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Bevezetés

Az erdsen konzervalt szénhidratokat nagy affinitassal felismerd galektin fehérjecsalad
legkorabban felfedezett és legjobban jellemzett tagja a galektin-1 (Gal-1), amely az
immunsejtek tolerancidjanak és homeosztazisanak szabalyozasaban jatszik szerepet. Ez a
sokoldali lektin nagy mennyiségben termel6dik az immunprivilegizalt szévetekben,
valamint a tumor novekedésének helyszinén, ebbdl kifolyolag a Gal-1-et hatésos
immunszupressziv agensenek tartjak, amely képes visszadllitani az immunsejtek
homeosztazisat autoimmun és gyulladasos kornyezetben.

Gyulladascsokkent6 szerepét, legaldbbis részben, az aktivalt Thl-es és Thl7-es T
sejtek apoptdzisdnak indukcidjaval éri el. Emellett, a Gal-1 az immunreguldcidban egyéb
kiegészit6 mechanizmusok indukciojaval is részt vesz: a citokin termelés egyensulyat
Th2 profil felé tolja el, a reguldtor T sejtek immunszupressziv aktivitasat és expanziojat
tamogatja, valamint szabalyozza a T sejtek aktivitasat, adhézidjat és transzedothelialis
migréaciojat. A Gal-1-et szamos sejt termeli, nem csak tumorsejtek, hanem csontvel6i
eredetl, fizioldgias allapoti mesenchymalis ¢ssejtek is (MSC) és ez a fehérje akér részt
vehet az MSC immunszupressziv tulajdonsdgainak kialakitasaban.

Az MSC-K in vitro és in vivo immunszuppressziv hatdsa a szakirodalombol méar
ismert és az immunrendszer minden sejtjén érvényesil. Az allogén és mitogén aktivalta T
sejtek osztddasanak géatlasaval, a T sejtek valaszképtelenségének vagy apoptOzisénak
indukcidjaval, a citokinek termelésének modositasaval valamint a dentritikus sejtek
érésének és antigén prezentaciojanak gatlasaval fejtik ki az immunszupressziv hatasukat.
Az MSC-k egyik legfontosabb immunvélaszt modulalé hatasa a Thl-es és a citotoxikus T
sejtek illetve az NK sejtek funkcidjdnak géatlasa, ebbdél kifolydlag erés
gyulladascsokkentd hatassal is rendelkeznek. A fent felsorolt funkcioknak a pontos
mechanizmusa még tisztdzasra var, az irodalmi adatok alapjan a kozvetlen sejt-sejt
kolcsonhatds és a szolubilis faktorok szerepe is bizonyitottnak tiinik. Az MSC Altal
termelt szolubilis faktorok, - a hepatocita ndvekedési faktor, transzformalé novekedési
faktor-p, a prostaglandin-E2, indolamine-2,3-dioxygenaz, nitrogén monoxid, szolubilis

HLA-G és az IL10- mind gyulladascsokkenté mediatorok. Mindazonaltal, a



rendelkezéslinkre &ll6 adatok nem bizonyitjdk, hogy az MSC-k &ltal termelt faktorok

barmelyike egyediil elegend6 lenne az in vitro vagy in vivo immunszuppressziv hatashoz.

Célkituzések

1. A Gal-1-el végzett kutatasok soran a szakirodalomban sok ellentmondés sziiletett. Az
eltéré eredmények oka, feltételezéslink szerint, a kiilonbozd kisérleti koriilményekben,
legfoképpen az alkalmazott Gal-1 koncentréciojaban rejlik. Az ellentmondasok feloldasa
érdekében kisérleteinkben dsszehasonlitottuk az ltalunk rendszeresen hasznalt alacsony
Gal-1 (aGal-1, 1,8 uM) koncentracié hatdsat a szakirodalomban hasznalt, mintegy 10-
2. A szolubilis rekombindns fehérjével vegzett kisérletek nem vilagitanak r4 a Gal-1
valddi, in vivo hatéséra, két okbol kifolydlag: a) Gal-1 nagy valosziniiséggel nem fordul
el szolubilis formaban a szervezetben, feltehetGen visszakotddik a Gal-1-et nagy
affinitassal koto struktirdkhoz, melyek a termeld vagy a szomszédos sejt felszinén
talalhatéak; b) A rekombindns Gal-1 termeltetése és tisztitasa laboronként eltérd Iehet,
emellett a Gal-1 bioldgiailag aktiv formajdhoz redukaloszer jelenléte szilkséges. Az
elézbleg felsorolt mesterséges kortlmények elkeriilése végett Gal-1-et termel6 sejteket
hasznaltunk effektor sejtként és vizsgaltuk a vele kokulturaban tartott T sejtekre (Jurkat
vagy aktivalt T sejtekre) Kifejtett citotoxikus hatasat. Célunk az volt, hogy
meghatarozzuk vajon a sejtek altal termelt Gal-1 szolubilis vagy membran asszocialt
faktorként hat.

