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BEVEZETES

Az antigénspecifikus immunvalasz a magasabbrendi allatok szervezetébe
keriilé idegen anyagok vagy kérokozdk ellen kialakuloé védekezoreakciok egyik
meghatirozé eleme, amely egy adott antigén nagy hatékonysagu és szelektiv
eltavolitasara alkalmas. A T-sejtek kiemeikedd szerepet jatszanak az immunvalasz
antigénspecifitdsanak kialakitdsaban. Ezek a sejtek olyan receptorokat (T-sejt
antigén receptor, TCR) hordoznak a felsziniikkon, melyek képesek a szervezetbe
keriild antigéneket felismerni. Az antigén felismerése utdn a TCR intracelluléris
részérdl jeltovabbité folyamatok indulnak el, melyek az immunvélasz kiilonboz6
szakaszaiban egészen eltérd sejtvalaszokat valthatnak ki. Mivel az antigén
receptorok extracellularis része az esetek nagy részében szerkezetileg nem
kiilonbozik egymastdl, valdszinii, hogy az eltérd sejtvilaszok magyarazatat a
receptor intracellularis részénél és a hozzakapcsol6do jeltovabbité folyamatoknél
érdemes keresni.

A TCR egy tobb alegységb6l dll6 receptor komplex, amely két
funkcionalisan jél elkiiloniilé modulbél all. Az egyik modulnak az antigének
megké6tésében, mig a masiknak az antigénfelismerés utan létrejévo jeltovabbité
folyamatokban van meghataroz6 szerepe. A jeltovabbité modul fehérjéit, a kddoloé
gének, a fehérjeszerkezet €s a funkciondlis tulajdonsagok alapjan két csoportba
soroljuk. Az egyik csoportot a CD3 csaladba tartozé, a masikat a { csalidba
tartozé gének altal kodolt fehérjék alkotjik. A két fehérjecsalad kozott az egyetlen
fellelhet6 koz6s tulajdonsag, hogy mind a CD3, mind a ¢ csaladba tartozé fehérjék
intracellularis része tartalmaz egy vagy tobb, a jeltovabbité funkcié szempontjabol

elengedhetetlen fontossagil, tirozin tartalmG peptidmotivumot. Ez a motivum



tobb olyan “immunreceptorban” is megtalalhaté, melyek képesek az antigéneket
direkt vagy indirekt médon megkotni. A fent emlitett tulajdonsigai miatt ez a
peptidmotivum az angol “Immunoreceptor Tyrosine-based Activation Motif”
elnevezés roviditéseként az ITAM nevet kapta. A 25-26 aminosavat tartalmazé
ITAM-motivumokban a konzervalt aminosavak aranya igen kicsi, szamuk
minddssze 5-6-ra tehetd. A legalapvetdbb struktira, amely az 6sszes ITAM-ban
megtalalhaté, két egymastél 7-8 aminosav tavolsagra elhelyezkedd -Y-X-X-L/I-
szekvenciaelem. Szemben a TCR t6bbi jeltovabbité alegységével, melyek csak
egy-egy ITAM motivumot tartalmaznak,.a vizsgalataink targyat képez6 £ lancban
az ITAM motivum harom példanyban van jelen.

A 80-as évek végén tébb laboratériumbdl is olyan eredményeket publikaltak,
melyek egyértelmiivé tették, hogy a tirozin-foszforilacios folyamatok kiemelkedd
jelentdséggel bimak a T-sejtek antigéninger hatdsira bekovetkezd aktivacidjanak
korai szakaszdban. A  fehérje a sejtek nyugalmi &llapotdban is tartalmaz
foszforilalt tirozin aminosavakat, viszont az antigéninger hatisara a tirozinok
foszforilacidjanak mértéke jelentésen megemelkedik. Biokémiai vizsgalatok soran
kideriilt, hogy a { lincnak tobb foszforilaciés formaja is létezik. Szamos
meggy6z6 adat utal arra, hogy a kiilénb6z6 molekulasilyti formédkhoz eltérd
funkciondlis tulajdonsagok rendelhetok. Az elmilt néhany év egyik
legfigyelemreméltébb felfedezése az volt, hogy a sejtaktivaciét és a sejtek
anergidjat kivalté antigéningerek kiilonb6z0 molekulasulyi foszfo-C fehérjék
megjelenését eredményezték. Valdszinlleg szintén eltéré funkciéja van a
citoszkeletonhoz kapcsol6d6é 16 kDa-0s €s a sejtek feltardsa utdn a szolubilis

frakcioban maradé 21 kDa-s foszfo-C-nak is.



