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1. Bevezetés

1.1. p56'* ZAP70 és CD45 molekulik szerepe a T sejtek jelatviteli folyamataiban

Az immunrendszer miikddésében kdzponti szerepet toltenek be a T limfocitdk, mind szabalyzé mind
pedig végrehajtd funkcidjuk altal. Ahhoz, hogy funkcidjukat ellassak, aktivalédniuk kell.

A T sejtek aktivaciojuk soran foszforilacioval jard Osszetett szignalizacids folyamatok segitségével
juttatjak el a kiilvilagbol érkezé aktivacios jelet a sejtmagba. Ebben az aktivacids szignalkaszkadban
kiemelkedéen fontos szerepe van a p56'™ és a ZAP70 tirozin kindznak, valamint a CD45 tirozin foszfataznak.
Az antigén T sejt receptorhoz (TCR, T cell receptor) valé kotddését kovetden a p56™™ kinazok foszforilaljak
TCR ITAM (immunoreceptor tyrosin based activation motif) szekvenciait, amelyhez a foszforilaciot kovetden a
ZAP70 kinazok kotddnek, amik aktivaljak a kiilonbozo linker proteineket (LAT, SLP-76), amelyek tovabbitjak
az aktivacios jelet a kiilonboz6 szignalutak iranyaba, mint példaul a Ras a PLCy (phospholipase C y) vagy a
MAP (mitogen activated protein kinase) kinaz molekulék nevével fémjelzett utvonalak felé. A p56'™ kinazt a
CD45 transzmembran tirozin foszfatdz tartja defoszforilalt, ezaltal nyugalmi allapotban aktivacids szignal
hianyéban.

A jelatviteli utak altal kozvetitett aktivacios szignalokra citokin szekrécioval, aktin citoszekeleton

atrendezddéssel, illetve sejtosztodassal valaszolnak a T sejtek.

1.2. Lizo-foszfatidil kolin (lizo-PC) biolégai funkcioi

A sejtmembranok legfontosabb alkotérészei a foszfolipidek. A foszfolipidek szerkezeti alapjat egy
glicerol molekula képezi, amelyhez észterkotéssel kapesolodik 2 telitetlen zsirsav, illetve egy hidrofil foszfo-
diészter anion, ami a foszfatidil-kolin esetén 1 kolin molekula. Reaktiv oxigén gyokok jelenlétében az
az esetben visszamarad a lizo-PC, mint biologiailag aktiv lipidszarmazék.

A szervezetben 1évo lizo-PC nagy része nem szabad formaban, hanem albuminhoz kotdtten, vagy a
micellak illetve az LDL (low density lipoprotein) alkotorészeként talalhaté meg. Ennek kovetkezményeként, bar
viszonylag nagy koncentracidoban van jelen a lizo-PC a szervezetben (bizonyos estekben akar 100 uM is lehet a
lokalis koncentracioja), de ebbdl csak viszonylag kevés az a molekula mennyiség, amely biologiai hatast fejthet
ki, autokrin vagy parakrin moédon.

A legtobb bioldgiai funkcidjat az atherosclerosisban irtdk le a lizo-PC-nek. Az atherosclerozis vagy
érelmeszesedés a fo oka a szivinfarktusnak és az agyérgdrcesnek, illetve az egyéb sulyos kovetkezményekkel jaro
érkatasztrofaknak.

Atherosclerosis soran az érfal szoveti szerkezete megvaltozik. Ezekben az un. "atherosclerotikus
plakkokban” koleszterol szaporodik fel, gyulladasos folyamatok jonnek létre, fibrozis alakul ki, végiil az ér
elveszti rugalmassagat, ,,elmeszesedik”.