3. Kovetkez6 1épésként megvizsgaltuk a fiziologias (mesenchymalis Ossejtek) es
patholégias allapot( (tumor) sejtek termelte Gal-1 szerepét és mechanizmusat az altala

indukalt T sejt apopt6zisban.



Modszerek

A tumorsejtek altal termelt Gal-1 sejtfelszini jelenlétét aramlasi citométerrel mutattuk Ki
a laboratoriumunkban el8allitott ellenanyag segitségével. A méréseket CellQuest™
software-rel értékeltlik Ki.

Az apoptotikus sejteket (Sub-G1 sejtpopulacié) DNS tartalom vizsgalatnak vetettiik ala,
melyet aramlasi citofluorimetriaval végeztiink.

A Gal-1 indukdlta T sejt apoptdzisban a foszfatidil szerin megjelenését fluoreszcens
festékkel konjugalt Annexin V jeldléssel mutattuk ki, majd mikroszkoppal és aramlasi
citofluorimetriaval vizsgéltuk. A p56'® és ZAP70 kinazok szerepét a folyamatban enzim
hianyos T sejtek hasznélatdval bizonyitottuk. A mitokondrium depolarizéciét egy
mitokondridlis membranpotencidl (MMP)-fligg6é festék kovetésével igazoltuk. A
molekula az egészséges mitokondriumban felhalmozddik, amit piros szin jelez, mig a
csokkent membranpotenciali mitokondriumba nem jut be, igy monomer formaban, a
citoplazméban z6ld szinnel lathatd. Az aktiv kaszpaz 3 molekulat felismerd ellenanyag
hasznalataval megmutattuk, hogy a T sejtekben a Gal-1 indukalta apoptdzis sorén a
kaszpaz 3 aktivalodik.

A Gal-1 termelést az egyes sejtvonalakban Western blot technikaval igazoltuk.

Eredmények és diszkusszio

1. Munkénk soran azt talaltuk, hogy mint az aGal-1, mint az mGal-1 indukélja a
foszfatidil szerin sejtfelszini expozicidjat, raftok atrendezédését és az MMP csokkenését.
Eltérést tapasztaltunk viszont a p56'* és ZAP70 kinazok valamint a kaszpazok
szerepében. Mig az mGal-1 kaszpaz fuggetlen apoptozist idéz eld, amely a két kinaz
aktivitdsa nélkil is lezajlik, addig az aGal-1 igényli a kaszpazok kozremitkodését és a két
kindz jelenlétét is. Ezek az eredmények alapjan arra kovetkeztettiink, hogy a Gal-1
indukalta apopt6ézis mechanizmus szorosan 0Osszefligg az alkalmazott fehérje

koncentréciodjaval.



