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KOSZONETNYILVANITAS, AMI ELORE KiVANKOZIK

Ugy gondolom, hogy egy doktori disszerticio az életmii 6sszefoglaldsa kell,
hogy legyen. Ehhez az is hozzatartozik, hogy visszatekintek, hogyan is lett belélem
kutatd, kik azok, akiktdl az Gtravalot kaptam. Harmad éves biologiai-kémia tanar szakos
egyetemistaként kezdtem diakkori munkat végezni az ELTE TTK Biokémia tanszékén.
Az indittatast ott kaptam meg Szilagyi Laszlo témavezetomtol. A sok munka és tanulas
mellett, mint hallgatdknak résziink volt sok viddmsagban ¢és baratsagban,
megtanulhattuk, milyen masokkal egyiitt dolgozni, mennyit jelent egy jo kozdsség.
Koszonom ezt Lacinak és az egész akkori Biokémia Tanszéknek. Még az egyetemi
¢vekhez tartozik, hogy eljartam Gergely Janos professzor ir immunoldgia specialis
kollégiumdra. A Tanar Urnak koszonhetem, hogy beleszerettem az immunoldgiaba, azt
hiszem, ezzel nem vagyok egyediil. Koszondm Tanar r.

A kovetkezod fontos allomasra csak végzés utan 4 évvel érkeztem, mikor Péterfy Ferenc
bizalmdba és csoportjaba fogadott a Human Oltéanyagtermeld ¢és Kutaté Intézet
Immunkémiai Osztalyan. A gyakorlatban itt ismerkedtem meg az immunologiai
modszerekkel, az immunizalassal, aminek késébb nagy hasznat vettem. Kdszonet érte.
Feri kiildott a Szegedi Bioldgiai Kozpontba, végiil ott is ragadtam, hogy megtanuljak
monoklondlis ellenanyagot késziteni. Bar ennek a modszernek az ismerete mai napig
hasznos, és ezért koszonet illeti Andé Istvant, akitdl elsajatitottam a technikat, mégis
kutatova valasom a londoni Imperial Cancer Research Fundban kovetkezett be. Itt
tanultam meg, hogy a jo kutatas alapja a kivancsisag, a jo kérdésfeltevés és az ismert és
ismeretlen modszerek megfeleld alkalmazasa a kérdés megvalaszolasahoz. Erezhettem
egy egész intézet stimuldldo tudomdnyos légkorét, taldlkozhattam rendkiviil széles
latokorti és nagy tudast emberekkel, akikhez, bar nem érhettem fel tudasban, mégis
egyenrangunak fogadtak el. Nem csak gondolkodni ¢€s kisérletezni tanultam itt meg, de
az eredmények cikké formaldsat is itt sajatitottam el. Halas vagyok az egész Intézetnek,

de kiilonosen és soha vissza nem adhatéan Mike Crumptonnak, aki befogadott a
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laborjdba ¢és mindig nagy figyelemmel kisérte és segitette munkamat. Doreen
Cantrelnek, aki mai napig az altalam ismert legkivalobb tudos a szignaltranszdukcid
teriiletén, akit6l meghatarozo ismereteket kaptam, ¢és aki megajandékozott baratsagaval.
1998-ban, mikor lehetéséget kaptam sajat csoportom megalakitdsdhoz, amit Raské
Istvan Igazgat6 trnak koszonok, azt a célt tliztem magam elé, hogy a mellém vetddod
fiataloknak lehetdséget adjak, hogy tanulhassanak, €s ha a kutatoi palyat valasztjak,
akkor a PhD utdn ne iires kézzel, vagy fejjel fogjanak hozza. Nem csak, reményeim
szerint, Ok tanultak télem, de én is tolikk. Ezért koszonom a nalam végzett kollegaimnak,
hogy tobb-kevesebb ideig egyiitt dolgozhattam veliikk: Hegediis Zoltannak, Violeta
Chitunak, Fajka-Boja Robertanak ¢s Gabriela Ionnak. Jelenlegi hallgatoim, Kovacs
Ferenc, Blaské Andrea és Szebeni Gabor munkija biztositja a labor jovdjét.
Katoniané Kinga és Gercsoné Andrea asszisztensek nélkiil az egész csoport
¢letképtelen lett volna. Jokedviikkel, hihetetlen munkabirasukkal és szakértelmiikkel a
csoport oszlopat adtak és adjak. Koszonom.

Nem felejthetem kifejezni halamat azoknak a munkatarsaimnak, akik a hattérbol
kedvesen, nagylelkiien és Onfelaldozéan mindig megadtak a legnagyobb segitséget a
nyugodt munkéhoz: Toth Sandorné Marikanak, aki a komputeres abrakészités
varazsloja, Dozsa Ildikénak és Ujvari Szilvianak, akik a palyézatokkal kapcsolatos
gazdasagi és Soltész Csillanak, aki az irodai teenddket teljesen leveszik a vallunkrol és
Kasza Gyorgynek, aki minden miiszaki probléméankra megoldast talal.

Jelenlegi munkdm nagyban fiigg azoktol a kollegdimtol, és talan mondhatom
barataimtol, akikkel évek ota egyiittmiitkodok a tudomanyos munkéban: Téth Gabortol
az SZTE Orvosvegytani Intézetében és Uher Ferenctdl az Orszdgos Gyogyintézeti
Kozpontban. Koszonom nekik.

Végiil nem hagyhatom ki a koszonetnyilvanitasbol sziileimet sem, akik, bar koran
elveszitettem Oket, de a rovid id6 alatt, amit egyiitt tolthettiink, megtanitottak, hogy
becsiiletesen kell élni, hogy torddni kell masokkal, és, hogy a szeretet, amit masoknak

adunk, mindig megtériil.
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ELOSZO

Az elmualt 18 évben tudomanyos érdeklodésem elsésorban az emberi T

limfocitak funkcio-szabalyozasara, annak molekularis mechanizmusanak vizsgalatara
iranyult. Kutatdsaim soran folyamatdban el6szor a T-sejtek CD2-6n [5-7] és T-sejt
receptoron (TCR) [6;8-13] keresztiil torténd aktivalas soran bekovetkezd intracellularis
eseményeket tanulmanyoztam. Ezt kovetéen a TCR jelatviteli folyamatok
szabalyozasaban alapvetd szerepet jatszo CD45 tirozin foszfatdz funkcidjara [10;13-18]
terjesztettem ki a vizsgalatokat. A {6 irdnyvonalak mellett a T sejt aktivacid mas
aspektusaiba is sikeriilt bepillantdst nyerni [19-21]. Ennek a kutatdsi folyamatnak
részeként, foképpen a CD45 receptor ligandjanak meghatarozasat célzo kisérletek soran,
jutottam el a jelenlegi kutatasaink célpontjdhoz, az emberi galektin-1 (Gal-1)-hez. A
Gal-1-et a korai kozlemények a CD45 ligandjaként azonositottdk. Mara kideriilt, hogy
bar a Gal-1 valoban kotddik a CD45-hdz és bizonyos jeleket tovabbit is e receptoron
keresztiil, az alabbiakban részletezett T sejtekre kifejtett apoptotikus funkciojat mégsem
a CD45-6n keresztiil latja el.
Bar az el6zmények minden szempontbol fontosak a dolgozatban bemutatott eredmények
eléréséhez, a CD2, TCR ¢és CD45-tel kapcsolatos vizsgalatokat a dolgozat
egységességének megorzése érdekében nem részletezem. Ezen a munkakbol szdrmazo
kozleményeket a bibliografia tartalmazza.

Ezt a disszertaciot a Gal-1-gyel végzett kutatasaink leirdsdnak szentelem.

1. BEVEZETES

Az immunvalasz szabalyozasa €s az immunhomeosztazis fenntartdsa részben az
immunsejtek aktivaciojanak és effektor funkcidinak szigor szabalyozasatol, részben az
immunvalasz idében torténd downregulacidjatol fiigg. Az utdbbi folyamat fontos eleme
a specifikus antigénnel szemben aktivalodott limfocitdk programozott sejthalallal,

apoptozissal torténd eliminacidja. Az apoptdzis elindulhat az erre a funkcidra rendeltett
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halal-receptorokon keresztiil, illetve mas, az aktivalt sejtek, vagy kornyezetiik altal

kivalasztott citotoxikus ,,citokinek™ altal, amelyek koz¢ a lektin természetli Gal-1 is

tartozik. Amikor az immunvalasz lecsengéséhez vezetdé mechanizmusok felborulnak,

sulyos patologias kovetkezményekkel szamolhatunk, mint példaul az autoimmun, vagy

krénikus gyulladasos betegségek kialakulasa. Eppen ezért célunk, hogy minél

pontosabban ¢és részletesebben megismerjiikk azokat a faktorokat, jelen esetben a

gyulladascsokkentd Gal-1 funkciojat, melyek szerepet jatszanak az immunregulacioban.

Galektin csalad

A galektin elnevezés 1994-ben sziiletett [22] olyan fehérjék azonositdsara,

melyek  megfelelnek  két  kovetelménynek: -
galaktozidokhoz mutatnak affinitast, és a szénhidrat-

koté hely (CRD=carbohydrate recognition domain)

cukor-kotésben szerepet jatszé aminosavai
konzervalodtak. Szerkezetiik szerint harom tipusba
Prototipus Kiméra Tandem-repeat ,
Galektin-1 5 Galektin-3 Galektin-4, Sorolhaték (1 . 1 . Abra) [23] :
-2,-5,-7,-13, -6,-8, -9, -12
-14 .
1.1. Abra. A galektin csalad 3 tipusa N
A prototipus galektineket egy CRD /
N
épiti fel. A kiméra galektinben, P

melynek egyetlen ismert tagja a  Gal-1és-2

Gal-7 és valdszinilileg Gal-3

galektin-3, a C termindlison

elhelyezkedd6 CRD az N terminalis

felé¢ nyalo prolin és glicin gazdag

1.2. Abra. A dimerképzédés két lehetséges vdltozata.
A Gal-1 és -2 az N és C terminalis aminosavakon, mig

a Gal-7 és valdszintileg a Gal-3 a C terminalison

ismétl6d8 aminosav szekvencidval — keresztiil kapcsolodnak. A nyilak a diszacharidok

crer

folytatodik. Végiil a bivalens, az  kotesi helyét, a nyilak irdnya a cukrok orientaciojat

egy  polipeptid lancon

Két mutatjak a redukalotol a nem-redukalo végek felé.
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kiilonb6zé CRD-t hordozé galektinek a tandem repeat csoportba tartoznak. A galektinek
monomerként, homodimerként vagy magasabb rendli homo-oligomerként épiilhetnek fel
a koncentraciotol vagy a ligand jelenlététdl fliggden. A bivalens, tandem repeat
galektinek foképpen monomerként vannak jelen, de ezek is Osszekapcsolddhatnak
magasabb rendii oligomerekké. A dimer-képz6dés két modja a 1.2. Abran lathatd (az

abra Leffler H és mtsai-tol szarmazik [24]).

A galektin csalad tagjainak széveti és idobeli megjelenése nagymértékben szabalyozott

A galektin csalad tagjai lektin aktivitasuk révén hasonldan glikozilalt, N-acetil
laktézamint tartalmazo fehérjékhez kapcsolddnak, €s az egyedfejlédés soran €s a felnott
szovetekben tobbféle bioldgiai aktivitast fejtenek ki. A nyilvanvald és jol dokumentalt
specifikus funkcidk csak az egyes galektin tagok szoveti €és iddbeli expresszidjanak és
cellularis lokalizacidjanak [25] szigorGi szabdlyozasaval valosulhatnak meg. A
szabalyozas az eltéré szoveti megjelenéssel, a transzkripcid szintjének, a szubcellularis
lokalizacionak, illetve a specifikus ligandok expressziojanak, illetve glikozilaltsagi
mintdzatanak valtozasaval torténik. A elsére jo példa a Gal-1 szintjének valtozasa a
differencialod6 izomsejtekben. A mioblasztok nagymennyiségli Gal-1-et termelnek és
szekretalnak, majd a miotubulusok kialakulasa sordn a Gal-1 mennyisége lecsokken és
cellularis lokalizacidja megvaltozik [26;27].

Az egyes galektinek szoveti, illetve sejttipus szerinti expressziojat az 1.1. tablazat

mutatja.
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Galektin Felnott szoveti Embrionalis szoveti Megjelenés
megjelenés (attekintés megjelenés tumorokban
[25]) (attekintés [28;29])
Gal-1 Placenta, petefészek, Trofoektoderma, A legtobb
testis, maj, izomsejtek utero-placentalis transzformalt
(mioblasztok), komplex[30;31] sejtvonalban és
nyirokszervek, timusz, tumorban
1ép, aktivalt makrofagok,
T és B-sejtek
Gal-2 Emésztd rendszer NA
Gal-3 Makrofagok, epitélidlis Utero-placentalis Pajzsmirigy-, bél-
sejtek, fibroblasztok komplex [30;32] rak végso stadiuma,
gyomor-, kdzponti
idegrendszeri-,
hugyholyag rakok,
nagysejtes
limfomak
Gal-4 Emészt6-rendszer Maj- és gyomorrak
Gal-5 Retikulocitak Blasztociszta[30]
Gal-6 Emészté-rendszer NA
Gal-7 Keratinociték, epitélium NA Emlorak
Gal-8 M34j, vese, szivizom, NA Hasnyéalmirigy-,
tiido, agy m4j-, bor-, gégerak
Gal-9 Timusz, vese, adipocitak, NA Hodgkin’s limféma
(ecalectin) | eozinofilek, monocitak,
makrofagok, emészto-
rendszer
Gal-9 (urat | Vese, emésztorendszer, Hodgkin’s limféma
transzporter | pigmentalt melanocitak
csatorna)
Gal-10 Eozinofil és bazofil NA
granulocitak
Gal-11 Szemlencse NA
Gal-12 Adipocitak NA
Gal-13 Placenta Placenta és terhes
szérum [33]
Gal-14 Eozinofil granulocitdk NA

1.I. Tablazat. A galektin csalad tagjainak expresszioja kiilonbozo szévetekben és

sejtekben. NA: nincs adat.
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Az 1.II1 Téablazatbodl leolvashatod, hogy az eddig azonositott galektin tagok kiilonb6zo

kromoszomalis lokalizacioval és génstruktiraval rendelkeznek.

A fehérjét Human l16kusz Exon szam | Hivatkozas
kodold gén
Gal-1 22ql12-13 4 [1;25]
Gal-2 22q12-13 4 [1;25]
Gal-3 14g21-22 6 [1;25]
Gal-4 19q13.2 9 [25]
Gal-5 (17q11) NA [1]
Gal-6 (19q13.1-13.3) 8 [1]
Gal-7 19q13.2 4 [25]
Gal-8 1942-q43 11 [25]
Gal-9 17q11.1 9-11 [25]
(izoformatol
fliggben)
Gal-10 19q13.1 4 [1;25]
Gal-11 NA NA
Gal-12 11q13 9 [25]
Gal-13 19q13.1 5 [25]
Gal-14 NA NA

1.II. Tablazat. A galektin fehérjéket kodolo gének kromoszomdlis elhelyezkedése és
strukturaja. A zéarojelben jelzett gén lokalizaciot az egér kromoszomdk homolog

régioinak térképezése alapjan kovetkeztették. NA: nincs adat.

A galektin gének aktivitasa korlatozodhat néhany szdvetre (példaul a Gal-4, -6, -7, -10, -
13, vagy valtozhat a fiziologids vagy patoldgias koriilmények szerint (Gal-1, -3, -7, -8).
fgy kiilonosen érdekes annak megismerése, hogyan torténik e gének transzkripcionalis
szabalyozasa. Ennek ellenére viszonylag kevés adat all rendelkezésre ebben a

tekintetben. A 1.3. Abra mutatja eddigi ismereteink 6sszefoglalasat.
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NF:E spl
Spl
Gal-1 exl
-611 CAAT TA
Spl AF P
Gal 2 Splrm-:n 136 TATS
AF1 spl
CRE CRE CRE SIE AF1 sl spl I ne
G‘ﬂl—:} ex] == = ext
-£37 CAAT TA B
EEEDE E E
Gal b exl
504 TA
GATA FU1
FUL MS  GATA™
Gal-10 el
-303 TATA

1.3. Aba. 4 galektin gének promoter régidinak szerkezete. Jelolések: Spl, CAAT box, TATA box NFkB
koté hely, cAMP responsive element (CRE), sis- inducible element (SIE), pS3 kotd hely (p53), E box (E),

exon (ex) [1].

Az abrabdl lathato, hogy a kiilonbozé galektinek transzkripcidja eltéré mechanizmussal
aktivalédhat. A promoterek szabalyozo régidinak jellemzoéi mellett a galektin gének
transzkripcids aktivitasat kisebb vagy nagyobb mértékben a DNS metilaci6 mértéke is
meghatarozza. A Gal-1 esetében ez azt jelenti, hogy a Gal-1 expresszidja aranyosan

valtozik a DNS teljes metilacidjatol a nem-metilalt allapotig [34].

A galektin-1 szerkezete, struktira-funkcio

A 14 kDa molekulatémegii galektin-1 egyetlen szénhidrat k6té6 domainbdl all, melynek a
kristalystruktirabol megallapitott szerkezete
(hasonlan a tobbi galektinhoz (1. Abra)) egy 6-szalu
¢s egy S-szali antiparallel p-lemezbdl felépiild
globularis struktara (1.4. Abra) [2;35]. A fehérje
1.4, Abra. A Gal-1 rénigen krissial- szerkezete meghatarozza, hogy dimer képzddés esetén
lografids képe. [2] a két polipeptid asszociacidja az N és C terminalis

molekularészeken torténik, a szénhidrat-k6td zsebek pedig az dimerizacidos hely

10
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ellenkezé oldalan helyezkednek el. Az 1.5. Abra mutatja a Gal-1 fehérje szekvenciajat,

melyben a kiilonboz0 szinek az eltérd funkcidkban résztvevd aminosavakat jelzik.

MACGLVASNLNLKPGECLRVRGEVAPDAKSFVLNLGKDSNNLCLHFNPRFNA
HGDANTIVCNSKDGGAWGTEQREAVFPFQPGSVAEVCITFDQANLTVKLPDGY
EFKFPNRLNLEAINYMAADGDFKIKCVAFD

1.5. Abra. A Gal-1 aminosav szekvenciaja. Z01d: cisztein aminosavak, piros: cukorkotésben résztvevo,
konzervalt aminosavak, melyek mutacidja a cukorkotd képesség elvesztésével jar, fekete, vastag:

konzervalt aminosavak, melyeknek mutacidja nem befolyasolja a lektin aktivitast [4].

A fehérjében jelenlevd 6 cisztein (C2, C16, C42, C60, C88 és C130) redukalt allapota
sziikséges a nativ konforméci6 fenntartasahoz, mivel az intramolekuldris diszulfid hidak
kialakuldsa dramaian megvaltoztatja a fehérje masodlagos szerkezetét. A strukturalis
vizsgéalatok azt mutatjadk, hogy a szerkezetbdl kovetkezéen a C16 és C88 kozott
intramolekularis, mig a C termindlis végen elhelyezkedd C130 altal két monomer kozotti
intermolekuléris kovalens kotés alakulhat ki. A marha Gal-1-ben a triptikus peptidek
vizsgalata soran, a C16-C88 mellett, a C2-C130 és C42-C60 kozott kialakuld diszulfid
hidakat is kimutattak [36-38]. Oxidacio kovetkezményeként a lektin elveszti cukorkotd
képességét. Az emberi Gal-1-ben a C2 kitiintetett szereppel bir, mert helyspecifikus
Azok a Gal-1 mutans molekuldk, melyekben a cisztein aminosavakat egyenként szerinre
cserélik, megtartjak a vadhoz hasonlé mértékii cukorkotd képességiiket [4].

A nagymértékben konzervalt Trp68 cseréje tirozinra (W68Y) nem jar a cukorkotd
képesség megvaltozasaval. Mas konzervalt hidrofil aminosavak mutécioja (N46D, E71Q

¢s R73H) azonban a Gal-1 asialofetuinhoz kotdédésének teljes gatlasaval jar [4].

11
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Aktiv monomer

" Aktiv dimer

So”
N S
\MC/ H

Glikoprotein ligand {/
| . 4 “ ,Metastabil . 'E QI
17 |ntermed|er (/f )! ,}

i v o
\> “4@ 4 7
NC . Szekrécios
' mechanizmus?

Sejtmembran

--------------------------

L @9 > '
@;@NC J fw
Dimer Monomer

V4

Trends Glycosci Glycotech.9: 47-56).