A plakk kialakulasanak kezdeti folyamataiban makrofagok, T limfocitak infiltralodnak. Az endotél
sejteken az adhéziés molekuldk expresszios szintjének a megndvekedése, valamint a felszaporodott
liporoteinekben talalhaté nagy mennyiségli oxidalt lipid, koztiik a lizo-PC altal kivaltott chemotaktikus szignal

segiti eld az infiltraciés folyamatokat. A 1€zi6 kialakuldsanak velejardja, hogy az infiltralodott makrofagok



oxidalt LDL molekuldkat kebeleznek be, ezaltal atalakulnak lipid gazdag ,habz6” sejtekké. Az érfal
simaizomsejtei is atalakulnak, egy fibrotikus réteget képeznek a plakkok koriil. Az aktivalt makrofagok és a T
sejtek a citokin szekréciojuk altal szabalyozzak a ,habzo” sejt atalakulast, a simaizom sejt transzformaciot,

A lizo-PC, mint az oxidalt LDL molekuldkban legnagyobb mennyiségben jelen 1évé lipid szarmazek,
tobb ponton is eldsegiti az atherosclerotikus plakkok kialakulasat:

1. Modositja az endotel sejtek funkcidjat, fokozza az adhéziés molekulak expresszidjat, elésegitve a makrofagok
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3. Nagy koncentracidja az oxidalt LDL molekulakban chemotaktikus szignalt jelent a makrofagok szamara.
4. Médositja a T sejtek funkci6jat, noveli az IFN-y és a CD40L expressziojat a CD3 aktivalt CD4" T sejteken,
ugyanakkor nincs hatassal ugyanezen sejtek IL-2 és IL-4 termelésére. Mindezen folyamatokkal fokozza a lokalis

gyulladasos folyamatokat az atherosclerotikus plakkokban.

1.3. A galektin-1 struktiiraja és biologiai funkciéi

A galektin-1 egy béta galaktozid k6td monomerenként 134 aminosavbol felépiild homodimer lektin.

Struktarajaban 3 bioldgiai funkcioval rendelkezd részt azonositottak eddig:

1. A galektin-1 szekvencidban a 25-30 aminosavig (DAKSF) tartd szakasz nagyfoku konzervaltsagot
mutat a kiilonboz6 fajokban talalhaté galektin-1-k kozott, ezt a részt tartjak felelésnek a sejt novekedés gatld
funkcioért.

2. Az Asn46, Argd8, Trp68, Glu71 valamint az Arg73-as hidrofob oldallanct aminosavak kicserélése
semleges tulajdonsagl oldallancot tartalmazé aminosavakra a szénhidratkotd képesség elvesztését vonja maga
utan.

3. A dimerizacioért felelds N terminalison talalhatd hidrofob aminosavakban aminosavakban cserét
tartalmaz6 monomer tulajdonsagli galektin-1 nem okoz foszfatidil-szerin kifejezddést Molt-4 a HL-60
sejtvonalakon, illetve az aktivalt neutrofilokon, amely jelenség a galektin-1 altal indukalt apoptézis fontos
velejarodja.

Az emlitett részeken kivill a galektin-1 molekula 6 cisztein aminosavat tartalmaz, amelyek k6z6tt intra-
¢és intermolekularis diszulfid hidak johetnek létre oxidacids folyamatok eredményeként. Az oxidaltsagi allapot
befolyasolja a molekula biologiai funkcidjat, mivel csak az oxidalt allapotban 1évé galektin-1 molekula képes
elésegiteni az axonalis regeneraciot in vitro koriilmények kozott, ugyanakkor az oxidalt allapota galektin-1 nem
mutat a szénhidratkotéshez kapcsolhaté hemaglutinacios aktivitast.

Legfontosabb bioldgiai funkciodit a galektin-1 az apoptdzis indukcion keresztiil fejti ki. A galektin-1
kivaltja a savas szfingomielinaz altali ceramid felszabadulast, ami aztan a galektin-1 altal kivaltott apoptotikus
folyamatok kozponti molekuldja lesz. Az apoptdzissal jaré foszfatidil-szerin felszabadulas a kiilsé
membranrétegben, illetve a mitochondrium mebranjanak depolarizacidja, valamint a Bcl-2 anti-apoptotikus

protein szintjének csokkenése a kaszpazok aktivalédasa, mind-mind ceramid fiiggé moédon megy végbe.



2. Célkitiizések:

1. Kimutattuk, hogy a lizo-PC foszforilacios folyamatokat indukal T sejteken, célul tiztik ki a
foszforilacios folyamatokban részt vevd molekuldk azonositasat, illetve a foszforilaciot kovetd
jelatviteli események felderitését.

2. A galektin-1 apoptozist indukal az aktivalt és leukémias T sejteken. Célul thztiik ki a korai apoptotikus
szignalizacio soran bekovetkezd tirozin foszforilacios folyamatokeért felelés molekuldk azonositasat.

