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BEVEZETES

A galektinek allati eredetii lektinek, amelyek egy csalddba vald sorolasa a
poli-N-acetillaktozaminok (p-galaktozidok) felismerésén és a szénhidrat-
felismerdé domén nagy szekvencia-azonossagan alapul. A human galektin-1 134
aminosavbdl allo, antiparalel B-lemezekbdl felépitett globuléris fehérje. Habar
az intracellularis fehérjékre jellemzd tulajdonsdgokkal rendelkezik - nincs
szekrécios szignal szekvencidja, szabad riboszomakon szintetizalédik, nem
glikozilalt és szulthidril csoportjai redukalt formaban vannak - mégis kijut az
extracelluléris térbe, mégpedig Un. nem klasszikus szekrécidval. Intracellularis
szerepérdl nem sok adat all rendelkezésre: kapcsolddik a nuklearis matrixhoz, €s
a galektin-3-mal egyiitt részt vesz a pre-mRNS splicing-ban. Mind termelddése,
mind az intracelluldris (citoplazmatikus, illetve magi) ¢és extracellularis
lokalizacigja a sejtek differencialddasi allapotatol fiigg. A galektin-1 elsGsorban
az ideg- és izomszdvetben, vesében, tiiddben, méhlepényben termelddik, és
megtaldlhatd az elsédleges (timusz, csontveld) ¢és masodlagos (Iép,
nyirokcsomok) limfoid szervekben is. Ez utébbiakban a timusz epitéliumsejtek
termelik, de kifejezddik az aktivalt T és B sejtekben €s makrofagokban is.

A szekretalt galektin-1 az extracellularis matrix elemeihez (lamininhez,
fibronektinhez), illetve a sejtek glikozilalt strukturdihoz kotddik, ezéltal
befolyasolja a sejtek adhézios képességét és a sejt-sejt kapcsolatokat. A
galektin-1 €s -3 az embriogenézis soran mar a korai stddiumban expresszalodik
¢s feltehetden fontos szerepet jatszik az embrid beagyazodasaban. A galektin-1
¢s -3 mutans egerek azonban életképesek ¢és fertilisek, szembetiind fenotipusos
valtozast nem mutatnak a vad tipusu allatokkal szemben. Ez az ellentmondés a
galektin fehérjecsaldd tagjainak atfedé funkcidival magyardzhat6. Habar a

galektin-1 mutans egerek vizsgalata nem utal a lektin immunrendszerben



betoltott szerepére (nem lehet kimutatni koros elvaltozast az immunsejtjeinek
szamaban ¢és a kiilonb6z6 limfocita-populdcidk aranyaban), mégis, az in vivo
galektin-1 kezelés immunmoduldlé hatasu. Kisérletes autoimmun betegségek
kialakulasat gatolja, illetve megsziinteti, csokkenti a gyulladasos reakciokat, az
immunvalaszt inkdbb az ellenanyag termelés irdnyba tereli. Ennek a
folyamatnak a hatterében a galektin-1 sejtosztodas szabalyozd €s apoptozis
indukal6 hatdsa allhat. Az in vitro kisérletek eredményei szerint a galektin-1 a
sejtosztodasban mind pozitiv, mind negativ szabalyozé szerepet is betdlthet. A
sejttipustol fiiggden alacsony koncentracidban (10-300 nM) novekedés serkentd
¢és sejtosztddas gatld faktorként is szerepel, a koncentracio névekedésével (0,3-
20 uM) apoptotikus hatasti. Apoptdzist az éretlen timocitakon, az aktivalt T
sejteken, valamint a tumoros T sejteken indukal. Nem ismert azonban a
galektin-1 indukalta apoptdzis mechanizmusa, az irodalmi adatok a Fas/FasL és
a CD3 kozvetitette apoptotikus utakat kizarjak.

A galektin-1 funkcidi ismeretében felhasznalhato lehet diagnosztikai €s
terapias célokra, az autoimmun betegségek, gyulladasos folyamatok és allergids
reakciok meggatolasara. A pleiotrop funkcioval bird galektinek alkalmazédsa
veszelyt is rejt magiban a funkciok pontos mechanizmusanak ismerete
hianyaban.

