pozitiv U87 gliéma a T sejtek kozel 50%-4ban
mitokondridlis membranpotencial csdkkenést okozott.

3.1.6. Kaszpéz aktivacio
A kaszpéazok szerepét az aktiv kaszpaz 3-ra specifikus ellenanyaggal vizsgéltuk. Az U87

a1 3 T sejtekben kaszpéaz kaszkad aktivalddasaval kisért apoptozist inditott el,

es a HelLa
tehat klasszikus, kaszpaz-fiiggd apoptdzis zajlott le. Ezzel ellentétben HeLa sejtekkel

egyltt tartott T sejtekben az effektor kaszpaz aktivitasa elmaradt (24. abra).
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24. abra: A kokultaras rendszerben Hela, Gal-1 termelé HeLa és US87 tumor sejteket
tartottunk egytt Jurkat T sejtekkel. A mintakat fixalas és permeabilizalas utan nyul-aktiv
kaszpaz 3-at felismeré ellenanyaggal inkubdltuk 16 6ran at 4°C-on, majd TRITC-jelzett
anti-nyul IgG ellenanyaggal hivtuk eld, végul a mintakat fluoreszcens mikroszképpal
vizsgaltuk. A pozitiv sejtek aranyat oszlopdiagramban abrézoltuk.
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3.2. Fiziologids, csontveléi MSC sejtek altal termelt Gal-1 hatdsa a T sejtek

életképességére

Az MSC-k erés immunszupressziv hatdsi sejtek (I. Bevezetés). Mi a Gal-1 szerepét
vizsgaltuk az MSC-k altal kivaltott T sejt apoptdzis soran. Munkacsoportunkban az els6
MSC-vel végzett kisérletek human mesenchymalis Ossejteken (hMSC) torténtek, a
kérdések felteveset és megvalaszoldsat ezekkel a sejtekkel inditottuk. Az &ltalunk

hasznalt hMSC-k csontveld-atliltetések soran kimaradt sejtek.

3.2.1. Humadn csontveldi eredetii MSC hatdsa Jurkat és aktivalt, perifériads T
sejtek életképességére
Els6é 1épésben megvizsgaltuk a hMSC Gal-1 tartalmat aramlasi citofluorimetriaval (25.
abra A) és Western blottinggal (25. dbra B). Mivel human eredetli sejtekrél van szo, a
Gal-1 konnyen kimutathato volt a sejtek felszinér6l, Western blottinggal pedig az
sejtekben termelt teljes Gal-1 mennyiséget mutattuk ki.
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25. abra: A: A sejtfelszini Gal-1 jelenlétét &ramlasi citométerrel, anti-Gal-1
monoklondlis ellenanyaggal vizsgaltuk a 16. abra alatt leirtak szerint. A fekete (nincs
TDG), illetve kék (TDG kezelés) gorbe az ellenanyag nelkili kontrollt, a zéld vonal
sejtfelszini Gal-1 mennyiségét, a lila gorbe a sejtek TDG kezelése utan a sejtfelszinen
maradt Gal-1 mennyiségét abrazolja. B: hMSC teljes sejtlizadtumabdl anti-Gal-1
monoklondlis ellenanyaggal és peroxidazzal kapcsolt anti egér-1g-nal Western blotting
segitségével mutattuk ki a Gal-1-et. Kontrollkeént tisztitott rekombinéns Gal-1-et (rGal-1)

hasznaltunk.
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A hMSC-k nagy mennyiségii Gal-1-et termelnek és a fehérje jelentds mértékben
szekretalodik, majd visszakotédik az MSC-k felszinére. A sejtek kezelése egy lakt6z
analoggal, TDG-vel a sejtfelszini Gal-1 mennyiségének csokkenéséhez vezetett (25.A
abra, lila vonal).

Kokultardban vizsgaltuk a hMSC-k apoptotikus hatdsat Jurkat leukémiés Jurkat T
sejtvonalon és human aktT sejttel. A Gal-1 az MSC-krél atragadt T sejt felszinére. Mind
a Jurkat, mind pedig az aktT sejteken az AnnexinV kifordulasat, apoptdzist detektaltunk
(26. abra).

hMSC +
Jurkat

hMSC+ /
aktT sejt

26. abra: Jurkat vagy PHA-val aktivalt periférias T-sejteket (aktT sejtek) hMSC-vel
tartottunk kokultiraban 16 6ran keresztil. A kokultdra jeldlése és kiértékelése a 15.

abréan leirtak alapjan tortent.

Mivel a hMSC-k nagy mennyiségli Gal-1-et expresszalnak (25. &bra), valosziniinek
talaltuk, hogy szerepe lehet az dssejtek indukalta T sejthaladlban. Hogy ezt megvizsgaljuk,
a Gal-1-et TDG-vel eltavolitottuk a hMSC felszinér6l és igy inkubaltuk oOket a T
sejtekkel. Azt tapasztaltuk, hogy a sejtfelszini Gal-1 mennyiségének csokkenésével,

csokkent a Jurkat T sejtek apoptdzisa (27. abra).
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27. abra: hMSC sejteket TDG-vel kezeltink vagy kezeletlentl hagytunk a 19. 4brdban
emlitett médon, majd 16 oran keresztll Jurkat sejteket adtunk a kultirakhoz. A sejtfelszini
Gal-1 piros, az apoptotikus sejtek zéld szinnel jelennek meg. Az apoptdzis detektalasa a
15. &bréan leirt modon tortént. A grafikonok az apoptotikus sejtek szazalékat abrazoljak.
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28. dbra: Az MSC és T sejteket Transwell lemezen (felsd képek), vagy kokultiraban (alsé
képek) tartottuk. A T-sejtek pusztulasdt Annexin-V-Alexad88-cal tiorténd festéssel
fluoreszcens mikroszkopiéval vizsgaltuk a &bra alatt leirtak szerint. A T sejteket Hoechst
festékkel jeloltuk (kék), a sejtfelszini Gal-1-et anti-Gal-1 ellenanyaggal (piros) mutattuk
ki, az apoptotikus sejteket Annexin-V- Alexa488-cal jeloltik a 15. &bra alatt leirtak

szerint. Az apoptotikus sejtek aranyanak valtozdsat kiilonbozé kezelések esetén,

grafikonon abrazoltuk.