A fehérje lektin tulajdonsaga nem csak az elsddleges ¢és az ebbdl kovetkezé masodlagos
¢s harmadlagos szerkezettdl fiigg, hanem a negyedleges strukturatél is. Ebben a
tekintetben azonban ellentmondasosak a kisérleti adatok. Elséként Cho és Cummings
vizsgalta a dimerképzddés feltételeit [39] és megallapitotta, hogy a rekombinans kinai
horcsdg Gal-1 koncentraciotdl fliggden monomer vagy dimer allapotban van. A
monomer-dimer atalakulds lasst (a t;, egyensulyi allapot eléréséhez 10 ora sziikséges)
és reverzibilis, Kq4 értéke kb. 7 uM ¢és megallapitasuk szerint nem fiigg a ligand (lakt6z)
jelenlététél (1.6. Abra). Megjegyzendd, hogy ezekben a kisérletekben a Gal-1
oxidacionak jobban ellenalld mutdnsat, a C2S valtozatot hasznaltdk, de redukaldszer
jelentében a vad tipustt molekula is hasonld paramétereket mutatott. Ugyanezek a

szerzok a dimer forma jelentdségét a lektin tulajdonsag kifejez6désében dimer képzésre
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alkalmatlan mutansok segitségével vizsgaltdk az alabbi 4 konstrukcid segitségével (1.6.

Abra)[3].

N-terminus C-terminus

1 10 130 134
I I | |

Gal-1 M-A-C-G-L-V-A-S-N-L-N-L-K..//..A-D-G-D-F-K-1-K-C-V-A-F-E

C2S5-Gal-1 M-A-S-G-L-V-A-S-N-

—

~N-L-K..//..A-D-G-D-F-K-I-K-C-V-A-F-E
V5D-Gal-1 M-A-C-G-L-D-A-S-N-L-N-L-K..//..A-D-G-D-F-K-I-K-C-V-A-F-E

N-Gal-1 M-A-8S-G-Q-D-S-

6p]

-N-L-N-L-K..//..A-D-G-D-F-K-I-K-C-V-A-F-E

1.7. Abra. A nativ és a mutins Gal-1 N- és C termindlis szekvencidi [3].

A V5D- és N-Gal-1 mutans konstrukciok dominansan monomer forméaban voltak jelen.
Az equilibrium dializis kisérletek azt mutattdk, hogy a mutansok mindegyike a nativhoz,
illetve a C2S-Gal-1-hez hasonlo affinitassal (Kg kb. 90uM) kotédik N-acetil-
laktézaminhoz. A vorosvértestek keresztkotésén alapuld hemagglutinacios tesztben az N
terminalis mutansok a C2S-hez (0.8uM) viszonyitva joval magasabb, a dimerizacidt mar
tamogatd koncentracioban (V5D: 4uM, N-Gal-1: 200uM) okoztak hemagglutinaciot.
Kovetkezésképpen a hemagglutindld képességhez, de nem a cukorkdtd képességhez,
sziikséges a lektin dimerizacioja.

A fentiekkel ellentmondasban Giudicelli és mtsai méret kizardsos kromatografids
kisérletben azt az eredményt kaptak, hogy a monomer/dimer egyenstly nem pusztin a
Gal-1 koncentraci6 fiiggvénye, mivel 2-50 uM kozotti tartomanyban a Gal-1 dimer
formaban van jelen [40]. Ezzel az eredménnyel van Osszhangban egy mostanaban
megjelent kozlemény [41], melyben a patkédny Gal-1-et vizsgdlva megallapitottdk, hogy
Sajat, nem kozolt eredményeink szerint a dimer, illetve oligomer forma kialakulasa in
vitro koriilmények kozott leginkabb a tisztitas koriilményeitdl fiigg. Feltételezhetéen a
laktoz-affinitas kromatografias oszloprol laktozzal tomény (>50 uM) oldatba elualt Gal-

1 dimer/oligomer formaban van jelen és higitassal nem alakithaté monomerré. A higabb

c sy
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mtsai, nem kozolt adat). Megjegyzendd, hogy a tisztitott human Gal-1 koncentraciotol
fliggetlentil kotédik sejtfelszini glikokonjugatumokhoz, mas biologiai aktivitasukban (pl.
T sejt apoptozis indukcidja) azonban koncentraciofiiggd kiillonbséget mutatnak.

Végiil hangsulyozni kell, hogy a Gal-1 monomer/dimer in vivo egyensulyara vonatkozo
kisérleti adatok nem allnak rendelkezésre. Nem vilagos, hogy a fehérje intracellularis
alakja milyen, sem az, hogy a szekrécid soran monomer vagy dimer formaban kertil-e ki

az extracellularis térbe.

A Gal-1 intracellularis lokalizacidja és funkcidja

A Gal-1, hasonloan a tobbi galektinhez [42;43], tipikus intracellularis fehérje
jellemzo6it mutatja: szignal peptid nélkiil, szabad riboszoémakon szintetizalodik [44] és a
szOovetbdl izolalt polipeptid N termindlisa acetilalt [45]. Ennek megfeleléen szdmos
sejtben a Gal-1 citoplazmatikus, illetve magi lokalizaciojat mutattdk ki. A citoplazmas
lokalizaciora néhany példa: mioblasztok [46;47], kinai horcsdg ovarium sejtek [48],
embrionalis pajzsmirigy follikuléris sejtek [49], intrahepatikus kolangiokarcindma sejtek
[50], vagy az eritroid K562 sejtek [51] (G Ion és mtsai. nem kdzolt adat).

Mioblasztok differencidlédasa soran a Gal-1 intracellularis lokalizacidja az érés
szekrécioja kiséri [46]. A K652 eritroid sejtvonalban intracellularisan jelenlevd Gal-1
differencialodast indukaléd eritropoietin [51] vagy forbolészter (G Ion és mtsai nem
kozolt adat) kezelés hatasara externalizalodik.

A Gal-1-nek a citoplazmdban egy prominens funkciojat mutattdk ki. H-Ras(12V)-vel

transzformalt Rat-1 sejtekben a Gal-1 a plazma membranhoz rogziti a H-Ras-t, ezaltal a

crer

.....

lektin tulajdonsagatdl (laktézzal nem gatolhatd), de specifikus a H-Ras-ra. Gal-1

overexpresszidja a membran-asszocidlt H-Ras megnovekedett mennyiségével jar, mig a
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Gal-1 expresszidjanak gatlasa anti-sense RNS bevitelével a H-Ras membranhoz vald
kapcsolodasat csokkenti. Az aktiv H-Ras Gal-1 altal torténd membranhoz kapcsolasa és
stabil kotodése jelatviteli kovetkezményekkel jar. A membranon stabilizalt H-Ras
aktivalja az ERK MAP kinazt és gatolja az EGF indukalt PI13kinaz aktivalodasat [53].
Bizonyos sejtekben a Gal-1 a sejtmagban is megtalalhaté [54-58]. Lehetséges magi
funkciojara csak kozvetett adatok vannak. HeLa sejtekbdl izolalt nuklearis extraktum
alkalmazaséaval sejtmentes rendszerben kimutattdk, hogy a Gal-1 (és Gal-3) sziikséges
faktor a pre-mRNS hasitasahoz (splicing) [58]. Ezzel 6sszhangban a Gal-1 és az SMP
(Survival of Motor Neuron protein) komplexben résztvevé Gemin4 fehérje kozott direkt
kolcsonhatast mutattak ki. Az SMN a kis nukledris RiboNukleoProteinek (snRNP)
biogenezisében jatszik szerepet, igy biztositja az snRNP-éket a splicoszoma komplex
felépiiléséhez [59].

Bar a Gal-1 a Ras membran kotddésében és az RNS érésben jatszott szabalyozé szerepe
fontos biologiai aktivitasokat feltételez, mégis a Gal-1 génkiiitott egerek alapvetd
fenotipusa nem valtozik, életképesek és fertilisek [60]. Ez azt mutatja, hogy a Gal-1-nek

tulajdonitott intracelluléris funkcidkban a Gal-1 részvétele nem feltétleniil sziikséges.

A Gal-1 extracellularis funkcidja

A Gal-1 intracellularis fehérjékre jellemzO tulajdonsagai ellenére az
extracellularis térbe szekretalodik. A szekrécid egy nem-konvencionadlis €s részleteiben
nem ismert modon torténik. A klasszikus szekrécids folyamat sordn a fehérje N-
termindlis végén jelenlevd szigndl peptid a fehérjét az endoplazmatikus retikulumba
(ER), majd innen a Golgi apparatusba irdnyitja. A Golgi-bol szarmazo6 szekretorikus
vezikulum plazmamembréannal térténd fizidja utan a fehérje az extracellularis térbe jut.
A fehérje export ilyen modjat klasszikus vagy ER/Golgi fiiggd utnak nevezik [61]. A
szignal peptid nélkiil szintetizal6doé polipeptidek egy része- pl. a fibroblaszt ndvekedési

faktor (FGF)-1 ¢és -2, az IL-1PB vagy a galektin csaldd tagjai, ugynevezett nem-
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klasszikus, ER/Golgi-fliggetlen modon szekretdlodnak. A nem-konvencionalis
szekrécionak tobb, mechanikusan kiilonb6z6é modja 1étezik [61;62]. A Gal-1 szekréciojat
illetéen egyeldre tobb a kérdés, mint a valasz. Hughes és mtsai szerint a galektin csalad
tagjai membran hdlyagosodas folyamataval transzlokalédnak az extracellularis térbe
[62;63]. Egy mostandban megjelent munka azt bizonyitja, hogy a Gal-1 transzport
egyiranyu, hdmérsékletfiiggd, de ATP energia felhasznélasatol fiiggetlen folyamat, mely
az FGF-2-h6z hasonloan integralis membran komponensek és periféridlis membran
fehérjék kozremikodését igényli [64], de nincs sziikség a fehérje kitekeredésére [65].
Seelenmeyer ¢és mtsai [66] bizonyitottdk, hogy a Gal-1 cukorkotd képessége és a
sejtfelszini, Gal-1 kotd struktirdk megfeleld glikozilaltsaga sziikséges a Gal-1
membranon keresztiili transzportjdhoz. Kisérleteikben a ,,cukor-nemkoté” mutans
galektinek exportja gatolt és a CHO (kinai horcsdg ovarium sejtek) 13-as mutans klonja,
mely az UDP-galaktdz transzport hibaja miatt nem képes Gal-1 ligandot eldallitani,
szintén nem szekretdlja a citoplazmaban jelenlevd Gal-1-et. Feltételezésiik szerint a
citoplazmatikus Gal-1-re a sejtfelszini glikokonjugatumok hiizéerét gyakorolnak azaltal,
hogy megkotve az extracellularis Gal-1-et, eltoljak az egyenstlyt a membran két oldalan
a szekrécio felé. Ez azonban nem lehet a teljes magyarazat, hiszen szdmos olyan
sejtvonalat ismeriink, mely Gal-1-et termel és sejtfelszini Gal-1-k6td strukturakat
hordoz, mégsem szekretalodik az intracellularis lektin. Az extracellularis térbe jutd Gal-
1 szamos biologiai folyamat szabalyozdja vagy modulatora. Részt vesz a sejtek kozotti,
valamint a sejtek €s az extracellularis matrix (ECM) kozotti adhézios folyamatokban,
szabalyozza a limfoid sejtek életképességét, bizonyos sejtek osztdédasi ciklusat és a
target sejtek altal felszabaditott hormonok, citokinek mindségét. Altalanossagban azt

mondhatjuk, hogy az extracellularis Gal-1 részt vesz a differencialddas, az embrio- és

cyey
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Adhézios folyamatok szabalyvozasa, Gal-1 koté molekulak

A sejtek kapcsolddasa a bazéalis membranhoz illetve a kotdszovet elemeihez
(extracellular matrix, ECM) (adhézids 1épés) €s atjutisa ezeken a szoveti rétegeken
(migracios 1épés) tobbféle folyamat ko-ordinaciojat igényli, olyan szereplokkel, mint a
sejtfelszini adhézids molekuldk, kemokinek és gyulladasos citokinek. A sejtek kozotti
kommunikécio is részben kozvetlen sejt-sejt kdlcsonhatassal valosul meg a sejtfelszinen
megjelend adhézidos molekulak kozvetitésével. A sejtek kapcsolodasa az adhézios
molekuldkon, vagy mas receptorokon keresztiil (melyek az adhézidés folyamat soran
fizikai kozelségben keriilnek) jelatviteli folyamatokat indit el.

A Gal-1 (mas szekretdlt galektinekhez hasonldan) lektin tulajdonsaga, illetve
dimerizacidja miatt kivalo mediatora az adhézids folyamatoknak.

A szekretalt Gal-1 rogton kapcsolodik a kivalaszto, vagy szomszédos sejtek felszinéhez,
vagy az ECM fehérjéihez, s ezaltal szabalyozza a sejt-sejt és sejt-ECM kolesonhatast. A
kapcsolodas a sejtekhez a Gal-1 kotd fehérjék mintazatatol fiigg. A Gal-1 igy szerepet
metasztazisat mas szovetekbe, a gyulladas, illetve a szovet differencialédas folyamatat.
Az adhéziot pozitiv és negativ iranyban is befolyasolhatja az ECM fehérjék, laminin
[67] és fibronektin [68], poli-N acetil-laktézamin lancaihoz val6 kapcsoldodasaval. A
sima ¢és vazizom embriondlis differencidlodasa, illetve az izom regeneracidja soran a
mioblasztok nagy mennyiségli Gal-1-et tarolnak a citoplazmaban. Miotubulusokka
torténd alakulasuk soran a Gal-1-et az extracellularis térbe szekretaljak, ahol a lektin
lefedi mind az izomdifferenciadlédasban legfontosabb szerepet jatsz6 ECM fehérjét, a
laminint [27;46;69;70], mind annak receptorat, az a7B1 integrint [70;71]. Ezaltal gatolja
az izomsejtek ECM-hez torténd kapcsolodasat és eldsegiti a miotubulusokka valo fuziot.
Ebben az esetben tehat a Gal-1 anti-adhézids szerepet tolt be. A szagloideg sejtek axon
novekedésében ellentétes, pro-adhézidos a szerepe: az integrin ¢és laminin
keresztkotésével erdsiti az idegsejtek és ECM kolcsOnhatasat és ezaltal az axon

novekedést segiti [72-74].
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A Gal-1 expresszio lokalis csokkenése vagy novekedése fontos szerepet jatszhat a tumor
sejtek megtapadasaban, vagy levalasdban a tumorfejlédés folyamata soran [67]. Szamos
tumorban a Gal-1 részt vesz a tumorsejtek és kdrnyezetiik kolcsonhatasdban, az adhézios
folyamatok szabalyozasaval. Néhany példa: a Gal-1 részt vesz a melanoma sejtek és az
ECM laminin kolcsonhatdsaban [68], az ovarium karcindma sejteknek a lamininhez és

fibronektinhez torténd tapadasaban [75], tumor sejtek és az endotélium kapcsolodasban

[76].

A Gal-1 kotd glikokonjugatumok, mint ahogy azt a fentiekbdl is lattuk, szabalyozhatjak
az adhézios folyamatokat, de jelatviteli szerepet is betdlthetnek. A glikolipid, gangliozid
GM1 az egyik ilyen Gal-1 kotd struktara [77]. A Gal-1-GM1 kapcsolddas
neuroblasztoma sejtek proliferacio-gatlasat okozza [78;79]. A Gal-1 kapcsolodik a
lizoszoma asszocialt protein (LAMP)-1,2-hez és a karcino-embriondlis antigénhez
(CEA) és ezaltal valdsziniileg részt vesz a vastagbélrak sejtek adhézios tulajdonsagainak
modositasaban [80].

A legrészletesebben a Gal-1 kotd limfocita sejtfelszini fehérjéket vizsgaltak. A CD45
receptor tirozin foszfatdz [14;41;81;82], a CD43 leukoszialin [81;83;84], a CD2 [85], a
CD3 [85], a CD4 [86] és a CD7 [87-89] nagyszamu O és N-kotott polilaktézamin cukor
lancot hordoz, s ennek megfeleléen kotddik a Gal-1-hez. Mindezeknek a T sejt
receptoroknak a szerepét feltételezik a Gal-1 indukalt apoptézisban, a bizonyitékok

azonban ellentmondasosak (1. késobb).

Galektin-1 rakban

A melanoma nem az egyetlen rakos sejt, melyben a Gal-1 magasabb expresszidja
a betegség rossz prognozisat mutatja. A legkiilonb6zébb tumorokban mutattak ki a Gal-
1 megnovekedett expresszidjat és a lektin nagy mennyisége korreldlt a metasztatikus

hajlammal és a kedvezdtlen kilatasokkal (1.II1. Tablazat). A Gal-1 szerepét nemcsak az
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adhézids folyamatok szabalyozasaval magyarazzak, hanem a rakos sejtekkel szemben
kialakult tumor specifikus immunvalasz gatlasaval (lévén a Gal-1 egy erds
immunszuppresszans) €s igy a tumor immunprivilégiumanak kialakitasaval (1. alabb).
Sok esetben nem is maguk a rakos sejtek, hanem a kdrnyezd sztroma sejtek termelik a

Gal-1-et [28;90-94].

Tumor tipus hivatkozas
Tlidoérak [95]
Vastagbélrak [96-98]

Fej-nyak laphdmsejt karcindma (az [99;100]
egyetlen raktipus, ahol csokken a Gal-1

expresszio)

Petefészek rak [75;101]
Hugyholyag rak [102]
Glioma [103-105]
Pajzsmirigy rak [103-108]
Hasnyalmirigy rak [109]
Prosztata rak [90;91;93]

L.III. Tablazat. Gal-1 expresszioja rakban.

Galektin-1 szerepe az immunrendszerben

Galektin-1 expresszioja és funkcioja az immunrendszer sejtjeiben

Szarvasmarhdban a Gal-1 génexpresszidé sorozat-analizise azt mutatta, hogy a
gén ay/0 T sejtekben fejezddik ki és a CD8” T-sejtekben nagyobb a génexpresszid, mint
a CD8" altipusban [110]. Egérben az LCMV-vel indukalt CD8" effektor T sejtekben,
Con-A-val vagy peptid antigénnel stimulalt CD4" és CD8" T sejtekben [111], allogén

vélasz soran az aktivalt T sejtekben [112] nd meg a Gal-1 mennyisége. Normal egér B
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sejtekben kis mennyiségli, mig Trypanosoma Cruzi-val fertdzott egér B sejtjeiben, LPS-
sel, a B sejt antigén receptoron vagy CDA40-en keresztiil stimuladlt B sejtekben
megnodvekedett Gal-1 mennyiség talalhato [113]. A Trypanosoma Cruzi-val fertézott
egér makrofagok és parazita jelenlétében a J774 makrofag sejtvonal szintén Gal-1-t

expresszal [113].

Hatas immunologiai

Apoptézis Gyulladas Makrofag funkcié | Citokin termelés betegségekben
(allatmodellek)
?Eretlen ti- ‘LPLA2 indukalt ¢Arachidon—sav ¢TNFOL, IL-2 és ¢EAE, EAMG, Con-A
mocitdk, akti- | 6déma, neutrofil | felszabadulas, INOS | [FNy termelés az indukalt hepatitis,

valt periférids | extravazacio, hi- | ¢s NO ¢és PGE, | aktivalt Thl sejtek | rheumatoid  arthritis,

T és B sejtek, | zosejt degranula- | termelés altal GVHD
tumoros limfo- | ci6 ‘LIL12 felszabadulas

citdk  (sejtvo- a fert6zott Md-ok-

nalak), ferto- bol, IL-6 a dentri-

z0tt  makrofa- tikus sejtekbdl

gok fIL-S és -10 ter-

melés az aktivalt

Th2 sejtek altal

1.IV. Tablazat. Galektin-1 szerepe az immunvdlasz szabalyozdsaban. Piros, lefelé

mutato nyil: a valasz csokkenése; zold felfelé mutatd nyil: a valasz erdsitése. Roviditések:

PLA2; phospholipase A2, iNOS; inducable NO synthase, NO; nitrogén monoxid, PGE2; prostaglandinE2,
TNF; tumor necrosis factor, IL; interleukine, EAE; experimental autoimmune encephalomyelitis, EAMG;

experimental autoimmune myasthenia gavis, GVHD; Graft versus Host disease.