3. Célunk volt a galektin-1 molekula struktura-funkcié vizsgalata, annak a kérdésnek a megvalaszolasa,
hogy a galektin-1 struktirajaban talalhatd konzervativ cisztein aminosavak illetve a dimerizaciéhoz
valamint a sejtndvekedés gatlasahoz sziikséges aminosavak milyen szerepet toltenek be a galektin-1

altal indukalt apoptotikus folyamatokban.
3. Anyagok és modszerek:

Anti-foszfotirozin blot

A lizo-PC hatasara bekovetkez6 foszforilacios eseményeket Western-blot technika segitségével vizsgaltuk, anti-
foszfotirozin ellenanyag felhasznalasaval, Jurkat ill. p56'* hianyos Jcaml.6 sejtvonalakbol szarmazo
sejtlizatumokon.

Immunprecipitacio

A foszforilalt proteineket immunprecipitacios kisérletekkel azonositottuk. Lizo-PC-vel stimulalt illetve nem
stimulalt sejtek szolubilis extraktuméabol szarmazo p56'* és ZAP70 molekulikat poliklonalis p56™* illetve
ZAP70 ellen termeltetett antitestekkel kapcsolt sepharose gyongydkhoz kotottiik. Majd a specifikusan kotddott
fehérjéket nem-redukalé SDS minta pufferel tavolitottuk el a gydongyokrol, és foszforilacios allapotukat tovabb
vizsgaltuk Western blot technikaval, anti-foszfotirozin ellenanyag felhasznalasaval.

Intracellularis Ca’" koncentrdcié valtozds mérése

A sejteket a Ca®" szintre érzékony membranpermeabilis festékekel toltottik fel. A lizo-PC illetve galektin-1
hatésara Jurkat sejtekben bekovetkezd intracelluléris Ca>" szint valtozast a festékek fluoreszcencia intenzitisanak
megvaltozasa jelezte, amit az id6 fliggvényében aramlasi citométeren mértiink, majd grafikonon abrazoltunk.
Rekombindns galektin-1 termelés és tisztitas

A Kkisérleteinkben hasznalt galektin-1-et rekombinans méodon baktériumban termeltettiik. A baktériumsejtek
lizatumabol a galektin-1-et szénhidratkotdképességét kihasznalva laktozil-agar6z oszlopon tisztitottuk, majd az
tipustt €s mutans galektin-1 fehérjék mennyiségi és mindségi analizését SDS-PAGE (sodium-dodecyl-sulfate
polyacrylamide gel electrophoresis) , illetve Western-blot technika segitségével ellendriztiik

Szénhidrat kotoképesség vizsgalata

A cisztein-szerin mutaciét hordozd galektin-1 formak szénhidratkotéképességét ELISA (Enzyme-Linked
ImmunoSorbent Assay) rendszerben tettiik Osszehasonlithatova. ELISA plate-hez asialofetuint egy erésen
glikozilalt fehérjét kotottiink. Az asialofetuinhoz kotddott galektin-1-et megfeleld ellenanyagok (anti-galektin-1,

majd peroxidaz konjugalt anti egér immunglobulin) segitségével tettiik detektalhatova ELISA rendszerben. A



peroxidaz enzimreakci6é altal okozott szinreakcid erdssége aranyos volt a kiilonb6z6 mutansokbdl az
asialofetuinhoz kot6dott galektin-1 mennyiségével.

Sejtfelszini kotédés

A sejtfelszinhez kotodott vad tipust és mutans galektin-1 formak kotoédését aramlasi citométer segitségével
tettiik Osszehasonlithatova. Jurkat T sejtekhez adtunk vad tipust és cisztein-szerin aminosav cserét tartalmazo
galektin-1 fehérjéket kiilon-kiilon és a kot6dott molekuldkat galektin-1 ellen termelt ellenanyaggal jeldltiik,
amiket aztan FITC-el (fluorescein isothiocyanate) konjugéalt egér immunglobulin ellen termelt ellenanyaggal
jeloltink fluoreszcensen. A sejtek fluoreszcencia intenzitds novekedését, ami aranyos a kotodott galektin-1
mennyiségével, aramlasi citométerrel mértiik.