61



Kokulturas médszerrel lehetéségiink volt megvizsgalni, hogy a Gal-1 szolabilis
faktorként vagy sejtkotott formaban hat-e? A Kisérletet Transwell rendszerben végeztiik,
és megallapitottuk, hogy a kozvetlen sejt-sejt kontaktus megakadalyozé inszertben levé
Jurkat T sejtek viabilitasa nem valtozott, szemben a hMSC és T sejtek kapcsolatat

megengedd kokultaraval (28. abra).

3.2.2. Egér csontveldi MSC (BM-MSC)

A hMSC-k, bar sok utodsejtet képesek Iétrehozni, nem hallhatatlanok, az
életidejik rovid, plaszticitasuk fokozatos csokkenésével végil eléregednek.
Felhasznalhatosdguk kb.10-12 A&toltdsig tart. Beszerzésik, fenntarthatosdguk tehéat
nehézkes, €és érzékeny sejtekrél lévén szo, transzfektilasuk is skertelen volt. Ezen
hatraltatd koralmények elkerlilése végett vezettik be laboratériumunkban az egér
mesenchymalis 6ssejtek (BM-MSC) hasznalatat, melybdl hossza életii sejtkultira
indithat6 és fenntartasuk is sokkal egyszeriibb. A Gal-1 termelésik siRNS technikaval
csOkkenthetd és a hosszu ¢letidejiiknek koszonhetden stabil transzfektalt klonok hozhatok
létre. Masrészrél, a Gal-1 knock out egér is rendelkezésre all, az ezekbdl izolalt BM-
MSCk egyéltalan nem termelnek Gal-1-et, ezzel teljes bizonyitast nyer ennek a
fehérjének a sziikségessége az apoptdzis indukcidban.

3.2.2.1. Gal-1 szerepének vizsgalata az egér MSC-k T sejtekre kifejtett apoptotikus

hatasaban

A BM-MSC sejtekben termelt Gal-1 szerepét els6ként a human Jurkat T sejtekre kifejtett
citotoxikus hatdsaban vizsgaltuk. A xenogen, egér-human rendszer azért alkalmazhaté a
Gal-1 szerepének vizsgalatara, mert a két fajool szarmazo fehérje rendkiviil nagymértéki
azonossagot mutat (89%) (Wilson et al. 1989) ¢és funkciojat eltér6 fajok kozott is kifejti
(Levi et al. 1983; Offner et al. 1990; Rabinovich et al. 1999b; Santucci et al. 2000, 2003;
Toscano et al. 2006; Perone et al. 2006). A kisérletekhez olyan genetikailag stabil modon
maddositott MSC sejteket alkalmaztunk, melyekben a Gal-1 expressziot siRNS-sel
csendesitettiik. A Gal-1 siRNS-t, illetve a kontroll scrRNS-t (scrambled RNS) kifejez6
sejteket, a szelekciot és klonozast kovetéen, Western blottinggal (teljes Gal-1 tartalom)

jellemeztiik (29. 4&bra). Aramlasi citofluorimetriaval torténé jellemzésre nem volt
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lehet6séglink, ugyanis az egér sejtek felszinéhez kotott Gal-1-et nem ismeri fel a
laboratoriumunkban elballitott ellenanyag. A scrRNS-t expresszald sejteken a teljes Gal-1
mennyisége nem valtozott a nem transzfektalt, vad tipusi BM-MSC sejtekkel
0sszehasonlitva, mig az siRNS-sel transzfektalt sejtek expresszidja jelentésen csokkent
(29. abra). Osszehasonlitottuk ezen sejtek altal kokultGraban indukalt Jurkat T sejtek
apoptozisanak mértékét. Az SiRNS-t kifejez6 BM-MSC sejtek kisebb mértékit T sejt
apoptdzist okoztak, mint a kezeletlen, vagy scrRNS-t expresszald sejtek (29. abra). Ezek
az eredmények egyértelmiien megmutattak, hogy a galektin-1 kdzponti szerepet jatszik a
BM-MSC sejtek Jurkat T sejtekre Kifejtett citotoxikus hatasaban, mivel az MSC-k
okozott T sejthaldl mértéke Osszefuggott a BM-MSC Altal expresszalt Gal-1

mennyiségével.
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29. abra: Western blottinggal a 17. &bra alatt leirtak alapjdn megvizsgéltuk az siRNS
technikéval csendesitett BM-MSC-k Gal-1 szintjét. Kontrollként vad tipust és scrRNS-sel
transzfektalt BM-MSC-ket hasznaltunk. Az MSC sejtek altal kivaltott T sejt apoptdzis
mértékét MSC-Jurkat sejt kokultirajaban vizsgaltuk a 15. dbranal leirt modon.
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3.2.2.2. Aktivalt egér T sejtek MSC-kel szembeni érzékenysége az MSC-k Gal-1
expresszidjatél flgg

Azért, hogy a fiziologias eseményeket jobban tiikr6z6 rendszerben analizalhassuk a fenti
kérdést, a tovabbiakban target sejtként egérbdl izolalt, és in vitro aktivalt T sejteket
alkalmaztunk Tobbféle vizsgalattal bizonyitottuk, hogy a BM-MSC termelte Gal-1

kulcsszerepet jatszik az Ossejt aktivalt T sejtekre (akt T sejt) gyakorolt citotoxikus
hatasaban.
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30. &bra: BM-MSC-ket kezeltink TDG-vel a 19. abra alatt leirt modon, majd egér aktT
sejteken vizsgaltuk a csokkent felszini Gal-1-et hordoz6 MSC sejtek apoptdzist indukalo
képességét, a TDG-vel nem kezelt MSC mintakhoz hasonlitva. A kisérletet és a grafikonon

abrazolt apoptdtikus sejtek aranyanak meghatarozasat a 15. &bra alatt leirt modon
végeztiik.

