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A receptor keresésével kapcsolatos affinitds kromatografids és az azt kovetdé QTOF
tdmegspektrogréafias kisérleteink eredményei: 3 fiiggetlen kisérlet talalatai: LAMP-1 (3x),
CD45 (2x), ICAM-3 (2x), Leucyl-cystinyl aminopeptidase (2x), Hsp-70, Hsp-90, Integrin
alfa-1,-4, -5, beta-1, IGF2R. Ezek a talalatok az irodalmi adatokbdl mar ismertek voltak és bar
mindegyik Gal-1-koté fehérjeként ismert, a Gal-1 indukalta T-sejt apopt6zis mediatoraiként
kiz&rhatok. Korabbi kisérleteinkben magunk is igazoltuk, hogy a CD45 hidnya nem
befolyédsolja a Gal-1 altal indukalt T-sejt apoptdzis mertékét (R. Fajka-Boja és mtsi. 1999.
Immunol Lett. 67: 31). A szakirodalmi adatok és sajat internalizacids kisérleteink alapjan a
CD7 és a GM1 gangliozid szerepének célzott vizsgalata vetddott fel. Ezért Jurkat sejtekbol
CD7 negativ és CD7-et magasan expresszalo, illetve GM1 gangliozid®*®™ és GM1
ganglozid™®, illetve ezek kombinaciéit (CD7/GM1?*™ —CD7'/GM1%* cD7"
IGM1™% | CD7'/GM1™%) hordoz6 sejtvonalakat létesitettiink. Ezeknek a vonalaknak,
jellemzés utan, Gal-1 iranti apoptotikus érzékenységét vizsgaltuk ko-kultdras rendszerben. A
ko-kultaras rendszert laboratériumunkban allitottuk fel. Lényege, hogy a T-sejt apoptdzist
Gal-1-et termel6 tumoros sejtvonal jelenlétével valtjuk ki (F. Kovacs-S6lyom és mtsi. 2010
Immunol Lett 127:108). Ennek eredménye meglepd volt: A Gal-1 apoptdzist indukéld
hatasaval szemben a sejtvonalak érzékenysége a kovetkezd sorrendben Valtozott:
CD7/GM1¥*® > CD7/GM1™¥>  Jurkat>  CD7'/GM1***™>CD7'/GM1™%*
Tehét a legérzékenyebbek a CD7 hidnyos, kevés sejtfelszini GM1-et hordozo sejtek, ami a
CD7 és GM1 gangliozid negativ regulalo szerepere mutatnak.
E-keét sejtfelszini markerr6l bizonyitottuk, hogy a Gal-1 internalizicidjaban jatszanak szerepet
(Roberta Fajka-Boja és mtsi. 2008 CMLS 65: 2586) és a sejtekhez adott szolubilis Gal-1-gyel
membran mikrodomainekbe ko-lokalizalédnak. Ezek a kisérletek azt latszanak alatdmasztani,
hogy a CD7 és a GM1 nem az apoptozist indukald Gal-1 kot6 struktarak, hanem vagy a Gal-1
aktiv internalizacioja révén a Gal-1 hatast késlelteté sejtfelszini molekulak (R. Fajka-Boja és
mtsi. Kézirat készuldben), vagy pedig, esetleg més sejtfelszini molekulakkal egyutt, negativ
regulald szerepet toltenek be. A GM-1-nek, mint a membran mikrodomainek, raftok egyik f6
komponensének kiemelt szerepe lehet a Gal-1 indukélta raft atrendezédésben (Isd kés6bb:
Gal-1 indukélta szignalok).

2. Mi a szerepe a Gal-1 internalizicidjanak az apoptézis folyamataban?
Kutatasaink szerint a Gal-1 internalizacidja a GM1-gangliozid kdzvetitésével és a CD7 ko-

internalizacidjaval valdsul meg. Az endocitozis raft és klatrin-fiiggé ttvonalon torténik. Az
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internalizacid az apoptézisban ugy jatszik szerepet, hogy a Gal-1 folyamatos endocitdzisa
miatt a Gal-1 altal indukalt apoptozis id6kinetikaja, a mas apoptozist indukalé drogokhoz
képest, rendkivil lasst (24 o6ra) és a Gal-1 folyamatos jelenlétét kivanja a kezelés soran
(Roberta Fajka-Boja és mtsi. 2008 CMLS 65: 2586).