Apoptozis mérés ,,subGl” sejtpopulacio analizissel

Apoptozis soran a sejtek DNS tartalma lecsokken, az apoptotikus sejtek a G1 fazisban 1évd sejtekhez képest
kisebb DNS tartalommal rendelkeznek, sejtciklus analizis soran un ,,subG1” sejtpopulaciot alkotnak. A galektin-
1 kezelések hatasara ,,subG1” fazisban 1évé sejtek szazalékos aranyat aramlasi citométerrel mértik. A DNS
tartalmat a DNS kett6s szalaba interkalalodo propidium jodid segitségével jeloltikk meg fluoreszcensen. Az egy
adott sejtbdl mérhetd fluoreszcencia intenzitas aranyos volt a sejtek DNS tartalmaval.

Apoptozis mérés Annexin V jeloléssel

Az apoptozis korai szakaszaban a foszfatidil-szerin molekula belsé membranrétegbdl a kiilsé membranrétegbe
kertil, igy floureszcens izotiocianattal (FITC) konjugalt AnnexinV segitségével fluoreszcensen megjeldlhets. A
vad tipust és a mutans galektin-1 kezelés hatasara keletkez6 AnnexinV-FITC-el jeldlt sejtek mennyiségét

aramlasi citométeren hataroztuk meg.

4. Eredmények

4.1. P56' és a ZAP70 tirozin kinazok szerepe a lizo-PC iltal indukalt jelatviteli eseményekben

A lizo-PC 1d6 és koncentraciofiiggd modon indukalta az intracellularis proteinek foszforilacidjat. A
maximalis foszforilacio 25 €s 50 ug/ml Lizo-PC koncentracié kozott lehetett elérni. A tirozin foszforilacié mar
15 sec-os Lizo-PC kezelés hatasara megfigyelhetd volt, a foszforilacido mértéke pedig folyamatosan novekedett
az alkalmazott kezelési id6 novelésével, egészen az 5 perc id6tartamu kezelésig.

P56'* hi4nyos Jurkat sejtvonalakon a lizo-PC altal indukalt foszforilacié mértéke csokkent a vad tipust
sejtekhez képest. Az immunoprecipitaciés kisérletekbdl kideriilt, hogy a lizo-PC kezelés novelte a p56'™ és a
ZAP70 molekulak foszforilaltsagi szintjét.

A p56'* és a ZAP70 tirozin kinaz aktivacié kovetkezménye a Ca”" felszabadulds intracellularis Ca®*
raktarakbol. Protein kindz inhibitorok (genistein, staurosporin) alkalmazasa meggatolta a lizo-PC altal kivaltott
intracellularis Ca®" szint novekedést. A p56' deficiens Jurkat sejtek a vad tipust sejtekhez hasonlé mértékii
intracellularis Ca®" szint ndvekedést mutattak, de az intracellularis Ca®" ion szint id8ben késébb érte el a
maximumat, mint a vad tipust sejtek esetében. A lizo-PC altal indukalt Ca** valasz G protein blokkol¢ pertusis
toxin alkalmazasaval gatolhatoé volt, bizonyitva, hogy a lizo-PC altal indukalt intracelluldris Ca® szint
ndvekedés ténylegesen a lizo-PC ismert G proteinekhez kapcsolt receptorain keresztiil valtodik ki.

4.2. P56'* és a ZAP70 tirozin kindzoknak kozponti szerepe van a galektin-1 altal indukalt

apoptotikus folyamatokban ellentétben a CD45 tirozin foszfatazzal



Jurkat T sejteket kezeltiink tirozin kinaz illetve protein foszfataz inhibitorok jelenlétében galektin-1-el,
majd az okozott apoptozist mértiik ,,subG1” sejtpopulacié méréssel aramlasi citométeren. Mind a tirozin kinaz
(genistein), mind a tirozin foszfataz (Na-vanadat) inhibitorok csokkentették a subG1’ fazisban 1évé sejtek %-os
aranyat.