Els6ként a Gal-1 szerepét a sejthalal folyamataban Ugy tdmasztottuk ald, hogy a
Gal-1-et TDG-vel eltavolitottuk BM-MSC felszinérél (1. 3.1. fejezet). A sejtfelszini
galektin-1 mennyiségének csokkenése az apoptotikus aktT sejtek szdmanak
redukcidjahoz vezetett. (30. dbra). Masodsorban, a Gal-1 funkci6janak meghatarozasahoz
Gal-1 siRNS-sel csendesitett BM-MSC aktT sejtekre gyakorolt citotoxikus hatasat
vizsgaltuk. A 31. dbra mutatja, hogy a csokkentett Gal-1 termelés a BM-MSC aktT sejt
apoptozis indukald képességének csokkenésével jar. A legfontosabb bizonyiték azonban
a Gal-1 szerepére a Gal-1 knock out egérbdl izolalt csontveléi MSC (Gal-1 KO BM-
MSC) hasznalata volt. Kokulturdban a Gal-1 KO BM-MSC az aktT sejtek minimalis
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apoptdzisat okozta.(32. 4dbra) Az indukalt T sejt apoptézis mértéke tehadt fligg a
sejtfelszini Gal-1 mennyiségétdl, ami alatamasztja, hogy a sejthalal f6 effektor
molekulaja a Gal-1.
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31. abra: Vad tipusu, scrRNS-sel és si RNS-sel transzfektalt BM-MSC-ket egér aktT
sejtekkel tartottunk kokulturdban és vizsgaltuk az apoptozist indukalé képességiket. A
kisérletet a 15. &bra alatt leirt modon végeztik.
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32. abra: BM-MSC és Gal-1 KO BM-MSC egér aktT sejten okozott sejthalal mértéket
hasonlitottuk 6ssze a 15. &bra alatt leirt kokultiras apoptozis tesztben. A kisérlet

szamszeri kiértékelését a jobb oldali grafikonon dbrazoltuk.
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3.2.2.3. BM-MSC eredetil Gal-1 altal indukalt apoptdzis molekularis mechanizmusa

A tovéabbiakban azt vizsgaltuk meg, hogy a fiziolégias BM-MSC aktivalt T sejtekkel
kokulturaban az apoptézisnak ugyanazon lépéseit indukalja-e mint a patholdgias
tumorosejtek termelte, illetve a szolubilis Gal-1?

Az PS sejtfelszini megjelenését az apoptdzis korai lépésekent tartjuk szamon.
BM-MSC és aktT sejtek kokulturgjaban detektaltunk ilyen elvaltozast a T sejteken, mig
Gal-1 KO BM-MSC esetében ez a szam minimélisra csokkent. (32. abra)

Hasonl6an a szolubilis Gal-1 (lon et al. 2006) és a tumor sejtek &ltal expresszalt
Gal-1 (3.1.4. fejezet) hatdsahoz, az MSC sejtek is ceramid felszabadulast indukaltak a
target aktivalt T sejtekben. A Gal-1 hianya a knock out MSC-kben a ceramid
felszabadulas nagymértékii csokkenését okozta. (33. dbra)
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33. &bra: Vad tipust vagy Gal-1 KO BM-MSC-kkel egydtt tartott egér aktT sejtekben
vizsgaltuk a ceramid felszabadulast a 22. abra alatt leirt mddon. A diagrammon a
ceramid pozitiv sejteket szdzalékos mennyiségét abréazoltuk.

Hasonléan a rekombinans és tumorok termelte Gal-1-hez, a BM-MSC-k is a
mitokondridlis membrénpotencidl csokkenéseét okozta az aktivalt T sejtekben. Ezzel
szemben a Gal-1 deficiens BM-MSC-k a mitokondridlis membran depolarizacio csokkent
mértékét valtotta Ki (34. &bra)
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34. abra: Vad tipust vagy Gal-1 KO BM-MSC dltal aktT sejtekben eldidézett MMP

Csokkent MMP
sejtek %-a

csokkenését a 23. abran leirtak alapjan vizsgaltuk. A grafikonon az oszlopok a csokkent
MMP-U sejtek szazalékat jelenitik.

Az effektor kaszpéaz 3 szerepét is vizsgaltuk. A Gal-1 termel6 BM-MSC esetében
nagymértékii aktivaciot tapasztaltunk az aktT sejtekben, mig ez a Gal-1 hianyaban, a
BM-MSC-vel inkubalt aktT sejteknél elmaradt. (35. abra).
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35. abra: Vad tipusu, vagy Gal-1 KO BM-MSC és egér aktT sejtek kokultarajaban az
aktiv kaszpaz 3 mennyiségét a 24. abra alatt leirt moédon vizsgaltuk. A grafikonon a
kaszpaz 3 pozitiv sejtek %-at abrazoltuk.

A szakirodalomban a Gal-1 indukalta apoptdzisrdl egyesek Ugy tartjak, hogy PS

sejtfelszini expozicio a sejtek fagocitozissal torténd eltavolitasanak a szignalja és nem

feltétlentl kovetik az apoptozis tovabbi Iépései (Dias-Baruffi et al. 2003; Stowell et al.

67



2007, 2008, 2009). Az elozo alfejezetekben bemutattuk, hogy az aktivalt T sejtek a
sejthalal kovetkez6 1épéseit is végigjarjak (MMP csokkenés, kaszpaz aktivacid), azonban
sok esetben a sejthaldl egyértelmii bizonyitékaként a DNS degradacié kimutatdsat
fogadjak el. Ezért a citokémiai, mikroszképos rendszerben is hasznalhatd TUNEL
reakciot, amely a DNS-torések kimutatasan alapul, valasztottuk a DNS degradacio
nyomonkdvetésére. Az altalunk végzett DNS karosodast kimutato kisérletekkel igazoltuk,
hogy a korai PS kifordulas valoban apoptozissal vézédik. Kokultira rendszerben a BM-
MSC-vel tartott aktT sejtek 30-40%-a TUNEL pozitiv reakciét mutatott, mig a Gal-1

knock out sejtekkel indukalt aktT sejtben csdkkent az apoptdzis mértéke (36. abra).
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36. dbra: BM-MSC vagy Gal-1 KO BM-MSC-vel egyditt tartott aktT sejeken vizsgaltuk az
apoptozis vegso stadiumat, a DNS degradaciot. A fixalt, majd permeabilizalt mintainkat
DeadEnd™ Colorimetric Apoptosis Detection System Kit-ben javasoltak alapjan
hajtottuk végre (I. anyagok és modszerek fejezet). A sotétbarna csapadék DNS
fragmentécio végbemenetelére, azaz sejthalal kialakulasara utal. Az apoptotikus sejtek

%-at diagramon abrézoltuk.