A galektin-1 biologiai hatdsat kozvetitd receptor(ok) €s az apoptozishoz
vezetd jelatviteli Gt elemei még nem ismertek. A T limfocitdkon biokémiai
modszerekkel tobb galektin-1 k6té membranfehérjét azonositottak (CD2, CD3,
CD4, CD7, CD43, CD45). A galektin-1 kezelés hatasara a C-lanc részlegesen
foszforilalodik, és aktivacid helyett apoptozishoz vezetd jelatviteli utat indit el.
A galektin-1 gatolja a T sejt receptor keresztkotését kovetd interleukin-2
termelést €s sejtosztddast. Az irodalmi adatok egy része valdsziniisiti, hogy a
galektin-1 hatdsanak f6 mediatora a CD45 tirozin foszfataz lehet. Kimutattik a

galektin-1 és a CD45 kozvetlen kotddését, ami a foszfataz aktivitas kismértékii



(20-30%) csokkenéséhez és egy Src kinaz, a Lyn aktivacidjanak csokkenéséhez
vezet B sejtvonalban. Egyes foszfatdz hidnyos T limfoid sejtvonalak
rezisztensek voltak a galektin-1-gyel szemben. Ezzel ellentmond6 eredmények
i1s szilettek, amelyek a CD45-tel szemben inkdbb egy masik sejtfelszini
fehérjenek, a CD7-nek Kkitlintetett szerepét hangstlyozzak a galektin-1 altal

kivaltott apoptozisban.

CELKITUZESEK

A galektin-1 apoptotikus hatasat eddig csak a limfocitdkon irtdk le. Annak
ellenére, hogy a limfocitdkon tobb galektin-1 ko6td membranfehérjét
azonositottak, nem bizonyitott, hogy mely potencidlis receptor kozvetiti a
galektin-1 biologiai hatasat. Habar néhany tanulmany vizsgalta a galektin-1 altal
kivaltott korai jelatviteli utakat, a szignalutak elemei még nem ismertek.
A kutatés soran a kovetkezd kérdésekre kivantunk valaszt kapni:

1. A T sejteken kiviil mely csontveldi eredetii sejteken van galektin-1-et kotd
fehérje? A sejtekhez vald kotddést kovetden mi torténik a galektin-1-gyel?

2. Befolyasolja-e a galektin-1 egyéb hemopoetikus sejtek életképességét?

3. Milyen jelatviteli folyamatok vezetnek a galektin-1 altal indukalt
apoptozishoz? Milyen specifikus szignalmolekulak aktivitdsa szabalyozza
ezt a folyamatot?

4. Valoban a CDA45 foszfataz a galektin-1 bioldgiai hatasanak kozvetitdje?



ALKALMAZOTT MODSZEREK

- A humén rekombinans galektin-1 fehérjét biotinnal, illetve fluoreszcein
izotiocianattal jeloltik, a kiilonboz6 sejtvonalakhoz vald kotddését aramlasi
citométerrel mutattuk ki.

- A galektin-1 kotd fehérjék azonositdsahoz a T sejtek felszinét biotinilaltuk,
majd a teljes sejtlizdtumbodl galektin-1 Sepharose 4B gyongyokkel vontuk ki a
galektin-1-hez kotddd fehérjéket. A fehérjéket ezutan Western blot rendszerben
streptavidin-HRPO-val reagaltattuk. A galektin-1 kot fehérjek koziil a CD45
foszfatazt specifikus ellenanyaggal azonositottuk.

- A sejtekhez kotodott galektin-1 — sejtfelszini  illetve intracellularis
lokalizacigjat aramlasi citométerrel vizsgaltuk. A sejtekhez FITC-, illetve biotin-
jelolt galektin-1-et adtunk €s a mintdkat 4°C-on, illetve 37°C-on taroltuk 3 6ran
at. A galektin-1-biotinnal kezelt sejteken ezutan streptavidin-FITC
konjugdtummal mutattuk ki a sejtmembranhoz koétédd lektin mennyiségét. A
galektin-1-FITC kezelt mintdk esetében laktoz-oldattal valé kompeticioval
dontottiik el, hogy a fluoreszcens jel a sejtfelszinen vagy intracelluldrisan
lokalizalodik. A galektin-1 ¢és a CD2, CD3, CDA43, illetve CDA45
membranfehérjék sejtfelszini mennyiségének egylittes kovetésehez a sejteket
galektin-1-biotinnal kezeltiik és 4°C-on, illetve 37°C-on taroltuk 3 6ran at, majd
a vizsgdlandd membranfehérjéket felismerd monoklondlis ellenanyaggal
inkubaltuk. Az ellenanyagokat kecske anti-egér IgG-FITC konjugatummal
reagaltattuk, mig a biotinilalt galektin-1 sejtfelszinhez kotott mennyiségét
streptavidin-QuantumRed-del jeldltiik.