Mind a p56'* mutans JCaml.6 mind pedig a ZAP70 hidnyos P116 sejtvonal csokkent mértékii
apoptozissal valaszolt a galektin-1 kezelésre. Habar egyes szerzOk szerint, a galektin-1 egyik ismert receptora
lehet a CD45 transzmembran tirozin foszfataz, a CD45 hianya nem befolyasolta a galektin-1 altal indukalt
apoptozis mértékét, mivel a CD45 mutans Jurkat sejtek ugyanolyan mértékben valaszoltak apoptozissal a
galektin-1 kezelésre, mint a vad tipusu Jurkat sejtek.

Ellentétben a lizo-PC kezeléssel a galektin-1 kezelés hatdsara nem tortént valtozas az intracellularis
Ca’" szintben, bar a galektin-1 kezelés csokkentette a T sejt receptoron (TCR) keresztiil kivaltott Ca** vélasz
mértékét.

4.3. A galektin-1 struktira-funkcié vizsgalata

Ot cisztein-szerin aminosav cserét (C2S,C16S,C42S,C130S) tartalmazd mutdns galektin-1 forma
struktira-funkcio vizsgalatat végztik el. A 60-as pozicidban bekdvetkezd cisztein-szerin aminosav csere
csokkentette a rekombinans protein kifejez6dési szintjét az altalunk hasznalt Bl-21 E. Coli baktériumtorzsben.
Ugyanez a mutacid lassabb migraciot eredményezett 12%-o0s gélen, és a Western blot kisérletekben kapott jel is
gyongébb volt, mint a vad tipust galektin-1 esetében. Mindezek miatt a C60S mutaciot hordozd galektin-1-et
nem vizsgaltuk tovabbi kisérleteinkben.

4.4. Cisztein-szerin aminosav csere hatiasanak vizsgalata a galektin-1 szénhidrat koté képességére

A rekombinans modon termeltett fehérjék asialofetuinhoz vald kotédését vizsgaltuk ELISA modszerrel.
A kapott OD értékekbdl kovetkezden, vadtipushoz viszonyitva a C2S mutansbol kevesebb, a C16S, C42S
mutansbol pedig tobb kotddott az asialofetuinhoz, mig a C130S aminosavcsere nem befolyasolta a galektin-1
asialofetuinhoz valé kotodését.

A sejtfelszinhez kotddott galektin-1 mennyiségét indirekt immunfluoreszcencia segitségével mértiik
aramlasi citométeren. A vad tipushoz képest a C16S mutaciot hordozo galektin-1 formabodl tobb kotodott a
Jurkat sejtek felszinéhez, a tobbi cisztein-szerin aminosav csere nem befolyasolta 1ényegesen a galektin-1
sejtfelszinhez valo kotodését.

A galektin-1 természetes ligandjaval, a laktozzal, a sejtfelszinrdl a szénhidratkotott molekuldk nagy
része lemoshatd volt, mind a vad tipusu, mind pedig a cisztein-szerin mutansok esetén. ELISA kisérletekbdl
kideriilt, hogy 0-1 mM kozott az egyre emelked6 laktoz koncentracio egyre novekvd mértékben gatolta galektin-
1 kotédését az asialofetuinhoz mind a cisztein-szerin mutansok, mind pedig a vad tipust fehérjék esetében.

A megvaltozott kotédési tulajdonsagok azonban nem jartak az apoptdzis indukcid valtozasaval, kivéve a
C130S mutanst, amely a vad tipushoz képest csokkent mértékii apoptdzist indukalt Jurkat T sejteken. Hasonlod
eredményt kaptunk, akar a foszfatidil-szerin kifejezddést, akar a ,,subG1” sejtpopulacio analizist vizsgaltuk.

Két kiemelt N terminalis molekularészlet szerepét vizsgaltuk szintetikus peptidek segitségével. Az
ACGE peptid a dimerizacioért felelGs részt reprezentalta, mig az AKNL peptid a sejtnovekedés gatlasaért felelds
szekvencia részletet. Az ACGE peptid jelenléte csdkkentette, mig az AKNL peptid jelenléte novelte a galektin-1
altal indukalt apoptozis mértékét Jurkat T sejteken.



