Fajka-Boja Roberta

Tirozin kinazok és foszfatazok szerepe a T sejtek
galektin-1 indukalta apoptoézisaban

Ph.D. értekezés

Témavezeto: Dr. Monostori Eva

Szegedi Tudoményegyetem, Természettudomanyi Kar

Biolégiai Doktori Iskola

MTA Szegedi Biologiai Kozpont, Genetikai Intézet

Limfocita Szignal Transzdukciés Laboratoérium

Szeged, 2002

33302






1. TARTALOMJEGYZEK

1. TARTALOMJEGYZEK

2. ROVIDITESEK JEGYZEKE

3. IRODALMI ATTEKINTES

3.1. A LEKTINEK KS A GLIKOZILACIO
3.2. A GALEKTIN FEHERJECSALAD

3.3.1. TERMELODES ES SZEKRECIO
3.3.2. A GALEKTIN-1 FUNKCIOI

4. CELKITUZESEK

5. ANYAGOK ES MODSZEREK

5.1.2. AVIDIN-BIOTIN RENDSZEREK

5.1.3. ENZIM INHIBITOROK

5.1.4. SEITEK

5.2. BIOKEMIAI ES IMMUNOLOGIAI MODSZEREK

FLUORESZCEIN-IZOTIOCIANATTAL

CITOMETERREL

5.2.7. FEHERJEK AFFINITAS TISZTITASA

. 5.2.10. WESTERN BLOT ANALIZIS
5.2.11. FOUGGELEK I.: PUFFEREK, OLDATOK

6. EREDMENYEK

_2
4
5
5
6
3.3. A GALEKTIN-1 FEHERJE TULAJDONSAGAI ES FUNKCIOI 7
7
8
18
19
5.1. A KISERLETEKBEN FELHASZNALT ELLENANYAGOK, INHIBITOROK ES SEJTEK 19
5.1.1. ELLENANYAGOK ES ELLENANYAG KONJUGATUMOK 19
20
20
20
21
5.2.1. REKOMBINANS HUMAN GALEKTIN-1 TERMELES ES KONJUGALAS BIOTINNAL ES

21
5.2.2. FEHERJEK KAPCSOLASA SEPHAROSE 4B GYONGYOKHOZ 22
5.2.3. SEJTFELSZINI STRUKTURAK VIZSGALATA ARAMLASI CITOMETERREL 23
5.2.4. APOPTOTIKUS SEJTEK MEGHATAROZASA ARAMLASI CITOMETERREL 24

5.2.5. INTRACELLULARIS KALCIUM-ION KONCENTRACIO VALTOZAS MERESE ARAMLASI
25
5.2.6. SEJTFELSZINI FEHERJEK JELOLESE SZULFO-NHS-LC-BIOTINNAL 26
27
5.2.8. SEJTEK AKTIVALASA TIROZIN-FOSZFORILACIOS VIZSGALATOKHOZ 27
5.2.9. DENATURALO POLIAKRILAMID GELELEKTROFOREZIS (SDS-PAGE) 28
28
30
34
6.1. A REKOMBINANS HUMAN GALEKTIN-1 JELLEMZESE 34
6.2. A GALEKTIN-1 HATASANAK VIZSGALATA HEMOPOETIKUS EREDETU SEJTEKEN 35
35

6.2.1. A GALEKTIN-1 KOTODIK A VIZSGALT SEJTEKHEZ



LIMFOCITAKBAN

MOLEKULAK

APOPTOTIKUS FOLYAMATBAN

7. DISZKUSSZIO

11. OSSZEFOGLALO

6.2.2. A GALEKTIN-1 A KOTODEST KOVETOEN INTERNALIZALODIK 38
6.2.3. A GALEKTIN-1 TIROZIN FOSZFORILACIOVAL JARO JELATVITELI UTAT INDITEL T ES B
. 41

6.2.4. A GALEKTIN-1 INDUKALTA TIROZIN FOSZFORILACIOBAN RESZTVEVO JELATVIVO

43
6.2.5. A GALEKTIN-1 ALTAL KIVALTOTT JELATVITELI UT NEM VEZET INTRACELLULARIS
KALCIUM-ION KONCENTRACIO NOVEKEDESHEZ 45
6.2.6. A GALEKTIN-1 APOPTOZIST INDUKAL T ES B SEJTEKBEN 45
6.2.7. TIROZIN KINAZOK ES FOSZFATAZOK SZUOKSEGESEK A GALEKTIN-1 INDUKALTA

49

51
8. IRODALMI HIVATKOZASOK 58
9. SAJAT KOZLEMENYEK LISTAJA 65
10. KOSZONETNYILVANITAS 66

67

71

12. SUMMARY




2. ROVIDITESEK JEGYZEKE

BSA szarvasmarha szérumalbumin

ConA concanavalin A

CRD szénhidrat-felismeré domén (carbohydrate recognition domain)
DD haldldomén (death domain)

ECM extracellularis matrix

ERK extracelluléris szignal Altal szabélyozott kiniz

FACS dramlési citofluoriméter (Fluorescence Activated Cell Sorter)
FADD Fas asszocialt haldldomén fehérje

FCS magzati borjiszérum

FGF fibroblaszt névekedési faktor

FITC fluoreszcein-izotiocianat

Gal galakt6z

Gal-1 galektin-1

GlcNAc N-acetil-glikk6zamin

GTP guanozin-trifoszfat

HRPO torma peroxidiz

IeG immunglobulin G

IPTG izopropil-B-D-tiogalaktopiranozid

TTAM immunreceptor tirozin-alapa aktivéciés motivum

LAMP-1,2 lizosz6ma asszocidlt membrén glikoprotein 1, 2
MAPK mitogén aktivalt fehérje kiniz

oD optikai denzitis

PAO fenilarzén-oxid

PHA phytohaemagglutinin

PLCy foszfolipaz Cy

PMSF fenil-metil-szulfonil-fluorid

PNA foldimogyor6 agglutinin (peanut agglutinin)
SDS natrium-dodecil-szulfat

TCR T sejt receptor

TNF tumor nekrézis faktor

TNF-R tumor nekrdzis faktor receptor

TRADD TNFR1-hez asszocidlt haldldomén tartalmi fehérje

Tris trisz-(hidroximetil)-amino-metan

WGA blizacsira agglutinin (wheat germ agglutinin)

ZAP70 C-lanchoz kapcsolddé fehérje (€ assotiated protein of 70 kDa)



3. IRODALMI ATTEKINTES

3.1. A LEKTINEK ES A GLIKOZILACIO

A lektinek szénhidrat-oldallancokat nagy affinitdssal €s specificitdssal felismerd
fehérjék [1]. El6forduldsuk viltozatos, megtaldlhatok mind n6vényekben, mind
dllatokban. Szerkezetileg komplex, kiilonb6z6 egységekbdl felépiilé fehérjék, amelyek
egy vagy tobb kisméretli szénhidrat-felismerd6 domént (CRD) tartalmaznak [1]. A
sejtmembrénban vagy az extracelluldris métrixban lokaliz4lt 4llati lektinek szerepet
jatszanak a sejtadhézidban, a szoveti szervezGdésben, az endocit6zisban, a glikozilalt
molekuldk felvételében, valamint az immunfolyamatokban. Az intracellularis lektinek a
fehérjék bharmadlagos szerkezetének kialakitasit és a kompartmentumok ko6zotti
kozlekedését, a kiilonbozd szekréciés utakra vald irdnyitasit végzik [2]. Az allati
lektinek 4ltal felismert komplex glikokonjugdtumok kialakitisdért glikozil-
transzferdzok és -hidrolizok feleldsek. Ezeknek az enzimeknek az expresszibja és
aktivitisa szOvetspecifikus és differencidcié-fliggd, igy a kialakulé glikozildciés
mintdzat is- viltozatos [3]. Példdul a limfocitdk érése soran véltozik a glikozil-
transzferdzok expresszi6ja nyomon kovethetd kulﬁnbézéi névényi lektinekkel: a timusz
kérgi részében fejlédd éretlen timocitdkhoz nagy affinitdssal kotddik a foldimogyord
agglutinin (PNA), mig a veldbe vandorlé érett timocitikon szialil-transzferdzok
aktivitdsa elfedi a PNA kot6helyeit [4]. A membranfehérjék glikozilacis mintdzata
tobbek kozott meghatdrozza a molekula orientici6jat és a kotdhelyek helyzetét, és
gétolja a nem specifikus fehérje-fehérje kélcsonhatdsokat. A glikozildlt receptorok a
specifikus ligand tdvollétében multivalens lektineket k&tve récsszerl struktirat
alkotnak, ami megakadilyozza a spontin aggregici6jukat. A glikozilicié minbsége
szabélyozza a glikoproteinek lebomlasét és a biolégiai aktivitasat is [2]. A glikozil4ci6
fontossagat hangsilyozza, hogy hidnydban kéros folyamatok kdvetkeznek be: pl. az IgG
ellenanyagok nem megfeleld glikozildciés mintdzata az immunglobulinok
aggregiléddséhoz és a természetes immunrendszer aktivaldsihoz, végsé soron
autoimmun betegségek kialakuldsdhoz vezet. Bizonyos glikozil-transzferazok hifnya
egerekben letdlis, vagy kiilonbozd ideg- és immunrendszeri defektusokhoz vezet,
valamint befolyasolja a tumoros sejtek névekedési és attétképzési tulajdonsagait [3].




A lektinek fontos szabalyozé szerepet téltenek be a tobbsejti 4allatok
szervezetében. Munkamban egy S-tipusu lektin, a galektin-1 T és B sejtekre kifejtett
hatasat vizsgaltam: a limfocitdkon kifejez6d6 galektin-1 koté fehérjéket, az éltala
kivaltott korai jelatviteli utat, a szignalkaszkddban résztvevé molekuldkat, és
kapcsolatukat a galektin-1 okozta apoptotikus folyamatokkal.

3.2. A GALEKTIN FEHERJECSALAD

A galektin fehérjecsalad tagjai, azaz az S-tipusu lektinek, mind a gerinctelen
(szivacsok, férgek), mind a gerinces allatokban (halak, kétéltiiek, madarak, emldsok)
jelen vannak (6sszefoglalok: [5, 6]). Egy csalddba sorolasuk a nagyfoku szekvencia-
homolégian és a B-galaktozidokat felismerd tulajdonsdgukon alapul [7]. Elsésorban a
GalP(1,4)GIcNAc diszacharid egység tartalmi poli-N-acetillaktézaminok irdnt
mutatnak nagy affinitast [11]. Az eml6s6kben ez idaig 13 galektint azonositottak,
amelyek szerkezetiik alapjan harom f6 csoportba sorolhaték [8]:

1. A prototipus egy-egy szénhidrat-felismerd domént (CRD) hordozé azonos
alegységekbdl 4ll6 homodimert alkot (galektin-1, -2, -5, -7, -10, -13). A prototipus
galektinek globularis doménjét 11 antiparalel B-lemez alkotja, ez a harmadlagos
szerkezet a hiivelyes novények lektinjeinek szerkezetére hasonlit [9, 10].

2. A kiméra tipus a C-terminalisan elhelyezkedé6 CRD mellett az N-terminalisan
7-10 aminosavbél 4all6 ismétlddé glicin és prolin gazdag szakaszt és szerin-
foszforilaciés helyet hordoz (galektin-3).

3. A tandem ismétlédé tipusban két kiilsnb6z6 CRD-vel rendelkezd alegység
kapcsolodik dssze (galektin-4, -6, -8, -9, -12) (3.1. ébra).

prototipus kiméra tandem ismétlodo

3.1. abra: A galektin fehérjecsalid tagjainak sematikus szerkezete. Az abra J.
Hirabayashi és K. Kasai cikke [8] nyoman késziilt.



A galektinek elsédlegesen intracellularis fehérjék, citoplazmatikus, illetve magi
lokalizacioval [13, 14]. Az intracelluldris jellegre utalé tulajdonsagaik a szabad
riboszémakon valé szintézis, az N-termindlis acetilacidja, a glikozilacié hidnya és a
redukalé kozeg sziikségessége a szénhidrat-koté aktivitds megorzéséhez [12, 15, 16].
Elsddleges szerkezetiik, azaz a szekrécids szignal hidnya, ellenére szekretalodnak,
mégpedig un. nem klasszikus uton, vagyis nem az endoplazmatikus retikulum - Golgi
rendszer - exocit6zis vonalat kdvetve [17, 18]. A feltételezett mechanizmus szerint a
fehérje a sejthartya alatti citoplazma rétegben gytilik ssze, majd vezikuldk formajaban
levalik (3.2. 4bra).

...%

3.2. abra: A galektinek szekrécidjanak feltételezett mechanizmusa. A citoplazmaban diffiizan
lokaliz4lt galektin (bal oldali kép) Gsszegyiilik a sejtmembran alatt, majd vezikuldk forméajaban
lefiiz6dik az extracellularis térbe (jobb oldali kép). Az 4bra a D. Cooper és S. Barondes [17] 4ltal
feltételezett mechanizmust mutatja.

Mind expresszi6juk, mind szekrécibjuk szdvetspecifikus és a differencidlodasi
allapottol fliggben torténik [18]. Cukork6td tulajdonsdguk révén azonnal az
extracelluldris métrix elemeihez, illetve a sejtek felszinéhez kotédnek, igy autokrin,
vagy parakrin médon fejtik ki valtozatos funkcidikat.

3.3. A GALEKTIN-1 FEHERJE TULAJDONSAGAI ES FUNKCIOI

3.3.1. Termelédés és szekréci6

A galektin-1 az ideg- és izomszovetben, vesében, tiidében, méhlepényben, az
elsédleges (timusz, csontveld) és masodlagos (1ép, nyirokcsomdk) limfoid szervekben
termel6dik [19]. Ez utébbiakban foleg a timusz epitéliumsejtek termelik, de kifejezddik
az aktivalt T és B sejtekben és makrofagokban is [20-23]. Prométere ersen metilalt,
ennck foka szabdlyozza a gén atir6dasanak mértékét [24]. Nagyobb mértéki

expresszidja altaldban a kevésbé differencialt sejtekre és szovetekre jellemzd, majd

-
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lecstkken az érés sordn [25]. Patol6gias esetekben termel6dése Ssszefiigg a sejtek rakos
transzformacibjaval, kiilonds tekintettel a dedifferencidlédott tumorsejtekre [26, 27, 29-
31]. Intracelluldris lokaliziciéja (citoplazmatikus eloszlisa, illetve kapcsolédésa a
nukledris matrixhoz) és szekréci6ja a sejtek érettségi allapotatél és differencidlédast
indukal6 faktorok jelenlét<tdl fiigg [32-35].

3.3.2. A galektin-1 funkcidi

Véltozatos sziveti megjelenésével sszhangban a galektin-1 funkci6ja pleiotrép
(3.3. 4bra). Habdr a galektin-1 elsédlegesen intracelluléris fehérje, a sejtekben betoltott
szerepér6l nagyon kevés adat 4ll rendelkezésre. A szekretélt fehérje hatdsat a kiilonb6z6
sejtekre a lokalis koncentracija hatdrozza meg, ezért az in vitro kisérletekben hasznalt
koncentraci6tél fliggéen gyakran ellentétes eredmények keriilnek kozlésre.

Splicing folyamatok:
Amnak ellenére, hogy a galektinek elsGsorban intracelluldris fehérjék,

intracellularis funkci6juk alig ismert. A galektin-1 jelen van a sejtmagban, kimutattdk
Hela sejtek nukledris extraktumiban, ahol a galektin-3-mal és az SC35 splicing
faktorral azonos régi6ban lokalizalédik. Mindkét galektin asszocidlédik a Gemind
fehérjével, amely a pre-mRNS splicing-ot végz6, t6bb polipeptidlancbél 4ll6
makromolekuldris komplex része [36]. Ezzel osszhangban a galektin-1 és -3
eltévolitdsival megsziinik a nukledris extraktum splicing aktivitdsa [14]. A galektin-1 és
-3 tehit részt vesz a pre-mRNS splicingban, feltehet6leg a kiilonbzd splicing faktorok

alkotta spliceosoma Gsszeszerel6désében jatszik szerepet.
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3.3. dbra: A galektin-1 viltozatos biolégiai funkciét tolt be. Intracelluldrisan a pre-mRNS
splicing-ban vesz részt, a szekretdlt galektin szabélyozza a sejtadhézidt, szerepet jatszik az
embriogenézisben, termel6dése befolydsolhatja a tumorok attétképzését. In vitro befolydsolja
kiilonboz6 sejtek osztoédasat, apoptézist indukdl. In vivo immunmoduldlé hatisi, géatolja a
gyulladasi folyamatokat és az autoimmun betegségeket. Az dbra a G. Rabinovich dsszefoglalé
cikkében megjelent kép adapticiGja [37]. (roviditések: EAEM - kisérletes autoimmun
encefalomielitisz, MG — miaszténia gravisz, RA- reumatoid artritisz).

2 tracelluldris i0

A galektin-1 az extracellularis funkcidit alapvetden két mechanizmuson keresztiil
fejti ki: a sejtadhézié szabalyozasaval és a sejtosztddas, illetve a sejt életképességének
regulaci6javal (Id. az egyes alfejezetekben targyalt példakat).

Sejtadhézid:

A galektin-1 egyik legkordbban felfedezett funkci6ja a sejtek és az extracelluldris
matrix (ECM) kozotti kélesonhatas és a sejt-sejt kontaktus szabélyozasa. Az ECM
fehérjéi koziil elsésorban a laminin és a szdveti fibronektin cukor-oldallincaihoz
kotodik [38-40] (1. tablazat). A galektin-1 pro- és anti-adhéziés szerepet is betSlthet a



sejttipust6l és a lokalis koncentraci6tol fiiggden. Péld4ul a timusz epitéliumsejtek és a u
timocitak ko6zotti kapcsolatot elosegiti [20]. Mas esetekben, mint pl. a mioblasztok
fuzidja soran, a szekretalédott galektin-1 gitolja a sejtfelszini integrinek és az ECM
laminin k6z6tti adhézi6t, eziltal a sejtek az extracellularis matrixtdl elvalnak, egymassal
kapcsol6dnak és fizionalnak [39, 41].

Szaporodis €s embriogenézis:

A galektin fehérjecsaldd tagjainak expresszidja az embriogenézis sordn szigori
idobeli és szovetspecifikus szabalyozis alatt 4ll. Az egér blasztociszta feliiletén, a
trofoektoderma sejtek felszinén még az embri6 bedgyazédisa eldtt megjelenik a
galektin-1, -3 és -5 [97]. Minthogy a bedgyazédis folyamata sejt-sejt kapcsolatokra épiil
feltételezhetd, hogy a galektinek fontos szerepet jatszanak ebben a lépésben. Az
embriogenézis tovdbbi Iépéseiben a galektin-1 elfszér az izomszovetek
- kezdeményeiben, majd a vese, a tiid6 és-a mij mezodermilis sejtjeiben, valamint a
mozgat6- és érzoneuronokban termelédik [97]. A lektin-szénhidrit kapcsolatok
fontossagat szem el6tt tartva feltételézik, hogy a galektinek szabélyozé szereppel birnak
a kiilonbozd szbvetek kialakulasa, fejlédése soran.

