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BEVEZETES

A galektin-1, mint immunszupressziv fehérje

Szerkezet, expresszio

A galektin fehérjecsalad a lektinek koz¢ tartozik, melyek legfobb jellemzdje, hogy
szénhidratkotd domainjiik révén sejtfelszini glikokonjugadtumokhoz koétédnek. Ez
idaig tizenot kiilonbozd galektin molekulat azonositottak. Az allatvilagban széles
korben elterjedt fehérjék, gerinctelen (szivacsok, férgek) és gerinces allatokban
(halak, kétéltiiek, madarak, emldsok) egyarant eldfordulnak (1;2).

A galektinek a citoplazmdban, szabad riboszomakon szintetizdlodnak majd a
szignal szekvencia hidnya ellenére szekretalddnak egy ugynevezett nem klasszikus
uton, azaz nem az endoplazmatikus retikulum — Golgi rendszer — exocit6zis Gtvonalon
keresztiil (3;4). A szekrécid mechanizmusa nem ismert, irodalmi adatok arra utalnak,
hogy a szekrécibhoz sziikséges a sejtfelszini molekulak glikozilaltsaga (5).
Valosziniileg a sejtfelszinre transzlokalodo glikozilalt molekuldk ,,magukkal viszik” a
galektineket. A szénhidrat kotd képességiiknek kdszonhetden a szekréciot kovetden a
sejtfelszini fehérjék és az extracellularis molekuldk oldallancaihoz kotddnek, igy
autokrin, parakrin modon fejtik ki kiilonféle hatasukat.

Ezen csalad legkorabban felfedezett és legjobban jellemzett tagja a galektin-1,
amely egy 14kDa molekulatomegli, egy szénhidratkotd domainnel rendelkezd,
globularis fehérje. A galektin-1 az ideg- és izomszOvetben, vesében, tiidoben,
méhlepényben, az elsédleges (timusz, csontveld) és masodlagos (1€p, nyirokcsomok)
limfoid szervekben termelddik (6). Dimerizacids domainje homodimer kialakitasat

teszi lehet6vé.

1. abra A galektin-1 homodimer rontgen krisztallografias képe. A két szénhidratkotd zsebben laktoz

molekula lathato.



A sejtfelszini, valamint az extracellularis matrixban eléforduld glikozilalt
fehérjékhez kotédve, a molekula befolyasolja a sejtadhéziot (7-9), valamint szignal

transzdukcids utakat indit be.

A galektin-1 funkcioi

A galektin-1 fehérjének szamos kiilonboz6 funkciojat azonositottdk, melyek az
szabalyozasaval  kapcsolatosak. =~ A szervezetben  immunprivilégizalt (az
immunrendszertdl elzart) teriiletek fenntartasdban jatszik szerepet példaul a szemben,
reproduktiv szervekben vagy a placentaban. Egérkisérletekben kimutattdk a
szagloidegek, axonok fejlédésének serkentésében betoltott szerepét is (11).
Gyulladascsokkentd hatasa 1s ismert, ami abban nyilvanul meg, hogy az
immunvalaszt a Ty2 sejtek aktivalodasa felé tolja el, ami a citokin termelés
megvaltozasaval jar egyiitt (12).

Egészséges szervezetben finom szabdlyozd szerepet tolt be, fontossagat
pathologids  koriilmények kozott tapasztalhatjuk igazdn. Hidnyaban, vagy
miitkodésének zavara esetén az immunreguldld szerepe megsziinik, vagy korlatozott,
igy kronikus gyulladas lép fel példaul psoriasis, illetve rheumathoid arthritis esetén.
Tulmikodése rakos megbetegedéskor veszélyes, hiszen ekkor az immunregulalo

funkcid felerdsodik, igy a tumor progresszidja gyorsabb lesz.

Adheézios folyamatok szabdlyvozasa

A sejtek kapcsoldodasa a bazélis lamindhoz, illetve az extracellularis matrixhoz
(ECM) sok kiilonboz6 faktor eredménye, fontos szerepet jatszanak a sejtfelszini
adhézios molekuldk, valamint az ECM fehérjéi. Ezeken a molekuldkon szdmos
glikozilalt oldallanc talalhato, igy a galektin-1 szénhidratkotd és dimerizacios
képességének koszonhetden befolyasolja az adhézios folyamatokat. E tulajdonsaga
révén segiti a tumorsejtek migraciojat €s az ér endothélen vald atjutasat, ezzel egyiitt
az attétképzést. A galektin-1 részt vesz példaul a melanoma sejtek és az ECM laminin

kolcsonhatasaban (13), az ovarium karcindma sejteknek a lamininhez és



fibronektinhez torténd tapaddsdban (14), tumor sejtek ¢és az endotélium
kapcsolddasban (15).

Az adhéziot pozitiv €s negativ iranyban is befolyasolhatja az ECM fehérjék,
laminin (16) ¢és fibronektin (17), poli-N acetil-laktozamin lancaithoz valo
kapcsolddasaval. Ezzel 0sszefiigg az izom differenciacio, illetve regeneracié soran
betoltott szerepe. A mioblasztok nagy mennyiségli galektin-1-et tarolnak a
citoplazmaban. Miotubulusokkd torténd alakulasuk sordn a galektin-1-et az
extracellularis térbe szekretaljak, ahol a lektin lefedi mind az izomdifferencidlodasban
legfontosabb szerepet jatszo ECM fehérjét, a laminint (18-21), mind annak receptorat,
az o7P1l integrint (22;23). Ezaltal gatolja az izomsejtek ECM-hez torténd
kapcsolodasat és eldsegiti a miotubulusokka valo faziot. Ebben az esetben tehat a Gal-
1 anti-adhézids szerepet tolt be. A szagloideg sejtek axon novekedésében ellentétes,
pro-adhézids a szerepe: az integrin €és laminin keresztkotésével erdsiti az idegsejtek és

ECM kolcsonhatasat és ezaltal az axon novekedést segiti (24-26).

Az immunvalasz szabalyozasa

Csoportunk érdeklédésének fokuszdban a fehérje immunvalaszt regulaléd aktivitasa
all. Irodalmi adatok és sajat kisérletek is igazoljak, hogy az aktivalt periférias T
sejtekhez, vagy a hasonld fenotipusut leukémias T sejtekhez —amelyeket
kisérleteinkben modellként hasznalunk- adott rekombinans galektin-1 a sejtek
programozott haldlat (apoptozis) indukalja. Kordbbi munkdinkban leirtuk a
rekombinans galektin-1 altal inditott programozott sejthaldl legfobb lépéseit T
sejtekben (27;28).

A galektin-1 in vivo is szerepet jatszik a timocitdk, valamint az aktivalt T és B
sejtek apoptdzisanak indukcidjaban. Az immunvalasz szabalyozasdban létfontossagu
feladata van a regulatoros T sejteknek (Treg), amelyek az aktivalt T sejtek
eliminalasat végzik, azok programozott sejthalalanak elinditdsa révén. Ezen
aktivitasukat az altaluk termelt galektin-1 fehérjén keresztiil valdsitjdk meg (29).
Szamos egyéb sejttipusra is hatdssal van a galektin-1. Gatolja a neutrofil granulocitak
kemotaxisat €s az ereken keresztiil torténd atjutast (30). A Gal-1 szerepet jatszhat az

allergias folyamatokban is. Gatolja az eozinofil granulocitak migréaciojat in vitro (31)

s



A Gal-1 csokkenti a makrofagok gyulladasos reakcioit is, igy az arachidonsav (33)

¢s prostaglandin E2 felszabadulast (34), az indukélhatod nitrogén monoxiddz (iNOS)

aktivitasat (35) és ezéltal a nitrogén monoxid (NO) termelést (36;37). A citokin

mintazat az immunvalasz soran alapvetd szabalyozo faktor. Az el6zdek alapjan nem

meglepd, hogy a galektin-1 hatéssal van erre a mintazatra, ugy, hogy a gyulladasos

citokinek felszabadulasat gatolja. Virus fertdzés soran a Gal-1 a dendritikus sejtek IL-
6 termelését fokozza (38). A Thl sejtek altal termelt TNFa (39;40) , IFNy (41-44),
IL-2 (45-47) felszabadulas csokkenése mellett a Th2 citokinek, az IL-5 (48) és IL-10
(49) szintje novekedik, ezaltal az immunvalasz a Th1-t6l a Th2 fel¢ tolodik el. Ezeket

a funkciokat a 2. abra Osszegzi.

Bazofil
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2.abra A galektin-1 hatésa a kiilonb6z6 fehérvérsejtek funkcidjara



A galektin-1 hatasait in vivo nagy valoszinliséggel szilard fazishoz
(sejtmembranhoz vagy extracellularis matrixhoz) kototten fejti ki. Szérumban valo
eléfordulasarol ez idaig két kozlemény jelent meg, amelyek koziil azonban az egyik
inkabb fej-nyak karcinoma diagnosztikdban markerként vald felhasznalasanak
lehetdségét taglalja (50), a masik szerint a galektin-1 segiti a HIV T sejthez valo
asszociacidjat (51). In vitro kisérletek viszont bizonyitjak, hogy a rekombinans
galektin-1 az extracellularis matrixot modellezd fehérjekeverékhez (Matrigel) kotve is

indukal T sejt apoptozist (52), ami jol reprezentalja, hogy in vivo hogyan hathat.

Immunpriviléegium kialakitasa

A szervezetben eldfordulnak specidlis régidok, amelyek az immunrendszertdl
elzartan fejlddnek. Ezeknek az ugynevezett immunprivilégizalt helyeknek a
mikrokornyezete védve van az immunrendszer esetleges tdmaddasaitdl. Ilyen teriilet
példaul a szem ¢€s a reproduktiv szervek (53;54). Terhesség esetén a magzatot is
kozponti szerepet jatszik a galektin-1. Leirtak a fehérje expressziojat a placentdban
(55), egérkisérletekben igazoltdk a galektin-1 funkcidjat az anya magzat elleni
immunvalaszanak represszidjaban (56).

A tumorok fejlddésekor is fontos 1épés az immunvalasz kivédése. Ennek
érdekében szamos kiilonb6zd —az alabbiakban részletezett- immunszupressziv
folyamat indul be. Kimutattak, hogy a rosszindulata sejtek altal kialakitott
immunprivilégium fenntartdsdban fontos a galektin-1 jelenléte is. Sok esetben a
protein expresszioja nem csak a tumorsejtekben, hanem a daganat koriili sztromaban
(i1s) kimutathato (57-61). A tumorszovetben képz6dé erek endothel sejtjei is
termelhetnek galektin-1-et, igy a protein meggatolja a tumorspecifikus T sejtek

infiltralodasat a szovetbe.