- Az apoptozissal elpusztuld sejtek aranyat szintén aramlasi citométerrel
hataroztuk meg. A korai apoptotikus folyamatok sordn a sejtmembran
extracellularis felszine fel¢ atforduld foszfatidil-szerint Annexin V - FITC

alkalmazasaval mutattuk ki. A késO1 apoptotikus sejteket sejtciklus elemzésnek



vetettiik ald, ennek soran meghataroztuk a hipodiploid DNS-tartalommal
rendelkezd apoptotikus sejtek aranyat.

- A galektin-1 altal kivaltott korai jelatviteli eseményeket Western blot
galektin-1 oldattal kezelt T és B sejtek teljes sejtlizatumat SDS-poliakrilamid
gelelektroforézissel valasztottuk szét, a fehérjéket nitrocelluléz membréanra
vittiik 4t, majd anti-foszfo-tirozin ellenanyaggal reagéltattuk.

- A galektin-1 indukalta jelatviteli Gtban és apoptotikus folyamatban szerepet
jatszd szignalmolekulak vizsgalatahoz egyrészt tirozin kinaz és foszfataz
inhibitorokat (genistein, natrium-vanadat, fenilarzén-oxid), masrészt kindz
(p56'* és ZAP70) és foszfataz (CD45) hianyos sejtvonalakat alkalmaztunk a fent

leirt modszerekben.

EREDMENYEK ES KOVETKEZTETESEK

e A galektin-1 kotddik a vizsgalt csontveldi eredetli sejtekhez: a Jurkat T
leukémia sejtekhez, a MOLT-4 CD4'/CD8" stadiumban megrekedt és a CEM
gliilkokortikoid érzékeny éretlen T sejtvonalakhoz, a BL-41, Raji és Daudi
Burkitt limofoma eredetii B sejtekhez, az eritroid K562 és a granulocita U937
nem limfoid sejtvonalakhoz. A sejtek galektin-1 kotése fliggetlen az eredetiiktol
¢s erettségi allapotuktol. A biokémiai vizsgalatokban a galektin-1 és tobb nagy
molekulasulyt fehérje (203, 160, 134, 95, 74, 66 ¢és 58 kDa) kapcsolodasat
mutattuk ki, ezek koziil a CD45 foszfatazt azonositottuk specifikus
ellenanyagokkal. Habar a CD45 foszfatdz mennyisége nagy a T sejtek
membranjaban, hianya mégsem vezet a galektin-1 kotés dramai csokkenéséhez.
A fennmarad6 kotési kapacitasért a kisérleteinkben kimutatott tovabbi fehérjek,

illetve glikolipidek felelések, amint azt mds irodalmi adatok is aldtdmasztjak.



Mind az aramlési citometriai, mind a biokémiai vizsgalatokban a galektin-1 ¢és a

fenti sejtfelszini struktardk kozott kimutathatd kotddés cukor-specifikus volt.

e  Megallapitottuk, hogy a galektin-1 internalizalodik minden vizsgalt
sejtvonalban fiziologids homeérsékleten. Az internalizacidért nem sejttipus-
specifikus mechanizmus a felelds. Ezzel 6sszhangban megallapitottuk, hogy a
lektin internalizdcidja nem az eddig azonositott T sejt €s leukocita specifikus
(CD2, CD3, CD43, CD45) galektin-1 kotd fehérjéken keresztiil torténik. Nem
zarjuk ki azonban, hogy a nem vizsgalt glikoproteinek (CD4, CD7), esetleg a
még nem azonositott receptor kozvetitésével torténik az endocitozis. Szintén
feltehetd, hogy nem receptor medialt endocitézis, hanem esetleg mas

mechanizmus all az internalizacio hatterében.