-

Sejtdifferencidci6:
A galektin-1 expresszifjanak valtozisa szimos esetben maga utén vonja a termelé

sejtek morfolégidjénak, adhéziés és proliferaciés tulajdonsiginak megvéltozisit is.
Egyes kisérletekben a galektin-1 tultermeltetése egér fibroblaszt sejtekben rdkos
transzformiciéhoz vezetett [42]. Azok a glidma sejtek, amelyekben az egyébként magas
galektin-1 expresszi6t megakadalyoztdk, kevésbé osztédtak és morfol6giai
valtozdsokon estek 4t [29]. Ellenkezd eredmények is sziilettek: a rdkos sejtek
transzfekci6ja galektin-1-gyel a sejtosztédas gatlasat és a sejtek differencidlodasat
okozta [28]. A galektin-1 nagy mennyiségben termelddik mioblasztokban, ebben a
fejlodési stddiumban az eloszldsa diffiiz a citoplazmiban. A mioblasztok
miotubulusokkd val6 fiiziéja sordn a fehérje koncentrilédik a sejtmembrén alatti
citoplazmatikus teriileteken és kikeriil az extracelluléris térbe (3.2. abra) [17]. A
galektin-1 nem csak autokrin, de parakrin médon is differenciicié szabalyoz6: axotémia

utén serkenti az idegsejtek regeneraci6jat, az axon novekedését [43].
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I. tablazat: A galektin-1 kot struktirdk az extracellularis matrixban és kiilonboz6

sejtek feliiletén

Galektin-1 koté molekulak Szoveti eléfordulis Hivatkozas
Laminin kotoszovet [38, 39, 41]
Fibronektin kotészovet [40]

CD2 T sejtek [57]

CD3 T sejtek [57, 58]

CD4 T sejtek [58]

CD7 T sejtek [58, 85]

CD43 éretlen B sejtek és érett T sejtek [20, 53, 58]

CD45 magvas fehérvérsejtek [20, 53, 58, 64-66]
LAMP-1, -2 tumorsejtek, stimulalt vérlemezkék [86, 87]

GMI gangliozid  idegsejtek [51]

Sejtndvekedés, sejtciklus szabalyozas:
A fenti példakbdl kitlinik, hogy a galektin-1 a sejtosztédasban pozitiv €s negativ
szabélyoz6 szerepet is betdlthet. A sejtekhez alacsony koncentraciéban (15-300 nM)

adott lektin egyes kisérletekben novekedés serkenté faktorként szerepel: mitogén hatést
gyakorol az érendotélium és simaizom sejtekre, a fibroblasztokra, a nyirokcsomoboél és
1épbdl izolalt limfocitdkra [93, 45-48]. Az egér galektin-1 az aktivalt T sejtek osztodasat
gatolja, a sejtciklust az S/G, fazisok hatdran berekeszti [21, 49]. Hasonl6an anti-
proliferativ hatast fejt ki egér embrionalis fibroblasztokon és human neuroblasztéma
sejteken is [50, 51]. A galektin-1 a neuroblasztoma sejteken egy glikoszfingolipidhez, a
GM1 gangliozidhoz kot6dik (1. tablazat). A GM1 gangliozid az idegsejtek novekedési
hormonjéanak aktivitdsat szabdlyozva feltehetden szerepet jatszik e sejtek denzitasfliggd
novekedés gatlasdban [51]. A galektin-1 sejtn6vekedésre gyakorolt hatasa
koncentraciofliggd, a kisérletek zomében egy sziik koncentracié tartomanyban

serkentette, majd a koncentracié novelésével gatolta a sejtosztodast [46].
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Apopt6zis:

A galektin-1 ismert apoptotikus hatésa a T és B limfoid sejtekre korlatoz6dik. A T
sejt érés folyamin a CD4'/CD8" timocitak szenzitivek a galektin-1 indukalta
apoptozisra, ezért feltételezik, hogy a lektinnek szerepe lehet a T sejtek szelekcidjidban
[52]). Az érett, naiv T sejtekben nem, vagy csak kis mértékben [22], de az aktivalt
limfocitdkban ismét apoptézist okoz [53]. A tumoros T és B sejtek szintén elpusztulnak
az in vitro galektin-1 kezelés hatidsdra [49, 52-54]. A programozott sejthaldl
elengedhetetlen eleme az immunhomeosztizis fenntartisianak. Hidnyaban stlyos
rendellenességek, betegségek alakulnak ki, mint példdul a sajat struktirdkat felismerd
autoimmun limfocitdk elszaporoddsa, daganatok megjelenése, mig talzott mikddése
immunhidnyos allapothoz vezethet (6sszefoglal6k: [55, 56]). A T limfocitdk életében és
halaldban szerepet jatsz6 univerzilis és egyedi faktorok, szignilutak vizsgalatarél révid
id6 alatt kiterjedt irodalmi ismeret gyiilt 6ssze. A galektin-1 apoptotikus hatdsidnak
molekuléris bétterét vizsgdlé munkdk ez iddig javarészt az apoptézist kozvetitd
membranfehérjék analizisére irdnyultak.

A normél és tumoros T limfocitikon biokémiai moédszerekkel tobb erdsen
glikozilalt galektin-1 k6t6 membranfehérjét azonositottak, amelyek egyébként a T sejt
érésben és aktiviloddsban fontos szerepet betsltd receptorok [57, 58] (I. tablazat). A
CD45 fehérje egy receptor tipusi tirozin foszfatiz, amely a hemopoetikus sejteken
fejezddik ki. Az adott sejt tipusatél és érettségi/aktivalodasi 4llapotét6l fliggben
kiilonbbzd izoformai lehetnek jelen a sejt felszinén (6sszefoglald: [59]). Az izoformak
az extracellularis részben kiilonb6znek és alternativ splicing révén jonnek létre [60]. Ez
a molekulaszakasz az erteljes N- és O-glikozilacié kdvetkeztében kiilénb6zd lektin-
aktivitdsu molekulédkhoz kotodik, ezért az eddig feltételezett ligandjai k6zott a CD22, a
manndz receptor €s a galektin-1 szerepelnek [61-66]. A cukor-oldallincok Gsszetételétdl
fiiggden névényi lektinek (ConA, PHA) is kapcsolédnak hozza [67, 68]. A CD45
pozitiv szabilyoz6 szerepet t6lt be a limfocitdk jelatvitelében azaltal, hogy a Src
csalddba tartozo kinidzokat defoszforildlja, eltavolitja a kindz aktivitasat gétlé foszfo-
tirozint, igy lehet6vé teszi azok aktivacidjat (6sszefoglal6: [69]). A CD45 keresztkdtése
mind éretlen, mind érett T limfocitdkon apoptézishoz vezet. A galektin-1 biol6giai
hatdsit kozvetitd receptornak a CD45 fehérje tirozin foszfatazt tartjdk: a lektin
keresztkoti a CD45-6t, szabélyozza a foszfat4z aktivitasat, befolydsolja a CD45 szerepét
a jelatvitelben. A Burkitt limfoma eredetii BL-36 sejtvonalban a galektin-1 csékkenti a
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CDA45 foszfataz aktivitdsat, ennek kovetkeztében egy Src kindz, a Lyn foszforilaci6ja is
megné (3.4.A 4bra) [64, 65]. Azt, hogy a CD45 a felelds a galektin-1 apoptotikus
hatdsaért, egyéb kisérletek is aldtamasztottdk: bizonyos vizsgalatokban a CD45
ellenanyag meggatolta a galektin-1 indukaélta apoptézist, valamint a foszfataz hidnyos T
limfoid sejtvonalak galektin-1-gyel szemben rezisztensek voltak [53]. Ezzel ellentétben
mas kisérletekben a galektin-1 indukélta apopt6zis nem csak a CD45 jelenlététdl,
hanem az alkalmazott sejtvonalak tulajdonsdgait6l, az expresszilt molekuldk
glikozilaciés mintdzatatél is figgott [70, 44].

A galektin-1 koétédik a T sejt receptor CD3 lincdhoz és a CD4 és CD2
koreceptorokhoz. A CD3 komplex (y, d, € és a § lancok) a T sejt receptor jelatvivd
modulja (8sszefoglalé: [71]). A CD3 komplex alegységei jellegzetes intracelluldris
motivumot hordoznak (ITAM - Immunoreceptor Tyrosine-based Activation Motif),
amely tirozinjainak foszforil4ciés mintdzatét a p56* Src kindz és a CD45 foszfatdz
egyiittes miik6dése alakitja ki [72, 73]. Az igy keletkezett, random konforméciéval
rendelkezd foszforililt fehérjék horgonyzé helyet jelentenek tovébbi jelatvivd
komponensek sziméra, Ggy mint killonbbz6 tirozin kindzok (ZAP70, Itk), tirozin
foszfatdzok (SHP-1, -2), adapter molekuldk (Shc, LAT, SLP-76, Grb2) szdméra [74-
78]. A ( lanc foszforildciés mintdzatité]l fliggben alakul ki a membran proximalis
aktivaciés komplex, amelynek Gsszetétele egyben azt is meghatérozza, hogy a T sejtek a
T sejt receptor stimul4cijara aktivailédnak-e, vagy anergidval, apopt6zissal valaszolnak.
A sejtaktivici6 kezdeti lépései utan a szigndlkaszkad t6bb irdnyba 4gazik el: a jeldtvivd
molekuldk foszforildlédnak, a fehérjék lokaliziciéja megviltozik, GTP-kotd fehérjék
aktivilédnak, mdasodlagos hirvivd molekuldk keletkeznek, transzkripci6s faktorok
aktival6dnak és G gének, pl. az interleukin-2 citokin génje, irédnak 4t. A CD2 és a CD4
a T sejtek koreceptorai, amelyek szintén szerepet jatszanak a T sejtek aktivalédasdban.
A CD4 és az intracellularis részéhez kapcsolédé Lck kindz a T sejt receptorral valé
keresztkotésétdl fiiggben mind a T sejtek aktivici6jahoz, mind a sejtek haldldhoz vezetd
jelatviteli utat elindithat [79]. A CD2 molekula ellenanyaggal vagy novényi lektinekkel
torténé oligomerizicidja tirozin foszforildci6t és intracelluldris kalcium-ion
koncentrici6 novekedést indukédl {80-82]. A fenti limfocita specifikus molekuldk
giilektin—l kotése meggySzden bizonyitott, ugyanakkor nem igazolt, hogy ezek a
receptorok kozvetitenék a galektin-1 biol6giai hatdsat. A galektin-1 kezelés hatasaraa T
sejt receptor € ldnca csak részlegesen foszforildlédik, és olyan jelatviteli utak indulnak

13



el, amelyek nem a teljes aktiviciohoz vezetnek, azaz ezek a sejtek nem osztoédnak és

nem termelnek citokineket sem (3.4.B ébra) [83-84].

A B C

galekvt»in-1

foszfataz-aktivitas §

Lyn kindz aktivitas § részleges g foszforilacio,
nincs IL-2 termelés és proliferacio

APOPTOZIS

3.4. abra: A galektin-1 indukélta apoptézis feltételezett kozvetitéi a T sejteken. A. A galektin-
1 a CD45 foszfatazhoz kotddve csokkenti a foszfataz aktivitasat, ezaltal géatolja a Lyn (Src kinaz)
aktivaciéjat. B. A galektin-1 k6todése a T sejtekhez nem a sejtaktivaciéhoz vezetd jeltviteli
utakat inditja el. A T sejt receptor jelatvivo £ lancaban az ITAM motivumok foszforildci6ja nem
teljes, a sejtek osztéddsa és citokintermelése elmarad. C. A galektin-1 a CD7 fehérjékhez
kapcsolddva apoptozist indukal, de a résztvevd szignalmolekuldk nem ismertek.

Ujabb tanulmany szerint a felsorolt fehérjék (CD2, CD3, CD4, CD45) hidnya nem
befolyasolta a kiilonboz6 T sejtvonalak valaszat a galektin-1 indukalta apoptdzisra [85].
Ezzel szemben a CD7 szerepét hangsulyozza, ugyanis egy CD7 deficiens T sejt, a
HUT78 nem pusztult el galektin-1 kezelésre, a CD7 transzfekcidja viszont
visszadllitotta a sejtek érzékenységét a lektinnel szemben. Sem a tovabbi jelatviteli
lépések, sem a CD7 egyéb in vivo funkcidja nem ismertek (3.4.C ébra) [85].

Bizonyos elképzelések szerint a galektin-1 az aktivalt T sejteket az interferon-y
indukélta apoptdzisra teszi érzékennyé. Kimutattak, hogy a kezelt sejteken megvaltozik
az interferon-y receptor Osszetétele, az a lanc mellett megjelenik a B lanc is, és a
receptoron at kozvetitett jelek a proliferacié helyett apoptézist valtanak ki [49, 88].
Minthogy a galektin-1 kezelés sordn a naiv T sejtek nem, de az aktivalt limfocitdk
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elpusztulnak feltételezhetd, hogy a lektin az immunvalasz lecsengésében, az effektor
funkcidkat ellaté T sejtek elimindlasdban vesz részt. Az aktivalt T sejteken megjelenik a
CD95 (Fas) és CD95L (FasL) receptor-ligand par, melyek kapcsolodédsa a sejtekben
kaszpazok aktivaci6jahoz vezet (az intracellularis folyamatokat a 3.5. dbra 6sszegzi,
bévebb magyardzat az 4dbra alatti szovegben). A kaszpazok szdmos intracellularis
fehérjét hasitanak, ezaltal strukturfehérjéket, sejtciklust szabalyozé és DNS repair
fehérjéket inaktivalnak, degraddlnak, de bizonyos molekuldkat a hasitassal
aktivalhatnak (endonukledzok, pro-apoptotikus fehérjék, gyulladdsos citokinek).

aktivalt T sejt

UV, oxidansok, ozmotikus sokk
DNS-sériilés, kemoterapias drogok

kaszpaz-3 €7 7

|

strukturfehérje degradacié
endonukledz aktivacié
DNS-repair fehérje inaktivacio

— ' kaszpaz-9

3.5. abra: A T sejtekben lezajlé apoptotikus folyamatok f6 1épései. A tumor nekrézis faktor
(TNF) citokincsalad és a TNF-receptor (TNF-R) csalad halal doménnel (DD) rendelkez6 tagjainak
kapcsoloddsa a receptor trimerizacidjat idézi el6. Ez a DD doménnel rendelkezd adapter
molekuldk (FADD, TRADD) kapcsol6dasahoz és a kaszpaz-8 aktivalodasahoz vezet. A kaszpaz-8
effektor kaszpazokat aktival (kaszpaz-3), illetve a Bcl-2 csaldd pro-apoptotikus tagjat, a Bid-et
hasitja. Ez utébbi a mitokondriumba transzlokalédik és a Bcl-2 csaldd anti-apoptotikus fehérjéit
(Bcl-2, Bel-XL) gatolja. A mitokondridlis utat kiilonb6z6 stresszek, pl. UV sugarzas, ozmotikus
sokk, oxidalészerek is kivalthatjdk, de a DNS sériilés és a kiilonbdz0 kemoterdpias szerek is
elsédlegesen ezt az utat aktivaljak. A mitokondriumban lokalizal6dd, illetve oda transzlokalédd
Bax és Bid az anti-apoptotikus fehérjékkel heterodimerizalédik, ennek kovetkeztében a
mitokondrium transzmembrén potencidlja lecsokken, és a citokrém C kidramlik a citoplazméba.
Ott az Apaf-1 fehérjével egyiitt a kaszpaz-9-et aktivélja és a termindlis kaszpaz kaszkadot inditja
el. A kaszpaz-3 szamos strukturfehérjét, szignadlmolekulat és enzimet hasit.
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A kaszpazok aktivacidja sziikséges és elégséges a sejtek apopt6zisahoz és a megfeleld
morfolégiai valtozdsok kialakitdsdhoz (0sszefoglalé: [89]). A galektin-1 apoptotikus
hatdsa azonban valésziniileg kiilonbozik a Fas/FasL 4ltal medialt aktivici6 indukalta
sejthalaltél, ugyanis a CD3 negativ ARR T sejtek, a FasL indukalta sejthaldlra nem
szenzitiv MOLT-4 T sejtek, valamint a Fas hidnyos Ipr egerek T sejtjei is elpusztulnak
galektin-1 kezelésre [21, 53].

Mis eredmények szerint a galektin-1 kezelés leukémids T sejtekben a Bcl-2 anti-
apoptotikus molekula szintjének csbkkenését és a Bax pro-apoptotikus fehérje
mennyiségének novekedését okozta [116]. Ezt a tipusi apoptotikus valaszt bizonyos
drogok, UV sugirzis, ozmotikus és oxidativ stressz véltja ki (3.5. 4bra). Az apoptézis
soran a citoplazméaban jelenlevé pro-apoptotikus fehérjék (Bax, Bak, Bad, Bik, Noxa) a
mitokondrium membrénjéba transzlokilédnak és ott heterodimert formalnak a Bcl-2
csaldd anti-apoptotikus fehérjéivel (Bcl-2, Bcl-XL, Bcl-W). Ennek kovetkeztében a
belsé mitokondridlis membrén transzmembrén potencidlja lecsdkken, vezet6é csatornik
nyilnak meg, és apoptézist indukdlé molekuldk dramlanak ki (citokrém c), amelyek az
Apaf-1-gyel komplexet alkotva szintén kaszpazok aktivicijat, és ez dltal a sejtek
degradiciéjat segitik elé (6sszefoglalok: [90, 91]). A galektin-3 a Bcl-2 csalad tagjaira
jellemzd Bcl-2 homol6gia 1 (BH1) motivummal rendelkezik és kapcsolédik az anti-
apoptotikus fehérjéhez, ezzel magyardzhaté a galektin-3 apoptézist kivédd szerepe [92].
Ennek ismeretében feltételezhetd, hogy a galektin-1 a Bcl-2 csalad anti- vagy pro-
apoptotikus fehérjéivel kapcsolodva szabélyozhatja azok szintjét. Ennek ellentmond,
hogy a Bcl-2 fehérje tiltermeltetése T sejtekben nem akaddlyozza meg a galektin-1
indukaélta sejthalalt [21].