A TCR jeltovabbité alegységeiben taldlhaté tirozin aminosavak
foszforilacids allapotatél fiiggden e polipeptidekhez szidmos egyéb fehérje is
kapcsolddhat. Az elmilt néhany évben tobbféle kisérleti megkdzelitést hasznalva
szamos esetben sikeriilt igazolni, hogy a foszforilalt ITAM-motivumok szolgéalnak
e fehérjék horgonyzohelyeiként. A tirozin foszforilacié segitségével kialakuld
fehérje-fehérje kolcsonhatasok foként a TCR-hez kapcsolodé jeltovabbitasi
utvonalak kezdeti szakaszaiban téitenek be meghatirozé szefepet.

A tirozin-foszforilaciés folyamatok fontossaginak felismerését kovetden
az elso tisztazasra var6 kérdés az volt, hogy mely enzimek befolyasolhatjak a TCR
jeltovabbité alegységeinek, koztitk a § lancnak a foszforilaciés allapotét. Az erre
vonatkozd vizsgdlatok kapcsan rovid idén beliil a src csaladba tartozé kinazok
keriiltek a figyelem kozéppontjdba. A mai tudidsunk szerint a T-sejtekben

megjelend src kindzok kozil a p59fYR &s az p561cK vesz részt a TCR jeltovabbité
folyamataiban. Mindkét kindzrél bizonyitott, hogy a TCR kozvetlen kdzelébe
keriilhet, ami feltehetden elengedhetetlen az antigén &ltal kivaltott jeltovabbitd

folyamatok koévetkezd 1épéseinek a kialakuldsihoz. A p56l°k-t nem expresszalé
transzgenikus allatok timuszaban torténd T-sejt €rés alapvetden sériilt, és a
periférids nyirokszervekbe kikeriild kevés szami T-sejt antigénnel nem
aktivalhaté. A p59f3’n deficiens transzgenikus egerekben a TCR kozvetitette
jeltovébbiié folyamatok részlegesen sériiltek. Ez a hatés elsdsorban timocitak egy
részénél szamottevd, de kisebb mértékben a periférids T-sejteken is megfigyelhetd.
Hasonl6an sulyos kovetkezményekkel jar egy masik, nem a src csaladba tartozé
kindznak, a ZAP70-nek a hidnya is. Egerekben és emberekben a ZAP70



expresszidjanak a hidnya nagyon sulyos immundeficiens allapot kialakuldsahoz
vezet, amely az emberek esetében a CD8+ sejtek hidnyat €s normalis szamu de
funkcioképtelen CD4+ sejtek jelenlétét eredményezi. A ZAP70-nek a T-sejtek
aktivacidjaban betoltdtt fontos szerepére utalnak azok a kisérletek is, melyekben
kimutattak, hogy ez a kinaz a sejtaktivaciot kivalté antigének hatdsdra megjelené
23 kDa molekulasuly foszforilalt £ lanchoz hozzékapcsolddik, viszont az anergiét
kivalté antigének hatésira megjelend 21 kDa-os foszforilalt £ lanchoz nem.

A kindzok a tirozin aminosavak foszforiliciéjaval kapcsolatos
eseményeknek csak az egyik oldalat képviselik. A masik oldalon legaldbb ilyen
kifinomultan szabilyozott enzimek, a protein tirozin-foszfatizok allnak, melyek
funkciéja a foszforildlt tirozin aminosavak defoszforilicidja. A CD45 a
fehérvérsejtekben taldlhat6 legintenzivebben tanulményozott és legrészletesebben
megismert protein tirozin-foszfatdz, amely meghatirozé szerepet jatszik a TCR
altal elinditott jeltovabbité folyamatokban. A CDA45 deficiens T-sejtekben a TCR
jeltovabbitd folyamatai gyakorlatilag nem miikddnek. Ezzel egybevagtak a CD45
deficiens transzgenikus egerek vizsgélatakor kapott eredmények is, melyek szerint
a CD45 hianyos allatok timuszaban lejatsz6dé timocitaérés elégtelen, és a képz6do
kis mennyiségl érett T-sejt nem képes a TCR-en keresztiil torténd indukciéra
vélaszolni.