Eredményeink alapjan elmondhatjuk, hogy mind a hMSC-n és mind pedig a BM-

MSC-n végzett kisérletek végkimenetele és konkluzidja azonos.
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Diszkusszio

Ismert, hogy a Gal-1 er6sen immunszupressziv fehérje, a szervezetben
immunprivilégizalt teriiletek fenntartdsaban jatszik szerepet (Dettin et al. 2003; Ishida et
al. 2003; Blois et al. 2007). A Gal-1 nagymértékben hozzajarul az immunolégiai
egyensuly fenntartasahoz szamos fizioldgias és patoldgias szituacioban (Rabinovich &
llarregui 2009). In vitro adatok alatamasztjdk, hogy a Gal-1 az aktivalt T sejtek
apoptozisat indukalja (Hahn et al. 2004; Matarrese et al. 2005; lon et al. 2006; Stowell et
al. 2007, 2009; Lange et al. 2009). Az irodalmi adatok elsésorban a rekombinans,
oldatban alkalmazott Gal-1 citotoxikus hatasardl szamolnak be. A Gal-1 indukalta T sejt
apoptozis mechanizmusét illetéen azonban lényegesen kiilonbozé nézetek alakultak ki az
egyes munkacsoportokban. E melett az apoptozis szignalt kdzvetitd receptort a mai napig
sem sem sikerult azonositani.

Eleinte a CD45 tirozin foszfatazt irtak le a Gal-1 egyik lehetséges receptoranak
(Perillo et al. 1995; Walzel et al. 1999; Pang et al. 2009), mig méas szakirodalmi adatok
szerint az apoptdzis szignalt nem a CD45 kozvetiti a sejtekbe (Pace et al. 2000; Nguyen
et al. 2001; Fajka-Boja et al. 2002). Szamos tanulmany szerint a Gal-1 indukalta
apoptdzis mitokondrium medialta kaszpaz fiiggd titonvonalon halad (Sturm et al. 2004;
lon et al. 2005, 2006; Lange et al. 2009), mig egyes kutatok szerint a Gal-1 stimulacio
kaszpaz fuggetlen apoptdzist indit be: a mitokondrium depolarizacidjat a mérések szerint
nem Kkiséri mitokondrialis citokrom C felszabaduldsa, vagy a kaszpazok aktivalodasa,
hanem az endonukledz G felelés a DNS degradacioért (Hahn et al. 2004). Mi tobb,
Stowell és mtsai Ugy tartjdk, hogy a Gal-1 hatasara a fehérvérsejtek felszinén megjelend
PS csupan felkésziti, fagocitalhatova teszi a makrofagok szamara, anélkil, hogy
apoptdzist indukalna ezeken a sejteken (Dias-Baruffi et al. 2003; Stowell et al. 2007,
2008, 2009). Laboratériumunkban végzett kisérletek alapjan mi is részletesen
meghataroztuk és felallitottuk a rekombinans Gal-1 indukalta T sejt apoptdzis
molekularis mechanizmuséat. A Gal-1 kotédése a target sejt felszinéhez valdsziniileg a
membran mikrodomainek atszervezOdését és a feltételezett specifikus receptor

oligomerizaciojat idézi eld, ami a target sejtben elinditja az apoptotikus kaszkadot. Az
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intracellularis p56'™ és ZAP70 aktivalddasa tirozin-foszforilaciét eredményez, aminek
kovetkeztében foszforilalodik tobbek kozt a savas szfingomielindz is. Az aktivalt enzim
hasitja a szfingomielint, ennek eredményeképpen ceramid szabadul fel, ami ebben az
esetben masodlagos jelatvivoként mikodik. A  mitokondrium membranjanak
depolarizaciojat idézi el6, igy a citokrom c kiszabadulhat a mitokondrium intermembrén
terébol. A citokrom ¢ az Apaf-1 fehérjével és a kaszpaz 9-cel, apoptoszomat képezve, a
kaszpaz 9 aktivalasat segiti. A kaszpaz kaszkad utolso lépéseként az effektor kaszpaz 3
aktivalodik, ami utan a sejt fehérjéinek és DNS-ének degradécioja kovetkezik (lon et al.
2005, 2006).

Az eltérések kulcsa nagy valosziniiséggel a kisérletekben alkalmazott szolubilis,
Gal-1 indukélta apopt6zis mechanizmusénak feltarasahoz 1,8 uM rGal-1-et hasznaltunk
(Fajka-Boja et al. 2002; lon et al. 2005, 2006), mig mas munkacsoportok ennek a
mennyiségnek akar tizszeresét, 20uM-t is alkalmaztak vizsgalataikhoz (Pace et al. 2000;
Stowell et al. 2008; Pang et al. 2009). Hogy 0&sszevethessiik a rendszereket, két
koncentracio tartomanyt hataroztunk meg. Mivel a Gal-1 disszociacios allanddja 7 uM
(Cho & Cummings 1995), ezért a 7 uM alatti értékeket alacsonynak, a 7 uM feletticket
pedig magasnak vettiik. Kiderilt, hogy a Gal-1 indukalta apopt6zis mechanizmusara
vonatkozd kutatdsok zome magas, 7 uM feletti koncentraciot alkalmazott (Perillo et al.
1995; Pace et al. 2000; Nguyen et al. 2001; Hahn et al. 2004; Stowell et al. 2007, 2009;
Karmakar et al. 2008; Pang et al. 2009; Lange et al. 2009). Osszehasonlito kisérleteinket
ezért alacsony koncentracioként, 1,8 uM és magas koncentracioként, 18 uM rGal-1-gyel
végeztiik Jurkat T sejteken. Eredményeink a varakozasnak megfeleléen alakultak. 1,8 uM
rGal-1-gyel indukalt apoptozis mitokondrium medialta ceramid és kaszpaz fiiggd
mechanizmussal zajlik le (lon et al. 2006) (37. abra). Egyidében eredményeink
kozlésével Matarrese és mtsai is hasonld adatokat publikaltak, 6k 0.64 puM rGal-1-et
hasznaltak a T-sejt apoptdzis indukcidjahoz (Matarrese et al. 2005). Stowell és mtsai 20
uM (Stowell et al. 2008), illetve 10 uM rGal-1-et (Stowell et al. 2009) alkalmazva azt
talaltdk, hogy a Gal-1 a PS sejtfelszini expozicidjat indukélja, melyet nem kdévetnek az
apoptdzis tovabbi lépései. Ezzel ellentétben a mi eredményeink azt igazoltdk, hogy