3. A Gal-1 indukéalta T-sejt apopt6zis molekularis mechanizmusanak részletesebb
megismerése:

a) Szigndl folyamatok: A Gal-1-et szekretald tumor sejt tirozin foszforilaciot indukal a vele
kozvetlen kolesonhatasba keriilé T-sejtben. Ennek kinetikaja hasonl6 a szolubilis Gal-1 altal
indukalt tirozin foszforilaciéhoz, vagyis a ko-kultdra inditasa utdn 30 perccel a T-sejtek 60-
80%-aban kimutathat6. Ezutén az intenzitas csokken. A tirozin foszforilalt fehérjék a T-sejt -
tumor sejt kapcsolodas ellenkez6 a polusara vandorolnak. Hasonld jelenséget tapasztalunk, ha
a Gal-1 indukalt T-sejt apoptozisban szerepet jatszo kindz, az Lck lokaliz&cidjat vizsgaljuk,
igazolva, hogy a Gal-1 a p56lck aktivitdsanak fokozasaval inditja el a tirozin foszforil4ciot.
Mindkét folyamat lakt6zzal, a Gal-1 minimélis ligandjaval gatolhat6, igazolva, hogy ezek a
biokémiai folyamatok a tumor sejtekben expresszalt Gal-1-nek és nem mas bioldgiai
faktoroknak tulajdonithatd. Az Lck és a tirozin foszforilalt fehérjék specifikus lokalizacioja
fiigg a jellegzetes raftatrendez6déstdl és igy P-ciklodextrinnel gatolhaté (R Fajka-Boja, J
Novak és mtsi kézirat késziiloben). Vizsgaltuk az Erk2 szerepét is. A szolubilis és sejt eredetii
Gal-1 az Erk2 foszforilaciojat okozza és ez az aktivalas 5. percében éri el maximumat. Ennek
az eseménynek azonban nem az apoptozis indukciojiban van szerepe, mivel az Erk2 inhibitor
(PD998059) jelenléte nem befolyasolja a T-sejt pusztulast.

b) Gal-1 apoptotikus hatdsénak fiziologias mechanizmusa: Az Gal-1 indukalta T-sejt
apoptozis valddi mechanizmusénak meghatarozasdhoz Gsszehasonlitottuk az alacsony (1,8

crcr

sejt és MSC) eredetii Gal-1 Altal Kkivaltott sejthaldl elemi molekuléris lépéseit.
azonos maddon (F Kovécs-Sélyom és mtsi Immunol Lett 127 (2010) 108-118) okozza az
apoptdzist. Mivel ennek az 6sszehasonlitd munkéanak az eredményeit rendkivil fontosnak
tartottuk kdzolni, hiszen a Gal-1 indukalta apopt6zis irodalméban hosszu ideje fennalld
ellentmondasokat tisztdzta, ugyanakkor a kdzlemény ujdonsagtartalmat tekintve nem erds,
ezért szabad hozzaférésii cikkben az Acta Biologica Hungarica-ban publikéltuk (A. Blasko et
al. Acta Biol Hun, 62 (2011) 106-111, Blask6 Andrea PhD disszertaci6 2011). Ezzel a
munkaval, reményeink szerint, pontot tettiink a Gal-1 kutatasokat kiséré hosszan tartd vitara a

Gal-1 indukalt T-sejt apoptozist illetéen.



c) Monomer vagy dimer? Maradt azonban a Gal-1 hatdsmechanizmuséanak egy kérdése: a
citotoxikus hatashoz szlikséges-e a lektin dimerizéacidja. Ennek vizsgalatdhoz dimerizacioban
mutans (V5D) Gal-1-gyel HeLa (HeLa'*P®*) sejteket transzfektaltunk. E sejteket a
jellemeztiik. Olyan V5D Gal-1 transzgenikus Hela sejtvonalat létesitettlink, melynek Gal-1
expresszioja Osszevethet6 a vad tipusi Gal-1-et expresszalo transzgenikus Hela sejtvonaléval
(HeLa™ ™). A jellemzést megnehezitette, hogy az anti-Gal-1 monoklonalis ellenanyag (a
vilagon az egyetlen a laborunkban eldallitott ellenanyag, mely felismeri a nativ Gal-1-et) nem
reagal a V5D mutanssal. Ezt kovetéen a sejt-sejt kdlcsonhatason alapuld ko-kulturés
modellrendszerben vizsgaljuk a dimerizacié jelent6éségét a T sejt apoptdzisban. A V5D
muténs a vad tipusi Gal-1-hez hasonld mértéki és laktozzal (a Gal-1 minimélis ligandja)
gatolhat6 T-sejt apoptdzist okoz (L Végh és mtsi kézirat késziilében).

NMR vizsgalatok *°N és *3C jelzett V5D Gal-1-gyel: Szerkezeti vizsgalatokat is végeztiink a
V5DGal-1 rekombinans fehérjével, Martinek Tamassal és mtsi-val (SZTE Gyogyszerkémiai
Intézet) egylittmitkodésben.

Ezekenek a vizsgalatoknak a nehézségét az okozta, hogy a szerkezeti vizsgalatokra
hasznalt technikdk (pl. NMR) kevéshé érzékenyek. Ezért a Gal-1 fizioldgids koncentraciojatol
tavol es6 tomény, 0,4-1,0 mM V5D Gal-1 koncentraciot alkalmaztunk. Ebben a
koncentrciotartoményban a fehérje dimer forméja van feleslegben, tekintve, hogy az
irodalmi adatok szerint a dimerizaciés K470 puM. Kisérleteinkben a V5D Gal-1 méretét
tekintve hasonlé képet mutatott (jelszélesség, jelek hdmérsékletfliiggése, relaxacid), mint a vad
tipusd, dimer Gal-1.

3D NMR technikék segitségével a fehérje amid jeleinek 85 %-4t sikeriilt beazonositani.
A kémiai eltolddasok a vad tipusi Gal-1 értékeivel nagy hasonlésagot mutattak, ami azt jelzi,
hogy a V5D Gal-1 térszerkezete nem térhet el 1ényegesen a vad tipusuétol. Laktozzal torténd
N HSQC titralas soran hasonlé eltolédési mintazatot kaptunk, mint a vad tipust Gal-1
esetén. Ez igazolja, hogy dimer V5D esetén a laktozkotés affinitdsat és modjat a mutaciéo nem

befolyasolja jelentésen.