Apoptozis

A szervek, szovetek méretének és a szervezet homeosztazisanak fenntartasahoz

elengedhetetlen a feleslegessé valt, eloregedett, fert6zott vagy potencialis veszélyt



jelentd sejtek Ongyilkossaga és eltavolitasa. Ezen sejtek alkotéi a programozott
sejthalal sordn lebomlanak és membrannal hatarolt vezikulakba csomagolodnak,
melyeket a szomszédos sejtek fagocitdlnak. Ez a folyamat az apoptdzis, ami a
szervezetben fiziologias korlilmények kozott is folyamatosan zajlik. Miikodési
defektusa stulyos betegségekhez vezethet. Tulzott jelenléte példaul neurodegenerativ
betegségekben fordul elé (62), az apoptdzis elmaradéasa, kivédése a rosszindulata
sejtek kialakuldsanak mérfoldkove, illetve ez a képesség megneheziti a tumorellenes
kezelést.

Az apoptozis két {0 tipusa a molekularis mechanizmus alapjan a receptor medialt
¢s mitokondrium altal medidlt Gtvonal. A két szignal transzdukcids folyamat kozott
atfedés is lehetséges. Az apoptozisrol altalaban elmondhatd, hogy fontos szerepet
jatszanak tipikusan megjelend/aktivalodd iniciator és effektor molekulak. A
halalligand receptorahoz valé kotodeésekor bekovetkezd receptor trimerizacid példaul
az iniciator kaszpaz-8 aktivalodasahoz vezet, amely viszont a mitokondrium medialta
szignal transzdukcidban nem torténik meg. Ebben az esetben a kaszpaz-9 aktivalddik,
igy ezen a szinten lehetséges a két Gtvonal egyértelmii elkiilonitése. A mitokondrium
az apoptozisnak ebben a tipusdban kozponti szerepet jatszik. A mitokondrium
membranjaban talalhaté pro-apoptétikus fehérjék, amelyek a Bcel-2 csalad tagjai (pl.
Bax, Bak), a membrdn potencial csokkenés hatdsara csatornat képeznek a
membranon, igy az egyébként a légzési lanc tagjaként funkcionald citokrom c kijut a
citoplazméaba és ott az apoptoszoma kialakitasdban vesz részt, mely a kaszpaz 9
aktivalodasat eredményezi. Az emlitett Bcl-2 fehérjecsalad bizonyos tagjai anti-
apoptotikus hatastiak (pl. maga a Bcl-2), ezek mennyiségének csokkenése mutathatd
ki apoptdzis soran. A kaszpazok az apoptotikus folyamatok kulcsenzimei, a folyamat
elindulasakor az iniciator kaszpazok hasadasa/aktivacioja a tovabbi kaszpaz enzimek
hasitas altali aktivacidjat eredményezi (63).

Az apoptozis egyes jellemzd I€pései nyomon kovethetok a galektin-1 altal T

sejtekben indukalt folyamat soran (64;65), ahogyan a 3. &bra is mutatja.
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3. abra A rekombinans galektin-1 altal indukalt T sejt apoptozis molekularis mechanizmusa. A T
sejteken levd specifikus receptor egyeldre ismeretlen, a szaggatott vonallal jelzett nyilak feltételezett

Iépéseket jelolnek, a folytonos vonal nyoman a kisérletekkel bizonyitott folyamat kdvethetd.

A fehérje csak aktivalt T ¢és B sejteken okoz apoptdzist, ami specifikus, ilyen
sejteken jelen 1évO receptor meglétét feltételezi. Ez a receptor ez idaig ismeretlen. A
gal-1 kotdédése valdszinlileg a receptor oligomerizacidjat idézi eld, ami a sejtben
elinditja az apoptotikus kaszkadot. Az intracellularis p56'™ és ZAP70 aktivalodasa
tirozin-foszforilaciot eredményez, aminek kovetkeztében foszforilalodik tobbek kozt a
savas szfingomielinaz is. Az aktivalt enzim hasitja a szfingomielint, ennek
eredményeképpen ceramid szabadul fel, ami ebben az esetben masodlagos
jelatvivéként mitkddik. A mitokondrium membréanjanak depolarizaciojat idézi eld, igy

a citokrom C kiszabadulhat a mitokondrium két membranja kozotti térbol. A citokrom

10



C az Apaf-1 fehérjével és a kaszpdz 9-cel az apoptoszomat képezve a kaszpaz 9
aktivalasat segiti. A kaszpaz kaszkad utolsd 1épéseként az effektor kaszpaz 3

aktivalodik, ami utdn a sejt fehérjéinek és DNS-ének degradacidja kovetkezik.

Tumor immunszupressziv stratégiak és metasztazis képzés

A szervezetben el6forduld és folyamatosan képzddd transzformalt sejteket az
immunrendszer felismeri ¢€s elimindlja. A specifikus antigéneket prezentald
tumorsejtek beinditjak az immunvalaszt és amennyiben az sikeres, nem alakul ki
tumor. Pathologias eset tobbek kozott akkor fordul eld, amikor a rosszindulatu sejtek
képesek kivédeni az immunrendszer elleniik iranyuld tamadasat. Ezt szamos
kiilonb6z6 moddon megvaldsithatjadk, példdul az MHC molekula szintézisének
felfiiggesztésével (66), negativ szabalyozo utvonalak beinditasaval, szupresszor sejtek
aktivalasaval, valamint citotoxikus faktorok termelésével (67). A folyamatban részt
vevo molekuldk hathatnak szolbilis, illetve membran-, vagy ECM-k6tott forméaban.

A tumorsejtek termelik a CCL22 nevii kemokint, melynek hatasara a regulatoros T
sejtek, amelyek az 1immunvalasz szupresszalasaért felelosek, a daganatba
vandorolnak, igy csokkentik az immunvalaszt (68).

Szamos immunszupressziv faktor termelddését leirtdk kiilonb6z6 tumorsejtek
esetében. Ilyen a TGF-PB (transforming growth factor- ), ami egy pleiotrop hatasu
citokin, gatolja a T sejt aktivaciot, proliferaciot €s differenciaciot (69), illetve gatolja a
citotoxikus T sejtek (cTL) antitumor aktivitasat (70). A TGF- mellett termelddhet
még az interleukin-10 (IL-10) és a prosztaglandin E, (PGE,), amelyek ugyancsak a
tumorspecifikus immunvalasz elleni védekezésben jatszanak szerepet. A tumorsejtek
kivalasztjdk a mikrokornyezetbe az indolamin2,3-dioxigenaz (IDO) enzimet, ami a
triptofdn aminosav kinureninné torténd bontasat végzi (71). Ez egyrészt lokalis
triptofan depléciot eredményez, ami a T sejtekre karos, masrészt a kinurenin toxikus a
T sejtekre, igy az IDO hozzajarul az immunprivilégium kialakitasahoz (72). Az
emlitett, tumorsejtek altal szekretdlt anyagok szolubilis formdban jutnak el a
célsejtekhez. A rosszindulatl sejtek azonban a sejtfelsziniikdn is prezentalnak olyan
molekuldkat, amelyek a veliik interakcidba 1€p6 effektor T sejtek funkciojat gatoljak.
Ilyen sejtfelszini fehérjék a CD80, CD86, amelyek a citotoxikus T sejtek felszinén
1évé CTLA-4 (citotoxikus T limfocita antigén-4) receptornak ligandjai. A CTLA-4 a
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T sejt aktivacid negativ regulatora (73), igy tumorsejt altali aktivalédasa része az
immunszupressziv stratégianak (74). Megtalalhatdé még a tumorsejtek membranjan a
PD-L1 (programmed death receptor ligand-1) (75), ami a T sejteken eléforduldo PD-1
(programmed death-1) transzmembran receptorral (76) kolcsonhatva a T sejtben
aktivacio-indukalta sejthalalt idéz eld. A tumorsejtek képesek a veliik kolcsonhatd T
sejtek apoptozisat kozvetleniil indukalni. Kifejezik ugyanis a FasL (Fas ligand) (77)
¢s a TRAIL (TNF-related apoptosis inducing ligand]) (78) fehérjéket, amelyek a T
sejten levd megfeleld receptorhoz, a Fas-hoz, illetve a TRAILR-hoz kétédve a T
sejtben receptor medidlt apoptdzist inditanak el.

Hipotézisiink szerint a galektin-1 is a tumorszupressziv faktorok széles skaldjanak

ebbe a csoportjaba tartozik.

A tumor progresszid soran az immunvalasz kivédésén kiviil fontos tényezd az
attétképzeés. A metasztatizdlo sejtek kiszakadnak a primer tumorbdl, elvalnak az
extracellularis matrixtol, ami normal esetben anoikiszhez vezet. Ennek elkeriiléséhez,
valamint az ér endothélen valod atjutishoz, a target szovetbe vald invazidhoz a
génexpresszios mintdzat megvaltozasa, illetve kiilonb6zo faktorok Osszehangolt
aktivalodasa sziikséges. Ezek egyike az altalunk vizsgalt galektin-1 fehérje.

Szamos kiilonbozd tipust €s eredetii tumorsejt esetében (prosztatardk (79),
vastagbélrak (80), melanéma (81), glidma (82)) irtdk le a galektin-1 jelentds és
konstitutiv  expresszidjat. Irodalmi adatok igazoljadk, hogy a sejtadhézios
(83) az extracellularis matrixban, valamint az érfalon keresztiil, illetve az uj
szovetekben valo megtapadasaban fontos. Serkenti a tumor progressziojat és az
attétképzeést (84), a galektin-1 expresszio a rakos betegségek rossz prognozisat mutatja
(85). Mindezeken feliil a galektin-1 er6sen immunszupressziv anyag, a tumorsejtek,
illetve a tumor asszocialt sztroma altal kialakitott immunprivilégium kialakitasaban is
részt vesz (86;87). Tovabba a galektin-1 génje a tumoros transzformacié soran is
aktivalodhat, vagy a miikodése fokozodhat. Az egészséges melanocitak példaul nem
expresszaljak, mig melanéma sejtekben a fehérje nagy mennyiségben jelen van.
Egérkisérletek  igazoljak, hogy a Bl6 melandma  progresszivitasanak
meghatarozdsaban a galektin-1-nek kulcsfontossagu szerepe van (88). A fejlédo

primer tumor mérete egyre nd a betegség sordn. Ha eléri a koriilbelil egy
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kobmillimétert, a daganat belsejében levod sejtek mar tul messze vannak a kornyezd
erektdl, igy hipoxids allapotba keriilnek. A sejtpusztulds elkeriilése érdekében 1) erek
keépzését inditjak el (angiogenezis). Hipoxia hatdsara aktivalodik a galektin-1 (89) és
az angiogenezist eldsegitd faktorok termelddését serkenti, hozzajarul az 0 erek
képzddéséhez (90).