Immunre 6 hatés:

A pgalektin-1 sejtosztédds -gatlé és apoptézist indukalé hatdsa valésziniileg
Osszefligg az immunrendszerben bet6ltott szabdlyozd szerepével. A galektin-1
kiilonboz6 kisérletes autoimmun betegségek kialakul4sat gatolja [93-95]. Ha a nyulakat
acetilkolin receptor fehérjével oltjak, miaszténia gravisz kialakuldsdhoz vezet. Ellenben
ha az antigénnel egyidejiileg galektin-1-gyel torténik az oltss, a betegség klinikai tiinetei
elmaradnak. A galektin-1 injekcié megsziinteti a mAr kialakult betegség tiineteit is. Az
autoimmun encefalomielitisz és reumatoid artritisz betegségekben szenvedd 4llatok
galektin-1-gyel val6 kezelésének is hasonl6 terdpids hatdsa van. Ez utobbi Qg@@!{@gq

v e
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kimutattdk, hogy a galektin-1 cs6kkentette a specifikus autoreaktiv ellenanyagok
szintjét. Ugyanakkor a gyulladdsos reakci6k helyett az immunvélasz a Ty2 sejtek
aktivalédasa felé tolodott el és megvéltozott a termelt citokinek mindsége [95]. A
galektin-1 gyulladdscsokkentd hatdsi volt mis kisérletekben is: a lektin megsziintette a
foszfolipdz A, enzimmel t6rténd oltassal indukalt 6démat, csbkkentette az infiltralo
neutrofil granulocitdk és hizésejtek szdmat, és géatolta a prosztaglandin E, és az
arachidonsav felszabaduldsit az aktivalt makrofigokb6l [96]. A galektin-1
immunmodulélé hatdsat vizsgalé kisérletek eredményei a lektin terdpids célokra vald
felhasznalasanak lehet6ségét vetitik eldre.

A felsorolt funkcidk ellenére a galektin-1 és galektin-3 génekben mutins egerek
nem mutatnak szembetiind fenotipusos valtozist: szaporodd- és életképességiik,
viselkedésiik valtozatlan, a szbvetek, szervek szerkezetében sincs eltérés, a vérsejtek
szdma is azonos a kontroll 4llatokéval. A vad tipusi és mutdns egerek kozotti durva
fenotipusos eltérés hidnyit a galektinek tobbé-kevésbé &atfedd expresszi6javal és
funkciéjdval magyardzzik (6sszefdgla16: [97]). A mutinsok alaposabb szovettani
vizsgélata rAmutatott a galektin-1 potencidlis szerepére a szaglérendszer fejlédése soran:
galektin-1 hidnydban a szagléneuronok axonjanak novekedése sériilt [98]. A knock out
egerek tovabbi vizsgélata ra fog mutatni a galektinek specifikus, finom szabélyozés alatt
all6 funkci6jara.
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4. CELKITUZESEK

Az 3llati szervezetben termel6d6 galektin-1 az éretlen timocitdk, valamint az érett
és aktivalt periférias T sejtek apoptdzisat indukilja. Az irodalmi adatok alapjan a
galektin-1 hatisanak f6 mediitora a CD45 tirozin foszfatdz. A CD45 nagyméretii és
erdsen glikozildlt extracelluldris részéhez kiilonbozd lektinek k6tGdnek. Intracelluldris
foszfataz doménje a T sejtek jelatviteli utjainak nélkiilozhetetlen regulatora. A CD45
mellett azonban mis potencidlis galektin-1 kotd fehérjék is jelen lehetnek a sejteken. A
galektin-1 indukalta apopt6zisban szerepet jatszé molekuldk, a szignalutak elemei nem

ismertek.

A kutatss sordn a kévetkezd kérdésekre kivantunk vélaszt kapni:

1. A T sejteken kiviil mely csontveloi eredetii sejteken van galektin-1-et kétd
fehérje? Mi torténik a galektin-1 fehérjével ezeken a sejteken a kotodést
kovetden? .

2. Befolyasolja-e a galektin-1 egyéb hemopoetikus eredetii sejtek életképességét?
Milyen jelatviteli folyamatokon keresztiil t6rténik a galektin-1 altal indukalt
apoptdzis? Milyen specifikus szignidlmolekuldk aktivitisa szabilyozza ezt a
folyamatot?

4. Valéban a CD45 foszfataz a galektin-1 bioldgiai hatasdnak kézvetitdje?
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5.1. A KiSERLETEKBEN FELHASZNALT ELLENANYAGOK, INHIBITOROK ES SEJTEK

5. ANYAGOK ES MODSZEREK

A kisérletekhez kereskedelmi

vegyszereket hasznaltunk, amelyeket leggyakrabban a Reanaltél szereztiink be. Az ettdl
eltérd eredetli reagensek esetében kiilon feltlintettem, hogy azok mely gyartotol
szarmaznak. A pufferek, oldatok Osszetételét a fejezet végén taldlhatd fliggelék

tartalmazza (30. oldal).

forgalomban kaphatd, analitikai tisztasagu

S.1.1. Ellenanyagok és ellenanyag konjugatumok

IL tablazat:

Monoklonalis Specificitas Eredet

ellenanyagok

OKT3 CD3 ¢ lanc Ortho, Raritan, USA

10A/2 «k kdnnyi lanc Dr. Sérmay Gabriella,
ELTE Immunolégiai
Tanszék

GB3 CD45 laborat6riumunkban
eloallitott [99]

KD3 CDA45RA izoforma laboratériumunkban
eldallitott [99]

UCHL-1 CD45RO0 izoforma Dr. P.C.L. Beverly,
London

T2/53 CD43 laboratériumunkban
eldallitott [100]

RH1.A4 glycophorin A laboratériumunkban
elallitott

4G10 foszfo-tirozin Upstate Biotechnology
Inc.

IIL tablazat:
Poliklonalis ellenanyagok Konjugatum Eredet
nyul anti-egér IgG torma peroxidaz (HRPO) DAKO

kecske anti-egér IgG

fluoreszcein izotiocianat
(FITC)

Sigma




5.1.2. Avidin-biotin rendszerek

IV. tablazat:

Konjugatum Eredet
streptavidin-FITC DAKO
streptavidin-QuantumRed (QR) Sigma
streptavidin-HRPO DAKO

5.1.3. Enzim inhibitorok

V. tablazat:
Inhibitor Specificitas Eredet
genistein tirozin kindzok Sigma
fenilarzén-oxid (PAO) tirozin foszfatdzok Aldrich
natrium-vanadat (NazVO,) tirozin foszfatdzok Merck
aprotinin szerin protedzok Sigma
leupeptin szerin proteazok Sigma
fenil-metil-szulfonil-fluorid (PMSF) szerin protedzok Sigma

5.1.4. Sejtek

A MOLT-4, CEM, Jurkat, BL-41, Raji, K562 és U937 sejteket 5% hoinaktivalt
magzati borjiszérumot (FCS, Protein GMK) tartalmazd RPMI sejttenyészté médiumban
(F.1.1, a pufferek, oldatok Osszetételét 1d. a fejezet végén Iévo fliggelékben, 30. oldal)
tenyésztettiik 37°C homérsékleten, 5% CO, atmoszférat biztositd termosztitban. A
J45.01, JCaM1.6, P116 és Daudi sejteket 10% FCS tartalmi RPMI-ben tenyésztettiik. A
BL-41 sejtvonal Sarmay Gabriella ajandéka (ELTE Immunolégiai Tanszék, Budapest),
a J45.01 sejteket Oravecz Tamastdl (NIH, Bethesda), a P116 sejteket R.T. Abraham
professzort6l (Mayo Clinic, Rochester) kaptuk. A sejteket Biirker-kamraban szamoltuk
és tripankék festékkel (F.1.2.) hataroztuk meg az él6 sejtek aranyat. A sejtek fenotipusat

a VI. tablazat részletezi.
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VI. tablazat:

Sejttipus Sejtvonalak Fenotipus
MOLT-4 éretlen T sejt, CD4", CDS§",
CD43", CD45RA", CD45RO"
CEM gliikokortikoid szenzitiv,
éretlen T sejt, CD3", CD43,
CD45RA", CD45RO"
T sejtek Jurkat T leukémia, CD3", CD45RA"
J45.01 Jurkat CD45™ muténs
JCaM1.6 Jurkat p56' muténs
P116 Jurkat ZAP70 mutdns
BL-41 Burkitt limfoma, EBV’, «,
CD45RA", CD45RO", CD43"
: Raji Burkitt limféma, EBV', «
B sejtek CD45SRA", CD45RO", CD43"
Daudi Burkitt limféma, EBV', «',
CD45RA", CD45RO", CD43"
Nem limfoid K562 eritro-leukémia
i e mielo-monocita

5.2. BIOKEMIAI ES IMMUNOLOGIAI MODSZEREK

S.2.1. Rekombindns human galektin-1 termelés és konjugalas biotinnal és

fluoreszcein-izotiocianattal

Termelés: A galektin-1 cDNS-ét Fouillit ef al. [101] altal leirt modszer szerint
pQE-60 plazmidba klonoztuk, ezzel E. coli baktérium BL21 t6rzset (ompT bakterialis
protedz hidnyos) transzformaltunk. A baktériumtelepet ezutan 100 pg/ml ampicillinnel
(Sigma) kiegészitett LB tdpfolyadékba (F.1.3.) oltottuk és 16 Oraig novesztettikk 37°C-
on razatva. A kultirat szazszorosara higitva névesztettiik tovabb, ODgoo om = 0,6-1,0-ig.
A fehérjetermelés indukcidjat 0,2 mM izopropil-B-D-tiogalaktopiranoziddal (IPTG,
Fermentas) végeztiik 2-4 6ran at, majd a baktériumokat centrifugalassal (2500 x g, 30
perc, 4°C homérséklet, Sorvall RC3B centrifuga) §sszegytijtottiik. A baktériumiiledéket
160 ml szuszpenzios pufferben (F.1.4.) mostuk (2500 x g, 15 perc, 4°C, Hettich
Universal 30 RF, 1424A rotor), végiil 80 ml feltdré pufferben (F.1.5.) vettik fel. A
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feltarast French press késziilékkel végeztiik. A baktériumlizitumbol ezutan
centrifugaldssal (15000 x g, 30 perc, 4°C, Sorvall SS34 rotor) tavolitottuk el a

sejttormeléket.

Tisztitds: A galektin-1 fehérjét affinitas kromatografiaval, a-laktoz-gél oszlopon

(EY Laboratories Inc., USA) tisztitottuk. Az oszlopot 20 térfogat oszlopmosé pufferrel
(F.1.6.) atmostuk, majd rarétegeztiik a baktérium-lizitumot. Ezutin tovabbi 5 térfogat
oszlopmosé pufferrel lemostuk a nem k6t6do fehérjéket, végiil laktdz tartalmu eldcios
pufferrel (F.1.7.) elualtuk a galektin-1 fehérjét, 0,5 ml frakcidkat szedve. A frakciok
fehérjetartalmat és tisztasagat 12% SDS-poliakrilamid gélelektroforézissel ellendriztiik.
A megfeleld fehérjetartalmi frakcidkat §sszegyiijtéttiikk és 100 uM B-merkaptoetanol
tartalmi PBS-be dializaltuk, Spectra/Por (Spectrum Laboratories, Inc., USA) dializis
membrant hasznilva. Az oszlopot 10 oszloptérfogat 1 M natrium-klorid oldattal
atmostuk, majd tdrolé pufferben (F. 1.8.) taroltuk a kévetkezd felhasznalasig.

A fehérje koncentracidjit egyrészt 280 nm-en val6 elnyelése alapjn, masrészt
Bradford reagenssel a gyart0 utasitisat kovetve (Bio-Rad) hatdroztuk meg ATI
UNICAM 5625 UV/VIS spektrométerrel.

Galektin-
mM nétrium-hidrokarbonit pufferbe (pH 8,5) dializiltuk, majd 1 mg fehérjéhez 100 ug
biotint  (EZ-Link™  sulfo-N-hydroxysuccinimide-LC-biotin,.  Pierce), illetve
fluoreszcein-izotiocianitot (FITC) adtunk. Két 6ra 4°C h6mérsékleten valé inkubéci6
utin 100 uM B-merkaptoetanolt tartalmazd PBS pufferbe (pH 7,4) (F.1.9.) dializaltuk at
a galektin-1 oldatot. A biotinilalt fehérjét ezutan Western blot rendszerben, a FITC

1 konjugdldsa biotinnal és fluoreszcein-izotiociandttal: A fehérjét 50

jelolést FACSCalibur aramlisi citométerrel teszteltik (a moédszerek részletezése az
5.2.11. és az 5.2.3. fejezetben talalhato).

S.2.2. Fehérjék kapcsolisa Sepharose 4B gyongyokhoz

A galektin-1 fehérjét cidn-bromid aktivilt Sepharose 4B (Pharmacia Biotech.,
Svédorszig) gyongyokhoz kotottik, A gyongybket 15 percig duzzasztottuk 1 mM
sésavban (1 mg fehérjéhez 100 mg szaraz gyantabdl indultunk ki), ezutan tivegszird
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segitségével 1 mM sésavval, majd kot pufferrel (pH 8 3) (F.1.10.) mostuk. A kotd
pufferbe dializalt fehérjét hozzaadtuk a gyongy6khoz és két 6ran at lassan kevertettiik.
A gyongydket centrifugaldssal iilepitettiik (1 perc, 250 x g, Hettich Universal 30 RF,
1424A rotor), a feliilaszot 0,2 M glicin (pH 8,0) oldatra cseréltiik, a szabad k&tohelyek
lefedése érdekében. Tovabbi két 6ran at tartd lassi kevertetés utan 2 ciklus mosas
kovetkezett, valtakozo pH értékii pufferekkel: k616 puffer (pH 8,3 (F. 1.10.), majd acetdt
puffer (pH 4,0) (F.1.11.). A galektin-1-Sepharose 4B gySngyoket 10% koncentraciéban,
0,1% natrium-azid tartalmi PBS-ben (F.1.9,) taroltuk 4°C-on.

5.2.3. Sejtfelszini strukturdk vizsgilata aramlasi citométerrel

A fluoreszcencia intenzitds mérése FACSCalibur dramlasi citométerrel (Becton
Dickinson Immunocytometry Systems, San Jose, CA, USA) tortént, mintanként 10000
sejtrél, 256 csatornas felbontdssal. Kozvetleniil a mérés elott a mintakhoz az elpusztult
sejtpopuldcié megkiilonbdztetése érdékében 10 pg/ml propidium-jodidot adtunk. Az €16
sejteket méretiik és propidium-jodid kizarasuk alapjan kapuztuk ki, ezeket dbrazoltuk,
valamint statisztikai szdmolisokat végeztiink CellQuest™ (Becton Dickinson)
programmal. A jel/zaj aranyt a kdvetkezdképpen szimoltuk:

fluoreszcencia jel = 10{(CH¥ mimta—Ch¥ kenroll/64)|

ahol ,Ch# minta” a kérdéses minta, ,Ch# kontroll” pedig a jelletlen minta
fluoreszcencia intenzitds dtlaga csatornaszdmban kifejezve. A dolgozatomban szerepld
abrak elkészitéséhez a WinMDI 2.7 szoftvert haszniltam.

Sejtfelszini molekuldk kimutatdsa specifikus ellenanyaggal: Mintanként 5x10°
sejtet jeloltiink 20 pg/ml tisztitott ellenanyaggal 100 ul térfogatban vagy 100 ul

hibridoma feliiliszéval, 1 6raig 4°C-on. A sejteket lecentrifugaltuk (5 perc, 250 x g,
4°C) és FACS pufferrel (F. 1.12.) kétszer megmostuk, majd tovabbi 30 percig inkubaltuk
az els6 ellenanyagot felismerd kecske anti-egér IgG-FITC konjugidtummal (1:100
higitas). A sejteket FACS pufferrel valé mosés utan analizaltuk.
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Galektin-1 _sejtekhez valo kotédésének vizsgalata: A sejtekhez FACS pufferben

higitott, 50 pg/ml FITC-, illetve biotin-jelolt galektin-1-et adtunk és 1 6raig 4°C-on
inkubéltuk. A galektin-1-FITC k&to sejteket FACS pufferrel valé mosas utan azonnal
analizaltuk, illetve a galektin-1-biotinnal jelzettekhez streptavidin-FITC-et adtunk
(1:100 higités) és tovabbi 30 percig inkubaltuk, majd mosas utan vizsgaltuk.

Galektin-1 _internalizdcio _detektdldsa: A sejtekhez sejttenyésztd médiumban

higitott, 50 pg/ml FITC-, illetve biotin-jelolt galektin-1-et adtunk és 1 6raig 4°C-on

inkubéltuk (az alacsony homérséklet gatolja az endocitdzist). Ezutdan a nem kot6do
lektint eltavolitottuk és a mintdkat 4°C-on, illetve 37°C-on taroltuk 3 6rén at. A
galektin-1-biotinnal kezelt sejtekhez ezutan streptavidin-FITC-et (1:100 higitas),
meghatarozott galektin-1-FITC kezelt mintdkhoz 100 mM laktéz oldatot adtunk és
tovabbi 30 percig 4°C-on inkubaltuk. Végiil a sejteket FACS pufferrel mostuk és

analizaltuk.

Galektin-1 és membrdnfehérjék sejtfelszini szintjének egyiittes kovetése: A sejteket

a fent leirt médon galektin-1-biotinnal kezeltiik, és 4°C-on, illetve 37°C-on taroltuk 3
Oran at, majd a vizsgalandd membranfehérjéket felismerd monoklonalis ellenanyaggal
inkubaltuk. Az ellenanyagokat kecske anti-egér IgG-FITC konjugatummal reagaltattuk,
mig a biotinilalt galektin-1 sejtfelszinhez kétott mennyiségét streptavidin-QuantumRed-
del jeloltik. A kettds jelolés fluoreszcencia intenzitasat az FL1 és FL3 detektorokkal
kovettiik.

5.2.4. Apoptotikus sejtek meghatarozasa aramlasi citométerrel

Apoptozis vizsgdlat Annexin V-FITC jeléléssel: A sejteket 24 lyuku lemezen

(Greiner) novesztettiik sejttenyészté médiumban, és az adott kisérletnél leirt

7o

médiumot, Annexin V-koté pufferben (F.1.13.) mostuk, majd 5 x 10° sejtet 95 pl
Annexin V-k6td pufferben szuszpendéltunk és 5 pl FITC-jelolt Annexin V reagenst
(BD PharMingen, USA) adtunk hozza. 15 perc szobahomérsékleten vald inkubalds utan--.

24



a sejteket aramlasi citométerrel vizsgaltuk. Kozvetleniil a mérés elott 5 pg/ml
propidium-jodiddal egészitettiik ki a jelolést, a késoi apoptotikus, illetve nekrotikus
sejtek meghatarozasahoz.