koncentraciotol fuggetlendl, a szolubilis, vagy a sejt eredetiit Gal-1 az apoptdzis kés6i
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Iépéseit és igy a teljes sejthaldlt is indukaljak. Hahn és mtsai kisérleteikhez 14 uM rGal-
1-et hasznaltak, hozzajuk hasonléan magas koncentracio alkalmazédsakor mi is kaszpéaz
fuggetlen apoptozist detektaltunk (Hahn et al. 2004) (37. &bra). Ezek az eredmények
ravildgitanak arra, hogy a Gal-1, valoszinilileg mas receptorokon hatva, koncentraciotél
fliggben az apoptozis eltérd utvonalait stimuldlja. Emellett, a kapott eredményeket
befolyasolhatja a rGal-1 elballitisa, a termeltetése és a tisztitasa a kiilonb6zé

laboratériumokban.

aGal-1 (1,8 uM) : mGal-1 (18 uM)
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37. abra: A magas és alacsony koncentracidju Gal-1 indukalta apoptdzis mechanizmusa

A rekombinans Gal-1 el6allitasa soran nagy mennyiségii redukaloszert hasznalnak

annak érdekében, hogy az oxidaciora hajlamos fehérje megtartsa biologiai aktivitasat. A
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redukalészerek magas koncentracioja azonban énmagaban is toxikus a Gal-1 targetként
hasznalt T-sejtekre (nem publikalt sajat adat). Ezért kisérleteinkben olyan redukalé szer
koncentraciot hasznaltunk, mely nem csdkkentette a T-sejt életképességet és a kontroll
mintdkban is jelen volt a vizsgalt mintdkkal azonos mennyiségben. A Gal-1, tisztitas
soran bekovetkezd, oxidacidjanak elkeriilésére és a fehérje stabillizalasara sok esetben
alkilalo szereket is hasznalnak, ezzel kovalens mdédositdsokat hoznak létre fehérjén.
inkdbb 0Osszecsapja a sejtfelszini glikozilalt struktirdkat, és ilyen formaban akéar
mddosithatja a fehérje eredeti hatasat. A fent leirtakbdl kovetkezik, hogy a szolubilis Gal-
1-gyel végzett munka soran kapott eredmények sok miitermékhez ¢és fals adatokhoz
vezethetnek. A Gal-1 val6sagos hatdsanak megismerésehez azt is figyelembe kell venni,
hogy a Gal-1 fiziologias koriilmények kdzott nem fordul elé szolubilis formaban, hiszen
a fehérjét szekretald sejtek, a szomszédos sejtek, vagy az extracellularis matrix Gal-1
kotoé fehérjéi nagy affinitassal magukhoz kotik. A Gal-1 szérumban detektalhaté szintje
patholégias szituacidban is mindossze 13 ng/ml, egészséges egyénekben pedig még ennél
is elenyész6bb (Saussez et al. 2008). Ilyen kis mennyiségli szolubilis fehérje azonban
még nem elégséges a T sejtek apoptdzisanak beinditasahoz. He és Baum kdzleményében
leirja, hogy a szilard fazishoz (az ECM-et modellez6é fehérjekeverékhez) kotott Gal-1 T
sejt apoptozist indukal (He & Baum 2004). Ez a rendszer mar jobban kdzelit az in vivo
allapothoz, ezért mi, a Gal-1 T sejtekre Kifejtett citotoxikus hatasanak vizsgalatdhoz egy
Uj modszert dolgoztunk ki. A modellben a Gal-1-et termel6 sejteket T sejtekkel (aktivalt
vagy Jurkat T sejtekkel) tartottunk kokultdrdban és vizsgaltuk a Gal-1 T sejt apoptdzist
indukald képesseget. A részletes vizsgalatokat kovetden megallapitottuk, hogy a huméan
tumor sejt eredetii Gal-1 hasonlé molekularis Gtvonalon indukal T sejt apoptdzist, mint az
alacsony koncentraciéju rekombindns fehérje. A tumor sejtek a velik egyutt tartott T
sejteken raft atrendezédést és PS kifordulasat okozzak. A tumor sejtek termelte Gal-1
apoptozis indukcidjahoz szintén sziikséges a kinazok jelenléte, hiszen a hianyos Jurkat
sejtek nem valaszolnak apoptozissal. Az rGal-1 indukalta T sejt apoptozis egyik kdzponti
molekuldja a ceramid, és ennek megfelelden a melanoma sejtek is ceramid
felszabadulasat indukaljak a T sejteken. Az rGal-1 az MMP csokkenését is okozza,
ugyanezt tapasztaltuk a Gal-1 termel6 tumorok hasznalatakor is. Az effektor kaszpaz 3
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szerepét is igazoltuk, mivel a Gal-1 termel6 tumor sejtek nagymértékii kaszpaz aktivaciot
idéznek el6 a veliik egyiittaratott T sejtekben. (1. tablazat)

Ez a kokultdra rendszer jol reprezentélja a patholdgias in vivo llapotokat, igy
joggal feltételezzilkk, hogy a folyamat in vivo koértulmények kozott is hasonloképpen
jatszodik le. Eredményink azt jelzik, hogy a tumor sejtek &ltal termelt Gal-1 szerepet
jatszik a tumor specifikus immunvalasz gatlasaban az aktivalt T sejtek apoptdzisanak

indukcioja révén.

aGal-1 mGal-1 chcl’j’ﬁ

Raftképzédés + + ¥
PS kiordulas + + +

CD45 jelenléte - 1 na.
Lckaiiifgl?o & _ i
Ceramid + n.a. +:
MMP csokkenés + + +
Kaszpaz aktivitas + — +
DNS degradicio + + +