CELKITUZESEK

Az el6z0 fejezetekben leirtakbdl kitiinik, hogy a £ lanc foszforilacidjaval
kapcsolatban igen sok kisérieti eredményt publikaltak mar, amelyek egyértelmilen
igazoltak, hogy ez az esemény kulcsszerepet jatszik az antigén 4ltal kivaltott
sejtaktivaciés folyamatokban. A  lanc foszforilacidjara vonatkozéan azonban
szamos olyan kérdés meriilhet még fel, amelyet jelenleg egyaltalan nem, vagy csak
részben tudunk megvélaszolni. A { lincot érintd foszforiliciés folyamatokra
vonatkozé fo kérdések, melyek megvalaszolasit célul tiztiik ki, a kovetkezok
voltak:

1, A T-sejtekben taldlhaté kindzok kozil melyek képesek a ¢ lanc
foszforilaldsara? Elsdsorban azoknak a kindzoknak a “{ foszforilaciés”
aktivitdsara voltunk kivancsiak, melyek az elézetes irodalmi adatok
szerint aktiv szerepet jatszanak a TCR-en keresztil torténd T-sejt
aktivalodasban.

2, Az emberi § fehérje intracellulris részében talalhaté hirom ITAM-
motivum, illetve az ITAM-motivumokban €s az azokon kiviil
elhelyezkedd6  egyedi  tirozin  aminosavak  koziil  melyek
foszforilalédhatnak? Képesek-e a kiilonbozo kindzok eltérd foszforilacids
mintizat kialakitasara?

3, Képes-e a T-sejt aktivaciéban meghatirozé szerepet jatsz6 CD45
foszfataz a foszforilalt £ lancot, illetve annak egyes foszforilalt tirozinjait
defoszforilalni?



AZ EREDMENYEK OSSZEFOGLALASA

A fenti kérdések megvalaszolasdhoz olyan kisérleti rendszereket
terveztiink, melyekben kiilénféle ¢ lanc eredeth szubsztratoknak, affinitastisztitott
enzimek jelenlétében létrejovo foszforiliciojat, illetve defoszforilacidjat
vizsgaltuk. A kisérletekben hasznalt szubsztratok a § ldnc ITAM-motivumainak,
illetve az egyedi tirozin aminosavjainak és azokat  korilvevd
aminosavszekvencianak megfeleld szintetikus oligopeptidek voltak. A
peptidszubsztratokon kiviil megvizsgiltuk még a & lénc teljes intracellularis

részének megfeleld polipeptid foszforilacidjat és defoszforilacidjat is.
A kisérleti rendszer kidolgozdsa sordn a kovetkezo eredményeket értiik el:

e A p561°k, p59fyn és ZAP70 kinazokat specifikusan felismerd ellenanyagokat
allitottunk el6. Az immunizalashoz egy ujszerli antigénkonstrukciot
alkalmaztunk, ahol az antigénként kivalasztott oligopeptidek egy olyan
polilizin hordozéhoz lettek rogzitve, mely az immunvalasz felerdsitése céljabol
az influenza virus hemagglutinin peptidszakaszit is hordozta. A kapott
ellenanyagok specifitdsit tobb kisérleti rendszerben is igazoltuk. Az igy
eloallitott ellenanyagokat a foszforilaciés vizsgalatok soran az emlitett kindzok
affinitastisztitasara hasznaltuk fel.

e FEldallitottunk egy GST-C(ic) fuziés fehérjét kédolé plazmidkonstrukciot,
amely felhaszndlasaval a GST-{(ic) fuzids fehérjét E. coliban termeltettiik,



majd e fuzids fehérje felhasznaldsiaval a { lanc intracelluldris részének
megfeleld polipeptidet ({(ic)) nagy mennyiségben tisztitottuk. A késGbbiekben
a ((ic)t, illetve annak foszforilalt formajat a foszforilicios és a

defoszforilacids kisérletekben szubsztratként hasznaltuk.

e A szintetikus oligopeptidek foszforilacids vizsgalatdhoz sikeresen adaptaltunk
egy mas célokra kifejlesztett peptid-gélelektroforetikus kisérleti rendszert,
amely segitségével lehetové valt az igen rovid, 6-7 tagh peptidek
foszforilaci6janak tanulmdanyozasa is.