Ezekre a tényekre alapozva elmondhatjuk, hogy a galektin-1 a rosszindulati sejtek
kozponti, nagy jelentdségli molekulaja, a kiilonb6zd rakterapids kezelések igéretes

célpontja lehet.
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CELKITUZESEK

Ismert, hogy a gal-1 erdsen immunszupressziv fehérje, a szervezetben
immunprivilégizalt teriiletek fenntartdsaban jatszik szerepet. In vitro adatok
alatdmasztjak, hogy a gal-1 az aktivalt T sejtek apoptozisat indukalja. Az irodalmi
adatok elsdsorban a rekombinans, oldatban alkalmazott gal-1 citotoxikus hatdsarol
adnak ismereteket. A gal-1 fiziolégias hatdsa azonban sejt-sejt, vagy sejt-
extracellularis matrix k6lcsonhatasa révén valosul meg, mivel a fehérje szekrécid utan
azonnal a kivalasztd sejthez, vagy a kozvetlen kornyezetében 1évo ligandokhoz
kotddik. Az igy kivaltott T sejt apoptdzis mechanizmusa nem ismert. Munkénkat az
motivalta, hogy teljesebb képet kapjunk a gal-1 T sejtekre kifejtett fiziologias
citotoxikus hatasarol, amely hozzajarul a természetes és patologias, tumorban
kialakulo immunszuppresszidhoz. Ezért a kovetkezd feladatokat és kérdéseket

fogalmaztuk meg:

1.) Célunk volt egy olyan in vitro modell kisérleti rendszer kidolgozasa, mely
lehetdséget ad a sejt-sejt kolcsonhatason alapuld, gal-1 altal kivaltott T sejt
apoptozis mechanizmusanak vizsgélatara

2.) Valaszt kerestiink arra, hogy a gal-1 fehérjét expresszald tumorsejtek képesek-
e kivaltani az aktivalt T sejtek apoptdzisat, hozzajarulva a tumorspecifikus
immunvalasz kivédés¢hez

3.) Mivel a tumorsejtek szamos T sejtekre hato gatlo faktort termelnek, meg
kivantuk hatdrozni, hogy a tumorsejtek altal termelt gal-1 részt vesz-e az
apoptozis indukcidban

4.) Mi a tumorsejt eredetli gal-1 altal kivaltott T sejt apoptdzis mechanizmusa

Osszehasonlitva a szolubilis gal-1 okozta sejthalallal
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ANYAGOK ES MODSZEREK

Felhasznalt sejtvonalak

A modellként hasznalt Jurkat leukémias T sejtvonalat 5% FCS-t (fetal calf serum)
(Gibco) tartalmazé RPMI-1640 (pufferek, oldatok 1. pont) médiumban tartottuk. A
JCaM1.6 és P116 (p56' illetve ZAP70 kindz hianyos T sejtvonalak) valamint az
SKMEL-28 melanéma sejtvonalat 10% FCS tartalmid RPMI-1640 médiumban
tenyésztettiik. Az U887, Hs683 és U373 glioblasztoma, illetve a C32 melandéma
sejtvonalakat 5% FCS, mig a HeLa méhnyakrak karcinoma sejteket és a HT144
glioblasztoma sejteket 10% FCS tartalmi MEM (Gibco) médiumban tartottuk. A
sejtvonalakat 37°C-os inkubatorban 5% CO, koncentracid mellett tenyésztettiik. A
ko-kulttra kisérleteket MEM médiumban 5% FCS tartalom jelenlétében végeztiik.

A P116 sejtvonalat R.T. Abraham professzortol (Mayo Clinic, Rochester) (91), a
JCaM1.6 sejteket A. Weisstdl (Howard Hughes Medical Institute, San Francisco,
USA) (92) kaptuk.

T sejteket egészséges donor periférias vérébdl (Peripheral mononuclear cells,
PBMC) izolaltuk. A vérmintdt Ficoll Paque™ Plus (Amersham Biosciences)
gradiensre rétegezve 900 g fordulaton centrifugaltuk 30 percig. A mononuklearis
sejteket 10% FCS tartalmi RPMI médiumban 5pg/ml phytohemagglutinin-M-mel
(PHA) (Calbiochem) aktivaltuk. Hetvenkét ora utan friss, 20 ng/ml interleukin-2-vel
(IL-2) (Chiron, Harefield) kiegészitett médiumban tenyésztettiik tovabb a sejteket. A
ko-kultara kisérletek el6tt 24 oraval a sejttenyészté médiumot IL-2 mentesre

cseréltik.

A sejtfelszini galektin-1 vizsgalata aramlasi citometriaval

A sejteket (2x10° sejt/minta) immunfluoreszcencia (FACS) pufferben (pufferek,
oldatok 4. pont) szuszpendaltuk. A galektin-1 kimutatdsdhoz egér eredetli human
galektin-1 elleni monoklonalis ellenanyagot (laboratoriumunkban készilt, 2C1/6
klon) hasznaltunk Spg/ml koncentracidban. 45 perc jégen torténd inkubécid utan

kétszer mostuk 1-1 ml immunfluoreszcencia pufferrel. A masodlagos ellenanyagot
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(anti-egér IgG, ATTO fluorokrommal konjugdlva, Sigma) 1:100 higitasban
hasznaltuk ¢és 30 percig jégen inkubaltuk a sejteket. Mosas utan 300 pl
immunfluoreszcencia puffert adtunk a mintakhoz és a mérést FacsCalibur (Becton
Dickinson) késziilékkel végeztiik FL-1 csatornaban. Az elpusztult sejteket 10 pg/ml
propidium-jodid jeloléssel kiilonitettiik el FL-3 csatorndban. Az eredményt
CellQuest™ software-rel értékeltiik ki. A mérési eredménybél dsszevethetd értékeket
szamoltunk a kovetkezd, a modszer sordn altalanosan hasznalt képlet segitségével:

ahol ,,Ch# minta” a vizsgalt minta, ,,Ch# kontroll” pedig a jeldletlen minta
fluoreszcencia intenzitds atlaga csatornaszamban kifejezve. Az igy kapott relativ
fluoreszcencia értékeket néhany esetben oszlopdiagramon abrazoltuk.

A sejtfelszini galektin-1 eltdvolitasat thiodigalaktoziddal (TDG) (Sigma) végeztiik,
amelyet 100 mM koncentracidoban alkalmaztunk. 30 perc jégen torténd inkubacié utan
a sejteket PBS-sel (pufferek, oldatok 3. pont) mostuk, majd a fent emlitett protokoll
szerint elvégeztiik a jelolést és a mérést.

A kisérletek  soran  felhaszndlt  rekombindns  galektin-1 fehérjét

laboratoriumunkban allitjuk elé korabban publikalt protokoll alapjan (93).

Fluoreszcens és konfokalis mikroszképia

U87, C32, SKMEL-28 vagy HeLa sejtet (10* sejt/minta) 12 mm atméréji kerek
iiveg feddlemezre novesztettiink. A mintakat 24 lyuku szévettenyészto lemez egy-egy
edényebe helyeztiik. A T sejtek magjat 100 ng/ml koncentracioji Hoechst33342
(Sigma) festékkel megjeloltiik (30 perc, 37°C). A felesleges festéket kimosva a jelolt
T sejteket (2x10° sejt/minta) 400 pl térfogatban az adherens sejtekhez adtuk. A
feddlemezeket 16 o6ra inkubacid utdn kiemeltilk, majd a mintdkat 4%
paraformaldehiddel (Sigma) 4 percig fixaltuk szobahdn. A PBS-sel torténd mosas
utan az iiveglap fehérjekotd helyeinek telitése érdekében a mintakat 1 6rat inkubaltuk
immunfluoreszcencia pufferrel. A galektin-1 kimutatdsdhoz az aramlasi citometrias
kisérletekhez hasznalt ellenanyagot hasznaltuk ugyanabban a higitasban. 45 perc utan
a mintdkat Annexin V kotd pufferrel (pufferek, oldatok 5. pont) mostuk kétszer. A

masodlagos ellenanyagot, anti-egér IgG NL557 fluoreszcens festékkel konjugéalva
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1:200 higitasban (R&D Systems) és az AlexaFluor488 fluoreszcens festékkel
konjugalt AnnexinV (Molecular Probes) molekulat 1:20 higitdsban Annexin koto
pufferben egyiitt adtuk a mintdkhoz és 30 percig inkubaltuk. Ezutin a pufferrel
mostuk a mintdkat, majd a lemezeket a felesleges puffer leitatasat kovetden
FluoromountG (Southern Biotech) hasznélataval targylemezre rogzitettiik. Szaradas
utan a lemezeket koromlakkal leszigeteltiik és a szennyezddéseket desztillalt vizes
mosassal eltavolitottuk.

A mitokondrium depolarizicidjanak kimutatisara JC-1 (Fluka) festéket
hasznaltunk. A molekula monomer allapotban gerjesztésre zold jelet ad, az egészséges
mitokondriumokban akkumulalédva piros szin jelenik meg. A csokkent
membranpotencidllal rendelkezé mitokondriumokat tartalmazo apoptotikus sejtekben
tehat csak a zold szin lathatd, az egészséges sejtekben piros szin is megfigyelhetd.

A mintdkat OlympusFV1000 konfokalis mikroszkoppal, illetve Zeiss Axioscope
fluoreszcens mikroszkdppal vizsgaltuk.

A transwell kisérleteket 0,3 um poérusatmérdji féligateresztd hartyaval rendelkezd

inszertek (Corning) hasznalataval végeztiik.