A Gal-1 kifejez6dése az immunvalasz, illetve a gyulladds helyén hatdssal van az
immunsejtekre, mint, ahogy azt az 1.IV. Tabldzat mutatja. Az apoptotikus
folyamatokkal kiilon fejezetben foglalkozom. A Gal-1 gatolja a foszfolipaz A2 (PLA2)-

indukalt 6démat és akut gyulladast, ha az enzim el6tt, vagy azzal egyiitt oltjak egerekbe
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[114]. Mas kisérletek szerint a Gal-1 gatolja a neutrofil granulocitak kemotaxisat és az

”or

ereken keresztiil torténd atjutast [115]. A Gal-1 szerepet jatszhat az allergias folyama-

/ :> TTimocitik és aktivalt T sejtek
apoptézisa

LAdhézié az ECh-hez

T sejt L Gyulladasos citokinel, IL-2, IFDy, THF o
TTh2 citokinelk, IL-3, IL-10
LZeftosztddas

I-12
L Arachidonsav felszabadul as
LMNOS és nitric exid

1Extravaréeid
I Transzendotelidlis migracid

Meutrofil

6. D> IMigracis

Eozinofil

o |:> TAktivacidt kovetd Gal-1 expresszid

o]
00 o
@

=]

Q0 ©

|:> 1Degranulacid

Bazofil Hizdseit

1.8. Abra. GAL-1 hatdsa a fehérvérsejt funkciora.

tokban is. Gatolja az eozinofil granulocitak migraciojat in vitro [116] és a hizd sejtek
degranulacidjat akut gyulladasban [114]. A Gal-1 csokkenti a makrofagok gyulladasos

reakcidit is, igy az arachidonsav [114] és prostaglandin E2 felszabadulast [114], az
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indukalhat6 nitrogén monoxidaz (iNOS) aktivitasat [117] és ezéltal a nitrogén monoxid
(NO) termelést [113;117]. A citokin mintdzat az immunvalasz sordn alapvetd
szabalyoz6 faktor. Az elézéek alapjan nem meglepd, hogy a Gal-1 hatdssal van erre a
mintdzatra, Ggy, hogy a gyulladasos citokinek felszabaduldsat gétolja. Virus fertézés
soran a Gal-1 a dentritikus sejtek IL-6 termelését fokozza [118]. A Thl sejtek altal
termelt TNFa [119;120], IFNy [119-122], IL-2 [121;123;124] felszabadulas csokkenése
mellett a Th2 citokinek, az IL-5 [119] és IL-10 [122] szintje novekedik, ezaltal az

immunvalasz a Th1-t6l a Th2 felé tolodik el.

T és B sejt differenciacio szabdlyozasa

A B sejtek differencialodéasa sordn a pre-B sejtek pre-B sejt receptora (pre-BCR)
kolcsonhatasba keriil a csontveldi sztroma sejtekkel. Gauthier és mtsai a kdlcsonhatéast
létrehozo fehérjéket vizsgalva azt talalta, hogy a sztroma sejtek altal termelt Gal-1
fehérje-fehérje kolcsonhatassal kapcsolodik a pre-BCR-hez, annak is a ,helyettesitd
konnyl lanc” alegységéhez, ¢és a Gal-1 szabad CDR-jével a sztroma sejtek specifikus
glikoproteinjeihez kotddik. A pre-BCR/galektin-1/ sztréma-glikoprotein komplex a pre-
B sejtek ¢és a sztroma sejtek kozott létrejové kontaktzondban helyezkedik el és
kialakulasat intracellularis tirozin kindzok aktivalodasa és a pre-BCR-t6l érkezo
jelatviteli folyamatok kisérik [125]. A csontveldi sztroma sejtek Gal-1 pozitivitasat
masok is igazoltak [126]. Sajat kisérleteink igazoltak, hogy a Gal-1 hatassal van a korai
¢s elkotelezett csontveldi sejtek differencidlodasara és életképességére [127].
A Gal-1 részt vesz a T sejt differencialodas és érés folyamatdban. A timusz kortikalis
epitél sejtek Gal-1-et expresszalnak , mely az éretlen T sejtek apoptozisat okozza. Ez
arra utal, hogy a lektin szerepet jatszik a T sejtek pozitiv €s/vagy negativ szelekciojaban.
Ezt tamasztja ald az is, hogy a CD37/CD4*™™°/CD8™ ™ ™/CD69" és a
CD3*%epes)cpgalaesony/cpgHesony/ D69 éretlen timocitak a legérzékenyebbek Gal-1
kezelésre [86;128].
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Sejtosztodas szabdlyozdsa

A Gal-1 sejtndvekedés szabalyozé funkcidja a célsejt tipusatol fiigg. A T
limfocitdk esetében a ndvekedés gatld funkciot egyértelmiien sikeriilt bizonyitani. A
human Gal-1 gatolja a PHA aktivalt T sejtek IL-2 indukalt és az IL-2 fiiggé T limfoma
sejtek [129], valamint a naiv és antigén-érzékenyitett CDS" T sejtek antigénnel stimulalt
osztddasat [111]. Ezekben a kisérletekben a sejtkultrakhoz kiviilr6l hozziadott
rekombinans Gal-1-et alkalmaztak, igy a fehérje fizioldgids hatds-mechanizmusdnak
megértéséhez tovabbi vizsgalatok sziikségesek. Valojaban a ndvekedésszabalyozas

molekuléris folyamata még a modell, in vitro rendszerben sem tisztazott.

Az apoptozis szabalyozdsa

Nagyszamu kisérleti adat bizonyitja, hogy a Gal-1 az aktivalt T sejtek és T
leukémia sejtvonalak apoptozisat okozza [14;84;86;124;130]. Allogén sejtekkel aktivalt
T limfocitak, HIV-1-gyel fertézott T sejt vonalak és AIDS betegekbdl izolalt CD4" és
CD8" periférids T sejtek szintén nagyobb érzékenységet mutatnak a Gal-1 citotoxikus
hatasaval szemben [83;112]. A fenti eredményeket nagy mennyiségii (10-20uM) Gal-1
keresztiil fejti ki hatasat, ennek megfeleléen minimalis ligandjaval, laktozzal gatolhato
az apoptozis. Ez a fehérje koncentracié azonban még lokalisan is nehezen képzelheto el,
igy az ilyen tipust kisérletek nagy dilemméja, hogy miitermék vagy tényleges
fiziologias  hatdsokat mériink-e. Bonyolitja ennek megitélését, hogy a
szovettenyészetben alkalmazott Gal-1 lektinfiiggd mutkodéséhez redukald szer
hozzaadasat igényli, és ez eltér a tényleges in vivo szituacidtol, ahol az extracellularis
kornyezet alapvetden oxidalod. Sajat eredményeink azt mutatjadk, hogy a joval
kisérleti rész és nem kozolt adat), amely arra utal, hogy a Gal-1 fehérje-fehérje, vagy
legalabbis nem cukor-lektin kdlcsonhatas révén, nem azonositott receptoron keresztiil is
apoptdzist okozhat. Fontosnak tartom He és Baum eredményét, akik kimutattak, hogy

Matrigélen kikotott Gal-1 az oldatban levd Gal-1-nél joval alacsonyabb koncentracioban

23



A human galektin-1 hatasmechanizmusa

(500pg/ml=36uM versus 45ug/ml=3.2uM) hatékony apoptodzist okoz [131]. A Matrigel
egy egér szarkomabol izolalt basement membran prepardtum, melynek f6 komponensei
az extracellularis matrix fehérjék, a laminin, kollagén IV, heparan szulfat proteoglikdnok
¢és entactin. Szobahdmérsékleten a matrix polimerizalodik és egy biologiailag aktiv, a
basement membrant mintdzd matrix anyagot hoz létre. Timusz epitélium sejtek, vagy
CHO sejtvonal sejtjei Gal-1-gyet termelnek €s szekretalnak. A T sejtek apoptdzisa akkor
kovetkezik be, ha ezekkel a sejtekkel kozvetlen sejt-sejt kdlcsonhatasba keriilnek. Ha ez
kapcsolodas gatolt, példaul a sejteket membrannal elkiilonitjiik, a szekretalt Gal-1 nem
okoz apoptoézist, valdszinlileg az oldatban valé alacsony koncentracidja miatt [131]. Az
eddigi irodalmi adatok a Gal-1 apoptotikus hatdsat lektin tulajdonsdganak
tulajdonitottak, amely a target sejt felszinén expresszalt N-és O-glikanoktol fiigg. A
HIV-fertzott sejtek glikozilaltsaga megvaltozik, és ezek a sejtek érzékenyebbé valnak a
Gal-1 citotoxikus hatdsaval szemben [83]. A T sejteken azokat a [-galaktozidot
tartalmazé glikozildlt receptorokat vizsgaltdk, melyek Gal-1 kotd képességgel
rendelkeznek. A részletesebb vizsgalatok alapjan a nagymértékben glikozilalt, legtobb
N-glikant hordoz6é molekuldk, a CD45 receptor tirozin foszfatdz, a CD43 ¢és a CD7
maradtak versenyben. A Gal-1 kotddése a sejtekhez a fenti molekuldk lipid
mikrodomainekbe, raftokba valdé rendezddését okozza, egyrésziik az apoptotikus
holyagokba keriil, mig masok kizarodnak a holyagokbdl [81]. Gal-1 receptorként
legkorabban a CD45-6t nevezték meg, mivel a Gal-1 kotddik a CD45-hoz [14;15;82] és
csokkenti annak foszfatdz aktivitasat [15;82] igazolva, hogy a lektin-CD45 kapcsolodas
jelatvitelt indit el. Arra azonban nincs dontd bizonyiték, hogy az apoptozis szignalt a
CD45 kozvetitené¢ a sejtekbe. Perillo és mtsai a Gal-1 indukélta sejthalalt CD45
ellenanyaggal gatoltak [84], ez azonban nem kielégitd bizonyiték, mert a Gal-1 szamos
monoklonalis ellenanyagot kot glikozilalt Fc résziikon. Igy az ellenanyag altal kifejtett
gatlas lehet egyszerlien egy kompeticio kovetkezménye. Walzel és mtsai ugy talaltak,
hogy a CD45 deficiens Jurkat sejtek csokkent valaszt adnak Gal-1 kezelésre [82], mi
azonban egyértelmiien kimutattuk, hogy a CD45 hidnya nem befolyasolja sem az

apoptozis végsd sem a korai 1épéseit [14]. Az ellentmondés oka valosziniileg az
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alkalmazott Gal-1 koncentracio nagy eltérésében keresendd (1. bovebben az Eredmények
és Megbeszélés fejezetekben). Késébb a CD45 szerepének analizisekor ugy talaltak,
hogy nem a CD45 puszta jelenléte, hanem annak a core 2 -1,6-N-
acetilglukozaminotranszferaz altal kialakitott glikozildciés mintazata hatdrozza meg
annak funkcidjat [132].

A Gal-1 indukalt apoptdzis intracellularis eseményeinek részletes vizsgéalata soran a
kovetkezd komponenseket azonositottdk: az extracellularis szignal-regulalt kindz-2
(ERK-2) aktivacidjat [124] és az AP-1 transzkripcids faktor indukcidjat [133], ami a
Bcl-2 anti-apoptotikus fehérje mennyiségének csokkenésével [133;134] és igy a pro-
apoptotikus Bax fehérje dominancidjaval jar [134]. A kaszpdzok, kaszpaz 8, 9 és 3
funkciodja szintén igazolt [135-137]. A Gal-1 apoptotikus hatdsat Allione és mtsai azzal
magyaraztak, hogy a Gal-1 az interferon-y receptor (IFN-yR) o és B lancanak
expressziojat stimulalja és ezzel érzékenyiti a sejteket az IFN-y indukalt apoptozisra
[129].

A mitokondrium szerepét szintén kimutattdk, mert a Gal-1 a mitokondrialis
membranpotencial csokkenését és, ennek megfelelden, a kaszpaz kaszkad aktivalodasat
okozza [136]. Egy mostandban megjelent cikk szerint a Gal-1 stimulacié az apoptozis
nem-klasszikus, kaszpaz fiiggetlen mitokondridlis utvonaldn zajlik, melynek mediatora
az DNS degradal6 enzim, a mitokondriumbol felszabadul6 endonukledz G. Ezt a
folyamatot, a mérések szerint, nem kiséri a mitokondrialis citokrom C felszabadulasa,
vagy a kaszpazok aktivaldédasa [138]. Ez az eredmény ellentmondasban van az eddig
megjelent 6sszes kozleménnyel, melynek oka lehet a kisérletekben alkalmazott nagyon

magas Gal-1 koncentracio (20uM).

Gal-1 in vivo gyulladascsokkentd hatdsa

A Gal-1 gyulladdscsokkentd hatasat egyértelmiien bizonyitjdk azok a
kozlemények, melyekben a gyulladdsos citokinek Gal-1 hatdsra bekovetkezd
csOkkenését, a természetes immunvalasz sejtjeinek migracios gatlasat és az aktivalt T

sejtek apoptozisat mutattdk ki. Ezek alapjan a Gal-1 egy erds, hatasos
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gyulladascsokkentd endogén fehérje. Az igazi bizonyiték azonban, ha ugyanezek a
funkciok in vivo is kimutathatok. Valoban, a kisérletileg eldidézett autoimmun és
gyulladasos allatmodellek igazoltak a fehérje ilyen szerepét.

Tisztitott acetilkolin receptor adasaval nyulakban eldidézett kisérleti autoimmun
myasthenia gravis klinikai tiineteit a Gal-1 eldzetes, vagy egyidejii addsa megsziinteti
[139]. Ebben a korai munkaban nem vizsgaltdk Gal-1 adminisztracié immunolodgiai,
csak a szovettani és klinikai kovetkezményeit. Lewis patkanyokban eldidézett kisérleti
autoimmun encephalitis klinikai és hisztopatoldgiai tiineteinek kialakuldsat a Gal-1
alkalmazdsa meggatolta. A hatds immunoldgiai hatterét itt sem vizsgaltdk, de ezek a
szerzOk mar feltételezték, hogy a Gal-1 az autoimmun T sejtek funkcidjanak
modulalasaval fejti ki hatasat [140]. Kollagénnel egerekben indukalt rheumatoid
arthritisben a szolubilis, vagy szingén fibroblasztokban kifejeztetett Gal-1 (génterapia)
nemcsak a betegség klinikai és hisztologiai megjelenését gatolta. A szerzdk igazoltak azt
is, hogy a Gal-1 hatdsa az immunvalasz moddositasaval, megnovekedett IL-5 (Th2
valasz) és csokkent IFNy (Thl valasz) termeléssel és az aktivalt T sejtek fokozott
apoptozisaval magyarazhat6 [141;142]. A concanavalin A-val indukalt Aepatitis salyos
majsériiléssel, a majsejtek apoptozisaval, leukocita infiltracioval és a szérum
transzamindz szintjének novekedésével jar [143]. Santucci és mtsai szerint [120] Gal-1-
gyel kivédhetd a ConA éaltal kivaltott a majsériilés, részben az aktivalt T sejtek
eliminéciojaval, részben a gyulladasos citokinek (TNFa és IFNy) T sejtekbol és
makrofagokbol torténd felszabaduldsanak gatlasaval. A Crohn betegség, és a colitis,
vagyis a kronikus bélgyulladasok f6 oka nem ismert, de az bizonyitott, hogy a bél
immunrendszer fokozottan reagdl endogén antigénekre, és a Thl citokinek tulsulyéaval
jellemezheté [144]. Allatmodellben kivalthaté a kérkép a béltraktusba adott 2.4,6-
trinitrobenzén szulfonsavval. A Gal-1 profilaktikus vagy terapias adasa meglep6 javulast
eredményez mind klinikai, mind a hisztopatologiai tlinetekben és csokkenti a haptén
aktivalt T sejtek szamat a 1épben ¢és a nyalkahartydban, valamint a gyulladédsos citokinek
(TNFa, IL1B, IL-12, IFNy) termelddését [145]. Baum ¢és mtsai a Gal-1 hatésat
vizsgaltak egerekben eldidézett Graft versus Host betegségben (GVHD), mely a
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csontveld atiiltetés fo szovédménye [121]. A Gal-1-gyel kezelt GVHD-s egerek 68%-a
talélt a 3% Gal-1-gyel nem-kezelt allattal szemben. A Thl citokinek (IL-2, IFNy)
mennyisége jelentdsen csokkent, mig a Th2 citokinek mennyisége alapvetéen nem
valtozott.

Az immunszuppressziv hatds elény0s az autoimmun és gyulladdsos betegségekben, de
hatranyt jelent tumorok esetében, ahol a tumor specifikus immunvalasz gatlasa a tumor
immunprivilégiumahoz vezet. Rubinstein ¢s mtsai [146] melanoma sejtekben gatoltak a
Gal-1 expressziot és ez a tumor kilokddéséhez és a sikeres tumor ellenes immunvalasz

kialakulasahoz vezetett.
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2. ANYAGOK ES MODSZEREK

Sejtek fenntartisa

A szovettenyésztd munkat CO, termosztitban (7% CO;) 37°C-on végeztik.
Jurkat, T 9.2 (kaszpaz 8 hidnyos Jurkat,) és MOLT-4 leukémias T sejteket 5% FCS-t
tartalmazo RPMI tapfolyadékban (GIBCO BRL) tartottuk. 10% FCS-s tartalmazo
RPMI-ben tartottuk a kovetkezd sejteket: Epstein-Barr virus (EBV) negativ B sejtek,
BI21 (Prof. G. Lenoirt6l kaptuk, CIRC, Lyon, Franciaorszag) és DG75, EBV+ BL36 B
cells (G. Lenoirtol kaptuk), J45.01 (CD45- Jurkat), JCaM 1.6 (LCK hianyos Jurkat)
JCaM/LCK (JCaM1.6 visszatranszfektdlva LCK-val), P116 (ZAP70 hidnyos Jurkat),
P116WT (P116 visszatranszfektdlva ZAP70-nel). P116 és P116WT sejtek Dr. RT
Abraham szives ajandéka (Mayo Clinic, Rochester, USA), JCaM/LCK-t Dr. A. Weisstol
kaptuk (Howard Hughes Medical Institute, San Francisco, USA), az I 9.2 sejtvonal
Dr.V. Chitu, Albert Einstein College of Medicine of Yeshiva University, New York,
kedves ajandéka.

Aktivalt periférias T limfocitdk: A periférids mononuklearis sejteket (PBM) egészséges
donort6l szarmazoé vérbol izolaltuk Ficoll (Ficoll-Paque Plus, Amersham Biosciences)
gradiensen torténd centrifugalassal (30 perc, 400g, 18°C). A sejteket 5 ug/ml
fitohemagglutininnel (PHA) stimulaltuk 10° sejt/ml kiindulési sejt koncentraciéban 10%
FCS-t tartalmaz6 RPMI téapfolyadékban 72 oran keresztiil. Moséast kovetden a
limfocitakat tovabbtenyésztettiik 4x10° sejt/ml tapfolyadék koncentracidban 20 ng/ml
IL-2 jelenlétében (Chiron Corporation). A sejteket 1-2 hétig IL-2 jelenlétében
novesztettiik, majd 48 orara megvontuk a ndvekedési faktort. Ezekkel a sejtekkel

végeztiik a kisérleteket.
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Reagensek

1. A laboratoriumunkban készitett reagensek

Rekombindns galektin-1 eléallitasa, tisztitasa

Eloallitas: A galektin-1 cDNS-ét Fouillit ef al. [147] altal leirt médszer szerint pQE-60
plazmidba klonoztuk, ezzel E. coli baktérium BL21 torzset (ompT bakteridlis protedz
hianyos) transzformaltunk. A baktériumtelepet ezutdin 200 upg/ml ampicillinnel
kiegészitett LB tapfolyadékba (10 g/l tripton, 5 g/l éleszto kivonat (Difco), 5 g/l NaCl
(Merck), natrium-hidroxiddal pH 7,0 - ra bedllitva) oltottuk és 16 oraig novesztettiik
37°C-on rézatva. A kulturat higitva (1 ml torzskultara 1 1 LB-be) novesztettiik tovabb,
ODg0o nm = 1,5-1g. A baktériumokat centrifugalassal (4000 x g, 20 perc, 4°C hémérséklet,
Sorvall RC3B centrifuga) 0sszegytijtottiik. A baktériumiiledéket 80 ml szuszpenzids
pufferben (50 mM Tris HCI pH 7.5, 10 mM EDTA) kétszer mostuk (4000 x g, 20 perc,
4°C, Hettich Universal 30 RF, 1424A rotor), végiil 200 ml feltard pufferben (50 mM
Tris HCI pH 7.5, 10 mM EDTA, 14 mM [-merkaptoetanol (ME), 1 mM PMSF) vettiik
fel. A feltarast French press késziilékkel végeztiik. A baktérium lizatumbdl ezutdn
centrifugalassal (9200 x g, 30 perc, 4°C, Sorvall SS34 rotor) tavolitottuk el a

sejttormeléket. Az igy kapott feliiluszot 4°C-on Wathman 3M sziir6papiron sziirtiik.