I. tablazat: Az aGal-1, mGal-1 és a sejteredetii Gal-1 apoptotikus hatdsmechanizmusénak
Osszehasonlitasa (+:szilkséges az apoptozis korrekt lefolydsahoz, -: nem sziikséges, nyil:
csokken az apoptOzis mértéke, na: nincs adat)

A kokultura rendszerben elészor Gal-1 termel6 tumor sejteket hasznaltunk, de ez
felvette azt a kérdést, hogy vajon patholdgids és fiziologias korilmények kozott is
szerepet jatszik-e a sejtek altal termelt Gal-1 az immunszupressziéban? A Gal-1
fiziologiads hatasénak vizsgélatdhoz tumor sejtek alkalmazdsa modellként, nem tul
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szerencsés valasztas, ugyanis szamos gén, ahogy a Gal-1 génje is, a tumoros
transzformacié soran aktivalodhat, vagy a mikodése fokozodhat. Az egészséges
melanocitak példaul nem expresszaljak, mig melandéma sejtekben a fehérje nagy
mennyiségben jelen van. Egérkisérletek igazoljadk, hogy a B16 melanéma
progresszivitasanak meghatarozasaban a Gal-1-nek kulcsfontossagl szerepe van
(Mathieu et al. 2007). A fizioldgias sejtek modelljeként egér MSC hasznalatat vezettik
be, hogy ez a rendszer hilen tiikkrozze az in vivo allapotokat. A kokultirdban target
sejtként aktivalt egér T sejteket alkalmaztunk. A Gal-1 szerepének vizsgalatat az is
kdnnyitette, hogy rendelkezésiinkre alltak Gal-1 KO BM-MSC-k melyek bizonyitottan
nem termelnek Gal-1-et. Igy ezekben a kisérletekben kapott eredményeket egyértelmiien
a Gal-1 hatasénak tudhattuk be. Eredményeink szerint a fiziologias sejtek &ltal termelt
Gal-1 az aktivalt T sejtek apoptdzisat az alacsony koncentracidju rGal-1-hez és tumor sejt
eredeti Gal-1-hez hasonl6 utvonalon indukélja (37. abra).
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Végil, de nem utolsdsorban szeretném megkoszonni draga barataimnak (nagy résziiket a

»bioldgianak” kdszonhetem), akik pont olyannak szeretnek engem, amilyen vagyok.
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Summary

Galectin-1 (Gal-1) is a mammalian lectin with B-galactoside binding activity. It is
expressed by numerous cell types and binds to cells and extracellular matrix components
presenting glycoconjugates of N-acetyl-lactosamine. The most prominent biological
function of Gal-1 is its anti-inflammatory effect which is predominantly exerted by
induction of apoptosis of Thl and Th17 cells. Many studies have emerged analyzing Gal-
1 signal transduction mechanism during T cell apoptosis. However these data have
resulted confusing knowledge due to using soluble recombinant protein although Gal-1
exerts its physiological function bound to the producing or neighboring cells or
extracellular matrix components.

We have aimed to resolve this controversy by comparing cell death induced by
low (1.8 uM, lowGal-1) and high (18 uM, highGal-1) concentration of soluble Gal-1.
We show that lowGal-1 and highGal-1 trigger phosphatidylserine exposure, generation
of rafts and mitochondrial membrane depolarization. In contrast, lowGal-1 but not
highGal-1 are dependent on the presence of p56ick and ZAP70 and activates caspase
cascade. The results allow the conclusion that the cell-death mechanism strictly depends
on the used concentration of Gal-1.

Recombinant Gal-1 is always manipulated during purification and in apoptosis
assays since it has to be in reduced form for functional conformation. To avoid this
process we analyzed the role and mechanism of cell-derived Gal-1 in the apoptotic
process. In co-culture system Gal-1 remains as a native, functional protein without any
chemical modification and the apoptosis assay also avoids addition of reducing agent.
We applied co-cultures of various cell lines producing Gal-1 as effectors and T cells
(activated peripheral blood cells or Jurkat lymphoblasts) as targets.

Both Jurkat and activated peripheral T cells died when co-cultured with various
Gal-1 expressing cells, but HeLa, a Gal-1 non-expressing cervix carcinoma cell line did
not affect T cell viability. Removing cell surface Gal-1 with lactose analogue TDG, a
competitor for the carbohydrate recognition or knocking down Gal-1 expression in Gal-1
producing tumor cells resulted in the diminution of the cytotoxic effect of these cell
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lines. Moreover, T cell apoptosis required intimate interaction between the effector
tumor and target T cells since neither conditioned supernatant harvested from the tumor
cells, nor physical separation of tumor and T cells in the same medium triggered T cell
death. Mechanism of apoptosis by cell-bound Gal-1 was comparable to that of low
concentration of soluble recombinant Gal-1. Requirement for p56'* and ZAP70 kinases
has been proved and both the decrease of mitochondrial membrane potential and caspase
activation was detected in T cell apoptosis triggered by tumor cell-derived Gal-1.

Our results show that cell-derived Gal-1 and low concentration of the soluble
lectin triggers identical pathway of T cell apoptosis in contrast to high concentration
soluble Gal-1 which act on a different fashion.

Not only the tumor cells produce Gal-1, but mesenchymal stem cells (MSCs)
derived from physiological, healthy tissues also express and secrete Gal-1 to the cell
surface. MSCs are multipotent progenitor cells with the ability to differentiate into
mesodermal tissues. They are typically isolated from the bone marrow (BM-MSCs), but
can also be expanded from a wide variety of other fetal and adult tissues. One of the main
functions of MSC:s is to support hematopoietic cell differentiation in bone marrow. MSCs
have a powerful in vitro and in vivo immunosuppressive effect on all cells of the immune
system, including direct suppression of allogeneic and mitogenic T cell proliferation,
induction of T cell anergy or apoptosis, modulation of cytokine production, inhibition of
dendritic cell maturation and antigen presentation. Moreover, MSCs regulate immune
response by downregulating Thl and CTL, as well as NK cell response. Thus, they
possess a powerful anti-inflammatory effect.