Apoptozis vizsgalat DNS tartalom mérés alapjan

A 100 pg/ml rekombinans galektin-1-gyel kezelt, illetve a tumor sejtek koncentralt
médiumaban 24 6raig 37°C-on tartott T sejteket PBS-sel mostuk, majd DNS-fest6
pufferben felszuszpendaltuk. Az RN4z enzim megemésztette a sejtekben levd RNS-t,
igy a propidium-jodid csak a DNS-t jelolte. Az apoptétikus sejtek DNS 4llomanya
fragmentalddik és vezikulakba csomagolodik. A permeabilizalt sejthartyan ezek a
vezikulak tavoztak, igy a sejt DNS tartalma csokkent. A sejtciklus analizis sordan ezek
a sejtek az egészséges, normal DNS tartalmu, G1 fazisban levd sejt populacio elott
jelentek meg, ezért az apoptotikus sejtek ebben az ugynevezett subGl fazisban
talalhatok. A méréseket FacsCalibur (Becton Dickinson) késziilékkel végeztiik FL-3

csatornaban, az eredményt CellQuest™™ software-rel értékeltiik ki.

A galektin-1 internalizaciéjanak vizsgalata

A HeLa sejtekhez 25 pg/ml galektin-1 fehérjét adtunk. Bizonyos ideig tartd

inkubacid utan, illetve kontrolként azonnal a sejteket fixaltuk, majd a fentebb emlitett
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anti-galektin-1 elsddleges ¢és a FITC-cel konjugalt masodlagos ellenanyagot hasznéalva
megjeloltiik a sejtfelszini galektin-1-et. A galektin-1 lokalizdciojanak megallapitasa
érdekében a Hela sejtekhez FITC-jelzett galektin-1-et adtunk és a felesleges fehérje

kimosasa utdn a mintakat OlympusFV 1000 konfokalis mikroszkoppal vizsgaltuk.

SDS gél-elektroforézis, Western blot analizis

A sejteket (2x10° sejt/minta) lizis pufferben (pufferek, oldatok 13. pont) tartuk fel,
a sejtmagokat és tormeléket 16000 g centrifugaldssal eltavolitottuk A sejtlizatumot
ugyanakkora mennyiségli, kétszeres toménységli redukaldé SDS mintapufferrel
(pufterek, oldatok 6. pont) elegyitettiik €s 12%-0s SDS poliakrilamid gélre (pufterek,
oldatok 7-8. pont) vittiik fel. A fehérjék méret szerinti szétvalasztasa utan a mintakat
elektromos 4rammal transzfer pufferben (pufferek, oldatok 11.) nitrocelluléz
membranra (Schleicher & Schuell GmbH, Németorszag) transzferaltuk. A membréan
szabad kotOhelyeit 3% zselatinnal (TBS-Tweenben, pufferek, oldatok 12. pont) 1 6ran
at szobahon telitettiik. A galektin-1 kimutatdsahoz a laboratoriumunkban készitett
egér eredetll human galektin-1 elleni monoklonalis ellenanyagot (3C1/Al klon)
hasznaltunk 1 pg/ml koncentracidban. Felviteli kontrolként B—aktint felismerd nyul
eredetli ellenanyagot alkalmaztunk (Ab9227-50 Abcam) 1:10000 higitasban. A
membrant TBS-Tween (pufferek, oldatok 12. pont) oldattal mostuk haromszor, majd
tormagyokér peroxiddz enzimmel konjugdlt anti-egér IgG ¢és anti-nyul IgG
ellenanyagokat (Dako) haszndltunk. A membrant ECL Plus (GE Healthcare
Amersham™) oldattal hivtuk eld6 AGFA rontgen filmet exponalva. A gélben maradt
fehérjéket Coomassie festékes oldattal (pufferek, oldatok 10. pont) festettiik és tettiik
lathatova.

A szemi-kvantitativ Western blot soran a vizsgalandé sejtek lizatumaval egyiitt
ismert mennyiségli rekombinans galektin-1 fehérjét vittiink fel a gélre. A kisérlet
végeredményét add rontgenfilmet beszkenneltiik, majd ImageQuant program
segitségével megmértiikk az egyes csikok denzitdsat. A kapott értékekbdl standard
gorbét készitettiink, amelyre a tumorsejtek adatait illesztve megkaptuk a mintak

galektin-1 tartalmat.
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HeLa és U87 sejtek transzfekcioja

A HeLa sejteket pcDNA3.1 vektorba ligalt galektin-1 cDNS-sel, illetve iires
plazmiddal transzfektaltuk.

Az U87 sejtekbe a galektin-1 messenger RNS-¢hez hibridizalo RNS
oligonukleotidokat kifejezd plazmidokat juttattunk be. A pSUPERIOR-NEO
(Oligoengine) plazmidok olyan DNS szakaszokat tartalmaztak, amelyekrdl a galektin-
I messenger RNS-ének két kiilonb6z0 régidojadhoz hibridizaldo RNS szakaszok
szintetizalodnak. Az egyik 19 nukleotid hossziisagli fragment a gal-1 mRNS 120., a
masik a 380. nukleotidjanal hibridizal, RNS duplexet hozva létre. A dupla szala
mRNS-t a sejtekben miik6dd rendszer lebontja, igy a transzlacid gatolt. A vektorba

¢épitett konstrukcidk a kdvetkezok voltak:

Galec120siU:

5’-GAT CCC CAA CCT GTG CCT GCA CTT CAT TCA AGA GAT GAA GTG CAG GCA CAG
GTT TTT TTA-3’

Galec120siL:

5’-AGC TTA AAA AAA CCT GTG CCT GCA CTT CAT CTC TTG AAT GAA GTG CAG GCA
CAG GTT GGG-3’

Galec380siU:

5’-GAT CCC CCA AGA TCA AAT GTG TGG CCT TCA AGA GAG GCC ACA CAT TTG ATC
TTG TTT TTA-3’

Galec380siL:

5’-AGC TTA AAA ACA AGA TCA AAT GTG TGG CCT CTC TTG AAG GCC ACA CAT TTG

ATCTTG GGG-3’

Kontrolként ugyanezekbdl a nukleotidokbol 4116 random szekvenciaji szakaszokat
(scrambled-scr RNS) hasznaltunk, amelyekrél ellendriztiikk, hogy nem kotddnek a

sejtekben eléforduld egyik mRNS-hez sem. A szekvencidk az alabbiak:

Galec120scU:
5’-GAT CCC CCG TAC ACA TAC TTG CGC TTT CAA GAG AAG CGCA AGT ATG TGT ACG
TTT TTA-3’
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Galec120scL:

5’-AGC TTA AAA ACG TAC ACA TAC TTG CGC TTC TCT TGA AAG CGC AAG TAT GTG
TAC GGG G-3’

Galec380scU:

5’-GAT CCC CAG GAC GTG CGC ACA TAT ATT TCA AGA GAA TAT ATG TGC GCA CGT
CCT TTT TTA-3’

Galec380scL:

5’-AGC TTA AAA AAG GAC GTG CGC ACA TAT ATT CTC TTG AAA TAT ATG TGC GCA
CGT CCT GGG-3’

A transzfekciohoz mindkét esetben a Caz(PO4), medidlta modszert valasztottuk a
forgalmaz6 (Promega) altal javasolt protokollt kdvetve.
A felhasznalt plazmidok neomicin rezisztencia gént hordoznak, igy a stabil klonok

szelekciojahoz 500 pg/ml G418-at (Sigma) hasznaltunk.

Immunhisztokémia

A bor- és glioblasztoma szoveti metszetek elkészitése a standard protokoll szerint
tortént (94). Az endogén peroxidaz aktivitds blokkolasa érdekében a mintdkat
hidrogén-peroxid 0,3%-o0s metanolos oldataval inkubaltuk fél 6rat. Az antigén epitop
hozzatérhetdségét hokezeléssel értiik el, ami a mintak kuktaban, nyomas alatt torténd,
2 percig tartd hevitésével tortént Tris-EDTA pufferben (10mM Tris, ImM EDTA pH
9.0). A mintdk jeldlése soran egér monoklonalis anti-galektin-1 ellenanyagot
(Novocastra) hasznaltunk 1:1000 higitasban. Kilencven perc inkubacié utan
EnVision+ (Dako) masodlagos ellenanyagot hasznaltunk a gyart6 utasitdsa szerint. A
peroxiddz reakcidhoz DAB (diaminobenzidine) Substrate-Chromogen rendszert

(Dako) alkalmaztunk. A metszeteket zselatinos glicerinnel fedtiik be.

Kaszpaz 3 aktivitas kimutatasa

A ko-kultara mintdkat 24 ora inkubacidé utan fixaltuk 4% paraformaldehiddel 4
percig szobahdn. Szaponinos oldattal (pufferek, oldatok 14. pont) torténd
permeabilizalas ¢€s a telités utan az aktiv, hasitott kaszpaz 3-at felismerd ellenanyagot
szazszoros higitasban (Beckton Dickinson) inkubaltuk a mintdkkal 45 percig. Mosas

utan FITC-jelzett anti-nyul IgG masodlagos ellenanyagot (Dako) hasznaltunk, majd
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30 perc inkubaci6 utan a felesleges ellenanyagot kimosva a feddlemezeket
FluoromountG hasznalataval targylemezre rogzitettiik. A mintakat Zeiss Axioscope

fluoreszcens mikroszkdppal vizsgaltuk.