Apoptotikus _sejtek _meghatdrozdsa DNS-tartalom mérésével: A kisérleteknél

meghatarozott kezelések utan a sejteket kétszer mostuk 0,1% gliikkoz tartalma PBS
pufferrel (F.1.9.). A sejtek viabilitdsat tripankék festéssel dllapitottuk meg, majd
kezelésenként 5x10° sejtet 500 pl DNS-festé pufferben (F.1.14,) inkubéltunk 30 percig
szobahOmérsékleten. A sejtek DNS tartalmit FACSCalibur aramlasi citométerrel
mértiik, mintanként 10000 sejtrél rogzitettiik az adatokat, 1024 csatornas felbontassal.
Az értékelést ModFit LT (Verify Software House, Inc., USA) programmal végeztiik,
amely gorbét illeszt a Go/Gy, S, Go/M sejtciklus fizisokra jellemzé DNS tartalommal
rendelkezd sejtpopuliciokra, valamint G; DNS tartalméanil kevesebb DNS tartalommal
rendelkezd sejtekre (sub-G1). A kezelt sejtek apoptdzis szdzalékit a kovetkezd

egyenlettel szamoltuk ki:

apoptozis % = 100 x (sub-G; % a kezelt mintdban - sub-G; % a kontroll mintiban)/
(100 - sub-G; % a kontroll mintdban),

amit a kontroll mintdk elhanyagolhat6 mértéki spontidn apoptozisa esetében

egyszerisitettiink:
apoptdzis % = sub-G; % a kezelt mintaban - sub-G; % a kontroll mintaban.
A kiilonb6zd sejteken végzett parhuzamos mérések eredményei kozotti eltérés
szignifikancidjat Student-eloszlasi kétmintas t-prébaval ellendriztiik, ahol T=0,05.
5.2.5. Intracelluldris kalcium-ion koncentricié viltozis mérése Aramlasi

citométerrel

Az intracelluléris kalcium-ion koncentricié valtozasa a szabad Ca"™" mennyiségére

érzékeny fluoreszcens festékekkel kovethetd: a Fluo3 és FuraRed (Molecular Probes,
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Inc., USA) szelektiv probak az emittalt fluoreszcencia jel intenzitdsanak novekedésével,
illetve csokkenésével véalaszolnak a kalcium-ion szint valtozasira (5.1. abra, fekete
illetve sziirke vonal). A sejteket 107 sejt/ml koncentracioban vettiik fel sejttenyésztd
médiumban (F.1.1.) és 7,5 uM Fluo3 és 7,5 uM FuraRed fluoreszcens festékekkel 30
percig inkubéltuk 37°C-on. A sejtekhez ezutan 20 térfogat friss médiumot adtunk és
tovabbi 30 percig inkubéltuk. Végiil a mintdkat kétszer mostuk RPMI-vel és az
analizisig szobahdmérsékleten, s6tétben taroltuk, és csak kozvetleniil a mérés elott
melegitettikk fel 37°C-ra. A FACSCalibur citométerrel torténé6 mérés alkalmaval a
Fluo3 és FuraRed festékek fluoreszcencia intenzitasat detektaltuk az FL1, illetve az FL3
detektorral, az id6 fliggvényében. Hatvan masodpercig az alap kalcium-ion szintet
mértikk, majd hozzdadtuk a stimuldlé anyagot és tovabbi 5 percig kovettik a jel
valtozasat. A fluoreszcencia intenzitdsok atlagat véve alapul kiszamoltuk a jel/zaj aranyt
(Id. az 5.2.3. fejezetben), majd a két festék fluoreszcencia jelének ardnyét abrazoltuk a
tovabbiakban.
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5.1. abra: A Fluo3 és FuraRed festékek fluoreszcencia intenzitisinak viltozdsa az
intracelluldris kalcium-ion koncentricié valtozasaval. Az FL1 (Fluo3, fekete vonal), illetve
FL3 (FuraRed, sziirke vonal) detektorokban mért fluoreszcencia intenzitas 4tlagokat dbrazoltam az
ido fliggvényében.

S.2.6. Sejtfelszini fehérjék jelolése szulfo-NHS-LC-biotinnal

A sejtmembran fehérjéinek extracelluléris szakasza nagy hatékonysaggal jelolhetd

. szulfo-NHS-LC-biotinnal (Pierce). A reagens negativ szulfét csoportjanak
koszonhetden nem jut at a sejtmembranon. Az N-hidroxiszukcinimid (NHS) lép
reakcioba a lizinek e-aminocsoportjaival, az LC szakasz pedig tavtarté szerepet jatszik,
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csokkenti a sztérikus gatlast, igy a fehérje funkcidjanak megorzését biztositja. A
membranfehérjék jelolését Sargiacomo et. al (1989) [102] mbdositott protokollja szerint
végeztiik. A sejteket hideg, 1 mM magnézium-kloriddal és 0,1 mM kalcium-kloriddal
kiegészitett PBS pufferrel (F.1.9,) mostuk, és 8 x 107 sejthez 1 mg biotint adtunk. A
sejteket 20 percig razattuk 4°C-on, majd a biotin oldatot frissre cserélve megismételtiik
a kezelést. Végiill a felilliszét eltavolitottuk, a maradék NHS-kotGhelyeket
szérummentes, szabad aminosavat tartalmazé RPMI médiummal (F.1.1.) 10 percig, 4°C
homeérsékleten blokkoltuk. A sejteket ezutan kétszer mostuk PBS / 1 mM MgCl,>/ 0,1
mM CaCl, pufferrel. A jelolést kbvetden a sejtek atlagosan 93%-a bizonyult él6nek
tripdnkék festéssel, tehat az intracelluldris fehérjék csupén elhanyagolhaté mértékben
jelolodhettek.

5.2.7, Fehérjék affinitis tisztitisa

A biotinilalt sejteket 2 x 107/ml koncentréciéban 1% TritonX-100 tartalmi Jizis
pufferben (F.1.15,) szuszpendaltuk, majd 30-60 percig, jégen inkubaltuk. A sejtmagokat
és a sejttdrmeléket 15000 x g fordulattal 15 percig valé centrifugalissal (Hettich
Universal 30 RF, E1175 rotor) tavolitottuk el 4°C-on. A 2 x 10 sejtbdl készitett
sejtlizatumot ezutan 10 pl iilepitett galektin-1-Sepharose 4B gydngyokre pipettiztuk és
1,5 draig razattuk 4°C-on. Végiil a PBS-sel hiromszor megmosott gyongyokhoz 10 pul
kétszeres toménységii redukdlé SDS mintapuffert (F.1.16.) adtunk. Bizonyos mintidkban
a galektin-1-Sepharose 4B gyongyokrol 40 ul 200 mM laktéz tartalmia lizis pufferrel
elualtuk a k6tddott fehérjéket, majd redukalé SDS mintapufferben forraltuk 5 percig.

5.2.8. Sejtek aktivaldsa tirozin-foszforilicids vizsgilatokhoz

Mintinként 105 sejtet 5 x 107 sejt/ml koncentraciéban vettiink fel szérummentes
RPMI sejttenyészté médiumban (F.1.1.) (20 ul/minta). A 37°C homérsékleten valé 5
perces eldinkubécié utin 5 pl térfogatban adtuk hozzi a stimulalé anyagot: 15 pg/ml
anti-CD3 ellenanyagot (OKT3) vagy anti-k-lanc ellenanyagot (10A/2), illetve 25 pg/ml
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galektin-1 fehérjét. A kontroll (nem stimulalt) mintdkat minden esetben azonos
térfogati pufferrel egészitettik ki. Az antigénfelismerd receptorok keresztkotését
kévetden 1 perccel és a galektin-1 adast kdvetéen 10 perccel dllitottuk le a reakciot
kétszeres toménységii lizis pufferrel (F.1.17.), majd 30 percig jégen liziltuk a sejteket,
végiil a sejtmagokat és oldhatatlan sejttérmeléket 15000 x g fordulattal 4°C-on 15
percig torténd centrifugaldssal tavolitottuk el. A sejtlizitumot kétszeres toménységii
redukdlo SDS mintapufferrel (F. 1.16.) kevertiik 6ssze és forraltuk 5 percig.

5.2.9. Denaturilé poliakrilamid gélelektroforézis (SDS-PAGE)

Az SDS mintapufferben (F.1.16.) forralt mintdkat SDS-poliakrilamid gélen
valasztottuk szét. Diszkontinuus gélt készitettiink, a koncentrdlo gél (F.1.18.)
tdménysége 5%, a szepardlo gél (F.1.19.) a fehérjék mérete szerint alkalmas
toménységli (10%, 12%) volt. Egyes kisérletekben a 7,5-15% gradiens poliakrilamid
gélt haszniltunk a széles molekuiatémeg—tartoményba esO0 fehérjéket tartalmazo
sejtlizatum analizisére. A fehérjék molekulatémegének logaritmusa forditottan aranyos
a fehérje relativ mobilitdsaval (a fehérje futdsi tdvolsidga osztva a jelzofesték futasi
tavolsagaval), ezért azt standard fehérjék (Sigma vagy Gibco BRL) futdsa alapjan
készitett kalibral egyenes segitségével hatdroztuk meg. A gélelektroforézist kdvetden a
gélt Coomassie Brillant Blue R-250 oldattal (F.1.21.) festettiik 15 percig, majd 4-16
oraig 10% (v/v) ecetsav oldattal szintelenitettiik.

5.2.10. Western blot analizis

Az SDS poliakrilamid géleket metanol tartalmi transzfer pufferben (F.1.22.)
ekvilibraltuk 15 percig. A gélek fehérjetartalmat ezutdn nitrocelluléz membranra
(Schleicher & Schuell GmbH, Németorszag) transzferaltuk (20V, 16 dra, 4°C). A
membran szabad k&tbhelyeit 3% zselatin (Sigma) tartalmi TBST pufferrel (F.1.23.)
blokkoltuk 1 6raig szobahOmérsékleten. A fehérjéket specifikus ellenanyagokkal, illetve
streptavidin-HRPO konjugatummal reagaltattuk, a kimutatas céljanak megfeleloen:
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- tirozinon foszforilalt fehérjék kimutatasa: 4G10 ellenanyaggal, 1:20000
higitas 3 % zselatin-TBST pufferben, inkubicié 1 6ra 4°C-on, majd mosas
hiromszor 5 percig TBST-nel, a masodik ellenanyag nyul anti-egér IgG
tormaperoxidazzal konjugalva, 1:7500 higitasban, inkubaci6 1 ora 4°C-on.

- anti-CD45 monoklondlis ellenanyag keverékkel (GB3 feliiliszoban oldott 5
pg/ml T2/48) 16 6ra inkubdcié 4°C-on, majd mosas haromszor 5 percig
TBST-nel, a masodik ellenanyag nyial anti-egér IgG - HRPO, 1:7500
higitasban, inkubécié 1 6ra 4°C-on.

- streptavidin-HRPO konjugitum 1:40000 higitasban alkalmazva 1 éraig 4°C-
on.

Végiil a membrint minden esetben 6tszor 5 percig mostuk TBST-nel. A reaktiv
fehérjecsikokat ezutan ECL Plus rendszer (Amersham Pharmacia Biotech., UK Ltd.)
felhasznalasival tettik lathatov4d, a tormaperoxiddz 4ltal oxidalt luminol
fénykibocsatasat rontgenfilmen (Agfa-gevaert N.V., E.C.) detektaltuk.
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5.2.11. FUGGELEK L.: Pufferek, oldatok

F.1.1.: RPMI sejttenyészté médium:

Fl1.2.:

F.13.:

F.14.:

F.15.:

F.1.6.:

Fl17.:

LB:

1,04% (w/v) RPMI 1640 por (Gibco BRL)

0,2% (w/v) NaHCO3

10 NE/ml penicillin (Biogal Gyogyszergyar Rt.)

0,1 mg/ml streptomycin (Egis Gyogyszergyar Rt.)

sterilre sziirés utan kiegészitve 0,63 mg/ml L-glutaminnal (Sigma) és 5%
(v/v) vagy 10% (v/v) hdinaktivalt magzati borjiszérummal (FCS, Protein
GMK, G6dollo)

Tripénkék oldat sejtszdmoldshoz:

0,16% (w/v) tripankék
fiziologias sdoldat

10 g/l tripton

5 g/l élesztd kivonat (Difco)

5 g/l NaCl (Merck)

natrium-hidroxiddal pH 7,0 - ra beallitva

Szuszpenziés puffer baktérium mosdsdhoz:

50 mM Tris/HCl pH 7,5
10 mM EDTA

Feltaro puffer French press-hez:

50 mM Tris/HCI pH 7,5

10 mM EDTA

4 mM B-merkaptoetanol (Sigma)
1 mM PMSF (Sigma)

Oszlopmoso pufffer galektin-1 tisztitdshoz:

50 mM Tris/HCl pH 7,5
4 mM B-merkaptoetanol
0,25 mM PMSF

Elvicios puffer galektin-1 tisztitdshoz:

50 mM Tris/HCI pH 7,5
100 mM lakt6z (Aldrich)
100 mM jodacetamid (Sigma)
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F.1.8.: Tarolo puffer a-laktoz-gél oszlophoz:

10 mM foszfat puffer pH 7,4
150 mM NaCl
0,1% (w/v) NaN3

F.1.9.: PBS, pH 7,4:

F.1.10.:

Fl11.:

F.112.

F113.:

F.114.:

F.115.:

1,8 mM NaH,PO,
10 mM NazHPO4
135 mM NaCl
3mMKCIl

Kot puffer Sepharose 4B gyongyokhoz:
0,1 M NaHCO; pH 8,3
0,5 M NaCl

Acetdt puffer Sepharose 4B gyongyokhoz:

0,1 M Na-acetat pH 4
0,5 M NaCl

: FACS puffer:

PBS
1% (w/v) BSA (Sigma) vagy 1% (v/v) FCS (Protein GMK)
0,1% (w/v) natrium-azid (Sigma)

Annexin V-kot6 puffer:

10 mM HEPES pH 7,4
140 mM NaCl
2,5 mM CaCl,

DNS-festé puffer:

PBS

0,1% (v/v) Triton X-100 (Sigma)

0,1% (w/v) nétrium-citrat

10 pg/ml RN4z (Sigma)

10 pg/ml propidium-jodid (Sigma, Fluka)

Lizis puffer affinitds tisztitdshoz:

50 mM Tris/HCl pH 7,5
150 mM NaCl

1% (v/v) Triton X-100
1 mM EDTA

1 mM PMSF

10 pg/ml aprotinin

31




F.1.16.: Redukadlé SDS mintapuffer (kétszeres toménységii):

125 mM Tris/HCI pH 6,8

20% (v/v) glicerin

4% (w/v) SDS

2% (v/v) B-merkaptoetanol (Sigma)
bromfenolkék (Bio-Rad)

F.1.17.: Lizis puffer foszfo-tirozin analizishez:

50 mM HEPES pH 7,4

1% (v/v) Triton X-100 (Sigma)
150 mM NaCl

20 mM NaF (Sigma)

200 [.I.M Na3VO4 (Merck)

2 mM EDTA

1 mM PMSF (Sigma)

10 pg/ml leupeptin (Sigma)

10 pg/ml aprotinin (Sigma)

F.1.18.: Koncentrdlo 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) amménium-peroxi-diszulfit (APS) (Sigma)

0,07% (v/v) N, N, N, N’-tetrametil-etilén-diamin (TEMED) (Bio-Rad)

F.1.19.: Elvdlaszto gél:
7-15% (w/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) amménium-peroxi-diszulfat
0,07% (v/v) N, N, N, N’-tetrametil-etilén-diamin (TEMED)

F.1.20.: Futtaté puffer:

25 mM Tris/HCI] pH 8,3
194 mM glicin
0,1% (w/v) SDS

F.1.21.: Coomassie Brillant Blue G-250 fehérjeszepardlo gélek festéséhez:

0,1% (w/v) Coomassie Brillant Blue G-250
50% (v/v) metanol
10% (v/v) ecetsav
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F.1.22.: Transzfer puffer:

25 mM Tris-HCl1 pH 8,3
194 mM glicin
20% (v/v) metanol

F.1.23.: TBST:

10 mM Tris-HCl pH 7,5
150 mM NaCl
0,05% (v/v) Tween 20 (Sigma)
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6. EREDMENYEK

6.1. A REKOMBINANS HUMAN GALEKTIN-1 JELLEMZESE

A rekombindns humén galektin-1 cDNS szekvencidjat tartalmazé pQE-60
expresszidés vektort E. coli ompT proteazhidnyos BL21 torzsébe transzformaltuk. A
fehérje termelést IPTG-vel indukaltuk, majd a lektint a baktériumok sejtlizatumabdél a-
lakt6z-gél affinitds oszlopon tisztitottuk, laktézt és jodacetamidot tartalmazéd elicibs
pufferrel. Ha a galektin-1 szulfhidril-csoportjai oxid4lédnak, hemagglutindlé hatésa
elveszik [16]. A jédacetamid a szulfhidril csoportok alkildlasdval megakadalyozza,
hogy azok oxidativ koriilmények kozott diszulfid hidat képezzenek. A galektin-1
alkilalasa tehat megkonnyiti a fehérje tarolasat és alkalmazasat az in vitro kisérletekben.
A laktéz-oszloprdl gytijtott frakcidk tisztasagat és fehérjetartalmat SDS-poliakrilamid
gélelektroforézissel ellendriztiik (6.1.A ébra).

A rekombinéns galektin-1 fehérjét a kénnyebb kimutatds érdekében kozvetleniil
jeloltiik biotinnal és fluoreszcein-izotiocianattal. A biotin-jelolés sikerességét Western
blot rendszerben streptavidin-HRPO-val (6.1.B édbra), a FITC-k&tés hatékonysagat €s
egyben a galektin-1 kot6dését Jurkat T sejtekhez dramlasi citométerrel ellendriztiik
(6.1.C éabra).
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6.1. abra: Rekombinidns humén galektin-1 tisztitisa, jelolése biotinnal és fluoreszcein-
izotiocianattal. A. Az E. coli baktériumban termeltetett rekombinans galektin-1 fehérjét a
baktérium-lizatumbél laktéz-gél affinitds oszloppal tisztitottuk. A baktérium-lizdtum, a nem
kotddoé frakcié és az elucidval nyert frakciok fehérjetartalmat 12% SDS-poliakrilamid gélen
ellendriztiik. B. A galektin-1 fehérje biotin-jelolését Western blotban ellendriztiik: kiilonboz6
mennyiségli fehérjét (1 pg, 100 ng és 10 ng) 12% SDS-poliakrilamid gélen futtattunk és
nitrocelluléz membranra vittiink at, majd streptavidin-HRPO-val reagéltattunk. C. Jurkat sejtekhez
kiilonb6z6 koncentracidji galektin-1-FITC oldatot adtunk és 1 érdig inkubaltuk 4°C-on, majd a
sejteket 4ramlasi citométerrel vizsgaltuk. Galektin-1-FITC koncentraciok: 0 pg/ml (szaggatott
vonal), 10 pg/ml (vilagos sziirke vonal), 30 pg/ml (s6tét sziirke vonal), 50 pg/ml (fekete vonal).