The mechanisms underlying these effects remain to be fully elucidated, but are
suggested to be mediated by direct cell-to-cell interactions in combination with soluble
factors. MSC derived soluble factors, hepatocyte growth factor, transforming growth
factor-p, prostaglandin-E2, indolamine-2,3-dioxygenase, nitrogen monoxide, soluble
HLA-G and IL-10, all act as anti/inflammatory mediators. There is no evidence, however,
that any of these factors would be solely and sufficiently responsible for the
immunosuppressive effect in vitro or in vivo.

For our studies first we have used coculture of human MSCs and Jurkat T cells or

activated peripheral blood T cells. Removal of MSC cell surface Gal-1with TDG results
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in amelioration of MSC induced T cell apoptosis. MSC-bound Gal-1 translocates to
target T cells via direct cell-cell contact, and does not act as a soluble protein.

Human MSCs are difficult to obtain and can be kept in culture for limited period
of time, thus we have carried on the further experiments on MSCs derived from mouse
bone marrow (BM-MSC) which can be cultured for prolonged time. To determine the
role of Gal-1 in BM-MSCs immunsupressive effect, the expression of Gal-1 by MSCs
has been knocked down using Gal-1 interfering small RNA method. The Gal-1 negative
MSCs were cytotoxic to both Jurkat T cells and freshly isolated and activated mouse T
cells. Paralelly, TDG competition and BM-MSCs derived from Gal-1 knock out mice
(Gal-1 KO BM-MSCs) were used to prove the necessity of Gal-1 in BM-MSCs induced
T cell death. Gal-1 was removed from MSCs surface with TDG and it resulted in
decreased T cell apoptosis, as well as Gal-1 KO BM-MSCs did not trigger T cell death
compared to wild type BM-MSCs. BM-MSC-derived Gal-1 triggered T cell apoptosis via
the same apoptotic pathway as low concentration of soluble or tumor cell derived Gal-1
did. T cell death progressed on mithocondrial pathway, which involved activation of
caspase cascade. The signalling events included of p56'® and ZAP70 mediated tyrosine
phosphorylation, with the subsequent activation of acid sphingomyelinase and ceramide
production and these steps were strictly required to fulfilment of the T cell apoptosis.
These results show that one of the major T cell cytotoxic factors in MSC is Gal-1.

Hence we proved that T cell apoptosis induced by Gal-1 derived from
pathological or physiological cells or low concentration of soluble Gal-1 acted on the
same mechanism. This is the first study which compares the mechanism of T cell
apoptosis induced by Gal-1 of different origin and is able to determine the real pathway.
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Osszefoglalas

A galektin fehérjecsalad legfobb jellemzdje, hogy szénhidratk6td domainjiik révén
sejtfelszini glikokonjugatumokhoz kotédnek. Ez iddig tizendt kiilonboz6 galektin
molekulat azonositottak, melyeket a nagyfok( szekvencia homologia és a p-
galaktozidokat felismerd tulajdonsag alapjan soroltak egy csoportba. Ezen csalad
legkorabban felfedezett és legjobban jellemzett tagja a galektin-1 (Gal-1). Szamos sejt
expresszalja a Gal-1-et, mely szekrécio utan, azonnal a kivalasztd vagy szomszédos
sejthez, illetve az extracellularis matrixhoz kotédik. A Gal-1 az immunvalasz
szabalyozasaban résztvevo, egyik fontos gyulladascsokkentd faktor. Immunszuppressziv
szerepét, legalabbis részben, az aktivalt Thl-es és Thl7-es T sejtek apoptozisdnak
indukciojaval éri el. A Gal-1 indukdlta apopt6zis molekularis mechanizmusanak
lehetséges felhasznaldsédnak fényében. A Gal-1-el végzett kutatasok soran a
szakirodalomban sok ellentmondas sziiletett. Az eltéré eredmények oka, feltételezésiink
szerint, a kiilonbozd kisérleti koriilményekben, legfdképpen az alkalmazott Gal-1
koncentraciojaban rejlik. Kisérleteinkben 6sszehasonlitottuk az altalunk rendszeresen
hasznalt alacsony Gal-1 (aGal-1, 1,8 uM) koncentracié hatasat a szakirodalomban
hasznalt, mintegy 10-szeres mennyiségii, magas koncentracioju Gal-1 (mGal-1, 18 uM)
hatasaval. Munkank soran azt talaltuk, hogy mint az aGal-1, mint az mGal-1 indukalja a
foszfatidil szerin sejtfelszini expozicidjat, raftok atrendezédéset s az MMP csdokkenését.
Eltérést tapasztaltunk viszont a p56'* és ZAP70 kinazok valamint a kaszpazok
szerepében. Mig az mGal-1 kaszpaz fuggetlen apoptozist idéz eld, amely a két kinaz
aktivitdsa nélkil is lezajlik, addig az aGal-1 igényli a kaszpazok kozremiikodését és a két
kindz jelenlétét is.

A rekombinans termeltetés és tisztitas soran a fehérjék modosulhatnak, igy nem
biztos, hogy a Gal-1 az apoptozis kisérletekben a megfeleld, aktiv formaban van jelen.
Ezért a Gal-1 T sejtekre Kifejtett citotoxikus hatasanak vizsgalatahoz olyan, &ltalunk
kidolgozott modellt hasznaltunk, melyben Gal-1-et termel6 sejtekkel Jurkat sejteket vagy
aktivalt T sejteket tartottunk kokulturdban. Gal-1 termeld, effektor sejtként el6szoér C32,
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U87 és Gal-1-el transzfektalt HeLa tumorsejteket hasznaltunk. Mind a Jurkat, mind pedig
az aktivalt T sejteken apoptdzist detektaltunk a kokultdra utan, ellentétben a Gal-1 nem
termelé HeLa sejtekkel, melyek nem indukaltak sejthalalt a T sejteken. A laktdznak, a
Gal-1 minimal ligandjanak az analogjaval TDG-vel a sejtek felszinérél leszorithatd a
Gal-1, minek hatasara csokkent az apoptotikus T sejtek aranya. A Gal-1 expresszidjanak
csendesitésével is hasonlo hatést ertiink el. A Gal-1 citotoxikus hatasénak kifejtéséhez
szoros sejt-sejt kapcsolatra van sziikség, ugyanis az effektor és target sejt fizikai
szepardcidja megakadalyozta a T sejtek apoptdzisat. Tovabba, a Gal-1 termel6 sejtek
kondicionalt médiuma sem okozott apoptozist a T sejteken, vagyis a Gal-1 sejtkotott
faktorként indukalja a T sejtek halalat.