Tisztitas: A galektin-1 fehérjét affinitds kromatografiaval, 1 ml térfogatt a-laktoz-
Sepharose oszlopon tisztitottuk. Az oszlopot 20 térfogat oszlopmosé pufferrel (50 mM
Tris HCI pH 7.5, 1 mM PMSF, 14 mM ME) dtmostuk, majd 25 ml baktérium-lizatumot
rétegeztiink ra. Ezutan tovabbi 7,5 térfogat oszlopmos6 pufferrel, majd ujabb 7,5 ml 4
mM [-merkaptoetanolt tartalmazd moso6 pufferrel lemostuk a nem kotddo fehérjéket,
végiil laktdz tartalmu eltcios pufferrel (50 mM Tris HCI pH 7.5, 0,1 M jodacetamid, 100
mM laktoz) elualtuk a galektin-1 fehérjét Osszesen 10 ml térfogatban. A tisztitds
hatékonysagat 12% SDS-poliakrilamid gélelektroforézissel, reverz-fazisi HPLC-vel
(Vidac C4 oszlopon) ¢és tomegspektrometridval ellendriztiik. A fehérjét 100 pM B-

29



A human galektin-1 hatasmechanizmusa

merkaptoetanol tartalmit PBS-be 24 o6ran keresztiil 4°C-on dializaltuk (Spectra/Por
dializis membran (Spectrum Laboratories, Inc., USA). A fehérje koncentraciot UV
spektrofotométerrel (UNICAM 5625 UV/VIS) hataroztuk meg (OD280=0.566), majd
kis részletekben liofilizaltuk és felhasznalasig -80C-on taroltuk. Az oszlopot 10
oszloptérfogat 1 M natrium-klorid oldattal regeneraltuk, majd tarol6 pufferben (0,01 M
foszfat puffer pH 7.2, 015 M NaCl, 0.1% NaN3) taroltuk a kovetkezo felhasznalasig.

Az iires vektort hordozé baktérium lizatumot hasonlo tisztitasi eljarason vittiik keresztiil,
mint amit a Gal-1 tisztitishoz hasznaltunk és ezt a preparatumot, vagy a Gal-1

oldoszerét (PBS, 100 uM B- merkaptoetanol) hasznéltuk kontrolként.

Galektin-1 konjugdlasa biotinnal és fluoreszcein-izotiociandttal: A fehérjét 50 mM
natrium-hidrokarbonat pufferbe (pH 8,5) dializaltuk, majd 1 mg fehérjéhez 100 pg
biotint (EZ-Link™ sulfo-N-hydroxysuccinimide-LC-biotin, Pierce), illetve fluoreszcein-
izotiocianatot (FITC) adtunk. Két 6ra 4°C homérsékleten vald inkubacio utan 100 uM [3-
merkaptoetanolt tartalmaz6 PBS pufferbe (pH 7,4) dializaltuk.

Antitestek keszitése

Immunizalési protokoll:

ug His- 1. oltas 2. oltas 3.oltas a 2. ol- ellenanyag
Gal-1/0l- 1. oltast kdvetéen | tast kovetden 3
tas/allat 3 hét mulva hét malva
Nyul poliklonalis 100 CFA s.c. 10% CFA+90% IFA s.c. 3. oltast kovetd 10.
antiszérum anti-Gal-1, IFA s.c. napon szivpunkcidval
anti-ZAP70 torténd  teljes elvé-
reztetés
Egér Balb/c mono- 100 CFA s.c. 10% CFA+90% PBS i.p. 3. oltast kovetd 4.
klonalis ellenanyag IFA s.c. napon lépsejtek fuzi-
anti-Gal-1 6ja Sp2/0 mieldma
anti-LCK sejtekkel

Roviditések: mAb: monoklonalis ellenanyag, CFA: Complett Freud Adjuvans, IFA: Incomplett

Freud Adjuvans, s.c.: subcutan, bor ala, i.p.: intraperitonealisan, hasiiregbe

2. Kereskedelemben vasarolt reagensek: RPMI, MEM (Gibco), nitrocelluldz membran
(Schleicher & Schuell), Immobilon P (Millipore), UltralLink Immobilizalt Protein G
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(Pierce), Protein G-Sepahrose (Amersham Pharmacia Biotecch), anti-foszfotirozin mAb,
4G10 (Upstate Biotechnology Inc), sulfo-NHS biotin (Pierce), egér anti-PARP mAb
(Serotec), anti-lactosil-ceramid és anti-ceramid (Biomeda Corp.), anti-LYN (Upstate
Biotechnology), nyul anti-egér-IgG-HRP, biotinilalt nyul anti-egér IgM, streptavidin-
FITC ¢és DAKO IntraStain Fixal6 és Permeabilizalo Kit (DAKO), kecske anti-nyul IgG-
FITC (BD PharMingen) ECL plus detekcios rendszer (Amersham Bioscience), Rontgen
film (Medifort SFB), AnnexinV V-FITC (Pharmingen), Alexa647-kolera toxin B és
MitoTracker Red CMX-Ros (Molecular Probes), festett molekula suly marker (GIBCO-
BRL), kaszpaz inhibitor I (zVAD-fmk), kaszpaz 8 inhibitor I (Ac-IETD-CHO),
herbimycin A and bongkrekan sav (Calbiochem), anti-ceramid mAb, MID 15B4 (Alexis
Biochemicals), Caspases-Glo'™ 9 Assay and Caspases-Glo™ 3 Assay (Promega). A
TNFa Dr. Duda Emnd (Szegedi Biologiai Kozpont) szives ajandéka. A tobbi anyagot a

Sigmatdl vasaroltuk.

Aramlasi citometrids mérések

A citofluorimetrids vizsgalatokat FACSCalibur citofluoriméterrel (Becton and Dickinson)

végeztik.

Sejtfelszini strukturak analizise

Sejtfelszini fehérjek: A sejteket hideg FACS pufferben (PBS, 1 % FCS, 0,1 % NaN3)
szuszpendaltuk és a megfeleld ellenanyaggal kezeltikk 1 o6ran at jégen. A FACS
pufferben mosott sejteket az elsé ellenanyagnak megfeleld 2. ellenanyaggal (anti-egér
Ig-FITC vagy biotinilalt anti-nyul-Ig és streptavidin-FITC) kezeltiik 30 percig jégen ¢és
sOtétben.

Sejtfelszini foszfatidil szerin (PS): A sejteket PBS-sel mostuk, majd kotd pufferben (0.01M
HEPES, 0.14M NaCl and 2.5mM CaCl;) szuszpendaltuk. Ezutan Annexin V-FITC-et és
propidium jodidot (PI) (10ug/ml) adtunk a sejtekhez 15 percre, sejteket sotétben,
szobahdmérsékleten tartva. A reakciot FACSCalibur citofluoriméterrel (Becton and Dickinson)

analizaltuk.
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Intracellularis strukturak és folyamatok mérése

Gal-1: Az intracellularis Gal-1 méréséhez IntraStain Fixalo és Permeabilizalo Kit-et,
poliklonalis nyul anti-Gal-1 immunszérumot ¢és kecske anti-nytl IgG-FITC-et
hasznaltunk.

Mitokondrialis membradn potencial (MMP): A sejteket MitoTracker Red CMX-Ros
(100ng/ml PBS-ben) toltottiik fel 15 percig, 37°C-on, majd mosas utan analizaltuk

DNS tartalom, ’sub’-G1 sejtek: A sejteket a DNS tartalom és igy a *sub’-G1 sejtfrakciod
meghatarozasdhoz 0,1 % gliikkozt tartalmazé PBS-ben mostuk, majd permeabilizal6-
jelold pufferrel (PBS, 0,1 % Triton X-100, 01. % Najs-citrat, 10 ug/ml RNase és 10 ug/ml
PI) kezeltiik. Harminc perc s6tétben torténd inkubacio utan a mintakat citofluoriméterrel

analizaltuk és CELLQuest programmal (Becton és Dickinson) értékeltiik.

Fluoreszcens mikroszkopia

Hagyomanyos fluoreszcens mikroszkopia: A sejteket citocentrifugéalassal (120xg, 1 perc)
(Cytospin, Shandon Southern Products Ltd.) targylemezre ilepitettiik, majd 15 percig
fixaltuk 1 % paraformaldehidet tartalmaz6é PBS-ben. Permeabilizalas utan (PBS, 0,1 %
Triton X-100, 10 perc) a mintakat anti-ceramid ellenanyaggal kezeltiik 45 percig, majd
biotinilalt anti-egér IgM-et kdvetden (30 perc) Streptavidin-FITC-cel festettiik (30 perc).
A teljes folyamatot szobahdmérsékleten végeztiik. A mintdkat Carl Zeiss (Axioskop 2
Mot) fluoreszcens mikroszkoppal analizaltuk Axiocam fényképezdgépet és Axio Vision
3.1 programot alkalmazva. A fluoreszcencia intenzitdst Sco Image programmal
értékeltik.

Leézer konfokalis mikroszkopia: A sejteket 0,1 % BSA-t és 25 % FCS-t tartalmaz6 PBS-
ben mostuk, majd permeabilizalé pufferbe tettiik (PBS, 0,2 % saponint, 0,1 % BSA) ¢és
10 percig permeabilizaltuk. A mintdk jelolése az el6z6 bekezdésben leirtakhoz
hasonloan tortént. Az ellenanyagokat a hozzdadéds eldtt permeabilizdlé pufferrel

kevertiik. Az utolsé 1épés soran Alexa647-kolera toxin-t adtunk a mintdkhoz a raftok
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festése érdekében. A vizsgalatot Olympus FV500 konfokalis 1ézer pasztazo fluoreszcens
mikroszkoppal végeztik, és FluoView programmal értékeltiik. A FITC és az Alexa647
festékeket 488 nm, illetve 633 nM hulldmhosszon argon, illetve He-Ne lézerrel

gerjesztettiik

Western blotting

Gal-1 kété membrdn fehérjék: Biotinilalt membran preparatum: A sejteket (8x107) 500
pug/ml sulfo-NHS biotinnal jeloltik 1 mM MgCly-ot és 0,1 mM CaCl,-ot tartalmazo
PBS-ben 20 percig 4°C-on, majd 30 percig lizaltuk (50 mM HEPES pH 7.4, 1 % Triton
X-100, 150 mM NaCl, 2 mM EDTA, 1 mM fenilmetil-szulfonil fluorid (PMSF) és 10
ug/ml  leupeptin). A Gal-1-Sepharose gyongyokon izolalt (1. Affinitas és
immunprecipitacio fejezet) SDS poliakrilamid gélelektroforézist (PAGE) kovetden (7-
15 % gél) nitrocellul6z membranra transzferaltuk (transzfer pufter: 25 mM Tris, 192 mM
glicin, 20 % metanol) és Streptavidin-HRPO-val, vagy a laborban eldallitott CD45
monoklondlis ellenanyag keverékkel, (KD3, GB3), és ezt kdvetden anti-egér [gG-HRPO
konjugatummal reagéltattuk. A reakcidt kemilumineszcens detekcios rendszerrel (ECL
Plus) tettiik lathatova.

Izolalt membran preparatum: A sejtek membranjat 20 mM Tris pH 7.4, 10 mM EDTA,
65 mM ditiotreitol,, 0.1 uM aprotonin, 1 uM pepstatin, 1 uM leupeptin és 30 mM laktoz
tartalmu oldatban extrahaltuk, majd centrifugéalds utan a fenti, 1 % Nonidet P-40-nel
kiegészitett oldatban szolubilizaltuk. A mintakat SDS-PAGE utan Immobilon P
membranra vittik 4t ¢és anti-CD45 ellenanyaggal, majd anti-egér IgG-HRPO
konjugatummal, vagy biotinilalt Gal-1-gyel és Streptavidin- HRPO-val reagéltattuk. A
reakciokat 0,5 mg/ml diaminobenzidin-t és 02 % H,0O,-t tartalmaz6 PBS oldattal tettiik
lathatova.

Immunblotting: A sejtek tiledékébdl teljes sejtlizatumot készitettiink, majd SDS PAGE-t

kovetden nitrocelluléz membréanra vittiik 4t a mintdkat. A blottingot a kimutatandd
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fehérjére specifikus elsd ellenanyaggal, majd az elsd ellenanyagnak megfelel6 HRPO-

val kapcsolt masodik ellenanyaggal végeztiik és ECL Plus rendszerrel tettiik lathatova.

Affinitas és immunprecipitdacio

Gal-1 affinitas precipitacio: Sejtfelszinen biotinilalt sejtek lizatumahoz Gal-1 fehérjével
kovalensen kapcsolt Sepharose 4B gyongyoket adtunk és 1 oran at 4°C-on kevertettiik.
A gyongyoket kétszer mostuk (lizis pufferrel: 1. Western blotting fejezet), majd a
kotédott fehérjéket SDS PAGE minta pufferrel, 5 percig torténd forralassal elualtuk a
gyongyokrol.

Kinaz immunprecipitacio: LYN: A sejteket lizaltuk (50 mM Tris pH 7.4, 10 mM EDTA,
4 mM [-ME, protedz inhibitorok, 10 mM CHAPS, I mM Na-ortovanadat), majd
UltralLink Immobilizalt Protein G-vel kapcsolt anti-LYN ellenanyaggal inkubaltuk.
Ezutan az immunprecipitatumokat 0,2 % Nonidet P 40 tartalmu lizis pufferrel mostuk,
majd SDS minta pufferben forraltuk.

LCK, ZAP70: A sejteket RIPA pufferben (25 mM HEPES pH 7.4, 0.1% SDS, 0.5%
deoxikolat, 1 % TritonX100, 125 mM NaCl, Foszfataz inhibitor koktél (1:100 higitas),
10 pg/ml leupeptin és 1 mM PMSF) lizaltuk, majd centrifugdlds utan a feliiluszokat
(5x10° sejt/minta) 10 pg nyul-anti-ZAP70 vagy 4 pg nyal anti-LCK ellenanyaggal
inkubaltuk 16 6ran at. Végiil Protein G-Sepharose gyongydket (30 pl/minta) adtunk a
mintakhoz és 3 ora 4°C-on torténd inkubalds a mintakat négyszer mostuk lizis pufferrel.

Az immunprecipitatumokat in vitro kinaz assayben hasznaltuk (1. lent).
Enzim aktivitas mérések
PTPaz aktivitas: A sejtmembran készitményeket foszfataz pufferben (100 mM Na-acetat

pH 6.0, 0,1 mM EDTA) szuszpendaltuk és a foszfataz aktivitast a foszfotirozin analog p-

nitro-fenil-foszfatb6l (10 mM) szobahOmérsékleten felszabadulo, 410 nm
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hullamhosszon  spektrofotometriassan ~ mérheté  p-nitro-fenil ~ mennyiségének
meghatarozasaval jellemeztiik.

Tirozin kinaz aktivitas: LYN: A LYN immunprecipitaitumot kindz pufferben
szuszpendaltuk (500 mM HEPES pH 7.0, 10 mM MgCl,, 5 mM MnCl,, 50 mM Na-
vanadat, 5 uM ATP) és sav-kezelt enolazt adtunk hozzd szubsztratként, majd SDS
PAGE-t kovetden a szubsztrat foszforilacidt anti-foszfotirozin ellenanyaggal Western
blottinggal tettiik lathatova.

LCK, ZAP70: A két kindz immunprecipitatumat kindz pufferben (25 mM HEPES pH
7.4, 150 mM NaCl, 5 mM MnCl,, 100 uM Na3;VO3; 5 mM MgCl, 5 mM ditiotreitol, 10
uCi *P-ATP) szuszpendaltuk és 20 percig 37°C-on inkubaltuk. A foszforilaciot SDS
minta puffer hozzdadasaval és 5 perc forralassal allitottuk le és 10 %-os SDS PAGE
elektroforézis utan Phosphorimager 445 SI (Molecular Dinamics) késziilékkel
analizaltuk.

Kaszpaz aktivitas: A 96 lyuka szovettenyésztd lemezen ndvesztett €s stimulalt sejteket a
mérés elétt 15 percig szobahémérsékleten tartottuk. A mintdkhoz Caspase-Glo'™ 9 or
Caspase-Glo™ 3 reagenseket adtunk és a kaszpaz aktivitasokat a gyartd utmutatésa
szerint mértlik. A reakcidkat, egy 6ra inkubacio utan, a mintdk lumineszcencidja alapjan

LuminoScan plate olvasé luminométerrel (Labsystem) mértiik.

Csontvelo sejtek vizsgalata

CAFC assay: Lyn vagy teljes (nem frakcionalt) csontveld sejteket CAFC médiumban
(MEM, 12.5 % FCS, 12,5 % loszérum, 3,5 mM HEPES, 2 mM L-glutamin, 100 uM [-
merkaptoetanol, 10 uM hidrokortison-hemiszukcinat) szuszpendaltunk. A CAFC assay-t
Virag és mtsai [148] szerint végeztiik.

Koloniaképzés: A CFU-GM ¢és BFU-E szdmot fél-szilard kolonia formald assay-ben

hataroztuk meg Virag és mtsai altal leirtak szerint [148].
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3. EREDMENYEK

CD45 tirozin foszfataz szerepe a Gal-1 citotoxikus hatasaban
Fajka-Boja R és mtsai 2002. Immunol Letter, 82, /49-154, Fouillit M ¢és mtsai 2000.
Electrophoresis, 21, 275-280, Fouillit M és mtsai 2000. Glycobiology, 10, 4/3-419

Az Gal-1 szigndl kozvetitd receptoraként, els6ként a nagymértékben glikozilalt
transzmembran tirozin foszfatazt, a CD45-6t azonositottak [82;84]. Ezzel kapcsolatban

mi is azt az eredményt kaptuk (1. abra), hogy a Gal-1 kotodik a CD45-hoz.
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3.1. Abra. Gal-1 kétédik a CD45 receptor tirozin foszfatizhoz. (A) Jurkat (a), CD45 hidnyos Jurkat
(b) és MOLT-4 (c) sejteket 1 6ran keresztiil 4°C-on 3,6 uM Gal-1-gyel inkubaltunk, a k6tddott Gal-1-
et citofluorimetridval analizaltuk. (B) A sejtfelszini fehérjéket biotinilaltuk, majd a sejteket lizaltuk. A
Gal-1-kotd fehérjéket Sepharose 4B-hez kapcsolt Gal-1-gyel izolaltuk és az akrilamid gélen
elvalasztott biotinilalt fehérjéket Strepavidin-HRPO konjugdtummal mutattuk ki. (C) MOLT-4 sejtek
lizatumabol Gal-1-Sepharose 4B gyongyokkel izolaltuk a Gal-1-koté fehérjéket, majd a CD45

izoformakat anti-CD45 monoklonalis ellenanyaggal, Western blotting technikaval tettiik lathatova.
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A citofluorimetrias vizsgalat alapjan a Gal-1 kotédik a Jurkat (3.1A. Abra.), és MOLT-4
(3.1C. Abra) leukémias T sejtvonalak felszinéhez, de megjeloli a CD45 hianyos Jurkat
mutans (J45.01) sejteket is. A Gal-1-hez kapcsolodd sejtfelszini fehérjék kozott
egyértelmiien azonosithato a CD45. A vad tipusu Jurkat sejtek membranjabol Gal-1
affinitas precipitacioval kivont fehérjék kozott 200 kDa-os proteinek jelennek meg,
melyek a CDS5 deficiens sejtekbdl készitett preparatumbol hidnyoznak (B). A MOLT-4
sejtvonalbdl Gal-1-gyel kivont membréan fehérjék kozott a CD45 ellenanyaggal végzett
Western blotting egyértelmiien azonositja a CD45 izoformait (3.1C Abra).

A = = = kontroll B
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—37C
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“40% 10" 10F 10° 10*FL1
galekiin-1

3.2. Abra. CD45 nem ko-internalizalédik a Gal-1-gyel. Jurkat sejteket 3,6 uM biotinnal kapcsolt Gal-
1-gyel 1 6ran keresztiil 4°C-on kezeltiink. A nem kot6dott Gal-1-gyet mosassal eltavolitottuk és a
sejteket tovabbi 3 doran at 4, illetve 37°C-on tartottuk. (A) A sejtek felszinén jelenlevé Biotin-Gal-1-
gyet Streptavidin-Quantum Red festéssel, (B) a CD45 mennyiségét anti-CD45 elenanyaggal és az azt

kovet6 anti- egér Ig-FITC festéssel, citofluorimetridval vizsgaltuk.

Annak eldontésére, hogy a Gal-1-CD45 kapcsolodas sziikséges-e a Gal-1 altal indukalt
apoptozis folyamataban, azt vizsgaltuk, hogy az altalunk kimutatott Gal-1 internalizéacio
sejtfelszinhez kotédott Gal-1 mennyisége 37°C-on 1 ora alatt csokken (3.2A. Abra),
fluoreszcens festékkel jelzett Gal-1-gyel kimutathatd, hogy a lektin a citoplazméba
transzlokalodik (nincs bemutatva), ugyanakkor a CD45 mennyisége nem valtozik
(3.2B.Abra). Megjegyzendd, hogy mas, Gal-1 kotd fehérjét (CD3, CD4, CD43, CD7)

vizsgéalva sem tudtunk ko-internalizalodast kimutatni (Fajka-Boja és mtsai, nem kozolt
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adat). E kisérletek gyengéje, hogy a Gal-1 internalizacio funkcionalis jelentdségét az
apoptdzis indukcidban nem tudjuk bizonyitani, mert a folyamat mechanizmusa,
hasonloan a Gal-1 szekrécidhoz, ismeretlen és nem a konvencionélis uton torténik. Igy
nem vizsgalhatjuk, hogy az internalizaci6 gatldsa milyen kovetkezményekkel jar az
apoptozis indukciod szempontjabol.