6.2. A GALEKTIN-1 HATASANAK VIZSGALATA HEMOPOETIKUS EREDETU SEJTEKEN

6.2.1. A galektin-1 kotddik a vizsgilt sejtekhez

Kisérleteinkben a FITC-cel illetve biotinnal jel6lt galektin-1-et hasznaltunk, hogy
megvizsgaljuk a lektin kotodését a kiilonboz6 eredetii és differencialédasi stadiumban
levé hemopoetikus sejtekhez. A 6.2. dbra mutatja be a kiilonb6z6 sejtvonalak galektin-1
kotését. A vizsgalt sejtvonalak mindegyike kototte a galektin-1-et. A galektin-1 kot
fehérjék mennyiségében nagy volt a kiilsnbség: a T sejtek atlag fluoreszcencia
intenzitdsa M = 83,45 + 18,17, a B sejteké M = 25,49 + 12,28 volt, mig az eltérd eredetii
limfoid sejtek 100 és 200 kozotti értéket adtak (6.2. abra). Tehat ez utébbiak hordoznak
legnagyobb mennyiségben galektin-1 k6td struktirdkat a felsziniikon. A sejtpopulacié
minden esetben homogénnek mutatkozott a galektin-1 kotés tekintetében. Egyetlen
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kivétel a BL-41 sejtvonal volt, a 60 % tobbséget képvisel6é populacio kevesebb galektin-

1-et kotott (6.2.B dbra). Ez a kettds csucs nem tint el a galektin-1 koncentracio

novekedésével sem (nem bemutatott adat).
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6.2. dbra: A rekombindns humdin galektin-1 kétédik.a kiilonb6zé sejttipusokat és érettségi
stadiumot reprezentilé sejtvonalakhoz. A. A MOLT-4, CEM és Jurkat sejteket 3,6 pM biotin-
jelolt galektin-1-gyel 1 6rén 4t (a kontrollhoz azonos térfogati puffert adtunk), majd streptavidin-
FITC-cel 30 percig 4°C-on kezeltiik. A sejteket ezutdn dramlasi citométerrel vizsgaltuk. B. A Raji,
Daudi és BL-41 B sejteket 50 pg/ml FITC-jelolt galektin-1-gyel kezeltiik 1 6rdan at 4°C
hémérsékleten, majd dramlési citométerrel vizsgaltuk a fluoreszcencia intenzitast. C. A nem
limfoid eredetii sejteket (U937 és K562) az A pontban leirtak szerint kezeltiik és analizaltuk. Az
4ramlési citométerrel val6 analizis sordn a méret és propidium-jodid kizéras alapjan kapuztuk ki az
é16 sejteket (nem jelolt, kontroll mintdk - szaggatott vonal, galektin-1-gyel jel6lt mintak - vastag
vonal, M - fluoreszcencia intenzités atlag).
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1. Kontroll gyongyokhoz kétédoé fehérjék

2. Gal-1-gyongytkhoz kotédo fehérjék

3. Gal-1-gydngyon laktoz elucié utdn maradt fehérjék
4. Gal-1-gyongyrol laktézzal elualt fehérjék

6.3. abra: A galektin-1 koto fehérjék azonositasa. A. A sejtfelszinen biotinilalt Jurkat sejtek
lizatumabol galektin-1-gyongyokkel tisztitottuk a galektin-1 kotd fehérjéket (2. oszlop).
Kontrollként egér immunglobulinnal konjugalt gyongyoket hasznaltunk (1. oszlop). A galektin-1
és a hozza kotddott fehérjék kozotti kapesolatot ezutan laktézzal kompetaltuk. Mind a gyongyokon
maradt (3. oszlop), mind a laktoz-oldattal lemosott fehérjéket (4. oszlop) megvizsgaltuk. A
fehérjéket 7,5-15% gradiens SDS-poliakrilamid gélelektroforézissel valasztottuk szét, majd a
nitrocelluléz membranra transzferalt biotinilalt membranfehérjéket streptavidin-HRPO-val
reagaltattuk. B. A CD45 hianyos J45.01 sejteket a fent leirtak szerint analizaltuk. C. A MOLT-4 T
sejtek lizatumat az A. pont alatt leirtak szerint kezeltik, majd a fehérjéket 7% SDS-poliakrilamid
gélen futtattuk, és anti-CD45 ellenanyaggal blottoltuk (rovidités: Gal-1 - galektin-1).
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A T sejtek galektin-1 koto fehérjéit Sepharose 4B gydngyokhoz kapesolt galektin-
1-gyel tisztitottuk. A galektin-1 gyongyokhoz tobb nagyméretli fehérje kotddott, ezek
relativ molekulatomege 203, 160, 134, 95, 74, 66 illetve 58 kDa (6.3.A 4abra, 2. oszlop).
A kontroll gyongyokhoz a felsorolt fehérjék nem tapadtak ki (6.3.A abra, 1. oszlop). Ez
a kotdédés a galektin-1 lektin tulajdonsagan alapult, mert a fehérjék magas
koncentrécioja lakt6z oldattal (200 mM) lemoshatoak voltak a gyongyokrol (6.3.A ébra,
3. és 4. oszlop). Annak eld6ntésére, hogy a 203 kDa-os csik a CD45 foszfataznak felel-e
meg, a Jurkat sejtvonal CD45 tirozin foszfatazt nem expresszalé mutansat alkalmaztuk:
e sejtek lizditumabol hasonl6 nagysagu fehérjék kotddtek a galektin-1-hez, a 203 kDa
molekulatomegii csik kivételével (6.3.B dbra). A CDA45 jelenlétét monoklondlis
ellenanyaggal is azonositottuk a MOLT-4 sejtlizatumab6él kivont galektin-1 kotd
fehérjék kozott (6.3.C abra). A galektin-1 a CD45 hianyédban is kotodott a sejtekhez,
ahogy azt a J45.01 sejteken végzett galektin-1 kotési kisérlet is mutatja (6.4. 4bra).
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6.4. abra: A galektin-1 kiotédése a T sejtekhez nem fiigg a CD45 expresszifjatol. A. A CD45
hidnyos Jurkat sejteket (J45.01) 3,6 uM biotin-jeldlt galektin-1-gyel 1 érdn at, majd streptavidin-
FITC-cel 30 percig kezeltik 4°C-on. B. A sejteket (Jurkat, MOLT-4, J45.01) anti-CD45
ellenanyaggal, majd kecske anti-egér IgG - FITC konjugdtummal kezeltik. Az é&ramldsi
citométerrel val6 analizis sordn a sejtek mérete és propidium-jodid kizérasa alapjan kapuztuk ki az
€16 sejteket (nem jelolt, kontroll mintdk - szaggatott vonal, galektin-1-gyel illetve anti-CD45-tel
jelolt minték - vastag vonal).

6.2.2. A galektin-1 a kotédést kovetden internalizalodik

A receptorok a ligandumkétést kovetden, igy pl. a T sejt receptor az antigénnel
valo keresztk6tése utdn, gyakran eltlinnek a sejtek felszinérdl, endocitézissal a korai
endoszémakba keriilnek, majd esetenként reciklizdlnak [103]. Minthogy a feltételezett
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receptorahoz valo kotédést kovetden a galektin-1 is bekeriilhet a sejtekbe, aramlési
citométerrel kovettiik a biotin jelolt galektin-1 sejtfelszini mennyiségét. Amennyiben a
kotodést kovetden a sejteket 37°C-on taroltuk, a lektin sejtfelszinen mérhetd szintje
csokkent a 4°C tartott sejtekhez képest (6.5.A éabra). A 4°C-on kezelt mintdkban a
galektin-1-FITC kotddését kovetden hozzaadott laktéz oldat ,Jlemosta™ a lektint a sejtek
felszinér6l (6.5.B ébra), a 37°C-on valdé inkubalds utdn viszont a lakt6z nem
csokkentette a galektin-1-FITC fluoreszcencia intenzitasat (6.5.C 4bra). Osszegezve a
6.5. 4bran bemutatott kisérletek eredményeit arra kovetkeztethetiink, hogy a
sejtfelszinen kotodott galektin-1 37°C-on a sejt belsejébe transzlokalédik, tehat

internalizalodik.
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6.5. abra: A galektin-1 internaliz4lédik a Jurkat sejtekben. A. A sejteket 3,6 uM biotin-jelslt
galektin-1-gyel inkubéltuk 1 6raig 4°C-on, ezutdn a nem kot6d6 lektint eltavolitottuk és a mintdkat
4°C, illetve 37°C hémérsékleten téroltuk 3 6rén at. A sejtekhez ekkor adtuk a streptavidin-FITC-
et, ezut4n 4ramlasi citométerrel kovettiik a jelet (nem jelolt, kontroll mintdk - szaggatott vonal,
galektin-1-gyel 4°C-on kezelt minték - vastag fekete vonal, galektin-1-gyel 37°C-on kezelt mintdk
- vékony sziirke vonal). B. és C. A sejteket 3,6 uM FITC-jel6lt galektin-1-gyel (rovidités: gal-
FITC) inkubdltuk 1 6raig 4°C-on, ezutin a nem kotddo lektint eltavolitottuk és a mintékat 4°C-on
(B), illetve 37°C-on (C) taroltuk 3 érdn at. A feltiintetett galektin-1-FITC kezelt mintdkhoz 100
mM lakt6z oldatot adtunk (gal-FITC+lakt6z), és tovabb inkubéltuk 30 percig 4°C-on (nem jeldlt,
kontroll minték - szaggatott vonal, galektin-1-FITC kezelt mintdk - vastag fekete vonal, galektin-
1-FITC kompeticidja laktézzal - vékony sziirke vonal).

A galektin-1 internalizici6ja nem csupdn a T sejtekre volt jellemz6. Minden
sejtvonalon, a B sejteken és a nem limfoid eredet(i sejteken is ugyanezt tapasztaltuk,

ennek eredményét a VII. tablazat foglalja ssze.
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VII. tablizat: A galektin-1 internalizilédik a kiilonb6zé eredetil
sejtvonalakban

Sejtvonal Internalizilt galektin-1 *
Jurkat 90%
MOLT-4 87%
CEM 100%
BL-41 90%
Raji 100%
Daudi 100%
U937 87%
K562 67%

* A sejteket FITC-jelslt galektin-1-gyel (3,6 uM) kezeltik 4°C hémérsékleten, majd 4°C-on,
illetve 37°C-on inkubdltuk tovdbb 3 6rdig. Ezut4n a meghatdrozott mintdkban a galektin-1
kotédését a sejtekhez laktézzal (100 mM) kompetaltuk, majd a sejteket aramldsi citométerrel
analizdltuk. Az internalizalt galektin-1 szadzalékat a kovetkezdképpen szamoltuk ki: a laktézzal
valé kompeticié utdni és elétti fluoreszcencia jel (Id. az 5.2.3. fejezetet) hanyadosat szdzzal
szoroztuk.

Feltételezve, hogy a galektin-1 internalizacidja receptor-medidlt, megvizsgaltuk
néhany ismerten galektin-1 k6t6 membranfehérje sejtfelszini szintjének valtozésat a
lektin internalizac6javal parhuzamosan. A CD2, CD3, CD43, illetve CD45 molekulak
sejtfelszini szintjét a galektin-1 intenaliz4cidjat kévetéen monoklonalis ellenanyagokkal
vizsgéltuk. A 37°C-on kezelt sejteken a galektin-1 sejtfelszini szintje csokkent a 4°C-on
inkubéltakéhoz viszonyitva (6.6.B, C és D dabra), ugyanakkor a CD3 kimutathaté
mennyisége nem valtozott (6.6.B, C és E abra). Megfeleld szignil a CD3
internaliz4ci6jat okozza, ugyanis ha monoklondlis ellenanyaggal keresztkéotjikk a CD3-
at, majd ezutan 37°C-on téroljuk a sejteket, a CD3 eltiinik a sejtek felszinérél (nem
bemutatott adat). A CD3-hoz hasonléan a CD2, CD43 és CD45 sem kointernalizalodott
a galektin-1-gyel (nem bemutatott adat).
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6.6. dbra: A CD3 sejtfelszini szintje nem csokken a galektin-1 internaliziciéjaval
parhuzamosan. A, B és C. Jurkat sejtekhez puffert (A) vagy 3,6 uM biotin-jelslt galektin-1-et (B
és C) adtunk és inkubéltuk 1 6rdig 4°C-on. Ezutén a nem ko6tddd lektint eltdvolitottuk és a
mintékat 4°C (A és B), illetve 37°C hémérsékleten (C) taroltuk 3 6ran 4t. A sejtekhez ekkor CD3
monoklonalis ellenanyagot (OKT3, 20 pg/ml) (B és C) vagy puffert (A) adtunk. Az ellenanyagot
kecske anti-egér IgG - FITC konjugdtummal reagéltattuk, mig a biotinildlt galektin-1-et
streptavidin-QuantumRed-del jeloltiik. A kettds jelolés fluoreszcencia intenzitisat az FL1 és FL3
detektorokkal kovettiik 4ramlési citométerrel. D és E. Az A, B é C abrdkon bemutatott
eredmények hisztogramja (nem jel6lt, kontroll mintdk - szaggatott vonal, galektin-1-gyel 4°C-on
kezelt mintdk - vastag fekete vonal, galektin-1-gyel 37°C-on kezelt minték - vékony sziirke vonal).

6.2.3. A galektin-1 tirozin foszforilicidval jaro jelatviteli utat indit el T és B
limfocitdkban

Az immunrendszer receptorainak keresztkGtése jelet tovabbit a sejtek
citoplazméjaban a sejtmag felé. A jelatviteli Gt kezdeti lépése gyakran tirozin kindzok
aktivalédasa, melyet mas szignadlmolekulédk tirozin foszforiléciéja kovet [75]. A ndvényi
lektinek, mint a PHA [82, 83], WGA (6.7.A ébra), ugyan kivaltanak ilyen vélaszt, de a
foszforilalt fehérjék mint4zata eltér a TCR keresztkotését kovetd tirozin foszforilaciotol
(CD3 monoklonalis ellenanyag: OKT3, 6.7.A ébra). A novényi lektinekhez hasonléan a
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galektin-1 is tirozin foszforilaciot indukalt a vizsgalt sejtekben (6.7.B abra), melynek
erdssége a galektin-1 koncentraciojatol €s a stimuldcio idejétdl fuggott. A galektin-1
0,7-3,6 uM koncentracioban 5-10 perc stimulaciéo utan novelte a foszforilalodott
fehérjék mennyiségét, valamint 0 fehérjék foszforilaciojat indukalta (6.7.B abra). T6bb
kisérlet  értékeléséb6l  megallapithatd, hogy a  galektin-l a  Jurkat
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6.7. abra: A galektin-1 fehérje tirozin foszforilaciot indukal a T és B limfocitakban. A sejteket
kiillonbozé reagensekkel stimulaltuk: kontrollként pufferrel 10 percig; CD3 monoklonalis
ellenanyaggal (OKT3, 15 pg/ml) 1 percig (Jurkat, A és MOLT-4, C); buzacsira agglutininnel
(WGA, 12,5 pg/ml) 10 percig (Jurkat, A); kiilonboz6é koncentracioju galektin-1 oldattal (0,7, 1,8
és 3,6 uM) 1 percig (Jurkat, A); illetve kiilonb6z6 ideig (1, 5 és 10 perc, B és C, 10 perc, D) 0,7
uM (C) vagy 1,8 uM (B és D) galektin-1-gyel, majd azonnal lizaltuk. A teljes sejtlizatumot 7,5-
15% SDS-poliakrilamid gélelektroforézissel valasztottuk szét és nitrocelluldz membranra vittiik at.
A fehérjéket anti-foszfo-tirozin ellenanyaggal (4G10), majd nyul anti-egér IgG — HRPO-val
reagaltattuk.
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sejtekben a 160, 154, 72, 48 kDa molekulatomegii fehérjék foszforilacigjat indukalta
(6.7.B abra, nyilak) és a 175, 100, 82, 53, 37, 32 kDa molekulatomegli fehérjék
foszforilaciojat megnovelte (6.7.B abra, tres nyilhegyek). A galektin-1 eltéré mintazata
tirozin foszforilaciot stimuldlt mind Jurkat (6.7.B abra), mind MOLT-4 T sejtekben
(6.7.C abra), mint a T sejt receptor keresztkotése (6.7.A abra). A folyamat kinetikaja is
eltérd volt, amig a TCR keresztkotése mar 1 perc utdn maximalis foszforilaciot okozott,
a galektin-1 kezelés csak 5-10 perc utan valtott ki hasonlé valaszt. A B sejtek, mint a
BL-41 (6.7.D ébra) ¢és Raji (nem bemutatott adat) is hasonléan reagaltak a galektin-1

kezelésre.

6.2.4. A galektin-1 indukalta tirozin foszforilacioban résztvevo jelatvivo

molekulak

A sejtek jelatvivdo molekuldinak foszforilacios szintje mindig az aktiv kinazok és
foszfatazok mikodésének egyensulyat tiikrozi [69]. A galektin-1 altal indukalt korai
tirozin foszforilacidos mintazat kialakitasaban tehat mind kinazok, mind foszfatazok is
szerepet jatszhatnak. A tirozin kinazok aktivitasat genisteinnel gatoltuk, ez az inhibitor
teljesen blokkolta a galektin-1 altal indukalt tirozin foszforilaciot (6.8. abra, 5. és 6.

minta). A tirozin foszfatdz gatlok, mint a fenilarzén-oxid (PAO, 6.8. 4bra, 3. minta),

Jurkat
genistein - - - - + <+ 6.8. abra: A galektin-1 indukalta fehérje
. y ol i tirozin foszforilacio6 fiigg a tirozin kinazok
P,AO ol és foszfatazok aktivitasatol Jurkat T
galektln-1’ ¥ . e B T sejtekben. A sejteket kezeletleniil hagytuk
1.8uM 10 (1. minta), inhibitorral kezeltik (PAO, 20
Fi- 1M, 3. minta; genistein, 250 uM, 5. minta),
98 w— gl illetve egyediil galektin-1-gyel (1,8 uM, 2.
i g-- e minta) vagy galektin-1-gyel inhibitor
81 - i jelenlétében (PAO, 20 puM, 4. minta;

genistein, 250 puM, 6. minta) 10 percig

43 wum stimulaltuk. A teljes sejtlizatumot 7,5-15%
i SDS-poliakrilamid  gélen futtattuk, a
Western blotban anti-foszfo-tirozin
Ot — ellenanyagot hasznaltunk.
kDa
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valamint a natrium-vanadat (nem bemutatott adat), novelték a fehérjék foszforilacios
szintjét a kontroll mintdkban. A galektin-1 a PAO jelenlétében nem indukalta az
egyébként jellemzoé fehérjecsikok megjelenését (127, 100, 37 kDa, 6.8. abra, 2. és 4.
minta, nyilheggyel jelolve). E fehérjék tirozin foszforilacidjat végzo kinazok aktivitasat
tehat foszfatazok szabalyozzak.