2. A kokultura rendszerben lehetdségiink volt a nativ, nem mddositott formaban levé Gal-
1 T sejt apoptozist indukald képességének vizsgalatara. Mind a Jurkat, mind pedig az
aktivalt T sejteken apoptozist detektaltunk a kokultdra utén, ellentétben a Gal-1 nem
termelé HeLa sejtekkel, melyek nem indukaltak sejthalalt a T sejteken. A laktdznak, a
Gal-1 minimal ligandjanak az analogjaval TDG-vel a sejtek felszinérél leszorithato a
Gal-1, minek hatasara csokkent az apoptotikus T sejtek aranya. A Gal-1 expresszidjanak
csendesitésével is hasonld hatést ertiink el. A Gal-1 citotoxikus hatasénak kifejtéséhez
szoros sejt-sejt kapcsolatra van sziikség, ugyanis az effektor és target sejt fizikai
szepardcidja megakadalyozta a T sejtek apoptdzisat. Tovabba, a Gal-1 termel6 sejtek
kondicionalt médiuma sem okozott apoptdzist a T sejteken, vagyis a sejteredetii Gal-1
nem szolubilis faktorként indukalja a T sejtek halalat. Eredményeink azt mutatjak, hogy a
kokultaradban, az 4ltalunk vizsgalt tumor sejtek termelte Gal-1 a felelés a T sejt apoptdzis
indukciojaért, illetve, hogy a Gal-1 nem szolubilis, hanem sejtkotott faktorként fejti a
citotoxikus hatésat.

3. Az endogeén, sejtfelszinhez kotott Gal-1 és az alacsony koncentracioju szolubilis Gal-1
a sejthalal Lck és Zap70 tirozin kindzok és kaszpazok aktivitasatol fliggd mitokondrialis
utvonalat stimulalta, mig a magas koncentracioju Gal-1 mitokondrium fiiggd, de tirozin
kindzok és kaszpazok aktivitasatol fuggetlen Gtvonalat indit be. Tehat, a vizsgalataink
szignaltranszdukcios eseményeken keresztil okoz sejthalalt.

A tovébbi vizsgalatokohoz egér csontveldi MSC-k (BM-MSC) és eger aktivalt T sejtek
kokultarajat hasznéltuk. A TDG-s kezelés utan, a sejtfelszini Gal-1 eltavolitasaval
csokkent a T sejt apoptdzis mértéke. Hasonld eredményeket kaptunk Gal-1 csendesitett és
knock out BM-MSC-k hasznalatdval, mivel a sejtfelszini Gal-1 mennyiségének
csokkentése akar kémiai, akar genetikai eszkozokkel, csokkent aktivalt T sejt apoptdzist
eredményezett. Az apoptozis egyes lépéseit megvizsgaltuk ezeken a fizioldgias sejteken
is, €s azt kaptuk, hogy az indukalt Gtvonal az alacsony koncentrécidju szolubilis és a
sejtkotott Gal-1-éhez hasonld. Ez esetben is igazoltuk a ceramid felszabadulés
szukségességét és az apoptozis mitokondrium medialta kaszpaz fiiggé voltat.

Eredményeink alapjdn a magas koncentracioju Gal-1-gyel ellentétében, mind a



pathologids, mind a fizioldgias A&llapotu sejtek termelte Gal-1 és az alacsony

koncentracioju Gal-1 ugyanazt az apoptotikus Utvonalat indukalja.

Osszefoglalas

Mind az aGal-1, mint az mGal-1 indukélja a foszfatidil szerin sejtfelszini
expoziciojat, a raftok atrendez6dését és a mitokondridlis membran potencial
csokkenését. Eltérés van viszont a p56Ilck és ZAP70 kindzok valamint a
kaszpazok szerepében. Mig az mGal-1 kaszpaz fliggetlen apoptozist idéz eld,
amely a két kinaz aktivitasa nélkul is lezajlik, addig az aGal-1 igényli a kaszpazok
kdzremitkodését es a két kinaz jelenlétét is.

A Gal-1 citotoxikus hatasanak Kkifejtéséhez szoros sejt-sejt kapcsolatra van
szlikség, ugyanis az effektor és target sejt fizikai szeparacidja megakadalyoztaa T
sejtek apoptozisat.

Az endogén, sejtfelszinhez kotott Gal-1 és az alacsony koncentracidju szolubilis
Gal-1 a sejthalal Lck és Zap70 tirozin kinazok és kaszpazok aktivitasatol fiiggo
mitokondridlis Gtvonaldt stimuldlja, mig a magas koncentracioju Gal-1
mitokondrium fuiggé, de tirozin kindzok és kaszpazok aktivitasatol fuggetlen
utvonalat indit be.

A galektin-1-et nagy mennyiségben expresszaldo egér BM-MSC-k az alacsony
koncentracioju szolubilis és a sejtkotott Gal-1-éhez hasonl6 utvonalon indukaljak

a T sejtek pusztulasat.
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