A Gal-1-CD45 kapcsolodas jelatviteli kovetkezményekkel jar [15;149]. A Gal-1
kotédése a BL36 B sejtekhez a CD45 foszfataz aktivitisanak csokkenését (3.3. Abra) és
a Lyn src tirozin kindz CDA45 altal szabalyozott foszforilaciojanak csokkenésével jaro

aktivitas novekedését okozza (3.4. Abra).

l 3.3. Abra. Gal-1 csékkenti a CD45 foszfatdz
g =8-S -W=-@=--B-- aktivitasat. 2 mM Gal-1-gyel kezelt (folyamatos
vonal), vagy nem-kezelt (szaggatott vonal) BL36
sejtek membran preparatumaban mértiik a foszfataz

aktivitdst para-nito-fenil foszfat szubsztrattal

szobahdmérsékleten. Az enzimaktivitds révén
felszabadult p-nitro-fenilt mennyiségét 410 nm

hullamhosszon,  spektrofotometridval — mértiik.

60 ! 1 1 1 1 PTPaz aktivitas= PTPaz aktivitds a Gal-1 kezelt

0 15 30 45 60 90 120

16 (perc) mintaban/ PTPaz aktivitas a kontrolban X 100%.

Vajon a CD45 funkcié Gal-1 altali regulacidja azt jelenti-e, hogy a Gal-1 a CD45-6n,

mint receptoron keresztiil indukalja-e az apoptozist? Jurkat T sejt CD45 hidnyos

mutansai

. 3.4. Abra. A CD45 foszfatiz aktivitds csokkenése egybeesik
R A a Lyn kindz aktivitds névekedésével. (A) BL36 sejteket 700
anipybior | (8 R BRI ) Gall-gyel kezeltiink 2, 5, 10 és 30 percig. A sejtek
Anti-Lyn blot E :‘:3’-"" lizatumab6l anti-Lyn ellenanyaggal immunprecipitacioval
B izolaltuk a Lyn tirozin kinazt. Az immunprecipitatumokat
GALL (i) & s 3 SDS-poliakrilamid ~ gélelektroforézis kovetéen Western
Anti-PY blot -« Enolaz

blottinggal vizsgaltuk anti-foszfotirozin (anti-PY), illetve

anti-Lyn ellenanyaggal. (B) Az immunprecipitatumok kinaz aktivitasat in vitro foszforilacios kisérletben

enolaz szubsztrattal vizsgaltuk. A foszforildlt szubsztratot anti-foszfotirozin ellenanyaggal Western

blottinggal mutattuk ki.
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3.5. Abra. A Gal-1 tirozin foszforilaciot és apoptézist stimuldl a CD45 hidnyos Jurkat sejtekben is.
Jurkat és CD45 hidnyos Jurkat sejteket (CD45.01) 1.8 uM Gal-1-gyel stimulaltunk 10 percig (A) vagy
24 oraig (B) 37°C-on, vagy stimulalatlanul hagytunk. (A) A sejtekbdl készitett lizdtumokat SDS-
poliakrilamid elektrofoforézist kovetd Western blottinggal, anti-foszfotirozin ellenanyag segitségével

vizsgaltuk. (B) Az apoptdzist a sub-G1 sejtpopulacio citofluorimetrias mérésével hataroztuk meg.

a vad tipust Jurkat sejtekkel azonos vélaszt adnak. A CD45 hianyos sejtekben az
apoptotikus valaszhoz sziikséges tirozin foszforilacio (1. késébb) (3.5A. Abra) és a sejtek
apoptozisa (3.5B. Abra) éppen Gigy megtorténik, mint a CD45" Jurkat sejtekben. Ezek az
eredmények Osszhangban vannak azzal, hogy a CD45 nem ko-internalizalodik a Gal-1-
gyel és egyértelmiien igazolja, hogy bar a CD45-Gal-1 kapcsolodaés jelatvitellel jar, ez

nem sziikséges a Gal-1 citotoxikus hatasahoz.

A Gal-1 altal kivaltott apoptozis molekularis mechanizmusa

Ion G ¢és mtsai 2005. Cell Death Differ, 12(8):1145-7, Ion G ¢és mtsai 2006. Cell
Signalling kozlésre elfogadva

1. Az apoptozis folyamatainak sorrendje

Az 3.5. Abran bemutattuk, hogy a Gal-1 kezelés tirozin foszforilaciot eredményez Jurkat

sejtekben. A 3.6A. Abran lathatjuk, hogy ennek maximuma 10-20 perc kezelés utan van,

majd ezutan csokken.
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A membran aszimmetria felbomlasa és igy a plazma membran belsé felszine felé
iranyuld foszfatidil-szerin (phosphatidyl-serin, PS) kifel¢ fordulasa az apoptotikus
folyamatok altalanos velejardja. A Gal-1 altal indukalt apoptozis soran PS sejtfelszini
expozicioja a kezelés 10-16 ordja kozott éri el a maximumat (3.6B. Abra). Ezek a sejtek
Annexin V-tel (AnnV) megjeldlhetdk, membranjuk azonban ebben a stadiumban ép
marad, ezért a nem-membranpermedbilis propidium jodidot (PI) nem veszik fel. A késéi
apoptotikus sejtek membranpremeabilitdsa olyan mértékben valtozik, hogy a PI
keresztiil jut a membranon, megjelolve a DNS-t (3.6B Abra dot plot). Az Ann'/PI"
parhuzamosan ceramid, az apoptotikus valasz egyik gyakori komponense, szabadul fel
(3.6C. Abra). A ceramid expresszid a Gal-1 kezelés elsé harom 6rajaban (1, 5, 10, 30
perc és 1 6ra, nincs bemutatva) nem ndvekszik. Harom és 12 6ra kozott meredeken
emelkedik (3.6D. Abra) és 12 éra kezeléskor elért maximuma egybeesik a PS kiils6
membrén felszinen valo megjelenésének maximumaval (3.6B. Abra).

A mitokondridlis membranpotencial (MMP, Awy,,) csdkkenése a kiilonb6zé modon
(drogok, oxidativ stressz, UV sugarzas) [150;151] indukalt apoptozis kdzponti 1épése.
Az MMP meredeken csokken a Gal-1 stimuldcio 6-16 oraja kozott, ezutdn azonos
szinten marad (3.6D. Abra). A kaszpaz aktivacio idébeli lefutdsat a nukleéris repair
enzim, a poli-ADP-ribéz-polimeraz (PARP), egy jol ismert kaszpdz szubsztrat
hasitasaval kovettiik. Az apoptdzisnak e késoi 1épését a Gal-1 kezelés 6. ordjaban latjuk
el8szor és a mérés 24. orajaig a hasitott PARP mennyisége fokozatosan né (3.6E. Abra).
A végso 1épés a kromoszomalis DNS fragmentalédasa, amely az alacsony DNS tartalmu
‘sub-G-1" sejtfrakcid kialakulasaval mérhetd, a 10 oraban kezdddik és a 24. 6raig nd

(3.6F. Abra).
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3.6. Abra. A Gal-1 dltal indukdlt apoptozis intracelluldris folyamatainak idérendi sorrendje. Jurkat
sejteket 1,8 uM Gal-1-gyel stimuldltunk a feltiintetett ideig, vagy stimulélatlanul hagytuk. (a) A sejtek
lizatumabol készitett post-nuklearis feliiliszoiban levé fehérjéket 7,7-15 %-os SDS-poliakrilamid
gélelektroforézissel elvalasztottuk. A foszforilalt fehérjéket Western blottinggal, anti-foszfotirozin
ellenanyaggal vizsgaltuk. (b) A kiillonb6zo ideig stimulalt sejteket Annexin-V-FITC-cel, illetve
propidium jodiddal (PI) jeloltik és citofluorimetriaval analizaltuk. A baloldalon a mintak dot plot
analizisét mutatjuk be. (UR=upper right, jobboldali fels6 kvadrans, LR=lower right, jobboldali als6
kvadrans). Az Annexin-V'/PI" sejtek %-os valtozasat a baloldalon grafikusan mutatjuk be (atlag +/-
szoras két parhuzamos mintédban). (c¢) A kezelt sejteket targylemezre iilepitettilk citocentrifugalassal,
fixaltuk, permeabilizaltuk és anti-ceramid monoklonalis ellenanyaggal majd biotinilalt anti-egér IgM-mel
és Strepavidin-FITC-cel festettiik. Feliil a mikroszkdpos képeket, alatta az ezeken a mintdkon Scion
Image programmal felvett fluoreszcencia intenzitasok grafikus &brazolasat mutatjuk be. (d) A kezelt
sejteket MitoTracker Red CMX-Ros mitokondrium festékkel toltottiik fel és citofluorimetriaval
analizaltuk. Az egyes mintdkra kapott hisztogrammokat a baloldalon, a mintdk 3 parhuzamosabodl
készitett grafikont (atlag-/- szoras) a jobboldalon mutatjuk be. (e) A sejtek lizatuman végzett Western
ki.(f) A ’sub’-G1 sejtpopuléacio citofluorimetrids meghatarozasahoz a kezelés utdn a sejteket
permeabilizaltuk és Pl-dal festettiik. A citofluorimetrias mérés egyedi hisztogramjait a baloldalon, a

parhuzamos mintak mérésébol készitett grafikont a baloldalon mutatjuk be (atlag-/+ szoras)

2. A Gal-1 indukdlt apoptézis a p56'* és a ZAP70 dltal medidlt tirozin foszforilaciotol
fiigg

Az 3.5A és 3.6A. Abran mar bemutattuk, hogy a Gal-1 tirozin foszforilaciot stimulal a
Jurkat T sejtekben. Kérdés, hogy ez a korai biokémiai 1épés fontos-e az apoptozis
indukcigjaban. Genistein, a tirozin kindzok inhibitora gatolja a foszforilaciot (3.7A.
Abra). Ez az esemény meghatérozé a sejthalél folyamatédban, mert gatlasa nemcsak a
tirozin foszforilaciot, de az intracellularis ceramid szintndvekedését (3.7B. Abra) és az
apoptotikus ’sub-G1’ sejtfrakcio megjelenését is csokkenti (3.7C. Abra). A genistein
mellett egy masik tirozin kin4z inhibitor, a herbimycin A is hasonldéan befolyasolja a

sejtek pusztulasat (3.7C. Abra).
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A p56'* szerepét a ceramid [152] és a mitokondrium medialt [153;154] apoptozis
Gitvonalakban irodalmi adatok igazoljak . Igy kézenfekvo, hogy ennek a T sejtek
kiilonbozd szignalokra adott valaszdban is kdzponti szereppel bird tirozin kindznak és
egyik kozvetlen szubsztratjanak, a ZAP70-nek a funkciojat vizsgaljuk a Gal-1 indukalt

tirozin foszforilacioban és apoptdzisban.
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3.7. Abra. 4 tirozin foszforildcié fontos 1épés az apoptézis folyamatdaban. Jurkat sejteket 1,8 uM Gal-1-gyel
stimulaltunk 250 uM (A) vagy 75 pM (B és C) vagy 1 uM herbimycin A (C) jelenlétében vagy
tavollétében. (A) A tirozin foszforilacios vizsgalatot a 6A abra alatt leirtak szerint végeztiik a Gal-1-gyel 10
percig stimulalt sejtekbdl. (B) A ceramid felszabadulds mérését a 6C abra alatt leirtak szerint hajtottuk
végre 12 oran at kezelt sejtekbdl.. A mikroszkopos képek alatt a fluoreszcencia intenzitasok grafikus
abrazolasat mutatjuk be. (C) A 24 oraig kezelt sejteken a 6F abra alatt leirtak szerint mértiik a ’sub’-Gl

sejtek mennyiségét (az eredmények 3 parhuzamos minta atlagat+/-szoras mutatjak).
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A 3.8A. Abra mutatja, hogy az LCK (JCaM1.6) és a ZAP70 (P116) hidnyaban a Gal-1
altal stimulalt tirozin foszforilaci6 elmarad, igazolva, hogy ez a 1épés az LCK és ZAP70
aktivalodasanak (3.8B. Abra) kovetkezménye. E két kinaz aktivitasa a tovabbi jelatvételi
eseményeknek is elofeltétele, hiszen hidnyukban elmarad az intracellularis ceramid
felszabadulas (3.8C. Abra), a PS sejtfelszini expozicidja (3.8D. Abra), és az MMP
csokkenése (3.8F Abra). Az LCK és ZAP70 expresszidjanak helyreallitisa (JCaM
/LCK, illetve P116WT) az eredeti sejtvalaszok (ceramid felszabadulas, PS expozicio,
MMP csokkenés) visszaallasat eredményezi. A kindz hidnyos sejtek valaszképtelensége
specifikus a Gal-1 kezelésre, hiszen az LCK-t6l [152] és ZAP70-tdl [155] igazoltan
fliggetlen apoptdzis utvonalat elinditd6 TNFo a hidnyos sejtek halalat stimulalja

(3.8E.Abra).

3. A ceramid felszabadulas elengedhetetlen a Gal-1 indukalt apoptozisban

Hogy megértsilk a ceramid szerepét a Gal-1 indukalt sejthaldlban kiilonb6zo
eszkozokkel befolydsoltuk a ceramid felszabaduldsat. Ez a szfingolipid két mddon,
anabolikus vagy katabolikus uton keletkezhet. A ceramid szintézise a ceramid szintaz
aktivitasa révén keletkezik. Az enzim specifikus inhibitora, a Fumonisin B1, nem gatolja
a Gal-1 stimulélt apoptozist (3.9A. Abra) igazolva, hogy nem ez az utvonal aktivalodik.
A ceramid katabolikus uton torténd felszabaduldsa a savas vagy neutralis
szfingomielindzok (SMaz) aktivitasaval valosulhat meg. A neutrdlis SM4z manumycin
A-val gatolhatd, ez azonban nem befolyasolja a Gal-1 hatasara bekovetkezd ceramid
felszabadulast (3.9B. Abra). Ha azonban a savas SMazt desipraminnal, vagy
imipraminnal gatoljuk, sem a ceramid felszabadulas (3.9B. Abra), sem a MMP
csokkenése (3.9C. Abra), sem a kaszpaz 9 és 3 aktivalodas (3.9D. Abra) nem kovetkezik
be.

A Bcl-2 csalad anti-apoptotikus tagjainak expresszioja csokken, vagy funkcidja
masodlagos moddositassal inaktivalodik az apoptotikus folyamatok soran [156;157]. A

3.10. Abra mutatja, hogy a Bcl-2 expresszié Gal-1 hatasara csokken, a savas SMéz
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3.8. Abra. A4 Gal-1 indukalt apoptézishan fontos tirozin foszforildcié medidtorai a p56lck és a ZAP70
tirozin kindzok. (a) Jurkat sejteket, pS6lck (JCaM1.6) és ZAP70 (P116) deficiens Jurkat sejteket 15
percig stimulaltunk Gal-1-gyel vagy stimulalatlanul hagytunk. A tirozin foszforilaciot a 6A abra alatt
leirtak szerint vizsgaltuk. (b) Az (a) pont szerint stimulalt sejtek lizatumabol nyual anti-ZAP70 és nyul
anti-LCK ellenanyaggal immunprecipitatumot készitettiink és a kinazok autofoszforilaciojat **P-ATP
beépiilésével vizsgaltuk. Az in vitro autofoszforilacionak alavetett immunprecipitatumokat SDS-
poliakrilamid gélben futattuk, nitrocelluléz membranra transzferaltuk és a foszforilacié mértékét foszfor
imager késziilékkel analizaltuk (felsd panel). Felviteli kontrolként az immunprecipititumok LCK és
ZAP70 tartalmat anti-LCK és anti-ZAP70 monoklonalis ellenanyagokkal vizsgaltuk (als6 panel). (¢) A
JCaml.6, a P116 és ezeknek a sejteknek LCK-val (JCaM/LCK), illetve ZAP70-nel (P116WT)
helyreallitott variansait 12 o6raig kezeltiik Gal-1-gyel. A mintak ceramid expresszidjat a 6C abra alatt
leirtak szerint vizsgaltuk fluoreszcens mikroszkopiaval. (d) A sejteket Gal-1-gyel vagy (e) TNF-fel
kezeltiik és mértiik a PS expozicidt a 6B abra alatt leirtak szerint. (f) Az MMP valtozasat 16 ora kezelés
utan a 6D abra alatt leirtak szerint mértiik. A (c), (d) és (f) abrakon bemutatott kisérleteknél mintanként
3 parhuzamost hasznaltunk és ezek atlagat+/-szoras abrazoltuk a grafikonokon. A (d) és (f) grafikonok

esetében a kontrol értéket kivontuk a megfeleld minta értékekbdl és ezeket az adatokat tiintettiik fel.

gatlasa desipraminnal ezt a csokkenést megsziinteti. A ceramid felszabadulas nemcsak a
savas SMaz aktivitasatol, hanem az LCK és ZAP70 tirozin kinazok miikddésétdl is fligg
(3.8C. Abra).

A ceramid anti-apoptotikus hatasti metabolitja, a sphingozin-1-foszfat (S1P), az
apoptotikus hatasu ceramiddal ellentétesen hat [158], csokkenti a ceramid fiiggd
szignalfolyamatokat. Igy nem vératlan, hogy az S1P jelenléte redukélja a Gal-1 okozta
MMP csokkenést (3.11A. Abra), a kaszpaz aktivalodast reprezentdlo PARP hasitast
(3.11B. Abra) és a ’sub-G1’ sejtpopulacio méretét (3.11C. Abra). Az S1P a kiils6leg
hozzaadott ceramid citotoxikus hatasat is blokkja (3.11C. Abra).

In vivo az S1P a szfingozin foszforilacidjaval keletkezik, melyet a szfingozin kinaz
(SPHK) végez. Ezt az enzimet a protein kindz C (PKC) aktivalja [159]. Ilyen mddon az
PKC/SHPK utvonal stimuldlhaté a PKC direkt aktivalasaval. Ezzel 6sszhangban a PKC
aktivator, a phorbol-dibutirat a Gal-1 indukalt apoptdzis 0sszes 1épését gatolja (MMP
csokkenés, PARP degradacid, a ’sub-G1’ sejtszam novekedése) (3.11. Abra) és
hasonloan blokkolja a ceramid indukalt sejthalalt (3.11C. Abra).
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A fenti eredmények nemcsak azt mutatjak, hogy a ceramid sziikséges komponense a
Gal-1 indukalt apoptozisnak, hanem azt is igazolja, hogy a ceramid felszabadulas az
MMP csokkenése, a kaszpdz aktivacido €s a nukledris DNS lebomlasa el6tt torténik,

mivel ezek a 1épések gatoltak a ceramid megjelenésének hianyaban (3.9. és 3.10. Abra).
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3.9. Abra. 4 ceramid feszabadulds a savas sfingomielindz aktivitisinak koszonhetd és a Gal-1 indukalt
apoptozis kézponti lépése. (A) Jurkat sejteket 24 oran keresztill Gal-1-gyel stimuldltunk 10 uM
fumonisin B1 (FB1) jelenlétében vagy tavollétében. A ’sub’-Gl sejtek mennyiségét a 6F abra alatt
leirtak szerint mértiik.

A sejteket eldinkubaltuk 2 6rat 20 uM desipraminnal (Desi) (B, C és D), vagy 20 uM imipraminnal
(Imi) (B), illetve 30 percig 2,5 uM Manumycin A-val (ManA) (B), vagy az inhibitorok nélkiil. (B) A
ceramid felszabadulast 12 ora kezelés utan mikroszkoposan vizsgaltuk (1. 6C abra). (C) Az MMP
csokkenését a 6D abra alatt leirtak szerint vizsgaltuk. (D) A kaszpaz 9 (balra) és a 3 (jobbra aktivitast a
stimulacio 12. 6raja utan mértiik Caspase-Glo'™ 9, illetve Caspase-Glo™ 3 luminescens szubsztratokat
alkalmazva. A reakciokat luminométerrel analizaltuk, az eredményeket relativ fény egységbe (RLU)-

ban adtuk meg.
Az (A), (C) és (D) abrakon bemutatott kisérleteket 3 parhuzamos mintaval végeztiik, melyeknek

atlagat+/-szoras abrazoltuk.
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3.10. Abra. A savas SMaz gatldsa a Bcl-2 expresszio csokkenését akaddlyozza. A 12 6rig desipramin
jelenlétében vagy tavollétében (1. 9. abra) Gal-1-gyel stimulalt Jurkat sejtek lizatumat SDS-
poliakrilamid gélben futtattuk, majd Western blottingban anti-Bcl-2 monoklonalis ellenanyaggal
illetve anti-aktin nyul szérummal vizsgaltuk a fehérjék mennyiségét. A rontgen film denzitometralasa
utan a Bcl-2 fehérje mennyiségét az ugyanazon a filteren meghatarozott aktin mennyiségére

vonatkoztattuk.