A foszforildciés vizsgadlatok sordn a kévetkezo eredményeket értiik el:

¢ Kimutattuk, hogy a TCR jeltovabbit6 folyamataiban résztvevo kinazok koziil a
src csaladba tartozé pS6IcK és p59TYM képes a ¢ lanc intracelluldris részét
foszforillni.

e A { lancban taldlhaté ITAM-motivumoknak és az egyedi tirozinoknak
megfeleld szintetikus peptid panel segitségével kimutattuk, hogy a TCR-hez
funkcionalisan kapcsol6dé kinazok kéziil, a pS6ICK és a p59fym mindhirom
ITAM-motivumot és a benniik talalhaté Osszes egyedi tirozin aminosavat is
képes foszforilalni.



e Kimutattuk, hogy az ITAM-okon kiviil elhelyezkedé membréankézeli tirozin
aminosavat reprezentalé (0 peptidet egyetlen vizsgalt kindz sem foszforilalja.
Igazoltuk, hogy a HPB-ALL T-sejtvonalban nem fejezédik ki olyan kinaz,
mely képes lenne ennek a peptidnek a foszforilalasara.

e Kimutattuk, hogy TCR-hez funkciondlisan nem kapcsolédd, src csaladba

tartozé p60SIC és a p53WYM kinazok is képesek a ( eredetii szubsztratok

foszforilaci6jara.

e Kimutattuk, hogy antigén altal kivaltott jeltovabbitasi folyamatokban
kulcsszerepet jatszo, syk/zap csaladba tartozé ZAP70 kindz, nem foszforilalja a
€ lanc intracellularis részét. Kisérleteinkben a ZAP70 nem foszforilalta sem a
ITAM-oknak, sem az egyedi tirozinoknak megfeleld oligopeptidek egyikét

sem.

A defoszforildacids vizsgdlatok sordn a kovetkezd eredményeket értiik el:

e Kimutattuk, hogy a CD45 transzmembran tirozin-foszfataz képes a nativ {
lanc, illetve a { eredeti ITAM-okat reprezentdlé foszfopeptid szubsztratok
defoszforilacidjara. Igazoltuk, hogy a CD45 defoszforilicids aktivitasat
befolyasolja, hogy a vizsgalt tirozin melyik ITAM-motivumban és annak mely
részén helyezkedik el.



DISZKUSSZIO

A TCR ( lanca, illetve a vele egy csaladba tartozo fehérjék az antigén
receptor egy Onalldan is funkcidképes jeltovabbitd egységét alkotjdk. A € lanc
csak akkor képes a jeltovabbitd folyamat soronkdvetkezd lépéseihez kapcsolddni,
ha az intracelluldris tirozinjai, vagy azoknak legaldbb egy része foszforilalt
allapotba keril. Ezen tirozinoknak a nagy szdma, és az ITAM-motivumokban
torténd strukturalt elrendezddése egy kifinomult szabalyozasi rendszert sejtet. Az
elmilt néhany évben szamtalan adat latott napvildgot a foszforildlt ITAM-ok
funkci6javal kapcsolatban, viszont magaval a { lanc foszforildciéjanak kérdésével
kapcsolatban tobb részlet is tisztazatlan maradt.

A vizsgilataink sordn kapott eredményeink arra utalnak, hogy a { eredetii
szubsztratokat a TCR-hez funkcionalisan kapcsol6dd kindzok koziil csak a sre
csaladba tartozé p56icK és p59fYR foszforilalja. A syk/zap csalddba tartozé ZAP70
egyetlen altalunk hasznalt £ eredetil szubsztratot sem foszforildlt. Ezt a jelenséget
tobb kisérleti rendszerben is sikeriilt kimutatni, figgetlenil attél, hogy
szubsztratként £ lanc intracelluldris részét, vagy az ITAM-motivumoknak, illetve
az egyedi tirozinoknak megfelelé oligopeptideket hasznaltunk. Az oligopeptid
szubsztratok vizsgdlata soran kideriilt, hogy a ¢ lanc mindhirom ITAM-motivuma
foszforilalédhat, mégpedig tgy, hogy ennek a foszforildcionak az ITAM-okban
talalhaté N- €s C-terminalis tirozinok is célpontjai lehetnek. Az a jelenség, hogy a
TCR kozvetlen komyezetében elhelyezkedd kindzok koziil kettd is képes a
eredetll szubsztratok foszforilacidjara, mégpedig Ggy, hogy az egyedi tirozinok