Pufferek, oldatok

1. RPMI sejttenyészté médium:

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

0,2% (w/v) NaHCOs3

10 NE/ml penicillin (Biogal Gyogyszergyar Rt.)

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

sterilre szlirés utan kiegészitve 0,63 mg/ml L-glutaminnal (Sigma) ¢€s
5% (v/v) vagy 10% (v/v) héinaktivalt magzati borjiszérummal (FCS,
Protein GMK, G6doll0)

2. Tripankék oldat sejtszamolashoz:

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

3. PBS, pH 7,4:

1,8 mM NaH,PO,
10 mM Na,HPOy4
135 mM NaCl

3 mM KCl

4. FACS puffer:
PBS
1% (w/v) BSA (Sigma) vagy 1% (v/v) FCS (Protein GMK)
0,1% (w/v) natrium-azid (Sigma)

5. Annexin V-koto puffer:

10 mM HEPES pH 7.4
140 mM NacCl
2,5 mM CaCl,

6. Redukalo SDS mintapuffer (kétszeres toménységii):

125 mM Tris/HCI pH 6,8

20% (v/v) glicerin

4% (w/v) SDS

2% (v/v) B-merkaptoetanol (Sigma)
brémfenolkék (Bio-Rad)
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7. Koncentralo gél:

5% (w/v) akrilamid / 0,13% (w/v) bisz-akrilamid (Bio-Rad)

125 mM Tris/HCI pH 6,8

0,1% (w/v) SDS

0,033% (w/v) ammonium-peroxi-diszulfat (APS) (Sigma)

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

8. Elvalaszto gél:

7-15% (w/v) akrilamid/ 0,182-0,39% (w/v) bisz-akrilamid
125 mM Tris/HCI pH 8,8

0,1% (w/v) SDS

0,033% (w/v) ammonium-peroxi-diszulfat

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

9. Futtato puffer:

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

10. Coomassie Brilliant Blue G-250 fehérjeszeparalo gélek festéséhez:

0,1% (w/v) Coomassie Brillant Blue G-250
50% (v/v) metanol
10% (v/v) ecetsav

11. Transzfer puffer:

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

12. TBS-Tween:

10 mM Tris-HCI pH 7,5
150 mM NacCl
0,05% (v/v) Tween 20 (Sigma)

13. Lizispuffer:

10 mM Tris-HCI pH 8
150 mM NaCl

1% Triton X-100

0,5% natrium-dezoxikolat
0,1% SDS

2mM EDTA

ImM PMSF
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14. Szaponin:

0,2% szaponin
0,1% BSA
PBS-ben

15. DNS-festo puffer:
0,1% Triton X
0,1% natrium-citrat
10 pg/ml RNaz
10 pg/ml propidium-jodid
PBS-ben
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EREDMENYEK

A Kisérleti rendszer beallitasa, optimalizalasa

Irodalmi adatok és csoportunk kisérleti eredményei alapjan a kovetkezd
munkahipotézist allitottuk fel:

Annak tudatdban, hogy a szolubilis rekombinans galektin-1 in vitro koriilmények
kozott T sejtek apoptozisat indukalja, feltételeztiik, hogy a tumorsejtek altal termelt és

a sejtfelszinen prezentalt galektin-1 fehérje is okozhatja T sejtek programozott halalat.

Ennek vizsgalatara egy in vitro rendszert dolgoztunk ki, melynek 1ényege, hogy az
adott tumorsejtet és a modell T sejtként alkalmazott Jurkat T sejtvonalat (melyrol
tudjuk, hogy érzékeny a galektin-1 altal indukalt apoptozisra) egyiittes kultiraban
tartjuk (ko-kultara, 4. abra).

4.abra A ko-kultura soran mikroszkopos analizissel megfigyelhetd a két sejttipus kozotti kdlcsonhatas.
U87 glidma és Jurkat sejteket 16 oran at egyiitt tenyésztettiik, majd fluoreszcens- és fénymikroszkoppal
vizsgaltuk. A tumorsejtek (adherens, kozépen) és a T sejtek (kisebb, kerek sejtek) morfologiajuk
alapjan is megkiilonboztetheték. A T sejtek magjat elézetesen Hoechst33342 festékkel megjelolve
(kék) és a fluoreszcens mikroszkopos képet a Nomarsky felvételre vetitve egyértelmi az elkiilonitésiik

a gliomatol.

A tumorsejteket 12 mm atmérdji liveg fedélemezre novesztettilkk, amit egy 24
lyuka sejttenyésztd lemezbe helyeztiink. Eldzetes probak alapjan az optimalis

sejtszamot 10* sejt/minta szamban allapitottuk meg. A sejtek igy 60-70% konfluenciat
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értek el a fed6lemezen. A T sejtek morfologiai alapon is megkiilonbdztethetok
(kisebb, kerek sejtek) az adherens tumorsejtektdl, azonban a tumorsejtek osztddaskor
elvesztik adherencidjukat, lekerekednek, és méretiik hasonlova valik a T sejtekéhez.
Ez teszi sziikségessé a T sejtek Hoechst33342 festékkel torténd jelolését.

Ellendriztiik, hogy a festés nem befolyasolja-e a T sejtek életképességét. A T
sejteket a kordbban megéllapitott, a életképesség ¢€s nodvekedés szempontjabol
legidealisabb koncentraciéban (5x10° sejt/ml) adtuk a tumorsejtekhez. Az apoptdzist
fluorokrommal konjugalt AnnexinV molekula hasznalataval kimutattuk, ami
altalanosan, széles korben alkalmazott moddszer az apoptozis korai fazisanak
kimutatdsara. Az AnnexinV az apoptotikus sejtek membranjanak extracelluldris
felszinére transzlokalodo foszfatidil-szerinhez kotddik. A foszfatidil-szerin egészséges
sejtekben a sejthartya belsd oldalan helyezkedik el, majd apoptotikus stimulus
hatasara a sejtmembran kiils6 oldalara fordul és a kornyezd sejtek szamara
fagocitozist indukald jelként szolgél. A ko-kultura inkubacids idejének a rekombinans
galektin-1 hatdsmechanizmusa ¢s eldkisérletek alapjan a 16 O6ra bizonyult
optimalisnak. A ko-kultura rendszer eldnye, hogy egyszert fixalasi és jelolési eljaras
utan a két sejttipus kozotti kdlcsonhatas konnyedén vizsgalhatd fluoreszcens (4. dbra)
¢s konfokalis mikroszkdppal, nagy mintaszam esetén is hatékonyan dokumentalhatd

és kiértékelhetd az eredmény.

A dolgozatban hasznalt tumorsejtek jellemzése

Kisérleteink sordn galektin-1-et termelé melanoma ¢és glioma sejtekkel
dolgoztunk. Negativ kontrolként a HelLa sejtvonalat vdalasztottuk, mely nem
expresszalja ezt a fehérjét. A galektin-1 sejtfelszini jelenlétét laboratoriumunkban
kifejlesztett monoklonalis antitest és fluoreszcens molekulaval konjugalt masodlagos
ellenanyag hasznalatdval, aramlasi citometrias modszerrel (5. abra) és fluoreszcens

mikroszkoppal (nem bemutatott adat) mutattuk ki.

A 5. dbran lathatd, hogy a melandéma ¢és glioma sejtvonalak eltérd mennyiségi
galektin-1 proteint expresszalnak, mig a HeLa sejtek felszinén egyaltalan nincs jelen a
fehérje. Az Osszes, tehat intracellularis és szekretalt galektin-1 jelenlétét, illetve

hianyat Western blot analizissel igazoltuk.
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5. abra A vizsgalt sejtvonalak sejtfelszini galektin-1 expresszidja. A kiilonboz6 glioma (A: Hs683,
U87, U373) és melanoéma (B: SKMEL, HT144, C32), valamint HeLa (C) sejteket anti-galektin-1
monoklonalis ellenanyaggal, majd Atto488 fluorokrémmal konjugalt anti-egér IgG-vel kezeltiik, majd
a fluoreszcens jelet aramlasi citométerrel kimutattuk. A zdld hisztogramok mutatjak a galektin-1

jelolésbol adodo fluoreszeens jelet, Gsszehasonlitva a fekete, autofluoreszcenciat jelzo gorbével.

Az egyes tumoros sejtvonalak galektin-1 termelésének 6sszehasonlitdsdhoz szemi-
kvantitativ Western blotting kisérletet végeztiink. Ismert mennyiségli galektin-1-et (0,
25, 50, 75, 100, 150, 200, 300 ng) adtunk az e fehérjét nem expresszalo Jurkat sejtek
lizatumhoz, ehhez hasonlitottuk a vizsgaland6 sejtvonalak gal-1 tartalmat. A kapott
jelet denzitometraltuk és a gal-1 standard sor adataira gorbét illesztettiink (6. dbra). A
grafikonra illesztett gorbe egyenletébe behelyettesitve a tumorsejt lizatumok altal
adott értékeket, kiszamolhatjuk, hogy a gélre felvitt sejtmennyiség mennyi galektin-1-
et tartalmaz. Szézezer sejtre kiszamolva azt az eredményt kaptuk, hogy az U87
glioblasztoma sejtvonal haromszor annyi (60 ng/10° sejt) galektin-1-et termel, mint a

masik két glioma (6.B abra).
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6. abra A glioma sejtvonalak galektin-1 tartalmanak meghatarozasa Western blottal és aramlasi
citometriaval. A: A galektin-1 standard sor Western blot kisérlet denzitometralasabol szarmazo
értékeinek grafikonos abrazolasa, az illesztett exponencialis gorbével. B: Az illesztett gorbe
egyenletébdl szamolt galektin-1 mennyiség a kiillonbdz6 glidoma sejtvonalakban, 100 000 sejtre
szamolva. C: A kiilonb6z6 glidma sejtvonalak sejtfelszini galektin-1 expresszidjanak dsszehasonlitasa
aramlasos citométerrel mért relativ fluorescencia intenzitasok alapjan. A sejtek jelolése az 5. abra

szerint tortént.

Az eredmények azt mutatjak, hogy az Osszes expresszalt gal-1 nem minden
esetben korreldl a szekretalt, citofluorimetridval mért sejtfelszini gal-1 mennyiségével.
Ezért a tovabbi vizsgalatokhoz az U87 glioblasztoma sejtvonalat valasztottuk, mely a
legtobb gal-1-et szekretalja. Ennek oka, hogy a gal-1 altalunk vizsgalt funkcidjaban az
extracellularis fehérjének van szerepe, mely a sejtmembranon elfoglalt helyzetébdl

kifolyolag részt vehet a sejt-sejt kommunikécioban.
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A galektin-1 fehérjét expresszalo tumorsejtek T sejt apoptozist indukalnak

A ko-kultira kisérletek sordn azt tapasztaltuk, hogy a galektin-1-et termeld
tumorsejtek a Jurkat T sejtek apoptozisat okoztak, szemben a galektin-1 fehérjét nem

expresszald HeLa sejtekkel (7. abra).

U87 gliobasztéma SKMEL melanéma
+T sejt +T sejt + Jurkat T sejt
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7. abra A galektin-1-et expresszald melanoma és glioma sejtek Jurkat T sejtek apoptozisat okozzak a
ko-kultara kisérletek soran, szemben a galektin-1 negativ HeLa sejtekkel. A kiilonbozé tumoros
sejtvonalakat (U87 glioblasztoma, SKMEL és C32 melanéma és HeLa méhnyakrak karcinéma) Jurkat
T sejtekkel tenyésztettiink egyiitt ko-kulturas rendszerben 16 6ran at. A Jurkat sejtek magjat elézetesen
Hoechst33342 festékkel megjeloltik (kék). Az inkubaciés id6 utan a sejteket fixaltuk és
AlexaFluor488-konjugalt Annexin V-tel reagaltattuk. A mintdkat fluoreszcens mikroszkoppal
analizaltuk. Bal oldali képek: Hoechst33342 (kék, Jurkat) és Nomarsky (sziirke) egymasra vetitve. Jobb
oldali képek: Hoechst33342 (kék, Jurkat) és Annexin V-AlexaFluor488 (zold, apoptotikus sejtek) jelek
atfedo6 képe.