El6zetes tanulmanyok [81] igazoltdk, hogy Gal-1 kezelés hatdsara membran
mikrodomainek, raftok jonnek létre a kezelt sejt plazmamembranjdban. A ceramid
ezeknek a raftoknak integralis komponense lehet [160], igy kézenfekvd a ceramid
szubcellularis lokalizaciojat vizsgalni annak eldontésére vagy cafolatara, hogy a ceramid
hatdsa a membran mikrodomainek atrendezddésében betdltott szerepének vagy
ugynevezett masodlagos jelatvivoként vald funkcidjanak koszonheté-e. A konfokalis
mikroszkdpias vizsgalat a ceramid Gal-1 kezelés hatdsara torténd intracellularis foltos
megjelenését mutatja (3.12. Abra). Ez a mintazat j6] megkiilonboztethetd a raftokra

jellemzé GM-1 gangliozid festddésétdl. A ceramid tehat nem a raftok alkotorésze, amit
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3.11.Abra. A ceramid anti-apoptotikus metabolitia gdtolja a Gal-1 indukdlt apoptézist. Jurkat
sejteket 5 uM szfingozin-1-foszfat (S1P) vagy 50 ng/ml forbol-dibutirat (PdBu) jelenlétében vagy
tavollétében Gal-1-gyel stimulaltunk. Ezutan vizsgaltuk (A) az MMP valtozésat (1. 6D éabra), (B) a

abra).

A kiviilrél hozzdadott ceramid (10 puM) apoptotikus hatasat S1P és PdBu jelenlétében és

tavollétében vizsgaltuk a ’sub’-Gl1 sejtek kialakuldsanak nyomon kovetésével (1. 6A dbra).

az is igazol, hogy a ceramid felszabadulds gatlasa desipraminnal nincs hatassal a Gal-1

indukalt raftok elrendezOdésére.
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A kiilonbozd sejt stimulaciok hatdsara létrejové membran Ujrarendezddés a szignal
atvitel fontos feltétele, hiszen ezekben a membran szigetekben gylilnek 0Ossze a
jelatvitelhez sziikséges fehérjék. A raft képzédés a Gal-1 stimulalt apoptodzisban is
alapvetd esemény, mert ennek a koleszterol-kelalé B-ciklodextrinnel valo gatlasa azt
eredményezi, hogy a ceramid felszabadulas (3.13A. Abra), a mitokondrialis membran
depolarizacidja (13B. Abra) és a kaszpaz 9 és harom aktivalodasa (3.13C és D. Abra)

elmarad.

Anti-ceramid Raftok Atfeds

- . .

3.12. Abra. A Gal-1 kezelés hatdsdra felszabadulé ceramid nem a membran raftok komponense.

Kontroll

Gal-1+
desipramin

Jurkat sejteket 20 uM desipraminnal 2 6ran at eldinkubaltunk, majd Gal-1-gyel 12 orat
stimulaltunk. A fixalt és permeabilizalt sejteket ezutdn anti-ceramid mAb ¢és biotinilalt anti egér
IgM/Strepavidin-FITC-cel (zold), és a GM1 raft komponenst festd Alexa647-koleratoxin-B
alegység (CTX-B)-gel (piros) jeloltiik.

4. A Gal-1 az apoptozis mitokondrialis utvonalat stimulalja
A ,halal” szignalok alapvetden két belépési helyen keresztiil indithatjak el az apoptozis

folyamatat: A ,,halal” ligandok, a TNF csalad tagjai a TNF receptor csalddhoz tartozo

sejtfelszini molekuldk keresztkotésével indukaljadk a sejt halalt. Nem nekrotikus
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cre

mitokondriumra hatnak. Kérdés, hogy a Gal-1 melyik Utvonalat (receptor vagy
mitokondridlis) aktivalja. Ennek eldontésére a mitokondridlis ttvonalat, ennek
specifikus inhibitoraval, bongkrekan savval gatoltuk. A 3.14A. Abra mutatja, hogy a
mitokondridlis események gatldsa blokkolja az apoptotikus sejtvalaszt.
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3.13. Abra. A membran raftok kialakuldsa sziikséges a tovabbi apoptotikus folyamatok létrejottéhez.
A sejteket 10 mM B-ciklodextrin (B-CD) jelenlétében vagy tavollétében 12 (A és B) vagy 16 (C, D és
E) orat Gal-1-gyel stimulaltunk. (A) A konfokalis mikroszkopos analizist a 12. abra alatt leirtak
szerint végeztiikk. (B) A ceramid felszabadulast fluoreszcencids mikroszkopos analizissel kovettiik (1.
(6C abra). (C) Az MMP valtozasat a 6D abra alatt leirtak szerint végeztiik. (D és E) a kaszpaz 9 (D)

és 3 (E) aktivitas mérését a 9D abra alatt leirtak alapjan mértiik.

Az altalanos kaszpaz inhibitor, z-VAD-FMK jelenléte nem befolydsolja az MMP
csOkkenését, jelezve, hogy a kaszpazok aktivalodasa a mitokondrialis valtozasok utdn
torténik (14B. Abra). Ezzel osszhangban a z-VAD-FMK nem befolyasolja a
mitokondrialis stresszvalaszt indukalé H,O, hatasat sem (3.14B. Abra). A

mitokondriumban 6sszefutd apoptotikus szignalok a kaszpaz 9-en keresztiil inditjak el a
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3.14. Abra. A Gal-1 az apoptézis mitokondrialis vitvonalat stimulalja. (A) Jurkat sejteket Gal-1-gyel
stimulaltunk bongkrekan sav (BA) jelenlétében vagy tavollétében 24 oran keresztiil, majd a 6F abra szrint
meghataroztuk a ’sub’-G1 sejtpopulacié méretét. (B) 1,8 uM Gal-1-gyel, vagy 20 uM H,0,-vel 16 6ran
keresztiil stimulaltuk a sejteket z-VAD-FMK-val egyiitt vagy anélkiil, majd a 6D abranal leirtak szerint
mértiik az MMP valtozasat. (C) A kaszpaz 9 és 3 aktivitas valtozasat a stimulacio kiilonb6z6 idépontjaiban
mértiik (lasd 9D abra). (D) A PARP degradacigjat 50 mM z-VAD-FMK vagy Ac-IETD jelenlétében
vizsgaltuk Western blottinggal (1. 6E abra). (E) A DNS tartalom meghatarozasat Gal-1-gyel, vagy 50 ng/ml
TNFa és 1,5 mg/ml cikloheximid (CHX) kombinacidjaval kaszpaz inhibitorokkal vagy azok nélkiil kezelt
sejtekben vizsgaltuk (1. 6F abra). (F) Vad vagy kaszpaz 8 deficiens (I 9.2) sejteket Gal-1-gyel, vagy TNFa-

val kezeltiink és 24 6ra malva mértiikk a DNS tartalmat.
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kaszpaz kaszkad aktivalodasat. A kaszpazok aktivalodasanak idébeli lefutasat mutatja a
14C. Abra. A kaszpaz 9 aktivaloddsa megeldzi a kaszpaz3-ét, és meredekebben csokken
az 1d6 elteltével, mint a kaszpaz 3-¢. A széles spektrumi kaszpaz inhibitor, a z-VAD-
FMK, de nem az inicidtor kaszpaz 8 inhibitor, az Ac-IETD, gatolja a kaszpazok
miikodését és igy a PARP hasitast (14D Abra) és kovetkezményképpen a *sub-G1°
sejtfrakcio kialakulasat (3.14E. Abra). Ezzel szemben a kaszpaz 8 inhibitor készséggel
gatolja az ismerten receptor medialt apoptézist kivalté TNF hatasat (3.14E. Abra).
Tovabbi bizonyitékot szolgéltat a 3.14.F. abran bemutatott kisérlet arra, hogy a kaszpaz
8 aktivitds nem sziikséges a Gal-1 indukalt apoptozishoz. Kaszpaz 8 deficiens Jurkat
sejtek apoptozissal elpusztulnak Gal-1 hatasara, ugyanakkor rezisztensek TNF kezelésre,
melynek sziiksége van a kaszpaz 8 aktivitdsara (3.14F. Abra).

A fenti kisérletek egyértelmiien bizonyitjak, hogy Gal-1 indukalt sejthalal nem a kaszpaz

8 fliggd receptor medialt itvonalon folyik.

5. Egészséges aktivalt T limfocitak a leukémias T sejtekhez hasonlo sejtvalaszt adnak

Az eddigi vizsgalatok a leukémias Jurkat T sejteken tortént. Ennek oka, hogy ezek a
sejtek konnyebben fenntarthatok sejtkultirdban ¢és szamos, a jelatvitelben fontos
szerepet jatsz6 szignalmolekuldban deficiens valtozat all rendelkezésre. Ez megkdnnyiti,
hogy az egyes lépések biologiai szerepét vizsgaljuk a teljes szignaltranszdukcios
folyamatban. A kérdés azonban fennall, hogy vajon ezek a beteg sejtek azonos moédon
reagalnak-1 az apoptotikus kezelésre, mint az egészséges aktivalt T Ilimfocitak.
Egészséges donortol szarmazé PHA aktivalt és IL-2-n fenntartott T limfoblasztokat
hasonlé modon kezeltiink Gal-1-gyel, mint a Jurkat sejtek. A 3.15. Abra mutatja, hogy
az apoptozis mértéke nem befolydsolhaté a kaszpaz 8 gatloszerrel (Ac-IETD), de
csokkenthetd altalanos kaszpaz-gatloval (z-VAD-FMK), és tirozin kinaz inhibitorral
(herbimycin) és blokkolhat6 raft inhibitorral (B-ciklodextrin). Ezek az eredmények azt
sugalljak, hogy a leukémias sejtekben meghatarozott, Gal-1 altal kivaltott apoptozis

mechanizmusa hasonl6 vagy azonos a leukémids T sejtekben zajlo folyamatokkal.
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35 q
30 4
25 4
20 A
15 4

10 A

Gak1 Ao [ETD ZVADF WK Herbimycin BCD

% sub-G1 sejtek a mintakban - % sub-G1 sejtek a kontrollban

3.15. Abra. Az apoptézis molekuldris eseményei hasonléak leukémids és egészséges aktivalt T
sejtekben. Aktivalt periférias T limfocitdkat stimulaltunk a 50 nM Ac-IETD vagy z-VAD-FMK, 1 uM
hebimycin A, illetve 10 mM B-ciklodextrin (BCD) jelenlétében vagy tavollétében. A kezelés 16. oraja

utan citofluoriméterrel mértiik a *sub’-G1 sejtek mennyiségét.

A Gal-1 dltal indukalt apoptozis és a lektin-szénhidrat kolcsonhatas osszefiiggése

Fajka-Boja R és mtsai, Gercsd Andrea és mtsai. Nem kozolt adatok

1. A Gal-1 minimalis ligandja, a laktoz, nem gatolja teljesen a Gal-1 sejtekhez valo

kotodését és internalizalodasat és nem gatolja az apoptozist

A szakirodalom a Gal-1 citotoxikus hatasat a Gal-1 lektin természetébol eredezteti,
vagyis, hogy a fehérje és a sejtfelszini glikokonjugatumok kolcsonhatdsa az alapvetd
szignal az indukalt sejthaldlra. A fenti kdlcsonhatas révén megvalosulo biologiai valasz
gatolhat6é a Gal-1 minimalis ligandjaval, laktozzal. Az els6 fejezetben mar bemutattuk,
hogy a Gal-1 f6 receptoraként jellemzett CD45 tovabbit ugyan biokémiai jeleket a T

sejtekbe, ezek azonban nem sziikségesek a Gal-1 altal kivaltott apoptozishoz. Vajon
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sziikséges-e a Gal-1 lektin tulajdonsaga a T sejtekre gyakorolt citotoxikus hatashoz? Ezt
kivantuk megvalaszolni az alabbi kisérletekben:

A sejtekhez kotodott fluoreszcens festékkel jelolt Gal-1 nem tavolithato el teljesen
laktézzal, ahogy azt a 3.16A. Abra mutatja. A kotédott Gal-1 10-15%-a még 100mM
(50000-szeres molaris felesleg) laktoz jelenlétében is a sejteken marad ¢€s ez igy van
akkor is, ha a Gal-1 nincs jelolve (nincs adat bemutatva). Ha sejteket 4°C helyett 37°C-
on kezeljiik a lektinnel, akkor a fehérje internalizalodik (I.. 3.2. Abra). A 3.16B. Abran
bemutatott kisérletben a sejteket citrat (pH 5.2) pufferrel mostuk. Ez a kezelés eltavolitja
a sejtfelszinen kotddott, nem internalizalodott fehérjét, igy a mért fluoreszcencia
intenzitas az intracellularis Gal-1-FITC mennyiségét mutatja. Lakt6z jelenléte csokkenti
a Gal-1 internalizalédasat de nem gatolja teljesen. Ez Osszhangban van azzal az
eredményiinkkel, hogy az ismert Gal-1 kot6 sejtfelszini fehérjék, a CD45 (3.2. Abra),
CD43, CD3, CD4 ¢és CD7 (nincs adat bemutatva), nem ko-internalizaloédnak a Gal-1-
gyel.

Felvetddik az a kérdés, hogy a laktdoz-gatlas esetén, a sejteken marado, illetve
internalizal6d6 Gal-1 elegend6-e az apoptdzis indukcidjahoz. A 3.16C. abran lathatjuk,
apoptozist. Ellenkezdleg, 1-3 ora kezelés esetén, amikor a Gal-1 még nem okoz, a *sub’-
G1 sejtfrakcid kialakulasaval jaro, késoi apoptozist (ez csak a 10. ora utan kovetkezik
be, (3.6F. Abra), lakt6z jelenléte gy érzékenyiti a Gal-1 citotoxikus hatasat, hogy 1 éra
utan mar apoptotikus sejtek azonosithatok a sejtkultiraban. Az apoptotikus valasz laktdz
altali felgyorsitasa, vagy erdsitése szuboptimalis (rovid idejii stimulacid) koriilmények
kozott, illetve a gatlas hianya arra is utalhat, hogy bar a Gal-1 hatdsa nem lektin-cukor

kolesonhatas révén valosul meg, mégis ez az interakcid sziikséges a fehérje bioldgiailag

crer
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2. Kiilonbozo koncentracioju Gal-1 kezelések eltéro apoptotikus folyamatokat

indukdlnak

A szakirodalomban publikalt kézlemények egy része kisérletesen is bemutatta, hogy a
Gal-1 altal okozott apoptozis gatolhatd minimalis ligandjaval, laktozzal [112;136;161].
Az alapvetd kiilonbség az ezekben a cikkekben és az altalunk alkalmazott rendszerek
kozott, hogy az eldbbiek 20 uM (280pg/ml), mig mi 1,8 pM (25pug/ml) Gal-1-et
hasznaltunk

3.16. Abra. Az apoptézis és a Gal-1

A B internalizacioja nem gatolhato a lektin
"** kontroll inimdlis  ligandjdval, laktézzal. (A
2 — GaL1.FITC 2 %10 Gal1-ATC minimalis  ligandjaval, laktozzal. (A)
) = Gal-l- 90 Gall-FITC+lakiéz Jurkat sejteket 3,6 pM FITC-cel kapcsolt
n FITC+laktéz % . 0 o .
'\ E§15 0 Gal-1-gyel inkubaltunk 100 mM laktoz
% §10 - jelenlétében vagy tavollétében 3 orén at
o -
E 5 o * 37°C-on ¢és citofluoriméterrel mértiik a
S V1 L4
E W ¢ fluoreszcencia intenzitast. (B) A sejteket 1

11 256 24 da  Oran at 4°C-on vagy a bemutatott ideig

{C 37¢C 37°C-on az (A) panelhoz leirtak szerint

kezeltik,majd a sejtek felszinén maradt

C D Gal-1 FITC-cet citrat pufferrel (pH 5.2)

15 0 Gal-l —» médinm eltavolitottuk ~ és  citofluorimetriaval

2 . ; Gal-1 —» laktdz meértiik a fluoreszcencia intenzitast. (C) A

$ 15 o: 10 1 /'/ 24 o6ra alatt Gal-1-gyel indukalt apoptozist

:g = ‘% 5 /”‘ 100mM laktoz jelenlétében mértik a

% Z _ < o La /&\ﬂ >sub’-G1 sejtfrakcié  kialakulasaval
/ -

) . citofluorimetriaval. (D) a (C) abra alatt
10° 300 ldm 3éra
leirtak szerint mértiik az apoptdzist a

kontroll
1+1adtcz

lakioz
Gal-1
Gal-

grafikonon jel6lt iddpontokban.

az apoptdzis indukcidjdhoz. A tobb mint 10x-es kiilonbség alapvetden két dolgot

eredményezhet: 1. a Gal-1 7 uM koncentracio alatt féleg monomer allapotban van [39],
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amelynek a konformacioja €s preferalt ligandja(i) eltérhet(nek) a dimer formaétol; 2. a
kisebb affinitdssal kapcsolodo glikozilalt Gal-1-koté molekuldkkal, melyeken keresztiil
laktozzal géatolhatd apoptotikus szignal keriilhet a sejtekbe. Ha ez a feltételezés igaz,
apoptozist, és nem a rekombindns Gal-1 fehérje preparatumok kozotti kiillonbség
eredményezi az eltérést, akkor az altalunk készitett Gal-1 magas koncentracidoban
laktozzal gatolhato apoptozist kell, hogy okozzon. Amint azt a 3.17. Abra mutatja a 250

ng/ml Gal-1 altal okozott sejtpusztulas laktdz jelenlétében nagymértékben csdkken.

A
. Kontroll . laktoz Gal-1 Gal-1+laktéz
%FN_ S:EN-D— Eug L
1ﬂ|1 1n;2. 1;nl; 1n4 02 D-C'— QC' T . T
T® o' wd ®
FL1H
Ann V-FITC" 41,3
seitek (%)

sub-G1 sejtek (%)
— = NN LW
OO WO WLhOoO WL
1 1 1 1 1 1 ]

m T m T T
b, 4 @
% ) 74
j‘O// %é\ /‘/ YX/
2,
%

crev

sejteket 18 uM Gal-1-gyel 6 oran keresztiill 100mM laktdzzal, vagy anélkiil stimulaltunk, majd
AnnexinV-FITC-cel (AnnV-FITC) festettiik és citofluorimetriaval analizaltuk. (B) A sejteket a (A)

abra alatt szerint 24 oraig kezeltiik, majd citofluorimetriaval mértiik a *sub’-Gl1 sejtfrakcio kialakulasat.
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crer

kialakulasanak gatolhatosagaban (3.17B. Abra) kimutathat. Az eredmények alapjan
feltételezhetd, hogy a Gal-1 alacsonyabb koncentracioban (1,8 uM) fehérje-fehérje
kolesonhatds révén fejti ki citotoxikus hatdsat, olyan sejtfelszini fehérjével keriilve
kapcsolatba, melynek affinitdsa nagyobb a Gal-1-hez, mint a lektinnek a cukor
oldallancokhoz val¢ affinitdsa. Ezt tAmasztja ald, hogy a Gal-1 nem szorithato le teljesen
a sejtfelszinrdl laktézzal, és hogy az indukalt apoptdzis nem gatolhatd a minimalis
liganddal. Magasabb koncentracidoban azonban a lektin-cukor kdlcsonhatés is érvényesiil
¢és a Gal-1 a glikoproteineken is képes az apoptotikus szignalt a sejtbe juttatni. Nem
zarhato ki azonban, hogy a nem cukor-lektin kolcsonhatas révén megvalosuld apoptozis
is igényli a lektin cukorhoz vald kotddését, amit a sejtfelszini glikokonjugatumok, laktéz

jelenlétében pedig a minimalis ligand biztositanak.

Gal-1 szabadlyozza a csontvelo sejtek differencidlodasat és életképességeét
Vas V és mtsai 2005. Stem Cells 23, 279-287

1. A csontveld sejtek Gal-1 koto sejtfelszini strukturakat hordoznak és egyrésziik Gal-1-

et expresszal

A nem-frakcionalt (3.18A. Abra) és a lin~ (legéretlencbb sejtek) (3.18B. Abra)
csontveldi (csv) sejtek Gal-1 koto sejtfelszini struktarakat hordoznak. Erdekes modon a
teljes csv sejtpopulaciot reprezentald frakcidnak mintegy 30 %-a nem kot Gal-1-gyet.
Ezek a sejtek az érett fenotipust sejtek kozé tartoznak, CD3e, CD45R/B220, CD11b,
Ly-6G ¢és TER-119 pozitiv sejtek keveréke (nincs adat bemutatva). Magas

crer

sejtekhez (3.18. Abra)
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100 mM laktoz

Sejtszam

[+

Sejtszdm

0

Fluoreszcencia intenzitas

3.18. Abra. A csontvel$ sejtek Gal-1 kit6 sejtfelszini struktirdkat hordoznak. Teljes (A) vagy nem-
elkotelezett, Lin” (B) csv sejteket Gal-1-gyel kezeltiink laktoz jelenlétében vagy anélkill. Mosas utan
nyul anti-Gal-1 F(ab’),-6t, majd kecske anti-nyul Ig-FITC-et adtunk a sejtekhez. A mintakat

citofluoriméterrel analizaltuk.