foszforilaciés mintazata is teljesen azonos, a kinazok kézdtti bizonyos



funkcionalis 4tfedést sejtet. Egy ilyen funkcionalis atfedés valoban nem zarhato ki,
mégis sokkal valdsziniibb, hogy a két kindz azonos szubsztratokon, de a T-sejtek
érésének mas szakaszaiban fejti ki hatasat. Eredményeink alatdmasztjdk a témat
vizsgal6 laboratériumok tébbsége altal elfogadott feltételezést, miszerint a TCR és
egyéb ITAM-motivumot hordozé receptorok esetében, a src¢ csalddba tartozé
kinazok altal katalizalt tirozin-foszforilacio jelenti a jeltovabbit6 folyamatok egyik
legelsd lépését. E kindzok 4&ltal foszforilalt ITAM-ok egyéb jeltovabbitd
molekuldk, kéztiik a ZAP70 horgonyzohelyeivé valnak.

A ¢ lanc ITAM-motivumaiban talilhatd tirozin aminosavakat nemcsak

azok a src csaladba tartozd kindzok foszforilaltdk, melyek a TCR-hoz

funkcionalisan kapcsolédnak, hanem a p60S™C és a p531¥M is Ez arra utal, hogy az
ITAM-motivumok és a benniik elhelyezkedé egyedi tirozinok foszforilacidjanak
képessége nem korlatozédik a TCR-hez funkcionalisan kapcsolddd sre kindzokra,
hanem valésziniileg a csalddra altaldnosan jellemzd tulajdonsag.

A § fehérje intracellularis részének membrankézeli régidjaban egy
ITAM-motiviumokon kiviil elhelyezkedé tirozin aminosav is felelhetd.
Vizsgalatainkbél kideriilt, hogy ezt a tirozint egyetlen vizsgalt kindz sem képes
foszforilalni. Erdekes, hogy a ¢ lanc intracellularis részében taldlhaté tirozin
aminosavak kéziil ez utobbi az egyetlen, amely a fajok kozott nem mutat teljes
konzervativizmust. Az emlitett tirozin tobb faj  fehérjéjében is megtaldlhatd,
viszont az egérbdl szdrmazé & lancban nem. Azt is igazoltuk, hogy HPB-ALL T-
sejtek teljes extraktumdban nincs olyan kindz, amely a membrankdzeli tirozint

reprezentalé (0 peptidet, foszforilalni tudnd. Eredményeink alapjan



feltételezhetd, hogy ennek a tirozinnak nincs foszforilaciéfiiggd szerepe az antigén

altal kivaltott sejtaktivacios folyamatokban.

A tisztitott p56lcK  segitségével foszforildlt GST-((ic), és a
rendelkezésiinkre allé foszfopeptid panel segitségével megvizsgaltuk, hogy a
CD45 tirozin-foszfatdz képes-e a { lincot, illetve a { eredeti ITAM-ok
kiilonféleképpen foszforildlt formait defoszforildlni. Eredményeink szerint a CD45
a nativ g lancot, valamint mindharom ( eredeti ITAM-ot elfogadta szubsztratként,
habdr az egyes ITAM-ok esetében a defoszforilacié hatékonysdga igen eltérd volt.
Eredményeink arra utalnak, hogy a  lanc foszforilaciés allapotit a tirozin-
kinazokon kiviil a tirozin-foszfatazok is befolyasolhatjak. Mai ismereteink alapjan
ugy tlinik, hogy a foszforilaciés folyamatokban a kinizok kozil a p56l‘:k és a
p59fyn jatszhat szerepet, mig a defoszforilacidért felelés enzimek egyike, a T-
sejtek felszinén legnagyobb mennyiségben eléfordulé CD45 transzmembrin

tirozin-foszfatiz lehet.
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