Ebben a rendszerben teszteltiink periférids vérbdl izolalt, majd aktivalt T sejteket
is, amelyek a Jurkat sejtekhez hasonl6an apoptozist szenvedtek. Ez egyrészt arra utal,
hogy a Jurkat sejtek nem rakos voltuk miatt reagélnak az adott médon, masrészt arra,
hogy a jelenség in vivo is hasonloképpen lejatszodhat (8. abra).

A bekdvetkezett apoptdzis mértékét a kovetkezd modon hataroztuk meg. Az egyes

mintak véletlenszertien kivalasztott tertiletein megszamoltuk az eldforduld egészséges
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¢s apoptotikus Jurkat és T sejteket, majd kiszamoltuk az elpusztult sejtek aranyat.
Megallapitottuk, hogy a HeLa sejtekkel egyiitt inkubalt T sejtek esetében az apoptdzis
mértéke nem kiilonbozott a fenntartott T sejt kultiraban atlagosan jelen levd
elpusztult sejtek aradnyatol, azonban az U87 sejtekkel egyiitt inkubalt T sejtek 20-
25%-a apoptdzist szenvedett (9. abra).

8. abra Az U87 glidma sejtek periférias vérbdl szarmazo, aktivalt T sejtek apoptozisat okozzak. A

kisérlet kivitelezése és abrazolasa a 7. abra alatt leirtaknak megfelelden tortént.

25 1

20 A

15

10

T sejt apoptozis (%)

HelLa us7

9. abra A HeLa és U87 sejtek altal okozott T sejt apoptdzis aranya. A 8. abran részletezett ko-kultara
kisérletekben kiszamoltuk az egészséges és apoptotikus sejtek aranyat tobb latdmezoben. Egyértelmil,
hogy a galektin-1-et expresszaldé U887 T sejt apoptozist indukal, mig a Hela sejteket tartalmazo

mintaban minimalis az elpusztult T sejtek aranya.
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A ko-kultira rendszerben bekovetkezo T sejt apoptozist a tumorsejtek altal
termelt galektin-1 indukalja

A fenti kisérletek azt mutatjak, hogy a galektin-1 fehérjét expresszald tumorsejtek
T sejt apoptdzist okoznak, mig a gal-1 negativ tumorsejtek (HeLa) nem valtjak ki ezt
a T sejt valaszt. Ezek az eredmények azonban csak jelzik, de nem bizonyitjak a gal-1
szerepét a folyamatban. Ezért a kovetkezd kisérleteket ugy terveztiik, hogy valaszt
adjanak a fenti kérdésre. A részletes vizsgalathoz a fehérjét legnagyobb mennyiségben
szekretaldo U87 glioblasztoma sejtvonalat valasztottuk.

Hipotézisiink igazolasahoz tobb kiilonb6z6 megkdzelitést alkalmaztunk. A
galektin-1 szerepe igazolhatd egyrészt igy, ha a fehérjét nem expresszald tumorse;jt
felszinére galektin-1-et ,ragasztunk” ¢€s megvizsgaljuk az apoptozis indukalod
képességet. Ennek érdekében Hela sejtekhez rekombinans galektin-1-et adtunk (amit
laborunkban E. coli baktériumban termeltettiink és magunk tisztitottunk (95)) és
aramlasi citometridval ellendriztiik a sejtekhez kotddott fehérje mennyiségét (10.

abra).

sejtszam

10. abra A rekombinans galektin-1 koncentracié fiiggé kotddése Hela sejtekhez. HelLa sejtekhez
novekvd koncentracioban adtuk a tisztitott galektin-1-et majd a felesleg kimoséasa utan a sejtfelszinen
maradt galektin-1 mennyiségét anti-galektin-1 monoklonalis ellenanyaggal és anti-egér Ig- Atto488
ellenanyaggal jeloltiik. Az aramlasi citométerrel készitett abran a fekete hisztogram mutatja az
autofluoreszcenciat, a zold az anti-galektin-1 ellenanyag jele galektin-1 hozzaadasa nélkiil, a piros 25
pug/ml, a kék 50 ug/ml, az okker 100 pg/ml, lila 150 pg/ml galektin-1 kotédését abrazolja. Az abrarol
leolvashato, hogy a 100 pg/ml galektin-1 mar teliti a sejtfelszini kétohelyeket, hiszen a 150 pg/ml
fehérjébol nem kotddik ki nagyobb mennyiség.
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Az alkalmazott rekombindns fehérje novekvd mennyiségével aranyosan tobb
sejtfelszinre kotddott galektin-1-et tudtunk kimutatni. Ha ilyen, galektin-1-et hordozo
HeLa sejtekkel 24 oran keresztiil inkubaltunk ko-kultaraban T sejteket, azt
tapasztaltuk, hogy a gal-1 nélkiili kontrollal ellentétben, a galektin-1-gyel kezelt HeLa
sejtek a T sejtek apoptozisat okoztdk, mégpedig az alkalmazott galektin-1

mennyiségével aranyos mértékben (11. abra).

Hoechst +
Annexin V-FITC

Hel.a f

/human cervix
carcinoma/

kontrol

Hela
+25 pg/ml
gal-1

Hela p
+50 pg/ml
gal-1

HeLa
+100 pg/ml
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11. abra A sejtfelszinén rekombinans galektin-1-et koté HeLa sejtek T sejt apoptozist indukalnak. A
HeLa sejtekhez kiilonbdzé koncentracioban (0, 25, 50, 100 pg/ml) rekombinans galektin-1-et adtunk,
majd a nem k&tédo felesleg fehérjét kimosva, a tumorsejteket Jurkat sejtekkel tartottuk ko-kulturaban

és vizsgaltuk a 7. abranal részletezett mdédon. A T sejthalal mértéke az alkalmazott galektin-1

s

Az apoptotikus hatas eléréséhez a gal-1 kezelt HeLa sejtekhez jelolés utan azonnal
hozz4 kellett adni a T sejteket. Ennek oka az, hogy - amint azt laboratériumunkban
korabban kimutattuk (96)- a gal-1 gyorsan internalizdlodik a kezelt sejtekbe. A 12.
abra is mutatja, hogy T sejtek tavollétében a Hela sejtek is aktivan internalizaljak a

fehérjét,
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12. dabra A hozzaadott rekombinans galektin-1 internalizalodik a HeLa sejtekben. A: Aramlasi
citometriaval kovettiikk, hogy a HeLa sejtekhez adott rekombinans galektin-1 (zold grafikon) 3 ora
mulva eltiinik a sejtfelszinr6l (piros hisztogram). A fekete gorbe az autofluoreszcencia szintje. A
sejtfelszini galektin-1-et a 10. abranal részletezett moédon mutattuk ki. B: a FITC-jelzett galektin-1 a
HeLa sejtekhez torténd adas utan a sejtmembranhoz koétédik. C: Harom ora elteltével a fehérje mar a
citoplazmaban talalhato. A FITC-konjugalt galektin-1 lokalizacidjat konfokalis mikroszkoppal
vizsgaltuk.

Nem csak a Hela sejtekhez adott rekombinans gal-1 tette a tumor sejteket
citotoxikussa. Gal-1-et kiilonb6zd mértékben expresszald stabil gal-1 transzgenikus
HeLa sejtvonalakat allitottunk eld, kontrollként iires plazmiddal traszfektaltunk
sejteket. A létrehozott sejtvonalak gal-1 termelését Western blot analizissel és
aramlasi citometriaval ellendriztiik (13.A dbra). A klonok koziil egy alacsony

1 R . R
(HeLa™**™ €M) " valamint egy magas (HeLa™e* &!!

) szinten gal-1-et expresszalo
(13.A 4bra inszert) és szekretdldo (13.A. abra) sejtvonalat valasztottunk ki. A ko-
kultarés kisérletek soran megallapitottuk, hogy a transzgénikus galektin-1-et termeld
HeLa sejtek koziil azok, amelyek kevesebb galektin-1 fehérjét prezentdlnak
felszintikon, a T sejtek kisebb mértékii apoptozisat okoztdk, mint a nagyobb
mennyiségl galektin-1-et expresszalok (13.B €s C abra). Az indukalt T sejt apoptozis
mértéke tehat fligg a sejtfelszini galektin-1 mennyiségétdl, ami alatdmasztja, hogy a

sejthalal {0 effektor molekuldja a galektin-1.
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13. abra A transzgénikus galektin-1-et expresszaldo HelLa sejtek jellemzése és apoptodzis indukald

képessége. A: A stabilan transzfektalt Hela sejtek altal termelt Gssz galektin-1-et Western blot

technikaval, illetve a sejtfelszinen megjelenité mennyiséget aramlasi citofluorimetriaval vizsgaltuk, az

5. és 6. abranal leirt médon. B: A transzgénikus Hela sejtvonalak és Jurkat T sejtek ko-kultaras

vizsgalata, a 7. abranal részetezett kisérleti rendszerben. C: Az apoptotikus sejtek aranyat kvantitaltuk

€s tobb kisérlet eredményét diagrammban foglaltuk Ossze. Az okozott T sejt apoptdzis mértéke

aranyosan no a sejtfelszinen prezentalt galektin-1 mennyiségének novekedésével.

A HelLa sejtekkel ellentétben szamos tumorsejt nagy mennyiségii gal-1-et termel.