A tovabbiakban megvizsgaltuk, mely egyedi szignalmolekulak jatszanak szerepet
a galektin-1 altal kivaltott, tirozin foszforilacidval jaro korai jelatviteli 1épésekben. A
Jurkat sejt muténs vonalait, a p56'* hianyos JCaM1.6 (6.9.4abra 3. és 4. minta), a ZAP70
hianyos P116 (6.9.abra 5. és 6. minta), valamint a CD45 negativ J45.01 sejteket
(6.9.abra 7. és 8. minta) a vad tipust Jurkat sejtekhez hasonlitottuk (6.9.abra 1. és 2.
minta). A kezeletlen JCaM1.6 sejtek foszforilacios szintje nagyon alacsony (6.9. abra, 3.
minta), ezen felul a galektin-1 sem indukalt tirozin foszforilaciot ezekben a sejtekben
(6.9. éabra, 4. minta). A P116 ezzel szemben rendszeresen magas konstitutiv
foszforilaciot mutatott, amelyet a galektin-1 nem névelt tovabb (6.10. abra, 5. és 6.
minta). Habar a konstitutiv foszforilacio a CD45 hianyos J45.01 T sejtekben is magas
volt, valosziniileg a foszfataz aktivitas hianya miatt, mégis ezek a sejtek a Jurkat-hez
hasonlédan tirozin foszforilacioval valaszoltak galektin-1 kezelésre (6.9. abra, 7. és 8.

minta).

Jurkat JCaM P116 J45.01

S - - + - 4 galektin-1
— 194
S o g
—_—G7
— 43
— 20
kDa

6.9. dbra: A galektin-1 altal stimulalt tirozin foszforilicié vad tipusi, Lck, ZAP70, illetve CD45
hidanyos Jurkat sejtekben. Jurkat sejteket (1. és 2. minta), az Lck, illetve ZAP70 kinazokban mutans
vonalait (JCaM1.6: 3. és 4. minta, illetve P116: 5. és 6. minta), valamint a CD45 hianyos sejteket
(J45.01: 7. és 8. minta) galektin-1-gyel (1,8 uM, 2., 4., 6. és 8. minta) kezeltiink 10 percig, vagy
kezeletleniil hagytuk (1., 3., 5. és 7. minta). A teljes sejtlizaitumot 7,5-15% SDS-poliakrilamid gélen
futtattuk, majd anti-foszfo-tirozin ellenanyaggal és nyul anti-egér IgG - HRPO -val blottoltuk.



6.2.5. A galektin-1 dltal kivaltott jelatviteli it nem vezet intracelluldris

kalcium-ion koncentricié névekedéshez

A limfocita receptorok keresztkGtése utan kivaltott jelatviteli at elagazd, szamos
esetben a foszfolipaiz Cy (PLCy) aktivalédasahoz és intracellularis kalcium-ion
koncentraci6 novekedéshez vezet, amelyet tirozin foszforilacio elé6z meg [71]. A
galektin-1 egyaltalan nem indukalt kalcium-ion szint véltozast sem a Jurkat T sejtekben,
sem a BL-41 B sejtekben (6.10.A és B é4bra, fekete szaggatott vonalak). Ezek a sejtek
mas stimulusokra, Ggy mint az antigénfelismer6 receptoruk keresztkotésére,
masodperceken beliil nagymértékii kalcium-ion koncentracié névekedéssel valaszoltak
(6.10.A. és B abra, fekete vonalak). A Jurkat sejtekben mas lektinek, mint példaul a

WGA névényi lektin is az intracelluldris kalcium-ion szint novekedését okozta (6.10.A

abra, sziirke vonal).
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6.10. abra: A galektin-1 nem induksl intracelluliris kalcium-ion koncentricié novekedést. A.
Fluo3 és FuraRed festékekkel jelolt Jurkat T sejteket CD3 ellenanyaggal (OKT3, 15 pg/ml, fekete
folytonos vonal), galektin-1-gyel (25 pg/ml, fekete szaggatott vonal), illetve buzacsira
agglutininnel (WGA, 10 pg/ml, sziirke vonal) stimuléltuk, és 4ramlési citométerrel kovettitk a Ca™
érzékeny festékek fluoreszcencia intenzitds valtozdsat az id6 fliggvényében. B. A fent leirt
rendszerben a BL-41 sejteket k-lanc ellenanyaggal (10A/2, 20 pg/ml, fekete folytonos vonal),
valamint galektin-1 fehérjével (50 pg/ml, fekete szaggatott vonal) kezeltiik.

6.2.6. A galektin-1 apoptézist indukail T és B sejtekben

Megvizsgaltuk, hogy a rekombindns humdan galektin-1 hogyan befolyasolja a
limfoid sejtek életképességét. A sejteket 1,8 uM galektin-1 jelenlétében tenyésztettiik €s
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kiilonb6z6 idépontokban vizsgaltuk a viabilitisukat és az apoptdzisra jellemzo
valtozasokat. A Jurkat T sejtekben mar 6 Ora inkubacié utdn kimutathaté volt
foszfatidil-szerin atfordulasa a sejtmembran extracellularis felszine felé (6.11.A ébra),
ez a jelenség az apoptozis kezdeti lépéseire jellemzé és FITC-jelolt Annexin V
molekula kotddésével, édramlasi citométerrel kovethetd (6.11.B édbra). Hosszabb
galektin-1 kezelést kovetben (24 6ra) a sejtek 35%-a valt Annexin V pozitivvd, de
ezeknek mintegy 2/3-a mar propidium-jodid atereszté is, ami a membranszerkezet
megbomlasat és permeébilitasat jelzi (6.11.A és B abra).
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6.11. 4bra: Jurkat sejtekben a galektin-1 kezelés apoptézist indukil A. A sejteket 1,8 pM
galektin-1 fehérjével tenyésztettiik egyiitt 3, 6, 16, illetve 24 6réaig, majd Annexin V - FITC - cel és
propidium-jodiddal jelsltiikk az dramlési citometriai vizsgdlathoz. A diagram az Annexin V - két0
sejtek szazalékat dbrazolja, ebbdl az oszlopok fehér teriilete a propidium-jodidot kizaré sejteket,
mig a sziirke oszloprészek az Annexin V kotd és egyben propidium-jodidra is atereszté sejteket
mutatjdk. B. Az dbra az Annexin V - FITC és propidium-jodid kettds jel6lést mutatja be az A.
pontban leirt kezelés 16. 6rajaban.

Az apoptézis kései szakaszdban a DNS fragmentaloédik és a DNS darabok tn.
apoptotikus testekbe csomagolédnak. A sejtciklus analizishez hasznélt médszer sordn a
sejteket permeabilizaljuk, ezért a DNS fragmentumok elvesznek, a sejtek hipodiploidda
valnak, a DNS tartalmuk a Go/G; sejtciklus fazisdhoz képest kevesebb lesz, és ez a sub-
G; populacié képviseli az apoptotikus sejteket. A galektin-1 Jurkat sejtekben 24 6ra
alatt apoptézist okozott, azaz kialakult a sub-G1 populéci6 (6.12. abra).
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6.12. abra: A Jurkat sejtek DNS-tartalma csokken a galektin-1 indukailta apoptézis sordan. A
sejteket 1,8 uM galektin-1-gyel (jobb oldali ébra), illetve kontrollként a lektint nem tartalmazé
pufferrel (bal oldali 4bra) kezeltiik 24 6rig, majd meghatiroztuk azok DNS-tartalmét propidium-
jodid festéssel, dramlasi citométerrel. A sejtciklus fazisok jelolése a kovetkez6: sub-G, (apoptoézis)
- fekete teriilet, Go/G, - jobbra futé ferde csikozas, S - fliggbleges csikozas, G,/M - balra fut6 ferde
csikozas.
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6.13. dbra: A galektin-1 indukalta apoptoézis idé- és koncentriciéfiiggése Jurkat sejteken. A.
A sejteket 1,8 pM galektin-1-gyel kezeltiik, és a 3., 6., 16., valamint a 24. éra elteltével jeloltiik
propidium-jodiddal, majd 4ramldsi citométerrel meghatdroztuk a DNS-tartalmat. A sub-G,
populaciét tekintettiik apoptotikusnak, ezek szizalékat tiintettiik fel a diagramban. A kontroll
kezelés a lektint nem tartalmazé pufferrel tortént, 24 éréig. B. A sejteket 24 éraig kezeltik 0,36,
0,7 és 1,8 uM galektin-1-gyel, illetve a kontroll mintdhoz csak puffert adtunk. A jel6lés és a mérés
az A pontban leirtak szerint tortént.
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A DNS fragmentaci6 mértéke fligg a stimulacid idejétél, a sub-G; populacio
megjelenése mar a 16. 6rat6l detektalhaté (6.13.A édbra). A galektin-1 mér alacsony
koncentraciéban (0,36 pM) apoptozist indukalt Jurkat sejteken, a galektin-1

“koncentracié ndvelésével nott az apoptotikus sejtek ardnya (6.13.B abra).

VIII. tablazat: A galektin-1 apoptézist indukial a limfoid eredetil

sejtvonalakban
Apoptotikus sejtek szima *
Sejttipus Sejtvonalak | Galektin-1 koncentracié
0,36 uM 0,7 utM 1,8 uyM
MOLT-4 2,1 % 2,8 % 21,3 %
T sejtek CEM 1,4 % 6% 31 %
Jurkat 9,1 % 12 % 26,6 %
BL-41 na’ 143 % 30,4 %
B sejtek Raji 4,7 % 14,5 % 7,56 %
Daudi € 29,1 % 31,4 % 35,4 %
Nem limfoid K562 0% 0% 0%
epdubaitck g 01% | 18% | 31%

* A sejteket 24 6raig kezeltiik galektin-1-gyel, majd dramlési citométerrel mértiik a DNS tartalmat.
Az apoptotikus sejtek szdzalékat az Anyagok és moédszerek 5.2.4. fejezetében leirtak szerint
szamoltuk.

® Nincs adat.

© A galektin-1 kezelés 16 6réig tartott.

A rekombinans human galektin-1 a Jurkat sejteken kiviil tobb T és B sejtvonal
apopt6zisat indukélta koncentraciéfiiggd médon (VIIIL. tablazat). Az éretlen T sejteknek
megfeleltethetd sejtvonalak, a MOLT-4 és CEM, vélasza egymashoz és az érett
fenotipust Jurkat sejtekhez képest hasonlé volt, a Burkitt limfoma eredetii B sejtek
viszont eltéréen viselkedtek. Az Raji sejtek tobb kisérletben reprodukélhatéan, de
csupan alacsony szazalékban pusztultak el galektin-1 kezelésre, a Daudi sejtek
érzékenysége viszont a lektin alacsony koncentracidjara (0,36 pM) és rovidebb
inkubdaciés id6 (16 6ra) alatt is nagymértékii volt. Ezzel szemben a csontveldi eredetii
nem limfoid sejtek, mint az U937 és K562, nem valaszoltak apoptozissal (VIII.
tablazat).
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6.2.7. Tirozin kindzok és foszfatazok sziikségesek a galektin-1 indukalta

apoptotikus folyvamatban

A 6.2.3. fejezetben bemutattuk, hogy a galektin-1 tirozin foszforilaciéval jaro
jelatviteli utat indit el limfoid sejtekben. A tirozin foszforilaci6 €s az apoptotikus vélasz
kozotti kapcsolatot a kovetkezd kisérletekben tisztaztuk. Jurkat sejteket genistein
(tirozin kindz inhibitor), valamint natrium-vanadat (tirozin foszfataz inhibitor)
jelenlétében kezeltiik a galektin-1-gyel, majd az apoptézis mértékét a sub-G,; populacio
mérésével hataroztuk meg (6.14. dbra). A genistein 6nmagéban is elég magas aranyu
apoptozist okozott [104]. A galektin-1 ezen feliil nem névelte tovabb az apoptotikus
sejtek szamat, a genistein jelenlétében kivaltott apoptotikus hatdsa szignifikdnsan
alacsonyabb volt az inhibitorok nélkiil okozott apopt6ézisndl. A Na-vanadit szintén
csokkentette az apoptotikus sejtek szamat a galektin-1 kezelt mintdkban (6.14. 4bra).

6.14. abra: A tirozin kinaz és foszfataz
inhibitorok cstkkentik a galektin-1
indukalta apoptézist Jurkat sejtekben.

A sejteket 1,8 uM galektin-1-gyel (fekete
Ci ko oszlopok), illetve kontrollként a lektint

B galektin-1 nem ftartalmazé pufferrel  (fehér
20 1 * oszlopok) kezeltikk 24 6réig inhibitorok
£ jelenlétében (250 UM genistein, 250 uM
Na-vanadat) vagy inhibitorok nélkiil. A
10 1 sejtek a DNS tartalmat propidium-jodid
festéssel, aramlasi citométerrel hatiroz-
tuk meg, az apoptdzis szdzalékanak a
0

sub-G; populacié szazalékat vettiik. Az
inhibitor ~ genistein  vanadat oszlopck 3-3 périnzamos minta 4tlagit

nélkiil és szorasat mutatjak. A csillaggal jelolt
mintdk a Student-eloszldst kétmintés t-
préba alapjan szignifikdnsan eltértek az
inhibitorok nélkiil mért eredményektol
(*p<0,01).

30 «

apoptédzis %

A galektin-1 indukalta tirozin foszforilacihoz nélkiilszhetetlen volt a p56°* és a
ZAP70 tirozin kinazok jelenléte (6.9. 4bra). Ezzel egybehangzéan a p56™* és ZAP70
kinaz hianyos Jurkat vonalak, a JCaM1.6, illetve a P116 sejtek érzékenysége a galektin-
1 indukalta apoptdzisra mintegy 50%-kal kisebb volt, mint a vad tipusu sejteké (6.15.A
abra). Ugyanakkor a CD45 foszfatdz deficiens J45.01 a Jurkat-hez hasonlé mértékii
apoptozist szenvedett, a két értéksorozat kozotti kiilonbség nem volt szignifikéns.
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6.15. abra: Az Lck és ZAP70 tirozin kindzok hidnya csokkenti a galektin-1 indukilta
apoptozist Jurkat sejtekben. A. Jurkat sejteket és mutdns vonalait, az Lck hidnyos JCaM1.6, a
ZAP70 deficiens P116, valamint a CD45 foszfatdz mutdns J45.01 sejteket galektin-1-gyel (1,8
puM) tenyésztettikk egyiitt 24 6rdig. Ezutidn a sejtek DNS tartalmét propidium-jodid festéssel,
dramlési citométerrel hatdroztuk meg. A vad tipust Jurkat sejtekben azonos koriilmények kozott
okozott apoptozis értékét 100%-nak tekintettiik, és ehhez viszonyitottuk a deficiens sejtvonalakban
indukélt apoptézis mértékét. Tbb kisérlet pirhuzamos mint4ib6l szdrmazé 4tlagt és szordsat
abrazoltuk (n=9 a JCaM, n=6 a P116 esetében). A csillaggal jelolt mintdk a Student-eloszlasi
kétmintas t-prébéval ellendrizve szignifikdnsan eltértek a Jurkat sejten mért eredményektdl
(*p<0,01). B. A sejteket (Jurkat, JCaM1.6, P116, illetve J45.01) 50 pg/ml biotin-jeldlt galektin-1-
gyel, majd streptavidin-FITC-cel kezeltiikk. Az dramlési citométerrel val6 analizis sordn a méret és
propidium-jodid kizards alapjan kapuztuk ki az él6 sejteket (nem jelolt, kontroll mintdk -
szaggatott vonal, galektin-1-gyel jel6lt mintdk - vastag vonal).

A Jurkat és mutansainak galektin-1-re adott valasza (mind a tirozin foszforilacioban,

a galektin-1 kotésével, hisz mindegyik sejtvonal hasonlé mértékben hordoz galektin-1

kotohelyet (6.15.B é4bra). Ugyanakkor a galektin-1 internalizicibja fliggetlen volt a

tirozin kindz és foszfatdz inhibitorok jelenlétét6l, valamint a hidnyos sejtvonalakban

(JCaM1.6, P116, J45.01) is végbement (nem bemutatott adat).
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7. DISZKUSSZIO

A galektin-1 szdmos szdvetben, szervben expresszalodik, funkcidja sokoldalu,
biologiai hatisa minden esetben az adott sejt tipusatdl és a galektin-1 lokalis
koncentraci6jatdl fiigg. A galektin-1 jelen van az immunsejtek érésének helyszinén, az
elsédleges nyirokszervekben (timusz, csontvel6), és a masodlagos nyirokszervekben
(Iép, nyirokcsomdk), ahol az immunfolyamatok zajlanak [19]. Azon feliil, hogy

eldsegiti a timocitdk és a timusz epitéliumsejtek kozdtti kapcsolatot, a galektin-1 a
| CD4*/CD8" kortikalis timocitdk apoptozisit okozza, ezért feltételezik, hogy szerepet
jatszik az éretlen T sejtek szelekcibjaban [20, 52]. A timuszt elhagyé érett T sejtek csak
aktivici0 utdn valnak érzékennyé a galektin-1 indukilta apoptézisra [53]. A
szakirodalomban nincs adat arra vonatkozoan, hogy a galektin-1 apoptotikus lenne a
limfocitdkon kiviil mas tipusii sejtekre is. A neuroblasztoma sejtekben ugyan gitolja a
sejtek denzitds fliggd ndvekedését, de nem okoz apotdzisra jellemzd biokémiai és
morfolégiai valtozisokat: kaszpaz aktivaciét és DNS fragmentaciot [S1]. Kérdésiink az
volt, hogy vajon ez az apoptotikus hatds valéban specifikus a limfocitdkra, milyen
molekuldk allnak a jelenség hatterében, milyen kézdeti szignilok sziikségesek az
apoptotikus kaszkad lefutdsdhoz.