5. DiszKkusszio

El8szor az irodalomban kimutattuk a p56'™ és a ZAP70 tirozin kinazok szerepét a lizo-PC 4ltal indukalt T
sejt jelatviteli folyamatokban. T sejtek lizo-PC altali stimulacidja az intracellularis Ca®" szint megndvekedését
eredményezi, ami a szerin-treonin és a tirozin kinazoktol fiiggé médon megy végbe, de a p56'* kinaz jelenlétdl
fuggetleniil. A p56ICk kindz hianya csak késlelteti az intracellularis Ca®" szint megnovekedést, de mértékét nem
befolyasolja. Pertussis toxin , egy G protein receptor blokkold gatolja a lizo-PC kezelés hatasara bekovetkezo
intracellularis Ca*" koncentracié novekedést, ami a G protein kapcsolt receptorok sziikségességét feltételezi a
lizo-PC altal indukalt jelatviteli folyamatokban.

Kimutattuk, hogy a p56'* és a ZAP70 tirozin kinazok részt vesznek a galektin-1 4ltal indukalt apoptotikus
folyamatokban. Az eddigi irodalmi adatokkal ellentétben, a CD45 tirozin foszfataz jelenléte nem sziikséges a
galektin-1 altal indukalt apoptotikus folyamatokban. A galektin-1 kezelés, ellentéteben a lizo-PC-vel, nem
indukalja az intracellularis Ca®" szint megndvekedését, csak a TCR stimulacié altal kivaltott intracellularis Ca*"
koncentracié novekedés mértekét csokkenti.

A galektin-1 struktura-funkcio vizsgalatok elézetes eredményei alapjan kijelenthetjiik, hogy az altalunk
eddig vizsgalt cisztein-szerin mutansok (C2S, C16S, C42S, C130S) mindegyike, bar nem egyforma mértékben,
de kotddik asialofetuinhoz, a legismertebb galektin-1 kotd glikozilalt proteinhez. A Jurkat sejtek felszinéhez is
kotédnek a vizsgalt cisztein-szerin mutans galektin-1 formak, de dsszehasonlitasokbol kideriil, hogy a C16S
mutans nagyobb mértékben kotddik a sejtfelszinhez, mint a tobbi mutans forma, illetve a vad tipust forma. A
vizsgalt cisztein-szerin mutaciok nem zavartdk a galektin-1 apoptdzis indukald képességét a C130S mutans
kivételével, amely mutans kisebb mértékii apoptozist indukalt Jurkat T sejteken, mint a vad tipusi galektin-1
forma.

A galektin-1 N termindlison 1évé aminosavak szekvencidit reprezentald szintetikus peptidek jelenléte
befolyasolja a galektin-1 altal kivaltott apoptdzis mértékét, kiemelve ezen részletek kiemelt szerepét a galektin-1

struktirajaban.

6. Koszonetnyilvanitas

Halas vagyok Témavezetémnek Dr. Monostori Evanak a munka elkészitéséhez nyujtott énzetlen szakmai
¢és emberi segitségéért.

Ko6szondm dr. Fajka-Boja Robertanak, hogy bevezetett a labormunka rejtelmeibe, illetve kdszondm a
dolgozatiras soran nyujtott segitségét. Koszondm Gabriela Tonnak az apoptdzis tesztekben, Franké Andrasnak
illetve Dmytro Demidenkonak a molekularis biologiai technikak elsajatitasaban nyujtott segitségét.

Meg kell emliteni a laborban jelenleg dolgozé phd hallgatokat Blaskd Andreat és Kovéacs Ferencet, akik
vidamsagukkal hozzéjarultak a mindennapi nehézségek lekiizdéséhez.

A munka elkészitéséhez nélkiilozhetelen volt Gercsé Andrasné illetve Kotogany Edit technikai segitsége.
Koszonet érte.

Ko6szonon Dr. Toth Gabornak a rendelkezésiinkre bocsatott peptidek szintézisét. (SZTE-AOK Orvos Vegytani

Intézet)



Koszonet Robert T. Abrahamsnak. aki rendelkezesiinkre bocséjtotta a kinaz és foszfatdz mutans
sejtvonalakat, valamint Dr. Jun Hirabayashinak és Dr. Ken-Ishi Kasainak akik a cisztein-szerin mutaciokat
hordozé cDNS-eket bocsatottak a rendelkezésiinkre.

Végezetiil koszonettel tartozom Sziileimnek, akik minden tekintetben biztositottak a hatteret a

tudomanyos munkahoz.
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