A galektin-1 T sejt apoptdzis kivaltasdban betoltott szerepe vizsgalhatd gy is, ha egy

galektin-1-et expresszald tumorsejt felszinérdl eltavolitjuk a fehérjét. A galektin-1
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minimal ligandjaval, a lakt6zzal lemoshato a sejtfelszini gal-1. A laktoz a galektin-1
szénhidratkotd motivumahoz kapcsolodik, igy nagy feleslegben alkalmazva leszoritja
a fehérjét a sejtfelszinrdl, ahol az a glikozilalt oldallancokhoz k&tédott.
Kisérleteinkben egy laktoz analdgot, a thiodigalaktozidot (TDG) hasznaltuk, ami
hatékonyan csOkkentette a sejtfelszini galektin-1 mennyiségét (14.A abra). A sejtek
tovabbtenyésztése laktoz tavollétében a gal-1 i1dofliiggd sejtfelszini visszatérését
eredményezi (14.B é4bra), a galektin-1 mennyisége a TDG-s kezeléssel lecsokkentett

szintrol 12-14 oOra elteltével visszaall az eredeti szintre.
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14. abra A tumorsejtek membranjardl a galektin-1 nagy része TDG kezeléssel eltavolithato, ezzel
csokken az apoptozis-indukalo képessége is. A és B: Az U87 sejtfelszini galektin-1 mennyiségét 30
mM TDG-vel vald kezelés nélkiil (z6ld hisztogram) és utan (piros hisztogram) aramlési citometriaval
ellendriztiik, a galektin-1-et az 5. abra alatt részletezett modon detektaltuk. B: A TDG kezelést kovetd
0t oraban még nem indul meg a galektin-1 szint helyreallitasa, amint a kék gorbe jelzi. A rdszaszin
hisztogram pedig bizonyitja, hogy 12 o6ra elteltével visszaall az eredeti galektin-1 szint. A fekete gorbe
az autofluoreszcenciat mutatja. C és D: U87 és C32 indukalta T sejt apoptdzist TDG mosas nélkiil és

utan ko-kulturaban ellenériztiik a 7. dbranal leirt rendszerben.
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A sejtfelszini gal-1 eltdvolitasa az U87 sejtek T sejt apoptdzist indukald hatasanak
csokkenésével jart (14.C abra). Hasonld eredményeket kaptunk emberi (14.D. abra) €s
egér melanoma (nem bemutatott adat) sejtekkel, igazolva, hogy a gal-1 termeld
tumorok altaldnosan a gal-1 fehérje aktivitdsaval idézik el6 a T sejt halalt. A TDG
altal lecsokkentett sejtfelszini galektin-1 mennyiség a ko-kultara 16 6ras inkubacios
ideje alatt fokozatosan allt vissza az eredeti szintre (14.B &bra), azonban a

rendelkezésre 4116 1d6 nem volt elegendd az apoptozis elinditdsahoz.

Az U87 glioblasztoma sejtek gal-1 termelésének stabil csokkenését a galektin-1
expresszid siRNS-sel torténd csendesitésével is elvégeztiik. A gal-1 siRNS-t, illetve a
kontroll scrRNS-t (scrambled RNS) kifejezd sejteket a szelekciot ¢s klonozast
kovetden Western blotinggal (teljes gal-1 tartalom), illetve aramlési citometriaval
(sejtfelszini galektin-1 szint) jellemeztiik. A scrRNS-t expresszald sejteken a teljes
(intra- és extracellularis egyiitt) és a sejtfelszini galektin-1 mennyisége sem valtozott a
nem transzfektalt, vad tipusat U87 sejtekkel Osszehasonlitva, mig az siRNS-sel
transzfektalt sejtek expresszidja és szekrécidja jelentésen csokkent (15.A. abra).
Osszehasonlitva ezen sejtek 4ltal ko-kultiraban indukalt T sejt apoptozis mértékét azt
kaptuk, hogy az siRNS-t kifejezd (csokkent sejtfelszini galektin-1-gyel rendelkezd)
U87 sejtek kisebb mértékii T sejt apoptdzist okoztak, mint a kezeletlen vagy scrRNS-t
expresszald sejtek (15.B és C abra).

Ezek az eredmények egyértelmiien megmutattdk, hogy a galektin-1 kozponti
szerepet jatszik az U87 sejtek altal ko-kultira rendszerben okozott T sejt apoptdzis
indukcidjaban. Az okozott T sejthalal mértéke Osszefligg a tumorsejt altal expresszalt

és kiilonosen a szekretalt galektin-1 mennyiségével.
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15. abra Az US87 glioma galektin-1 scRNS-sel és siRNS-sel transzfektalt, stabil sejtvonalainak
jellemzése. A: Aramlasi citometrias és Western blot kisérletek is bizonyitjak, hogy a galektin-1
génjének csendesités sikeres volt az adott U87 klonban, valamint hogy a scrRNS-t kifejezd sejtek
galektin-1 termelése a vad tipushoz hasonlit. A kisérleteket az 5. és 6. abranal leirt modon végeztiik. B:
az U87 sejtvonalakat a 7. abra alatt leirt modon tenyésztettiik egyiitt Jurkat sejtekkel és jeldltik a
mikroszkopos analizisre. A sejtfelszini galektin-1-et itt anti-galektin-1 monoklonalis ellenanyaggal és
Northern Lights 557- konjugalt anti-egér Ig szekunder ellenanyaggal mutattuk ki (piros). A
mikroszkopos analizis soran is megfigyelhetok a gyengébb galektin-1 jelet mutatd géncsendesitett
sejtek. C: az oszlopdiagram a ko-kultiras rendszerben elpusztult T sejtek aranyat abrazolva
egyértelmiivé teszi, hogy rendszeriinkben a galektin-1 a T sejtekre citotoxikus faktor, hiszen a
géncsendesitett U87 sejtek szignifikansan kisebb mértékii Tsejt apoptozist indukalnak, mint a vad

tipusu, vagy scrRNS-t kifejezd glioblasztoma sejtek.
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A tumorsejt eredetii galektin-1 indukalta T sejt apoptozis mechanizmusa hasonlo
a rekombinans fehérje altal elinditott sejthalaléhoz

A ko-kultara kisérletek soran megfigyeltiik, hogy a tumorsejtek és a T sejtek
fizikai kdlcsonhatasba keriilnek egymassal. A sejt-sejt kapcsolatban szamos molekula
részt vehet, tobbek kozt a sejtfelszini galektin-1 is. Az eldz0 kisérletekkel
bebizonyitottuk, hogy a galektin-1 a legfébb effektor molekula a T sejt apoptdzis
indukcidjaban. Kérdésiink az volt, hogy a vizsgalt biologiai hatashoz sziikség van-e a
kialakulo sejt-sejt kolcsonhatasra.

Ennek érdekében el6szor megvizsgaltuk, hogy a galektin-1-et expresszalo
tumorsejtek koncentralt feliiluszoja tartalmaz-e gal-1-et és toxikus-e a T sejtekre. A T
sejtekhez adott U87 kondicionalt médiumabdl nem kotddott galektin-1 a T sejtek

felszinére, ahogy azt az dramlasi citometrias analizis mutatta (16. abra).

sejtszam

galektin-1 szint

16. abra Az U87 sejttenyészté médiumabdl nem kotddik ki galektin-1 a T sejtek felszinére. Jurkat T
sejteket felvettiink az U87 sejtekrol szarmazo feliiliszoban, majd a kétddési inkubacids id6 (1 ora) utan
a sejtfelszini galektin-1-et az altalanosan hasznalt protokoll alapjan jeloltik (5. &bra), aramlasi

citometriaval detektaltuk.

Amikor a T sejteket az U87 illetve a transzgénikus galektin-1-et kifejez6 Hela
sejtek kondicionalt médiumaban tartottuk, nem tapasztaltunk apoptozist, hasonldan a
vad tipusu, vagy kontroll, iires plazmiddal transzfektalt Hela sejtekrél nyert
médiumhoz. A pozitiv kontrolként hasznalt rekombinans gal-1 a vart T-sejt apoptozist
valtotta ki (17.A 4bra). Ez a kisérlet alatdmasztotta, hogy galektin-1 nem szolubilis
faktorként hat, valamint azt is jelezte, hogy a tumorsejtek nem termelnek mas, a gal-1-
tol eltérd citotoxikus szolubilis faktort, erdsitve a gal-1 meghatdrozd szerepét ebben a

folyamatban.
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17. abra A tumorsejtek altal termelt galektin-1 nem szolubilis formaban, hanem sej-sejt kapcsolat
révén fejti ki apoptotikus hatasat a T sejtekre. A: A galektin-1-et expresszald (low, high) és a kontrol
HeLa (HeLa, mock) és U87 sejtek feliiluszdjat hozzaadtuk Jurkat T sejtekhez, majd 24 ora elteltével
szub-G1 analizissel vizsgaltuk a kivaltott apoptozist. Pozitiv kontrolként rekombinans galektin-1-et
alkalmaztunk 100 pg/ml koncentracioban. B: A transwell rendszer kisérleti elrendezése lehet6vé teszi a
két sejt fizikai elvalasztasat, mig a feliiliszo a szemipermeabilis membranon at szabadon kozlekedhet.
C: Transwell inszertben (alsé abra) vagy inszert nélkiili (felsé abra) ko-kultGraban vizsgaltuk a
kivaltott apoptdzist Jurkat sejteken, a jelolés a 7. abra alatt leirtak szerint tortént. Apoptdzist csak abban

az esetben talaltunk, amikor a két sejttipus kozotti direkt kdlcsonhatas 1étrejohetett.
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Ezt az eredményt erdsitette a transwell kisérlet is. Ebben a rendszerben a 24 lyuku
sejttenyésztd lemezhez egy inszert tartozik, amelynek aljat egy félig ateresztd hartya
képezi. Az U87 illetve HelLa sejteket a szovettenyésztd lemez aljara ndvesztettiik. Az
inszertbe helyeztilkk a T sejteket, amelyek igy fizikailag el voltak valasztva az
adherens tumorsejtektdl, de az inszert membranja a szolibilis faktorok aramlasat nem
gatolta (17.B 4abra). Ilyen elrendezésben a T sejtek nem szenvedtek apoptodzist,
szemben a fizikai kdlcsonhatast megengedd ko-kultaras rendszerrel (17.C. abra). Ezek
alapjan elmondhatjuk, hogy a tumorsejtek altal termelt galektin-1 direkt sejt-sejt
kolcsonhatés soran indukalja a T sejtek apoptozisat.

A ko-kultara kisérletek soran lehetdséglink volt a mintdkon a galektin-1
megjelolésére 1s. Az ilyen modon elkészitett mintdkat analizdlva konfokélis
mikroszkoppal megfigyeltiik, hogy azon T sejtek felszinén, amelyek apoptozist

szenvedtek, a galektin-1 jelenléte kimutathato (18. abra).

18. abra abra A tumorsejt eredetli galektin-1 transzlokacidja a T sejtre. Az U87 tumorsejtek és Jurkat
T sejtek ko-kulturas rendszerben vald tenyésztése utan a mintakat a 7. abra szerint készitettiik el, majd
konfokalis mikroszkoppal vizsgaltuk. A Jurkat T sejtek magjat a Hoechst33342 festék kékkel jeldli, az
apoptotikus sejteken az AnnexinV-AlexaFluor488 zo6ld szint ad, az NL577 festékkel konjugalt anti-

egér 1gG pedig piros szinnel jeleniti meg az egér monoklonalis ellenanyaggal jelolt galektin-1-et.
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Eredményeink arra utalnak, hogy a fehérje a tumorsejtrél kozvetlen sejt-sejt
kolcsonhatas sordan atkeriil a T sejtre és annak apoptozisat indukdlja. A fehérje
ugyanis nem fejezddik ki ezekben a T sejtekben, tovabba a T sejtek felszinén csak
akkor jelenik meg, ha azok galektin-1-et expresszald tumorsejtekkel vannak ko-
kultardban, melyben a szoros sejt-sejt kontaktus létrejohet a tumorsejt és a T-sejt
kozott.