e A galektin-1 apoptozist valt ki a kiilonbozd érettségi stadiumot reprezentald
T sejtvonalakban és a B limfocitakban, de nem a mieloid sejtvonalakban. A
kiilonb6zd sejtvonalak apoptdzis érzékenysége nem hozhatd Osszefliggésbe az
ezekhez a sejtekhez kotddé galektin-1 mennyiségével. A T sejtek
Osszehasonlithatd mennyiségli galektin-1 koté strukturakat hordoznak és
hasonlé mértékii a galektin-1-re adott apoptotikus valaszuk is. Ezzel szemben a
Burkitt limféma eredeti B sejtek, a Raji és Daudi, kevés, de hasonld
mennyiségii galektin-1-et kotnek, ugyanakkor eltérd érzékenységet mutatnak a
galektin-1-gyel szemben: a Raji a vizsgalt B sejtvonalak koziil a legkisebb, mig
a Daudi messze a legnagyobb apoptotikus valaszt adja. A mieloid sejtvonalak, a
K562 ¢és az U937 sejtekhez a limfocitaknadl nagyobb mértékben kotddik a
galektin-1, mégsem pusztulnak el galektin-1 kezelésre. A galektin-1 limfocitdkra

gyakorolt apoptotikus hatdsa tehat sejtspecifikus.



e Kimutattuk, hogy a galektin-1 kezelés tirozin-foszforilacioval jaro
jelatviteli utat indit el T és B sejteken. A galektin-1 altal kivaltott tirozin
foszforilacios események sziikségesek az apoptotikus folyamatokhoz: a tirozin
kinaz ¢€s foszfataz inhibitorok alkalmazasa gatolja a sejtek apoptotikus valaszat.
A galektin-1 biologiai hatdsaban szerepet jatszo egyedi molekuldk vizsgalata azt
mutatja, hogy a p56* és ZAP70 kindzok nélkiilozhetetlenek a tirozin
foszforilacids eseményekben. A p56'* és ZAP70 kinaz hianyos Jurkat
sejtvonalakban a vad tipusu sejtekhez képest mintegy 50%-kal csokkent az
apoptozissal valaszold sejtek szama. A specifikus kinazok tehat szerepet
jatszanak a galektin-1 altal kivaltott apoptdzisban, ugyanakkor szerepiik nem
kizarélagos, mert hidnyuk csak csokkenti az elpusztult sejtek aranyat, de nem

védi ki teljes mértékben a sejthalalt.

e  Kimutattuk, hogy a galektin-1 a CD45 hianyos sejtekben a vad tipusu
Jurkat sejtvonalhoz hasonlé mértékii tirozin foszforilacidt és apoptdzist okoz. A
CD45 tirozin foszfataz, melynek az el6zd irodalmi adatok szerint kitiintetett
szerepe van a galektin-1 bioldgiai funkcidjanak kozvetitésében, nem jatszik
szerepet a galektin-1 indukalta tirozin foszforilacioban és apoptdzisban. Ennek
ellenére a tirozin foszfatdz inhibitorok mind a galektin-1 kivaltotta tirozin
foszforilaciot, mind az apoptozist csokkentetik, ezért valoszinlisithetd, hogy
egyeb, altalunk nem vizsgalt foszfatazok lehetnek elemei a galektin-1 kotddése

altal elinditott a jelatviteli Gtnak.



OSSZEFOGLALAS

1. A galektin-1 ko6tédik a dolgozatban vizsgalt T és B limfocitdkhoz €s a nem
limfoid sejtvonalakhoz, ezt kovetden internalizalodik. A  lektin
internalizdcidja nem az eddig azonositott galektin-1 k&t fehérjéken (CD2,
CD3, CD43, CD45) keresztiil torténik.

2. A dolgozatban hasznalt valamennyi T ¢és B sejt eredetli sejtvonal
apoptotikus valaszt adott galektin-1 kezelésre, ugyanakkor a mieloid
(eritroid ¢és granulocita) sejtek elkeriilték a galektin-1 altal kivaltott
sejthalalt.

3. A galektin-1 altal elinditott, tirozin foszforilacidval jar6d jelatviteli
folyamatok vezetnek a lektin okozta apoptozishoz. A p56™* és ZAP70
tirozin kinazok nélkiilozhetetlenek a galektin-1 indukdlta tirozin
foszforilacioban, ugyanakkor kozponti, de nem kizardlagos, szerepet
jatszanak a galektin-1 altal kivaltott apoptozisban.

4. Annak ellenére, hogy a CD45 tirozin foszfatdz az egyik {6 galektin-1 kotd
glikoprotein a fehérvérsejteken, nem jatszik szerepet sem a galektin-1

indukalta tirozin foszforildcidoban, sem az apoptdzisban.
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