A csv sejtek nagy része nem termel endogén Gal-1-et (3.19. Abra). A nem frakcionalt
csv sejtek 30 %-ndl kimutatott Gal-1 expresszid az adherens (sztroma) sejteknek

tulajdonithato (3.19A. Abra).
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3.19. Abra. 4 teljes csontveld sejtpopuldcié mintegy 30 % Gal-1-et expresszal. Teljes (A) vagy Lin™ (B)
csv sejteket permeabilizaltunk és nyul anti-Gal-1 F(ab”),-6t, majd kecske anti-nytl Ig-FITC-et adtunk a

sejtekhez. A mintakat citofluoriméterrel vizsgaltuk.

2. A Gal-1 koncentraciotol fiiggo bifazikus modon szabalyozza az elkotelezett

hemopoietikus sejtek novekedését

Az 3.1. tablazat mutatja, hogy a granulocyta-monocyta (GFU-GM) ¢és erythrocyta (BFU-

crer

crer

Gal-1 gatolja ezeknek a sejteknek a szaporodasat.
A Gal-1 novekedés gatlo hatdsa apoptozis indukalod képességének tulajdonithatd (3.20.

Abra). A 10 pg/ml koncentraciéja Gal-1 mér 20 perc stimulacié utén stimulélja a PS
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. Kolonia szam/10° sejt

Galektin-1 - - - —

(ug/ml) Egér csv magvas sejtek Emberi csv mononuklearis sejtek
CFU-GM BFU-E CFU-GM BFU-E

kontroll 142.5+3.5 61.5+64 174.0£9.5 83.8+72

10.0 0.0 0.0° 0 0.0°

1.0 117 £10.6° 72.0£4.2° 149.5 £ 10.5° 68.8 £ 6.6"

0.1 160.0 £ 7.1° 82.5+ 64" 199.9 +8,9° 95.9+7.9°

0.01 230.0+7.1° 85.5+6.4" 239+ 7.5% 111.5+11.5°

0.001 157 £10.6° 55.5+5.4 201 +11.0° 91.2+82

crer

novekedesét. A CFU-GM ¢és BFU-E kolonia szamot a sejtek fél lagy agarban torténd novekedésével
hataroztuk meg Gal-1 jelenlétében vagy anélkiil, a tenyésztés 9 és 14. napjan. A tablazatban szerepld
értékek S minta atlagat+/- szoras mutatjak.

*Szignifikans kiilonbség (>0.05) a kontrollhoz viszonyitva

Roviditések: Csv: csontveld; CFU-GM:monocita-granulocita koloniaformalo egység; BFU-E:

eritrocita koloniaformald egység

A B
£ ) kontroll ] kontrall
R i E
2 | 3
|
2 | ;
F - r r - ]
Flucreszcencia intenzités Flucreszcencia intenzités
]
E
§ " 4 éra E N
8 3,
&
r= rm = e el -

-0 - r [.7)
Fluoreszeencia intenzitas Fluoreszcencia intenzitas

e

tulajdonithato. (A) A nem-letapado egér csv sejteket 10 pg/ml Gal-1-gyel inkubaltuk 4 éran keresztiil,
majd a DNS tartalmat, a sejtek propidium jodiddal torténd festése utan, citofluorimetriaval hataroztuk
meg. (B) A fenti sejtek Annexin V-FITC kot képességét (mely a PS expozicido mértékét mutatja) 10,

20, 30, 40, és 60 perc Gal-1 kezelés utan citofluorimetriaval vizsgaltuk.
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crer

“ sy

eltér6. Az alacsony koncentracioval eldidézett novekedésserkentés a Gal-1 lektin
tulajdonsagatol fiigg, a Gal-1 ligandja, a laktoz gatolja a lektin ilyen biologiai hatasat
(3.11. tablazat). Ezzel szemben az apoptozis indukalo hatas (10 pug/ml Gal-1) nem fligg a
fehérje cukorkotd képességétdl és ennek megfelelden ez a hatds nem modosithato laktéz

hozzaadasaval (3.11. tablazat).
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Galektin-1 Lakt6z Szukroz CFU-GM/10° BFU-E/10°
(ng/ml) (30 mM) (30 mM) csv. magvas sejtek  csv.magvas sejtek

Kontroll - - 108.0 £ 6.2 51.0+4.1
+ - 111.7+£8.8 52.1+5.1
- + 104.5+£9.8 49.6 +4.4
10.0 - - 0.0° 0.0°
- - 0.0* 0.0°
- + 0.0° 0.0
5.0 - - 9.2+2.1° 51+2.1°%
+ - 8.9+33" 32+1.5%
- + 10.4 £4.1° 3.9+3.3%
0.1 - - 115.1+4.1 61.1+4.1
+ - 97.8+5.5 512+33
- + 111.8+£3.9 60.6 5.7
0.01 - - 141.4+64" 73.3+5.1°
+ - 103.2+6.1 50.5+4.1
- + 138.2 +4.3% 69.8 £5.4°

e

hatasat. A CFU-GM ¢és BFU-E szamot Gal-1 jelenlétében vagy tavollétében laktozzal, vagy anélkiil
hataroztuk meg fél-lagy agarban 9 és 14 napig tartdé novekedés utan. Az értékek 3 parhuzazmos minta
atlagat +/- szoras mutatjak.

*Szignifikans kiilonbség (>0.05) a kontrollhoz viszonyitva
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3. Az elkételezett csv sejtek érzékenyebbek a Gal-1 hatdsdra, mint az éretlen lyn-

ossejtek

A Gal-1 hatasat a kiilonbozo érettségli csv sejtekre a limitalt higitdsos modszert
hasznalo, ugynevezett ,,macskaké” formald assay-ben (coblestone area forming
cells=CAFC) vizsgaltuk. A 35 napos kisérletben az eltérd érettségli sejtek mas-mas
idében ndnek a kulturaban: eldszor legérettebb, elkotelezett sejtek (7-14 napos CAFC),
majd a kozepes (21 napos CAFC), végiil a legkevésbé érett dssejtek (35 napos CAFC)

alkotnak koloniat.

A B c
T-nap 21-nap 35-nap
CAFC CAFC CAFC
Sejtszam/yuk Saejtszamityuk (x 107) Sejtszamiyuk (x107)

100 00 &0 5 =0 40 20 80 ]

= Kontrall
#eees Galektin-1
{20 ngfmil}

Sejtszamiiyuk Sejtszamiyuk (x 107 Sejtszamhyulk (x107)
100 200 400 500 5 1 20 1 20 an

o negativ
-
[
L]

—s Kool

\ ss Galektin-1
174 (20 ngimi)

321. Abra. 4 Gal-1 kiilonbéz6 médon hat az eltérd érettségii sejtek CAFC gyakorisdgdra. Egér
(A,B,C) és emberi (D,E,F) csv sejteket 20 ng/ml Gal-1 jelenlétében vagy tavollétében limitalt higitasos
modszerrel 96 lyuka szovettenyésztd lemezre osztottunk szét. A ,,macskakd” képzédményeket (CAFC)
az egyes lyukakban 7-35. napig hetenként értékeltiik. A 7-napos (A,D), 21-napos (B,E) és 35-napos
(C,F) CAFC gyakorisagot az L-Calc programmal (Stem Cell Technologies) szamoltuk.
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crer

7 napos CAFC sejtek szamat ndvelte (3.21A és D Abra), szemben a 21 napos CAFC-cal
melyek kis mértékben, de reprodukéalhatéan csokkentette (3.21B és E Abra). A
legéretlenebb 35 napos CAFC sejtek novekedését nem befolyasolta a Gal-1 jelenléte
(3.21C és F Abra). Ez utobbi sejtek valaszképtelensége a Gal-1 kezelésre nem a sejtek
nagyon alacsony szaménak koszonhetd a csv preparatumban, ahogy azt a 3.22. Abra
mutatja. Az érettebb sejtektdl elkiilonitett Lin® csv sejtek 35 napos CAFC kultaraja

szintén érzéketlen volt a Gal-1 jelenlétére.

Sejtszamilyuk
250 1000 2000
L ]
ar
=
=
& 10 —
=
=
=——= Kontroll
s—-s Galektin-1
1 (20 ng/mi)

e rer

Lyn™ sejtek aranyat 1:80,000-r61 1:400-ra noveltiik a csv sejtek frakcionalasaval, majd a 21. abra alatt
leirt kisérleti rendszerben vizsgaltuk ezeknek a sejteknek a CAFC gyakorisagat 20 ng/ml Gal-1

jelenlétében és hianyaban a tenyésztés 35. napjan.

cre

érett CAFC sejtekre (3.111. tablazat). A toxicitds mértéke a kevésbé érett sejtek felé
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csokken a kovetkezd sorrend szerint: 7 napos > 14 napos > 21 napos > 28 napos > 35
napos CAFC. Ezek ez eredmények azt mutatjak, hogy a Gal-1 ndvekedés gatld hatasa a

sejtek érettségével fokozodik.

CAFC gyakorisag
Galektin-1

1dé

Sejtek (nap Kozépérték Sug/ml 10pg/ml
Csontvel6 magvas sejtek 7 1:421 <1:10° NA
14 1:1,655 <1:10° NA
21 1:9,548 1:951,566 (99.7) NA
28 1:32,252 1:695,200 NA
35 1:125,450 1765,351 (6.1) NA
Lin" csontveld sejtek 28 1:332 1:6,966 (21.0) 1:15642 (47.1)
35 1:496 1:3,158 (6.4) 1:9,951 (20.1)

3.1I1. Tablazat . A csv sejtek a differencidalodas elérehaladtaval egyre érzékenyebbé valnak a magas

I-gyel, majd a nem kotddott Gal-1-et mosassal eltavolitottuk és a sejtek ndovekedését (CAFC

gyakorisag) 35 napon keresztiil a megadott id6pontokban vizsgaltuk.
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4. MEGBESZELES

A Gal-1 a galektin csalad legkorabban felfedezett tagja. Az intenziv vizsgéalatok
ellenére a Gal-1 irodalmat szdmos, jelentds ellentmondas szovi at. Ez kiilondsen igaz a
Gal-1 immunmodulalo, a T limfocitdkra €s hemopoietikus csontveldi sejtekre kifejtett
citotoxikus hatdsanak jellemzésére is. Ebben a dolgozatban azokat az eredményeket

foglaltam 0ssze, amely alapvetd valaszokat adnak a Gal-1 hatdasmechanizmusat illetden.

CD45, mint receptor?

A Gal-1 T sejtekre kifejtett apoptotikus hatasat elsdként Baum és
munkacsoportja irta le két értékes kozleményben [84;128]. E cikkek f6 érdeme az, hogy
rairdnyitottak figyelmet a Gal-1 fontos bioldgiai aktivitdsara. Mindkét kozleményben
hangsulyoztak, hogy a CD45 receptor tirozin foszfatdz a Gal-1 {6 receptora és a lektin e
molekulan keresztiil fejti ki apoptotikus hatdsat. Igazolasul a Gal-1 hatasat CD45-re
specifikus monoklonélis ellenanyagokkal (mAb) gatoltak. Ervelésiik két szempontbol is
megkérddjelezhetd: 1. Hogyan gatolhatja egy CD45 fehérje epitoppal reagdldé mAb a
CDA45-06n jelenlevd szamos Gal-1 kotd helyet?; 2. Hogyan magyarazhat6, hogy kiilonféle
specifitast (CD3, CD4, CDS8, CD43, CD45RA, CD45RB ¢s CD45R0O) mAb-ok mind
50%-0s mértékben gatoljak a Gal-1 kotddését a T sejtekhez? A szerzok nyilvanvaldan
miterméket vizsgaltak, amit a mi nem kozolt adataink is aldtdmasztanak: a Gal-1
szamos egér monoklonalis ellenanyagot kot, specifitasuktol fliggetlentil, igy az
ellenanyagok egyszerli kompetitorként alkalmazhatéak a Gal-1 bioldgiai aktivitasanak
vizsgélatakor. Ezt valdsziniileg a szerzOk is belattak, mert kés6bbi munkajukban (az
elébbiek targyalasa nélkiil!) mar egyenesen a CD45 gatld szerepérél szamolnak be
[132]. A Baum csoport kisérletesen probalta igazolni, hogy talan nem is a Gal-1-k6to
molekulak jelenléte, hanem inkdbb a core 2 O-glikanok jelenléte hatarozza meg a sejtek
Gal-1-gyel szembeni érzékenységét. A core 2 [-1,6-N-acetilglukozaminil transzferaz

(C2GnT), amely a laktézamint hordoz6 elagazd O-glikdnok szintéziséért felelds enzim,
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hianyaban a sejtek rezisztensek, mig az enzimet expresszald sejtek érzékennyé valnak a
Gal-1 kezelésre [132]. Késébb Carlow és mtsai [161]cafoltak a C2GnT szerepét a Gal-1
ligandok expresszidjadban. Az enzim hidnydban moédosult az O- és N-glikdnok
laktézamin Osszetétele, ez azonban nem befolyasolta a Gal-1 altal indukalt apoptozist.

Mi a CD45 funkci6 szisztematikus [10;16-18] vizsgélata soran leirtuk, hogy a Gal-1
kotddik a CD45-hoz [14;15;149]. A lektin-foszfatdz kapcsolodas kovetkezményeként a
CD45 foszfataz aktivitasa csokken, és a CD45 egyik markans szubsztratja B sejtekben, a
lyn src tirozin kindz aktivitdsa szintén downregulalodik [15;147]. A CD45 foszfataz
aktivitasa jol jellemzett modon szabalyozza a src tirozin kinaz csalad aktivitasat [162],
igy nem meglepd, hogy a CD45-lektin kapcsolodas ilyen jelatviteli kovetkezményekkel
jar. A CD45-Gal-1 interakcid és a CD45 foszfatdz aktivitdsanak ezt kovetd csokkenése
Osszhangban van Walzel és mtsai eredményeivel [82]. Kétségtelen, hogy a lektin-CD45
kapcsolodas jelatviteli kovetkezményekkel jar. Kérdés, hogy e folyamatoknak van-e
szerepe ¢és jelentésége a Gal-1 T sejtekre kifejtett apoptotikus hatdsdban. Ennek
eldontésére CD45 hidnyos Jurkat sejteket (J45.01) hasznaltunk. A Gal-1, a vadtipust
sejtekhez hasonloan, kotédik a deficiens J45.01 sejtekhez , ezekben a sejtekben is tirozin
foszforilaciot és apoptdzist okoz. Ezek az eredményeink 6sszhangban vannak Baum és
mtsai altal publikaltakkal [132], de ellentétben vannak Walzel és mtsai kozlésével [82].
Valészintisithetd, hogy az ellentmondas oka a Gal-1 kiilonbozo tisztitdsi modjaban és a
kisérlet soran alkalmazott kiilonb6z0 Gal-1 koncentraciokban keresendd (1. késobb). A
Gal-1 citotoxikus hatdsanak mediatora mindezidaig nem tisztazott. Bar a mi és masok
munkai kizarjak a CD45 szerepét, a receptort nem sikeriilt azonositani. A T sejt receptor
(TCR) szoba johetne, mint kdzvetitd molekula, mert a Gal-1 k6tdédik a TCR-hez [85], és
a Gal-1 specifikusan médositja TCR jelatvitelt [124]. A CD3 stimulécidja egyideji Gal-
1 kezeléssel az 0sszes vizsgalt timocita sejtpopulaciod apoptozisat okozza, melyet az Erk-
2 aktivitads dramai novekedése kisér [124]. Ha nem is kozvetlen kapcsolodas révén, de a
TCR C-lancéanak részleges tirozin foszforildciojanak indukcioja altal a Gal-1 antagonizal
az antigén aktivald hatasaval [123]. A TCR abszolut szerepe a Gal-1 apoptozis
szignaljadban eredményeink szerint kizérhaté [163], mert a TCR negativ CEM T sejtek
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készséggel pusztulnak Gal-1 hatdsara (nincs bemutatva). A T sejtek Gal-1-kotod
sejtfelszini fehérjéi koziil a CD7 molekula allta ki tobbé-kevésbe a probat a mai napig,
mint a Gal-1 apoptotikus hatdsdnak kozvetitdje. Az Osszes vizsgalt T sejtvonal, az
¢éretlen timocitak és az aktivalt T sejtek CD7 pozitivak és érzékenyek Gal-1 kezelésre. A
HUT78, amely CD7 negativ, érdekes modon nem valaszol apoptozissal a Gal-1-re,
azonban a CD7 genetikai rekonstitucidja a Gal-1 kezelésre adott apoptotikus valaszt
eredményezi [164]. Ezek a CD7" sejtek fiziologias kapcsolatba keriilnek a timusz
hamsejtekkel a T sejt érés soran [165], illetve a periférias nyirokszervekben a sztroma és
dentritikus sejtekkel [166]. A hamsejtek, a fibroblasztok ¢és a dentritikus sejtek Gal-1-et
termelnek és a kdzvetlen sejt-sejt kdlcsonhatas soran a Gal-1 a CD7 molekuldn keresztiil
apoptozist okozhat. A fenti eredményeket részben erdsiti, részben gyengiti ugyanazon
szerzOk Sezary sejtekkel végzett kisérlete [89]. Mycosis Fungoides, a legaltalanosabb
bor limféma, az ugynevezett Sezary T sejtekkel jellemezhetd [167].Ezeknek a sejteknek
nagy része CD4" és CD7 fenotipusi T limfocita, és ennek megfeleléen a sejtek
rezisztensek a Gal-1 indukalt sejthalalra [89]. A Sezary sejtek egy része CD7", azonban
ezek is ellenalldak Gal-1 kezelésre. A szerzok szerint a CD7" Sezary sejtek Gal-1
rezisztenciaja egyfajta specifikus glikozildcids mintazatnak tulajdonithatd, amely nem
kedvez a Gal-1 kotédésének. Igy arra a kovetkeztetésére jutnak, hogy a CD7 sziikséges,
de nem elégséges feltétele a Gal-1 citotoxikus hatasnak. Bar Rappl és mtsai eredményei
szintén amellett szdlnak, hogy a CD7" T-sejtek ellenalloak a Gal-1 hatasaval szemben, itt
azonban a kisérleti koriilmények megkérdéjelezhetdk, mivel a CD7" Jurkat T sejtek,
melyek eddig minden ko6zolt adat szerint nagymértékben érzékenyek Gal-1 kezelésre,
ebben a munkdban nem pusztultak a lektin hozzdadasara [88].

Az eddigi irodalomban kozolt eredmények alapjan nem nevezheté meg biztonsdggal
egyetlen T sejt specifikus sejtfelszini molekula sem, amely a Gal-1 citotoxikus
hatasanak kozvetitdje €s igy a Gal-1 receptora lehetne. A késObbiekben egyik f6 célunk

ennek a receptornak az azonositasa.
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Halal-receptor vagy mitokondrium?