A kokultaras rendszer lehetéséget adott a Gal-1 indukalta apoptdzis valddi
mechanizmusénak a feltarasara. Az endogén, sejtfelszinhez kotott Gal-1 és az alacsony
koncentrécioju szolubilis Gal-1 a sejthalal Lck és Zap70 tirozin kindzok és kaszpazok
aktivitasatol fiiggd mitokondridlis Gitvonalat stimulalta, mig a magas koncentracioju Gal-1
mitokondrium fiiggd, de tirozin kindzok és kaszpazok aktivitdsatol fliggetlen utvonalat
indit be.

Egér mesenchymalis &ssejteken vizsgaltuk meg, hogy a sejtek altal termelt Gal-1
pathologias és fizioldgias kortlmények  kozott is  szerepet jatszik-e az
immunszuprresszioban. A Gal-1 fiziologias eléfordulasat ugyanis jol példazzak a
mesenchymalis dssejtek, melyek nagy mennyiségti Gal-1-t termelnek és szekretalnak. A
Gal-1 szerepe még nem tisztdzott ezeknek a sejteknek az immunszuppressziv
funkciojaban.

Az MSC-k multipotens progenitor sejtek, melyek mezodermélis szdvetek
sejtjeivé, csonttd, porcsejtté, zsirsejtekké és csontveléi kotdszovetté képesek
differencialédni. Leggyakrabban csontvel6b6l izolaljak, de szamos magzati és felndtt
szovetbdl is kivonhatéak. Az MSC-k in vitro és in vivo immunszuppressziv hatasa a
szakirodalombdl mar ismert és az immunrendszer minden sejtjén érvényesil. Az allogén
és mitogén T sejtek osztddasanak gatlasaval, a T sejtek valaszképtelenségének vagy
apoptozisanak indukcidjaval, a citokinek termelésének moddositasaval valamint a
dentritikus sejtek érésenek és antigén prezentdciojanak gatlasaval fejtik ki az
immunszupressziv hatasukat. Az MSC-k egyik legfontosabb immunvélaszt modulalo
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hatasa a Thl-es és a citotoxikus T sejtek illetve az NK sejtek funkcidjanak géatlasa, ebbdl
kifolyolag erds gyulladascsokkentd hatassal is rendelkeznek.

A fent felsorolt funkciéknak a pontos mechanizmusa még tisztazasra var, az
irodalmi adatok alapjan a kdzvetlen sejt-sejt kdlcsdnhatas és a szolubilis faktorok szerepe
is bizonyitottnak tiinik. Az MSC altal termelt szolubilis faktorok, - a hepatocita
ndvekedési faktor, transzformalé névekedési faktor-f, a prostaglandin-E2, indolamine-
2,3-dioxygenaz, nitrogén monoxid, szolubilis HLA-G és az IL10 - mind
gyulladascsokkentd mediatorok. Mindazonaltal, az rendelkezésunkre all6 adatok nem
bizonyitjak, hogy az MSC-k altal termelt faktorok barmelyike egyediil elegendé lenne az
in vitro vagy in vivo immunszuppressziv hatashoz.

Annak eldontésére, hogy az MSC-ben termel6d6é Gal-1-nek szerepe van-e az
MSC immunszuppressiv hatasaban, human MSC-k Jurkat és aktivalt T sejtekre kifejtett
citotoxikus hatdsat vizgaltuk. A TDG-s kezelés utén, a sejtfelszini Gal-1 eltvolitasaval
csokkent a T sejt apoptozis mértéke. Mivel azonban a human MSC-k beszerzése és
fenntartasa igen koriilményes, tovabbi kisérleteinket egér csontvel6bdl izolalt MSC-ken
(BM-MSC) végeztik. Ezek a sejtek ugyanis korlatlan ideig fenntarthatok kulturaban.
Target sejtekként egérbdl izolalt aktivalt T sejteket hasznaltunk. A Gal-1 szerepét az
immunszupressziv folyamatokban elészor a Gal-1 BM-MSC sejtfelszinrél valo
eltavolitasaval illetve Gal-1 csendesitett és knock out BM-MSC-k hasznalataval
bizonyitottuk be, mivel a sejtfelszini Gal-1 mennyiségének csdkkentése akar kémiai, akar
genetikai eszkdzokkel, csokkent aktivalt T sejt apoptozist eredményezett. Az adekvéat
bizonyitékra a Gal-1 KO BM-MSC-kkel végzett Kisérletek soran tettlink szert, ezek a
sejtek ugyanis nem indukaltak apoptdzist a veliik kokultdraban tartott aktivalt T sejteken.
Az apoptozis egyes lépéseit megvizsgaltuk ezeken a fizioldgias sejteken is, és azt kaptuk,
hogy az indukalt Gtvonal az alacsony koncentracioju szolubilis és a sejtkotott Gal-1-éhez
hasonlo. Ez esetben is igazoltuk az apoptdzis mitokondrium medialta kaszpaz fliggd
voltat, a tirozin foszforilacié és az azt kovet6 savas szfingomielinaz aktivacio és ceramid
felszabadulas szlikségességét. Eredményink szerint tehat aGal-1 az egyik legjelentésebb
T sejtekre hat6 citotoxikus faktor.

Bizonyitottuk tehat, hogy a kiilonbdzd patologias és fiziologids sejtek termelte

valamint az alacsony koncentracioju szolubilis Gal-1 azonos apoptotikus mechanizmust

97



aktival. llyen dsszehasonlitdé munka eddig még nem sziletett a szakirodalomban, igy
eredményeink lehetéséget adhatnak a Gal-1 valodi, in vivo hatdsmechanizmusénak
tisztdzasara, illetve az eltérd szituaciokbol szdrmazod, gyulladascsokkentd Gal-1

szerepének felderitésére a fiziologias és tumorsejtek immunszuppressziv hatasaban.
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