Kisérleteinkben nem csak a T sejt eredetii tumoros sejtvonalak, de B limfocitik,
és egyéb hemopoetikus sejtek galektin-1-re adott valaszat is vizsgaltuk. A kiilsnb6zd
érettségi stadiumot reprezentalé T sejtvonalak, a CD4"/CD8" éretlen MOLT-4 és a
gliikkokortikoid érzékeny éretlen CEM, az érett fenotipustinak megfeleld T sejt, Jurkat,
valamint a B sejtek, a BL-41, Raji és Daudi is apopt6zissal vilaszolnak a galektin-1
kezelésre. A limfocitikkal szemben a mieloid eredetii sejtekben, mint az eritroid K562
és a granulocita U937 sejtekben a galektin-1 kezelés nem okoz apoptdzist. A kiilonb5zd
sejtvonalak apoptdzis érzékenysége nem hozhat6 sszefiiggésbe az ezekhez a sejtekhez
k6t6d6 galektin-1 mennyiségével. A kiilonb6z6 érettségi stidiumban megrekedt T
sejtek Osszehasonlithaté mennyiségii galektin-1 kotd struktirdt hordoznak és hasonlié
mértéki a galektin-1-re adott apoptotikus vélaszuk is. Ezzel szemben a Raji és a Daudi,
amelyek Burkitt limfoma eredeti EBV' B sejtek, kevés, de hasonlé mennyiségii
galektin-1-et koétnek, ugyanakkor eltérd érzékenységet mutatnak a galektin-1-gyel
szemben: a Raji a vizsgilt B sejtvonalak kéziil a legkisebb, mig a Daudi messze a
legnagyobb apoptotikus vélaszt adja. A mieloid sejtvonalakhoz, a K562 és 1J937
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sejtekhez a limfocitaknal nagyobb mértékben kétddik a galektin-1, mégsem pusztulnak
el galektin-1 kezelésre. A galektin-1 limfocitdkra gyakorolt apoptotikus hatdsa tehat
sejtspecifikus. A BL-41 galektin-1 kotése, az Osszes vizsgalt sejtvonal kéziil
egyediiliként kettds csicsot mutat az aramlési citometriai vizsgalatokban, ugyanakkor a
sejtvonal egységes populacioként viselkedik egyéb sejtfelszini struktarak vizsgalatakor
(x kdnnyii lanc, CD45; nem bemutatott adat). A BL-41 éejtciklusé.nak elemzésekor azt
talaltuk, hogy a nagyobb mennyiségii galektin-1-et k6t6 populacioban joval nagyobb
mértékil az S fazisban levd sejtek ardnya, mint a lektint gyengébben kotok kdzott (G.
Ion, személyes kézlés). Ennek oka valdsziniileg az, hogy a sejtciklus sordn eltérd
mgnnyiségt’i és minGségh glikoproteinek lehetnek jelen a sejtek felszinén [105].

A galektin-1 a cukorkdtd aktivitisa révén nagy affinitdssal kodtoédik szdmos
membrénalkot6 glikoproteinhez és glikolipidhez [38-40, 51, 57, 58, 86, 87). A galektin-
1 k6t6 membranfehérjék biokémiai vizsgélatiban t&bb nagy molekulatémegii (203, 160,
134, 95, 74, 66 és 58 kDa) fehérjét mutattunk ki, amelyek kozil specifikus

“ellenanyaggal a CD45 foszfatdzt azonositottuk. Habar a CD45 foszfatdz mennyisége
jelentds a T sejick membrénjiban, hinya meégsem vezet a galektin-1 kités dramai
csbkkenéséhez. A fennmarad6 koétési kapacitasért a kisérleteinkben kimutatott tovabbi
fehérjék, illetve glikolipidek felelések, amint azt mas irodalmi adatok is alatdmasztjak
[57, 58]). A szakirodalom a mar azonositott galektin-1 k&t fehérjéket a galektin-1
receptoraiként emliti, azonban egyikr6l sem bizonyitott, hogy valéban a galektin-1
biol6giai hatdsinak k&zvetitGje lenne. Ezeknek a ,yreceptoroknak™ a tobbsége T sejt
specifikus (CD2, CD3, CD4, CD7j, amely nincs rajta mis szoveti eredetd sejteken.
Misok, mint a CD45 és a CD43, egyéb fehérvérsejteken is expresszalodnak, amelyeken
a galektin-1-nek nincs apoptotikus hatisa, Mind az aramldsi citometriai, mind a
biokémiai vizsgdlatokban a galektin-1 és a fenti sejtfelszini struktirdk koézott
kimutathaté k6tddés cukorspecifikusnak bizonyult. A galektin-1-nek olyan specifikus
receptora is lehet a limfocitikon, amelyhez nem a lektin tulajdonsig alapjan kotddik.
Ezt az elképzelést tdmasztjdk ald azok az adatok, melyek a galektin-1 cukorkétéstdl
fliggetlen mikddését bizonyitjak, példaul az egér embriondlis fibroblasztokra gyakorolt:
ndvekedésgatlas €s a periférids idegek axon-regeneracidjanak szabalyozasa [43, 50]). A
laboratériumunk jelenleg a szénhidrat-felismerd doménben pontmutici6t tartalmazd
mutansok el6allitisan és bioldgiai tesztelésén dolgozik. A szénhidratkdtésben mutans
galektin-1 vizsgédlatdnak fontossigit az is igazolja, hogy a galektin-3, a galektin
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fehérjecsalad masik jol ismert tagjanak szénhidratkété doménjében az anti-apoptotikus
molekuldkra jellemzd funkciondlis motivumot azonositottak [92]. S6t masodlagos
moédositas (szerin foszforilacid) kovetkeztében megsziinik a galektin-3 cukorkdtd
kapacitasa, €s az anti-apoptotikus funkci6 keriil el6térbe [106].

A receptor ligandumkdtése utan nem ritka esemény a receptor medialt endocitozis,
illetve az internalizici6 mas formdja [103]. Ez a mechanizmus szolgalhatja
létfontossagu anyagok felvételét (pl. a transzferrin szallitotta vas), a receptor sejtfelszini
szintjének csokkentésével a jelfogadas szabalyozasat, mas esetben a receptor-ligand
kapcsolat megsziintetését az endoszémak savas kdrnyezetében, majd a szabad receptor
Ujrahasznositasit. A sejtfelszinhez k6t6d6 galektin-1 aramlasi citometridval kimutathat6
szintje csOkken fiziologids hOmérsékleten, ami jelentheti a kotddés affinitdsdnak
csokkenését, a receptor levilisit a ligandjaval egyiitt, vagy internalizaci6jat.
Eredményeink az internalizacidra utalnak ezt a mikroszkOpos vizsgalatok is bizonyitjak:
a galektin-1 lokalizicidjat ellenanyaggal kévetve 4°C-on a sejteknek csupdn a
membranja festddik, 37°C-on pedig citoplazmatikus fest6dést tapasztaltunk (nem
bemutatott adat). A galektin-1 sejtfelszinhez valé kétddése savas kozegben (pH 5)
gétolt (nem bemutatott adat), ami utalhat arra, hogy receptor medilt endocitézissal
keriil be a sejtekbe és az endoszOmak savanyi komyezetében disszocialodik a
receptoratl. Vizsgélatainkban az ismert galektin-1 k6t6 fehérjék (CD2, CD3, CD43,
CD45) sejtfelszini szintje nem csokkent a galektin-1 internalizicidjaval parhuzamosan,
tehat nem ezek kozvetitik az endocitézist. Elképzelhetd, hogy mds, nem vizsgalt
glikoprotein (CD4, CD7), esetleg a még nem azonositott receptor kozvetitésével
torténik az endocitdzis. Az sem kizart, hogy a galektin-1 internalizicidja nem receptor-
fliggd, hanem més mechanizmus all a hitterében. Az egyik feltételezésiink szerint a
galektin-1 mas fehérjékhez hasonléan szabadon atjuthat (penetral) a sejtmembranon. Az
igy penetralodo fehérjék, pl. a fibroblaszt novekedési faktor (FGF-1, -2), a HIV virus
TAT fehérjéje, a D. melanogaster Engrailed és Hoxa-5 fehérjéi, sem rendelkeznek
szekrécios szigndl szekvencidval, ennek ellenére szekretalodnak, szabadon atjutnak a
sejtmembranon, s6t a maghartyan is, mindkét irdnyban [107). Minthogy a galektin-1
hasonlé tulajdonsagokkal rendelkezik, feltehetd, hogy az internalizicidja is a felsorolt
fehérjékéhez hasonl6 [17, 18). Ezt a feltételezést nem tamasztja ala az a tény, hogy a
szabad penetracié nem fligg a hdmérséklettol, 4°C-on is végbemegy, mig a galektin-1
4°C-on nem internalizalodik, legalabbis nem a mérési hatdrok kozbtt kimutathatd
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mértékben. Az endocitézis fenti két formdja érvényes lehet ugyanazon molekula
esetében is: a specifikus receptorokkal rendelkezd FGF és interleukin-1 penetracioval is
bekeriilhet a sejtekbe. A kétféle internalizicié megoszldsanak szabilyozisa még nem
ismert. A mi vizsgilataink szempontjabol azért lényeges az internalizicié
mechanizmusanak ismerete, hogy meghatarozzuk, az internalizicié szerepet jatszik-e a
galektin-1 biol6giai hatdsiban, azaz a limfocitikon kivaltott apoptozisban. A galektin-1
a nem limfoid sejtekben is internalizdlédik, ami megkérddjelezi az internalizaci6
sziikségességét az apoptdzis kivaltasiban. E kérdés az internalizacié folyamatinak
gatlasaval és a galektin-1 indukalta apopt6zis mértékének véltozasanak vizsgalataval
donthetd el. Az erre irdnyuld kisérleteink eddig nem jartak sikerrel: a klatrin fliggd
endocitézis gitlisa nem akadilyozta a galektin-1 internalizaci6jat (nem bemutatott
adat). Az ett6l eltérd endocitotikus folyamatok sokkal kevésbé jellemzettek és gatlasuk
is nehezebben valdsithatd meg.

A sejtek glikoproteinjeihez kotédve a galektin-1 kiilonb6zd jelatviteli utakat
aktivalhat. Mas lektin tipusu fehérjék, példaul a ConA és a PHA, cukorkétd aktivitasuk
révén keresztkdtik a T limfocitak sejtfelszini receptorait (CD2, CD3), tirozin
foszforilaci6t és intracelluldris kalcium-ion koncentracié névekedést valtanak ki, és a T.
sejteket sejtosztodasra serkentik [80-82, 108]. A galektin-1 altal elinditott jeldtviteli
utakat vizsgalé eddigi tanulmanyok arrdl szamoltak be, hogy a galektin-1 kezelés a T
limfocitdkban mddositja a specifikus antigénfelismeré receptortdl indulé jelatviteli
utakat, tirozin foszforiliciot okoz, de nem vezet a sejtek aktivilédasahoz, osztodashoz
és citokin termeléshez. Kisérleteinkben a rekombindns humdin -galektin-l mind a T,
mind a B limfocitdkon tirozin foszforilaciot - véltott ki, de az antigénfelismerd
receptorokon keresztiil elindulé folyamatoktol eltérd kinetikdval és mintdzattal. Ez a
biokémiai folyamat szerepet jitszik a galektin-1 apoptotikus hatdsiban, amit az
bizonyit, hogy a galektin-1 indukalta tirozin foszforilicidban nélkiilézhetetlen tirozin
kinazok és tirozin foszfatdzok gitlisdval csGkken az apoptotikus sejtek arénya is. A
Jurkat sejt mutdns vonalaival végzett kisérleteinkben kimutattuk, hogy a galektin-1
indukalta tirozin foszforilacié elmarad az Lck és ZAP70 hisny4ban. Hasonléan a tirozin
kinidz inhibitorral kapott eredményekhez, az Lck és ZAP70 kinaz hidnyos Jurkat
sejtvonalakban a vad tipusu sejtekhez képest mintegy 50 %-kal csokken az apoptozissal
vélaszol6 sejtek szdma. Az Lck és a ZAP70 szerepe a galektin-1 biologiai hatasiban
nem azonos a T sejt receptoron keresztiili aktivalodasban betdltottel. A TCR
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ligandkGtése az aktivacid helyett apoptézishoz is vezethet, amennyiben a stimulicié
szintje nem optimalis. A folyamat biokémiai alapja a TCR jelatvivo alegységének, a £
lancnak részleges foszforilicidja és ezt kdvetben az aktivaciotol eltérdé membrin
proximalis szignal komplex kialakulasa. A galektin-1 indukalta, apoptozishoz vezetd
jelatviteli folyamat annyiban hasonlit a TCR-t61 induléhoz, hogy a ¢ lanc foszforilacidja
nem teljes és az Lck és ZAP70 kinazok aktivalédnak. Ugyanakkor a galektin-1-re adott
valasz esetében az Lck/ZAP70 tirozin kindz utvonal aktivacidjanak kinetikaja, és a
szerepet jatszo kinazok szubsztratjai eltérnek a TCR keresztkotésével indukalt jelatviteli
folyamatt6l. A TCR hianya, pl. a CEM sejteken, nem jar egyiitt a galektin-1 stimulalt
apoptozis valasz elmaradisaval, igy joggal feltételezhetd, hogy a TCR nem jatszik
szerepet ebben a folyamatban. Az Lck és ZAP70 a TCR jelatvitelben betSltott
szerepétol eltérd funkcidjat a galektin-1 és a TCR agonista stimulaciét kovetd kalcium-
ion valaszbeli kiilonbség is igazolja. A TCR stimuldcié gyors és percekig tartd
intracelluléris kalcium-ion koncentracié névekedést eredményez, ami az Lck és ZAP70
kinazok korai aktivaci6jatol fligg. Ezzel szemben a galektin-1 stimuldcié kisérleteink
szerint nem jar egyiitt az intracelluldris Ca*" szint névekedésével. Az Lck és ZAP70
kindzok aktivitisa és az altaluk aktivalt Ras/ERK jelatviteli Gt nélkiilszhetetlenck a
CD95L (FasL) expresszidjaban és az aktivaci6 indukalta sejthaldlban [109, 110]. Ennek
ellenére az eddigi eredmények szerint a galektin-1 okozta apoptdzis fliggetlen a
Fas/FasL utvonaltol, mert a Fas hidnyos Ipr egerek T sejtjei [21], valamint az anti-Fas
rezisztens MOLT-4 sejtvonal is érzékeny a galektin-1 4ltal okozott apopt6zisra. A p56'*
nem csak a Fas/FasL kozvetitette apoptotikus folyamatban, de mas tényezdk, pl. a
stressz altal indukalt sejthaldlban is részt vesz. Kimutattdk, hogy aktivitisa fontos a
ceramid altal kivaltott apoptozisban a Jurkat sejtekben, ehhez a folyamathoz az NF-«xB
és JNK aktivalasaval jarul hozza [111]. Méas stimulusokra, igy az ionizald sugarzas
hatédsara bekovetkezd apoptézisban, a kaszpaz-8 aktivalodasa az Lck kozvetitésével, de
a Fas/FasL kapcsolodast6l fiiggetleniil torténik [112]. Az ionizald sugarzas a B
leukémia sejtekben is apoptézis okoz, ebben szintén szerepet jatszik a CD19-hez
kapcsolddé Lck [113]. Az Lck, a ZAP70 és az apoptotikus folyamatok kapcsolata
ugyan még nem ismert, de eredményeink erdsen aldtdmasztjik ezen kindzok részvételét
a galektin-1 indukalta apopt6zisban. A ZAP70 hidnyos sejtekbe ujratranszfektalt kinaz
visszaillitja a sejtek vilaszit, mind a galektin-1 kezelésre adott tirozin foszforilacios
eseményeket, mind az apoptdzist. Az eredmények azt is sugalljak, hogy ezeknek a
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kinazoknak a szerepe a galektin-1 indukalta apopt6zisban nem kizdrélagos, hianyuk
csak cstkkenti az elpusztult sejtek aranyat, de nem védi ki teljes mértékben a sejthalilt.

A CD45 vizsgalatat a galektin-1 apoptotikus hatdsanak kozvetitésében kiilondsen
indokoltdk az ellentmond6 és nehezen értelmezhet6 irodalmi adatok ebben a témaban
(53, 85], valamint hogy szerepét kimutattdk bizonyos apoptotikus folyamatokban: a
CD45 keresztkotése éretlen timocitdk és érett T és B sejtek apoptdzisihoz vezetett [114,
115). A CD45 és a galektin-1 ktddése tobb vizsgalatban kimutatott, és a CD45
aktivitisa 20-30%-ban csokken e kélcsonhatds soran [64-66]. Annak ellenére, hogy a
galektin-1 szabalyozhatja a CD45 aktivitisit és részvételét a jeldtvitelben, nem
bizonyitott, hogy a CD45 valéban a galektin-1 receptora és biologiai hatisinak
kozvetitdje. Kisérleteinkben a CD45 hidnyos sejtekben a vad tipusu Jurkat sejtvonalhoz
hasonlé mértéki tirozin foszforildciét és apoptdzist okozott a galektin-1. Ennek ellenére
a tirozin foszfataz inhibitorok mind a galektin-1 kivaltotta tirozin foszforilaciét, mind az
apoptozist cs6kkentették, ezért valosziniisithetd, hogy nem a CD45, de mads, altalunk
nem vizsgalt foszfatizok lehetnek elemei a galektin-1 kotddése altal elinditott a
jelatviteli dtnak. '

Az alabbi pontok és a 7.1. dbra foglaljdk 6ssze eredményeinket:

1. A galektin-1 kotddik a dolgozatban vizsgilt a T és B limfocitdkhoz és a nem
limfoid sejtvonalakhoz, ezt kdvetden internalizdlédik. A lektin internalizicibja
nem az eddig azonositott galektin-1 k6t fehérjéken (CD2, CD3, CD43, CD45)
keresztiil torténik.

2. A dolgozatban hasznilt valamennyi T és B sejt eredetii sejtvonal apoptotikus
valaszt adott a galektin-1 kezelésre, ugyanakkor a mieloid (eritroid és granulocita)
sejtek elkeriilték a galektin-1 indukalta sejthalalt.

3. A galektin-1 altal elinditott, tirozin foszforilicioval jaré jelatviteli folyamatok
vezetnek a lektin indukélta apoptézishoz. A p56™* és ZAP70 tirozin kindzok
nélkiilozhetetlenek a galektin-1 indukalta tirozin foszforildciéban, és kézponti, de
nem kizirdlagos, szerepet jatszanak a galektin-1 altal kivaltott apopt6zisban.