A Gal-1 altal kifejtett apoptdzis mechanizmusanak vizsgalatdban az eddig kozolt
adatokhoz képest jelentds eredményeket értiink el.
Az apoptotikus folyamatok két egyszeriisitett utvonalba sorolhatok [168]: a/ Az
ugynevezett ,.kaszpaz els6ként” (caspase first) tipus elsd lépése a halal-receptorok
valamelyikének oligomerizacidja, melyet az iniciadtor kaszpaz 8, majd az effektor
kaszpaz 3 aktivacidja kdvet. b/ A masik tipus a ,,mitokondrium elészor” (mitochondrion
first) itvonal, amikor az apoptotikus stimulus kdzvetlen célpontja a mitokondrium és ezt
koveti az iniciator kaszpdz 9, majd az effektor kaszpdz 3 aktivacidja (a fenti
elnevezéseket Blatt és Glick-tol vettiik at [168]). Kisérleteink vildgosan igazoljak, hogy
a mitokondridlis valtozdsok megel6zik a kaszpaz 9 aktivacidjat, igy a Gal-1 indukalta
sejthalal az apoptozis ,,mitokondrium eldszdr” tipusaba sorolhatd. Régebbi vizsgalatok
kimutattak, hogy a Gal-1 indukalt sejthalal fiiggetlen a Fas/FasL kdlcsonhatéstol, mivel
a Fas medialt apoptozisra érzéketlen MOLT-4 sejtek ¢és, ezzel Osszhangban, a Fas
deficiens Ipr egerekbdl izolalt aktivalt T sejtek Gal-1 kezelés hatdsara elpusztulnak
[84;111]. Eredményeink ezeket az adatokat tamogatjak, hiszen a halal-receptor altal
indukalt inicidtor kaszpdz 8 aktivacidnak nincs szerepe a Gal-1 citotoxicitasban.
Ugyanakkor a kaszpaz 9, majd a kaszpaz 3 aktivitasa megndé Gal-1 stimuldcidra. Az
Osszes eddigi irodalmi adattal, beleértve a sajat kdzleményeinket is, ellentmondasban
van egy napjainkban megjelent munka: a naiv periféridas T sejtek, melyek altaldban
ellenalloak az apoptotikus stimulusokra, beleértve a Fas sitmulaciot is [169],
késleltetetten (72 ora) bar, de pusztulnak Gal-1 és anti-Fas egyiittes alkalmazéasakor
[136]. Ebben az esetben az apoptotikus utvonalak egy keveréke érvényesiil, mivel
nemcsak a mitokondrialis apoptozis iniciatora, a kaszpdz 9, de a haldl-receptor utvonal
inicidtora, a kaszpaz 8 is aktivalodik. Az ellentmond6 eredmények egyik magyardzata
lehet, hogy a naiv és az aktivalt periférias T, illetve az aktivalt fenotipust Jurkat sejtek
eltérd jelatviteli rendszert hasznalnak a Gal-1 indukdlta sejthaldlhoz. Bar ez a

feltételezés nem zarhat6 ki, a masik, valdszinlibb magyarazat az, hogy a kaszpaz 8 egy
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visszacsatolas utjan aktivalodik. A fenti szerzOk ugyanis csak az aktivalodast vizsgaltak,
a kaszpaz 8 gatlasdnak eredményét azonban nem. Esetiinkben a kaszpaz 8 inhibitor,
illetve a kaszpdz 8 hidnya nem gatolta a Gal-1 indukalt apoptdzist, ami a mi
eredményeinket timasztja ala. Megjegyzendo, hogy a mi kisérleteinkben is tapasztalhato
volt a kaszpdz 8 aktivalodasa (nem kozolt adat), ami az enzim visszacsatolds utan
torténd mikodését igazolja.

Az irodalmi ¢és sajat adatok egyértelmiien igazoljak a kaszpazok szerepét az
apoptdzisban [112;136;137]. Ezzel szemben egy mostanaban megjelent cikk kizarja a
kaszpazok miikddését és a Gal-1 indukalta sejthalalt a mitokondrialis endonukledz
felszabadulassal magyardzza [138]. Ez az ellentmondés konnyen feloldhat6, mivel ebben
a munkéban nagyon magas koncentracioban (20uM) hasznaltdk Gal-1-et, amely 10x
tobb az altalunk alkalmazott lektin mennyiségnél (1,8uM). A fehérje ebben, a
fiziologiastol valoszintileg tavol esd, nagy feleslegben szdmos receptoron (példaul CD3,
CD45, CD2, stb.) keresztiil kiilonb6z0 jelatviteli utakat indithat be.

Az intracellularis események idorendjének megallapitdsa segitséget nyujthat
ezen események sorrendjének meghatarozdsahoz. A jelatviteli 1épések kovetkezd
sorrendjét hatdroztuk meg: a korai tirozin foszforilacidt a plazma membran aszimmetria
felbomlasa koveti, melyeknek biokémiai jelei a foszfatidil szerin extracellularis tér felé
fordulasa és a ceramid felszabadulasa. Ezt koveti a mitokondrialis membranpotencial
(MMP) csokkenése ¢s a kaszpaz 9 és 3 aktivalodas. A végsd szakaszban a kaszpaz
szubsztratok proteolizise és a kromoszoémalis DNS degradacigja zajlik.

A Gal-1 stimulaci6 a p56'* és a ZAP70 kinazok autofoszforilaciojat indukalja és tirozin
foszforilacid, mely el6feltétele a tovabbi apoptotikus Iépéseknek, e két kinaz
aktivitasanak tulajdonithatd. A két kindz valamilyekének hianyaban, illetve a tirozin
foszforilacio teljes gatladsa esetén minden ezt kovetd 1épés (ceramid felszabadulas, MMP
csokkenés, DNS degradacio) elmarad, az enzimek genetikai rekonstitiicioja pedig
visszaallitja a sejtek Gal-1-re adott valaszat. Ezt az eredményt alatdmasztjak az irodalmi
adatok is, ugyanis az Lck szerepét egyértelmiien kimutattdk az apoptdzis ceramid-

medialt [152] és mitokondridlis [153;154] tUtvonaldban, melyek a Gal-1 indukalt
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sejthalalban is kozponti szerepet jatszanak.

A Gal-1 indukalt sejthaldl mechanizmuséban az egyik kulcskérdés a pro-apoptotikus
szfingolipid, a ceramid szerepe. .A ceramid szamos modon jatszik szerepet a
homeosztazis fenntartasdban és a sejtek tulélésében. A TNF receptoron és Fas-on
keresztiili apoptdzis stimulaciokor, vagy UV és ionos sugédrzds hatdsdra ceramid
szabadul fel [170-172], de nem feltétleniil nem jatszik esszencialis szerepet az
apoptozisban [173]. Ezért fontos annak eldontése, hogy a ceramid milyen helyet foglal
el a Gal-1 indukalt sejthalal jelatvitelében. Az Lck és ZAP70 hianyos Jurkat sejtek Gal-
1-gyel torténd stimuldcidjakor elmarad a ceramid felszabadulés, s ennek eredményeként
az apoptotikus vélasz is, ami a ceramid jelentdségét tamogatja. A ceramid anabolikus
vagy katabolikus uton keletkezhet az apoptotikus sejtekben, a ceramid szintaz, illetve a
sfingomielindzok (SMaz) aktivasanak megfeleléen [174;175]. Az anabolikus ut
effektoranak, a ceramid szintaznak gatlasa nincs hatassal a Gal-1 stimulalt sejthalélra.
Hasonl6an a katabolikus Ut egyik enzimének, a neutralis SMaz-nak a blokkolasa sem
befolyasolja a sejtpusztulast. Ezzel szemben a savas SMdaz inhibitorai mind a ceramid
felszabadulast, mind az ezt kovetd 1épéseket dramai mértékben akadalyozzak. A savas
SMéz aktivacigjanak modja nemcsak a Gal-1 indukalta sejthaldl soran, de mas esetekben
sem ismert [176]. Az enzim lizoszémakban helyezkedik el. Bizonyos stimuldciokra egy,
proteolizis sordn keletkezd, szekretalt formdja is ismert, utdobbi esetben a membran
extracellularis felszine felé néz6 szfingomielint hasitja. Az azonban nem ismert, hogy az
intracellularis enzim szamara hogyan valik szubsztratja hozzaférhetové [174]. Sajat nem
kozolt kisérleteinkbdl tudjuk, hogy a Gal-1 indukcié sordan nem a szekretalt forma az
effektor enzim, mert egyetlen vizsgalt iddpontban (1 perctdl 16 ordig analizalva) sem
tudtunk sejtfelszini savas SMazt, vagy ceramidot kimutatni.

A protein kinaz C (PKC) aktivacidja a ceramid képzddéssel ellentétesen hat, melynek
oka, hogy a PKC foszforilalja és igy aktivalja a szfingozin kinazt, és ezzel hozzajarul az
anti-apoptotikus szfingolipid, az S1P keletkezéséhez [177]. A S1P, a ceramid egy

metabolitja, anti-apoptotikus szfingolipid, mely a ceramiddal ellentétben a proliferaciot
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¢s a sejtek tulélését tamogatja [178;179]. A legujabb kozlés szerint az S1P gatolja a
savas SMazt [180] és gatolja a citokrom C és a Smac/DIABLO felszabaduldsat a
mitokondriumbol [181]. Az, hogy a PKC aktivacid és az S1P gatolja nemcsak a ceramid
felszabadulast, de a teljes Gal-1 indukalta sejthalalt is, azt timasztja ala, hogy a ceramid
valoban fontos szerepet tolt be ebben a folyamatban. Mivel a ceramid két ponton, a
raftok komponélasaban [160;176] és a kés6bbi 1épésekben, mint masodlagos messenger
[175;176;182] is részt vehet az apoptozis jelatvételi folyamataban, ezért érdemes
tisztazni, hogy a Gal-1 jelatvitelben hol a helye. A ceramid részvétele a lipid platformok
kialakulasaban feltételezi a stimulaciot kovetd gyors, korai felszabadulast. A sejtek Gal-
1 kezelése utan. az elsé 3 ordban nem detektdlunk ceramidot. A ceramid felszabadulés
maximuma egybeesik a PS extracellularis membran oldal felé¢ fordulasaval, ami azt jelzi,
hogy a ceramid keletkezésének feltétele, ebben az esetben, a membran aszimmetria
felbomlasa. Ilyen médon nem meglepd, hogy a ceramid szubcellularis lokalizaciéja nem
fed at a Gal-1 hatasara keletkezd lipid platformokkal. A raftok keletkezése meghatarozo
a Gal-1 indukalta apoptozis folyamataban, hiszen a koleszterol kelaldé B-CD kivédi a
sejthalalt, beleértve a ceramid felszabadulést is. Ezzel szemben a savas SMaz inhibitora,
a desipramine, nem befolyésolja a raft szervezddést, de gatolja az ezt kdvetd apoptotikus
Iépéseket, ami azt is igazolja, hogy a ceramid felszabadulds a Gal-1 altal indukalt raftok
kialakuldsa utan torténik.

A ceramid, mint jelk6z16 molekula, részben az anti-apoptotikus Bcl-2 funkcidjara hat. A
ceramid aktivdlja a PP2A szerin-treonin foszfatazt [174-176], melynek egyik
szubsztratja éppen a Bcl-2 [157]. A Bcl-2 70-es pozicidban levd szerin aminosavanak
defoszforilacioja inaktivalja az anti-apoptotikus funkciot [183]. A Bcl-2 foszforilacios
allapotanak Gal-1 hatasara bekovetkezd valtozasat nem sikeriilt igazolnunk, mert a
PP2A gatloszere nem volt hatdssal a Gal-1 stimulélt apoptézisra (nem kozolt adat). Gal-
1 kezelés hatdsara azonban csokken a Bcl-2 fehérje mennyisége és a ceramid
felszabadulas gatlasa megakadalyozza ezt a folyamatot. A Bcl-2 fehérje mennyiség
valtozésa vagy a transzkripcid/transzlacio szintjén, vagy ubiquitindléssal [184;185] a

protein degradacidja altal valdosulhat meg. Ennek eldontésére tovabbi vizsgalatokat kell
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végezniink, annal is inkdbb, mert nincs tudomasunk arr6l, hogy a ceramid direkt vagy
kozvetett modon szabéalyozna az ubiquitinalasért felelds gépezetet.

A Bcl-2 mennyiségének csokkenése azt tdmasztja ald, hogy a ceramid vagy ezaltal,
vagy/és a mitokondriumra valdé kozvetlen hatassal szabalyozza a Gal-1 indukalta
apoptozis folyamatat. A ceramid felszabadulds gatlasa ugyanis gatolja a mitokondrialis

membran depolarizdciojat és az azt kdvetd kaszpaz aktivaciot.

Galektin-1

- Kaszpaz 9
aktivacio
Bongkrekan Citokréom C

~
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Imipramin \‘\\ / §
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4.1 Abra. . A Gal-1 indukdlt apoptézis modellje

A fenti eredmények alapjan az eddig legteljesebb, kisérleti eredményekkel alatamasztott,

modellt javasoljuk a Gal-1 indukélta sejthaldl mechanizmuséara a 4.1. Abran. Eszerint a
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Gal-1 kapcsolodik a T sejtek egy, még nem azonositott receptordhoz €s a membran
lipidek platformmad szervezddését stimuldlja. Az intracellularis 1épések elsd bizonyitott
eseménye a p561Ck ¢s a ZAP70 tirozin kinazok aktivitdsanak koszonhetd tirozin
foszforilacid. Ezt kovetden a savas szfingomielinaz aktivalodik, melynek eredményeként
ceramid szabadul fel. A kindzok és a szfingomielindz aktivalédasa kozotti 1épések még
felderitésre varnak. A ceramid, altalunk els6ként bizonyitva, kdzponti szerepet jatszik a
vizsgalt apoptotikus folyamatban. Az intracellularis ceramid felszabadulasat az anti-
apoptotikus Bcl-2 fehérje mennyiségének csokkenése és a mitokondriadlis membran
potencial csokkenése koveti. A végsod 1épéseket, a klasszikus mitokondridlis apoptozis
folyamatanak megfelelden, az iniciator kaszpaz 9 és az effektor kaszpéaz 3 aktivalddasa,

az ezt kiséro fehérje és DNS degradacio jellemzi.

Cukor-lektin kolcsonhatas és apoptozis?

Az ebben a fejezetben targyalt eredményeket még nem publikaltuk, targyalasat mégis
fontosnak érzem, mert alapvetd jelentéségli a Gal-1 indukalta apoptozis
mechanizmusanak megértéséhez. A jelenlegi dogma ebben a kérdésben, hogy a Gal-1
bioldgiai, kiillondsen a citotoxikus hatasa, a fehérje lektin tulajdonsaganak tulajdonithat6.
Ennek valosziniileg az az oka, hogy a fehérje bioldgiai tulajdonsagat ,.lektinolégusok™
kezdték vizsgalni és mind a mai napig az ezen a teriileten kutaté kollégak vannak
tulsulyban. Az & kovetkeztetéseiket, viszont nagymértékben behatdrolja az a
szemléletiik, hogy a lektinek bioldgiai aktivitdsa csak cukor-lektin kolcsonhatés altal
valésulhat meg.

Jo néhany citokin ismert (IL1-8, -12, TNF), amely képes specifikus kdlcsonhatasba 1épni
glikokonjugatumok cukor részével [186], ennek ellenére alapvetd biologiai aktivitasuk
nem ehhez a tulajdonsagukhoz kapcsolhato. Ennek példajan mi is vizsgaltuk, hogy vajon
a Gal-1 apoptotikus hatdsa kizarolag, vagy egyaltalan a lektin tulajdonsagnak tudhato-e
be. A Gal-1 minimalis ligandja, a laktéz nem szoritja le teljesen a sejtekhez kotddott

Gal-1-et, mindig marad kb. 10% lektin a sejtek felszinén. A lektin internalizacidja soran
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az ismert Gal-1-kotd fehérje sem ko-internalizalodik a Gal-1-gyel. A laktéz nem gatolja
a fehérje altal kivaltott apoptdzist, ami azt tamasztja ald, hogy a citotoxikus hatds nem
vagy nem teljesen tulajdonithat6 a cukor-lektin interakcidonak. Ez azonban nem zarja ki,
hogy a folyamat szempontjabol fontos a cukor ¢és fehérje kapcsoloddsa, mert
szuboptimalis rovid idejii stimulacid esetén a laktdz jelenléte felgyorsitja az apoptotikus
vélaszt. Feltételezésiink szerint, a laktdoz ugy érzékenyiti a Gal-1 citotoxikus hatdsat,
jelenleg csak spekulacid a kapott eredmények magyarazatara, addig, mig nem sikeril a
Gal-1 olyan receptorat azonositani, mellyel a Gal-1 fehérje-fehérje interakcio utjan
tovabbit apoptotikus jelet a sejtekbe. Mas példa is igazolja, hogy a Gal-1-nek van lektin
tulajdonsagatol fiiggetlen funkcioja, pl. az elkotelezett csontveld sejtek (CFU-GM) Gal-
1 indukalt apoptédzisa [127], vagy a fibroblasztok proliferacié indukcidja [187] nem
gatolhat6 laktozzal.

Eredményeink szerint Gal-1 koncentraciotol fliggd bifdzikus modon stimulalhatja a T

sejt halalt. A laktoz gatolhatd apoptozist detektald kisérletek nagy tobbségében igen

crer

crer

ugyanannak a Gal-1 prepardtumnak a hasznalatdval. Azt az eredményt kaptuk, hogy az
mGal-1-gyel indukalt apoptozis idobeli lefolydsa joval gyorsabb (6 versus 24 o6ra) és
lakt6z nagy feleslege 50-60 %-ban gatolja az apoptdzist, szemben az aGal-1 kezeléssel,
mely nem gétolhatdé laktézzal. Ezek az eredmények azt jelzik, hogy magasabb
koncentracioban a lektin-cukor kolcsonhatds (is) érvényesiil, ¢s a Gal-1 a
glikoproteineken keresztiil is képes az apoptotikus szignalt a sejtbe juttatni. Az aGal-1
viszont a lektin-cukor kolcsonhatastol fiiggetlen modon, nem ismert, nagy affinitast
receptoron keresztiil fejti ki hatasat. Nem zarhato ki azonban, hogy a nem cukor-lektin
kolcsonhatds révén megvalosuld apoptdzis is igényli a lektin szénhidratokhoz vald
kotddését, amit a sejtfelszini glikokonjugatumok, laktéz jelenlétében pedig a minimalis

ligand biztositanak.
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A fenti eredmények még korantsem valaszoljak meg a kérdést, hogyan inditja el a Gal-1
a T sejt apoptdzist, de kiinduldsi pontjai annak az analizisnek, melynek sordn

meghatarozhatjuk azt.

Modositja-e a Gal-1 a csontvel6 sejtek életképességét?

A kérdés azért jogos, mert Baum ¢és mtsai kimutattdk, hogy a Gal-1 nemcsak a
Bevezetésben ismertetett autoimmun és gyulladasos szituaciokban alkalmazhatd, mint
hatdsos immunszuppressziv drog, hanem sikeresen kivédhetd segitségével a csontveld
(csv) atiiltetés elsérendli szovédménye, a Graft versus Host betegség (GVHD) is [121].
A Gal-1 hatdsat a donor T sejtek aktivitdsanak gatlasaval magyaraztdk. A csontveld
atiiltetés sikere azonban nemcsak a GVHD kialakuldsanak gétldsaval, hanem az erre
hasznalt immunszuppressziv gyogyszer csontvelodi sejtekre gyakorolt hatasatol is fiigg.
Ezidaig az els6 irodalmi adatot mi szolgaltattuk abban a vonatkozasban, hogy hogyan
befolyasolja a Gal-1 a csontveld sejtek differencialodasat és életképességét. A lektin
koncentraciotdl fiiggden bifazikus modon hat a csv sejtekre. Alacsony koncentracioban
(1 nM) segiti a csv sejtek elkotelezett CFU-GM ¢és BFU-E progenitor sejtekké torténd
modon gatolja az elkdtelezett vérképzo elddsejtek novekedését, de csokkenti a kevésbé
érett csv sejtek osztodasat is. A ndvekedés gatlds Osszhangban van az apoptdzis
indukciojaval ezeken a sejteken. A Gal-1 indukalta apoptozisra legérzékenyebbek a
legelkotelezetteb elddsejtek és a legkevésbé érzékenyek a legfiatalabb pluripotens
Ossejtek.

kiilonb6z6 mechanizmus utjan hat. A novekedésserkentd hatas laktdzzal gatolhatd, mig
a novekedés gatlo, apoptotikus folyamatot a lakt6z jelenléte nem befolyasolja.

Ez 6sszhangban van azokkal az eredményeinkkel, melyeket a Gal-1 T sejtekre kifejtett

apoptotikus hatdsanak vizsgélata soran kaptunk.
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5. VEGSZO

Az endogén immunszuppressziv fehérje, a galektin-1, az utébbi 10 év kutatasainak
eloterébe keriilt. Bar a lektin felfedezése a korai 80-as évekre tehetd, az érdemi,
biologiai hatast csak az utols6 10 évben vizsgaljak, s ezalatt kdzel 500 kozlemény jelent
meg csak a Gal-1-gyel kapcsolatban. Az attdrési pontot a Gal-1 T sejtekre kifejtett
citotoxikus hatasanak kozlése jelentette 1995-ben. Ennek azért volt nagy jelentdsége,
mert az ezt kdvetd intenziv kutatdsok kimutattdk, hogy a Gal-1 modulalja a Thl sejtek
citokin termelését és az aktivalt T sejtek apoptézisat okozza, ezaltal egy rendkiviil
hatasos, az autoimmun és gyulladasos korképekben alkalmazhatdé immunszuppressziv
fehérje. Immunvalasz gatld hatdsa nem mindig pozitiv, hiszen ezaltal rosszindulati
daganatokban, a rakos sejtek immunprivilégiumat, vagyis a tumor specifikus
immunvalasz gatlasat okozza.

A szadmos ¢és értékes irodalmi adat ellenére az apoptdzis mechanizmusat nem sikertiilt
kielégitéen leirni. Ugy gondolom, hogy a Gal-1-gyel végzett munkank és ebben a
dolgozatban bemutatott eredményeink alapvetéen hozzajarulnak a Gal-1 indukalta
apoptozis mechanizmusanak, €s csontveld sejtekre gyakorolt hatdsanak megértéséhez, s

ezaltal a lektin jovobeli terapids felhasznalhatdsagahoz.
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