4. Annak ellenére, hogy a CD45 tirozin foszfataz az egyik f6 galektin-1 kotd
glikoprotein a fehérvérsejteken, nem jatszik szerepet a galektin-1 indukalta tirozin
foszforildciéban, sem az apoptotikus folyamatokban.
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7.1. abra: A galektin-1 kétodve feltételezett receptorahoz tirozin foszforilaciét indukal, amelyhez
az Lck és ZAP70 kindzok hozzijérulnak. Ez a tirozin foszforilaci6 és a kindzok miikodése
sziikséges a sejtek galektin-1 indukalta apoptézisdhoz. A galektin-1 a receptora kozvetitésével,
vagy mas mechanizmus révén internalizalédik. Az internalizacié és az apoptézis Osszefliggése
még nem ismert. A CD45 nem jatszik szerepet a galektin-1 internaliziciGjdban, a jelatviteli
folyamatokban és az apoptdzisban.

A tovabbi kisérleteinkben valaszt szeretnénk arra kapni, hogy vajon a galektin-1
indukalta jelatviteli utban milyen egyéb szignalmolekuldk vesznek részt. Elsdsorban a
szerin/treonin kindzok, mint a protein kindz C és a MAP kinazok (ERK) vizsgalatat
célozzuk meg. Vizsgélni fogjuk a galektin-1 indukélta apoptdzis mechanizmusat is, a
,haldlreceptoroknak™, a kaszpazoknak, a mitokondriumnak, valamint a Bcl-2 csalad

fehérjéinek részvételét a folyamatban.
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11. OSSZEFOGLALO

A galektinek szolubilis allati lektinek, amelyek egy csaladba val6 sorolasa a poli-
N-acetillaktozaminok (f3-galaktozidok) felismerésén és a szénhidratfelismeré6 domén
nagy szekvencia-azonossagan alapul. Viltozatos bioldgiai funkciot toltenek be, részt
vesznek a pre-mRNS splicing-ban, a sejtadhézioban, a sejtek novekedésének és
differencialodasanak szabéalyozasaban, az embriogenézisben, a metasztazisban, az
apoptdzisban, az autoimmun folyamatok és a gyulladasok szabilyozasiban. Ennek
ismeretében diagnosztikai €s terapias célokra valo felhasznalasukat is ajanljak. Azonban
a pleiotrop funkcioval bir6 galektinek alkalmazisa veszélyt is rejt magaban a funkciok
pontos mechanizmuséanak ismerete hidnyaban.

A galektin-1 funkciéi bonyolult szabilyozds alatt allnak, a fehérje hatasat
meghatirozza a fejlodés- és szdvetfliggd expresszidja, a cellularis lokalizacidja,
receptoranak glikoziliciés mintazata és a sejtek aktivalodasi allapota. A humin
galektin-1 t6bbek kbzott jelen van az elsédleges és masodlagos limfoid szervekben, a T
sejt feljodés és aktivacié szinhelyén. Minthogy in vitro apoptézist indukal az éretlen
timocitdkon és az aktivalt T sejteken, feltételezik, hogy szerepet jitszik az éretlen T
sejtek szelekcidjaban és az immunvalasz lecsengése soran az aktivalt T sejtek
eliminalasiban. A galektin-1 biolégiai hatasat kdzvetitd receptor(ok) és az apoptozishoz
vezetd jelatviteli Gt elemei még nem ismertek. A T limfocitdkon biokémiai
modszerekkel t6bb, erdsen glikozilalt galektin-1 k&t6 membranfehérjét azonositottak
(CD2, CD3, CD4, CD7, CD43, CD45). Az irodalmi adatok alapjan a galektin-1
hatasanak fo mediatora a CD45 tirozin foszfataz lehet.

A galektin-1 apoptotikus hatasit eddig csak a limfocitdkon irtdk le. Kérdésiink az
volt, hogy vajon ez az apoptotikus hatas valéban specifikus-e a limfocitakra, milyen
molekuldk allnak a°jelenség hatterében, milyen kezdeti szignalok sziikségesek az
apoptotikus kaszkad lefutdsahoz. Munkidmban vilaszt kerestem arra, hogy 1/ a T
sejteken kiviil mely csontvel6i eredetii sejteken van galektin-1-et kot fehérje? Mi
torténik a galektin-1-gyel a sejtekhez vald kdtodését kovetden? 2/ A T sejteken kiviil
befolyasolja-e a galektin-1 egyéb hemopoetikus eredetii sejtek életképességét? 3/
Milyen jelatviteli folyamatokon keresztiil térténik a galektin-1 éltal indukalt apopt6zis?
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Milyen specifikus szignalmolekulak aktivitdsa szabalyozza ezt a folyamatot? 4/
Valoban a CD45 foszfataz a galektin-1 biologiai hatasanak kozvetitdje?

A rekombinans human galektin-1 kiilonb6z6 sejtvonalakhoz valé kotodését
aramlasi citométerrel mutattuk ki. A galektin-1 kot6dott minden vizsgélt sejttipushoz,
fuggetleniil azok eredetétél és érettségi allapotatol. A vizsgalt sejtek kozott T limfocitak
(Jurkat - érett T sejt fenotipust mutaté, MOLT-4 - CD4'CD8" stadiumban megrekedt
éretlen T sejt, CEM - gliikokortikoid szenzitiv éretlen T sejt), B limfocitak (BL-41, Raji,
Daudi - Burkitt limofoémak) és nem limfoid sejtvonalak (K562 - eritroid vonal, U937 -
granulocita fejlodési vonal) voltak. A galektin-1 koté fehérjéket sejtfelszinen biotinilalt
T sejtek teljes sejtlizatumabol vontuk ki galektin-1 Sepharose 4B gydngydkkel, majd
Western blot rendszerben streptavidin-HRPO-val reagaltattuk. A lektinhez t6bb nagy
molekulasulyu fehérje kapcsolodott (203, 160, 134, 95, 74, 66 és 58 kDa), ezek koziil a
CD45 foszfatazt azomositottuk specifikus ellenanyagokkal. A galektin-1 és a fenti
sejtfelszini struktirak kozbtt kimutathatd k6tddés cukorspecifikus volt.

A galektin-1 kotddése utdni extra- vagy intracellularis lokalizcidjat dramlasi
citométerrel vizsgdltuk. Megallapitottuk, hogy a galektin-l minden vizsgalt
sejtvonalban internalizalodott fiziologids homérsékleten, 3 6ran beliil. Az internalizacio
egyik lehetséges mechanizmusa a receptor medialt endocit6ézis. Annak eldontésére,
hogy a galektin-1 internalizaciéjaban mely fehérje jatszik szerepet, kovettilk az egyes
galektin-1 kot6 fehérjék (CD2, CD3, CD43, CD45) sejtfelszini mennyiségét a galektin-
1 internalizicidjaval parhuzamosan. A vizsgalt fehérjék sejtfelszini szintje nem
valtozott a galektin-1 internalizici6ja sordn, azaz a lektin internalizacidja nem az eddig
azonositott galektin-1 kété fehérjéken (CD2, CD3, CD43, CD45) keresztiil torténik.
Nem zarhat6 ki, hogy az endocitdzis az eddig még nem vizsgalt glikoproteinek (CD4,
CD7), esetleg még nem azonositott receptorok kozvetitésével térténik. Szintén
elképzelhetd, hogy nem a receptor medialt endocitézis, hanem esetleg mas
mechanizmus all az internalizacié hatterében.

A galektin-1 kezelés soran apoptdzissal elpusztuld sejtek aranyat szintén aramlasi
citométerrel kdvettiik. A korai apoptotikus folyamatokban a sejtmembrén extracellularis
felszine felé atforduld foszfatidil-szerint Annexin V - FITC-cel mutattuk ki. A késoi
apoptotikus sejteket sejtciklus analizisnek vetettiik ali, ennek sordn meghatiroztuk a
hipodiploid DNS tartalommal rendelkezd apoptotikus sejtek aranyat. A galektin-1
apoptozist indukalt a vizsgalt T és B limfocitakon. A kiilonbozd sejtvonalak apoptdzis
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érzékenysége nem hozhato Osszefliggésbe a sejtekhez k6tddo galektin-1 mennyiségével.
A T sejtek Osszehasonlithatd mennyiségii galektin-1 k6té struktirat hordoztak és
hasonlé mértéki voit a galektin-1-re adott apoptotikus valaszuk is. Ezzel szemben az
Burkitt limfoma eredetii B sejtek, a Raji és Daudi, kevés, de hasonldé mennyiségii
galektin-1-et kottottek, ugyanakkor eltérd érzékenységet mutattak a galektin-1-gyel
szemben: a Raji a vizsgalt B sejtvonalak koziil a leékisebb, mig a Daudi messze a
legnagyobb apoptotikus valaszt adta. Ezzel ellentétben a nem limfoid sejtvonalak
(eritroid, granulocita) a galektin-1 kezelésre nem vélaszoltak apoptézissal, pedig
rendelkeztek galektin-1 k6td fehérjékkel és internalizaltak a lektint.

El6z6 tanulmanyokban kimutattik, hogy a galektin-1 kezelés hatasara a C-lanc
részlegesen foszforilalodik, és a sejtek aktivacidja helyett azok apoptdzisahoz vezetd

. jelatviteli utat indit el. A galektin-1 altal indukalt korai jelatviteli eseményeket Western
blot analizissel vizsgaltuk. Kimutattuk, hogy a galektin-1 kezelés tirozin-foszforilaciot
indukalt T és B sejteken, amely tirozin kinaz és foszfatiz inhibitorokkal (genistein,
nitrium-vanadat, fenilarzén-oxid) meggatolhaté volt. A kinaz és foszfataz inhibitorok
csokkentették a galektin-1 hatdsira elpusztuld sejtek aranyat, ez arra utal, hogy a
galektin-1 altal kivaltott tirozin foszforilicid sziikséges az ezt kdvetd apoptotikus
lépésekhez.

A galektin-1 indukalta jelatviteli utban és apoptotikus folyamatban szerepet
jatszé egyedi szignilmolekuldk vizsgalatdhoz kindz (p56'* és ZAP70) és foszfataz
(CD45) hianyos sejtvonalakat alkalmaztunk a fent leirt médszerekben. A kinaz mutans
sejtvonalakban a galektin-1 nem indukalt tirozin foszforilaciét, valamint ezek a sejtek
kevésbé voltak érzékenyek a galektin-1 indukalta apoptozisra. Annak ellenére, hogy az
irodalmi adatok tGbbsége a CD45 foszfatizt, mint a galektin-1 biologiai hatdsanak
kozvetitGjét tartja szamon, a CD45 hidnya nem befolyasolta sem a galektin-1 indukalta
tirozin foszforilaciét, sem az apoptdzist. Minthogy a tirozin foszfataz inhibitorok
gatoltdk a galektin-1-re adott sejtvalaszt, mas tirozin foszfatazok kdzremiikédése nem
zarhato6 ki.

Osszefoglalva: 1/ A galektin-1 kotddik a dolgozatban vizsgalt T és B
limfocitdkhoz és nem limfoid sejtvonalakhoz, ezt kovetden internalizalédik. A lektin
internalizacija nem az eddig azonositott galektin-1 kotd fehérjéken (CD2, CD3, CDA43,
CD45) keresztiil torténik. 2/ A dolgozatban hasznalt valamennyi T és B sejt eredetii

sejtvonal apoptotdzissal valaszol galektin-1 kezelésre, ugyanakkor a mieloid (eritroid és
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granulocita) sejtek elkeriilik a galektin-1 indukalta sejthalalt. 3/ A galektin-1 altal
elinditott, tirozin foszforilacioval jaro jelatviteli folyamatok vezetnek a lektin indukalta

apoptozishoz. A p56*

és ZAP70 tirozin kinazok nélkiilozhetetlenek a galektin-1
indukalta tirozin foszforilacioban, és kdzponti szerepet jétszangk a galektin-1 altal
kivaltott apoptdzisban. 4) Annak ellenére, hogy a fehérvérsejteken a CD4S5 tirozin
foszfataz az egyik fo galektin-1 kotd glikoprotein, nem jétszik dszerepet sem a galektin-1

indukalta tirozin foszforilacioban, sem az apoptotikus folyamatokban.

70



12. SUMMARY

Galectins are endogenous animal lectins, sharing conserved amino acid sequence
and affinity for B-galactosides. Galectin-1 participates in a wide variety of biological
events, such as cell adhesion, cell growth regulation, apoptosis, immunomodulation,
inflammation, pre-mRNA splicing, metastasis and embryogenesis. The functions of
galectin-1 are susceptible to modulation according to the glycosylation state of the
receptors, cell activation status, developmentally regulated expression and subcellular
compartmentalization. Galectin-1 is present at the sites of apoptosis during normal T
cell development and effector functions. According to this, galectin-1 induces apoptosis
of immature thymocytes, activated T cells, and several T leukemia cell lines in vitro.
However, the molecular mechanism of the galectin-1 induced apoptotic process is not
well understood yet. Recently, different T cell surface receptors have been identified as
galectin-1 binding proteins, including CD45, CD43, CD2, CD3, CD4 and CD7. From
these receptors CD45 has been implicated as a putative mediator of the biological effect
of galectin-1 in T lymphocytes.

Galectin-1 has been shown to be apoptotic on lymphocytes, but there are no data
regarding other haematopoietic cells. In this study we investigated the effect of
recombinant human galectin-1 on different cell types of bone marrow origin. It is not
proved, which of the identified galectin-1 binding protein mediates its apoptotic effect.
Moreover, the elements of the galectin-1 induced signal transduction pathway are not
known.

To examine the binding of galectin-1 to various cell lines we used flow cytometry.
All the cell lines tested, e.g. the. T leukemia cell line, Jurkat, a T lymphoblastic cell line
with CD4"CD8" immature phenotype, MOLT-4, a glucocorticoid-semisitive T cell line,
CEM, Burkitt’s lymphoma B cell lines, BL-41, Raji, Daudi and non-lymphoid cell lines,
such as the myelo-monocytic U937 and the erythro-leukemic K562 bound galectin-1.
The binding of galectin-1 was sugar dependent since it was competed by excess of -
galactoside (lactose). Galectin-1-interacting glycoproteins were isolated from cell

surface biotinylated Jurkat T cell lysate using immobilized galectin-1 and then analyzed
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by Western blotting. Among several high molecular weight proteins (203, 160, 134, 95,
74, 66 and 58 kDa) we identified CD45 using monoclonal antibodies. When CD45™
Jurkat variant cells were analyzed on the same way, identical galectin-1 binding protein
bands were detected except the CD45 bands.

We explbred the post-binding behavior of galectin-1 by monitoring its extra- and
intracellular localization at 37°C. The flow cytometry experiments showed
internalization of galectin-1 within 3 hours in all the cell lines listed above. Searching
for the possible mediator of endocytosis we analyzed whether the cell surface quantity
of known galectin-1 binding glycoproteins, such as CD45, CD43, CD3 and CD2
decreased  together with the surface bound galectin-1. Our results showed that the
internalization of galectin-1 was not accompanied with the down-regulation of the cell
surface level of these glycoproteins, indicating that these receptors were not involved.
Other identified galectin-1 binding proteins (CD4, CD7) or a not yet identified
receptor(s) could mediate the down-regulation of the surface bound galectin-1. It is also
possible that galectin-1 is internalized by other mechanism and not by receptor mediated
endocytosis.

The effect of galectin-1 on cell viability was tested by flow cytometry. The early
apoptotic cells were detected by binding of Annexin V - FITC to the membrane
phosphatidyl serine, which is translocated from the inner to the outer leaflet of the
plasma membrane when cells undergo apoptosis. In the late apoptotic cells the DNA
lost was measured by DNA content analysis. The T cell lines, Jurkat, MOLT-4 and
CEM representing different stage of T cell differentiation showed similar level of
apoptotic death after galectin-1 treatment. In addition to T cells, the different B cell
lines, BL-41, Raji and Daudi were also killed by galectin-1. The sensitivity of the cells
did not correlate with the amount of the bound galectin-1, since the B cell lines bound
similar amounts of galectin-1 but Daudi was the most sensitive and Raji was the least
responsive to galectin-1 induced apoptosis. In contrast to T and B cells, the non-
lymphoid cell lines, U937 and K562 did not undergo apoptosis, although these cells also
bound and internalized galectin-1.

Recent studies showed that galectin-1 treatment induces partial TCRE chain
phosphorylation. We explored the galectin-1 induced early signaling steps in Western
blot. The T and B cell lines were treated with galectin-1 and the cell lysates were

immunoblotted with anti-phosphotyrosine. Galectin-1 induced time and concentration
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dependent protein tyrosine phosphorylation in these cells. This was inhibited with
tyrosine kinase inhibitor, genistein and tyrosine phosphatase inhibitors, phenylarsine
oxide and sodium vanadate. The galectin-1 induced tyrosine phosphorylation was
essential for the subsequent apoptosis, since the tyrosine kinase and phosphatase
inhibitors blocked the apoptosis when added together with galectin-1 to the cells.

The components of galectin-1 induced signal transduction pathway were further
analysed using kinase (p56'* and ZAP70) and phosphatase (CD45) mutant cell lines. In
contrast to the wild type Jurkat cells, galectin-1 treatment did not result in tyrosine
phosphorylation of intracellular proteins either in p56™* or ZAP70 deficient cells.
Consistently, the kinase mutant cells showed about 50% less apoptotic cells after 24
hours of galectin-1 treatment as Jurkat cells did, indicatir{g that the specific kinases, Lck
and ZAP70 were involved in galectin-1 induced T cell apoptosis. Galectin-1 treatment
resulted in a definite tyrosine phosphorylation in both wild type and CD45 deficient
Jurkat cells. Jurkat and CD45 deficient J45.01 responded a similar degree of apoptosis
when co-cultured with galectin-1 under identical conditions. In contrast to .recent studies
our results prove that the galectin-1 induced tyrosine phosphorylation and apoptosis is
not mediated by CD45.

Summarizing our results, galectin-1 binds to and is internalized in cell lines of
haematopoietic origin. The internalization of galectin-1 is not mediated by CD2, CD3,
CD43, CD45, the identified galectin-1 binding proteins. As an early response, galectin-1
treatment induces tyrosine phosphorylation in lymphocytes and this signaling pathway
leads to apoptosis. Galectin-1 induces cell death only in T and B cell lines, but not in the
non-lymphoid (erythroid and granulocytic) cells. The tyrosine kinases, p56'* and
ZAP70 are necessary in the signaling pathway triggered by galectin-1. These signaling
proteins are specifically but not solely involved in apoptosis induced by galectin-1 in T
cells. CD45 tyrosine phosphatase does not play a role in galectin-1 induced tyrosine
phosphorylation and apoptosis. Since tyrosine phosphatase inhibitors abolish the
galectin-1 induced apoptosis, one can hypothesize that phosphatases other than CD45
are participating in the biological effect of galectin-1.
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