A rekombinans galektin-1 altal indukalt T sejt apoptdzis részletes molekularis
mechanizmusét csoportunk kordbbi munkéiban leirta (97;98), és megallapitotta, hogy
a gal-1 a sejthaldl mitokondridlis, kaszpaz 3 fiiggd utjat okozza. Jelen tanulméanyban
megvizsgaltuk, hogy a tumorsejt eredetii galektin-1 okozta T sejt haldl szignal
transzdukcids utvonala mennyire Osszevethetd a tisztitott fehérje altal kivaltott
folyamat Iépéseivel.

Az apoptdzis kivaltasdnak els6 Iépése a tumorsejt eredeti galektin-1
transzlokacioja a T sejtre. Ennek mechanizmusa illetve a sejthalalt kdzvetitd receptor
ez idaig ismeretlen. Feltételezziik, hogy a galektin-1-nek a tumorsejtrél a T sejtre valo
athelyezddésének hatterében az allhat, hogy a T sejten levd specifikus receptornak
nagyobb az affinitdsa a galektin-1-hez, mint a tumorsejten levd glikozilalt
oldallancoknak. Kordbbi, rekombindns galektin-1 fehérjével végzett kisérleteink
szerint az apoptozisban szerepet jatszik a T sejtekre jellemz6 két kindz, a p56le €s a
ZAP70. Ezen enzimek részvételét az enzimben hianyos Jurkat T sejtek
alkalmazasaval vizsgaltuk. A pl116 nevii T sejtvonalban a ZAP70 enzim génjében
mutaciot generaltak (99), minek kovetkeztében nem tortént génatirds, azaz a
géntermék sem RNS, sem fehérje szinten nem volt jelen a pl16 sejtvonalban. A
JCaml.6 T sejtvonal a p56le enzim deficienciajat hordozza (100). A kindz hidnyos
sejteket vizsgalva ko-kultura rendszerben azt tapasztaltuk, hogy ezek a T sejtek nem
szenvedtek apoptozist az U87 sejtekkel vald egyiitt inkubalds soran, mig a vad tipust
T sejtek igen (19.A. abra). A kisérlet azt igazolta, hogy az emlitett enzimek szerepet
jatszanak a tumorsejt eredetii galektin-1 indukalta T sejt apoptozisban, hasonléan a
rekombinans gal-1-gyel indukalt sejthaldlhoz. A sejthaldl mértékét fluoreszcens
festékkel kapcsolt AnnexinV jeloléssel kovettiik (19.A és B dbra), ami a foszfatidil-
szerinnek a sejtbembran kiilsé lipidrétegébe vald atforduldsat jelzi. Ez a 1épés
bekovetkezik mind a rekombinans, mind a tumorsejtek altal termelt galektin-1 okozta

T sejt apoptozis folyaman.

40



A
—~35 ~
2
<30 - %
L
N 25 -
.20 -
o
15 1 T sejt+HeLa T sejt+U87
":\10 il
3 D |3 #xp<0.05
o
— 9 Iﬁl ﬁ_“ 70 4 __*k*x
0 ‘ ‘ ‘ 960
Jurkat P116 Jcam o
0 50
5 40
S
+ 30
4 |
4 L0 ﬂ
e
o HeLa U87
T sejt+HelLa T sejt+U87 F
—~ 80 ~
< 70 - ]
‘0
:2 60 -
_E 50 -
® 40 -
™
N 30 -
o 20 -
2 10
T sejt+HeLa T sejt+U87 T i
=, 1 ‘
HeLa U87

19. abra A tumorsejt termelte galektin-1 altal kivaltott T sejt apoptdézis mechanizmusa hasonlo a
rekombinans galektin-1 altal kivaltottéhoz. A: A Jurkat, p56** (JCam) vagy ZAP70 (p116) deficiens T
sejtekkel és U87 glioblasztoma sejtekkel végzett ko-kultira kisérletek kvantitalasa, az Annexin V —
koté apoptotikus sejtek aranyanak feltiintetésével. B: A foszfatidil-szerin molekula transzlokacioja a
Jurkat sejtmembran extracellularis felszinére a ko-kulturas (jobb oldal:U87, bal oldal: HeLa) tenyésztés
utan Annexin V- AlexaFluor488 kotodésével (zold), konfokalis mikroszkoppal kévetve. C és D: A ko-
kultiraban tartott sejtek JC-1 festékkel valo feltdltés utani konfokalis mikroszkopos vizsgalata. A
képen piros szin jelzi az egészséges mitokondriumokat (bal panel, HeLa és Jurkat), a jobb panelen az
U87-tel egyiitt tartott Jurkat sejtben a piros szin hidnya a mitokondriumok membranpotencial
csokkenését jelzi. Az oszlopdiagram a csokkent mitokondrialis membranpotenciala T sejtek aranyat
mutatja HeLa illetve U87 sejtekkel tortént egyiitt inkubacio utan (p<0.05). E és F: A ko-kultiras
rendszerben a sejteket fixalas és permeabilizalas utan az aktiv kaszpaz 3-at felismer6 ellenanyaggal és
FITC-jelzett anti-nyul IgG ellenanyaggal jeldltiik, a jelet fluoreszcens mikroszkoppal detektaltuk, majd

a pozitiv sejtek aranyat oszlopdiagramban abrazoltuk.
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A kovetkezd 1épésben megvizsgaltuk a ko-kultara kisérletek soran a
mitokondridlis membrdn potencidl valtozasat. Erre alkalmas a JC-1 membran
permeabilis fluoreszcens festék, ami monomer formaban a sejtek citoplazméjaba
keriilve z6ld szinnel jelenik meg, az egészséges mitokondriumba bejutva azonban
feldasul és piros szint ad. Az apoptdtikus sejtekben a mitokondridlis membran
potencial csokkenése miatt a festék nem képes a mitokondriumban feldisulni, igy
ezekben a sejtekben csak zold festddést tapasztalunk. Az egészséges sejtekben jelen
van a z0ld és a piros szin is (19C. abra). A mikroszkopos analizis alatt a csokkent
mitokondridlis membranpotencidlt mutat6, valamint az egészséges sejteket
megszamoltuk, €s ardnyukat meghataroztuk (19.D é&bra), amelybdl kideriil, hogy a
galektin-1-et nem termel6 HeLa-val szemben a gal-1 pozitiv U87 glioma a T
sejtekben kozel 50%-ban mitokondridlis membranpotencial csokkenést valtott ki. A
kaszpazok szerepét az aktiv kaszpdz 3-ra specifikus ellenanyaggal bizonyitottuk. A
19.E 4bran lathato, hogy az U87, a HeLa sejtekkel ellentétben, a kaszpaz kaszkad
aktivalodasaval kisért apoptozist inditott el a T sejtekben. Ezt igazolja a kisérlet
kvantitalasaval kapott grafikon is (19.F. 4bra).

A tumorsejt eredetii galektin-1 tehat hasonlé molekularis utvonalon indukal T sejt
apoptdzist, mint a rekombindns fehérje. A ko-kultira rendszer az in vivo allapotokat
J6l reprezentdlja, igy joggal feltételezziik, hogy a folyamat in vivo koriilmények
kozott is hasonloképpen jatszodik le. A tumor sejtek altal termelt galektin-1 tehat
részt vesz a tumor specifikus immunvalasz gatlasaban az aktivalt T sejtek

apoptozisanak indukcidja révén.
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DISZKUSSZIO

A dolgozat harom éves munka eredményeit oOleli fel. Ez 1d6 alatt
Osszehasonlitottuk kiilonb6zd tumorsejtek galektin-1 expresszidjat, vizsgaltuk a
tumorsejt eredetli galektin-1 tumorspecifikus immunvélasz kivédésében betdltott
szerepét, kiilonos tekintettel a tumorsejtek T sejtekre kifejtett apoptotikus hatasara és
az apoptozis mechanizmusara. Az altalunk leirt folyamat, melynek soran a galektin-1
kozvetlen sejt-sejt kolcsonhatast kdvetden atkeriil a T sejtre és annak apoptozisat
okozva, hozzajarul a tumorspecifikus immunvalasz kivédéséhez, 1) eredmény, melyet
a szakirodalomban eddig nem kozoltek. Jelentds annak felismerése is, hogy a
tumorsejtek altal termelt szamos immunmodulalé citokin koziil a gal-1 a f6 T sejtekre
hat¢ citotoxikus faktor.

A galektin-1 transzlokdcid6 mechanizmusa ez 1idaig ismeretlen. Kordbbi
eredmények egy specifikus receptor meglétét feltételezik, mivel a galektin-1 csak a T
sejteken okoz apoptdzist, viszont szdmos egyeb sejttipus haldlat annak ellenére sem
valtja ki, hogy ezen sejtek (hivatkozasok) sejtfelszini molekuldinak glikozilalt
oldallancaihoz is kotddik. Szamos kozlemény jelent meg a galektin-1 receptorat
kutaté munkakbol, de egy molekularol sem sikeriilt egyértelmiien bizonyitani, hogy a
galektin-1 4ltal inditott szignal transzdukcioért lenne felelds (101-103). Pace és
munkatarsai altal publikalt eredmények szerint a CD7 sejtfelszini molekula sziikséges
a galektin-1 altal okozott apoptozis beinditasdhoz (104), valamint Fajka-Boja és
munkatarsai kimutattdk a galektin-1 €és a CD7 sejtfelszini és intracellularis ko-
lokalizaciojat (105). Csoportunk tervei kozott szerepel az apoptotikus szignalt
kozvetitd receptor azonositdsa. A galektin-1-nek a tumorsejtrél a T sejtre torténd
»atugrasara” magyarazat lehet, hogy a fehérje a receptorahoz nagyobb affinitdssal
kotédik, mint egyéb sejtfelszini glikokonjugatumokhoz.

Ebben a munkaban bemutattuk, hogy a galektin-1 transzlokacidja a tumorsejtrdl a
T sejtre, sziikséges a T sejt apoptozis indukcidhoz. A ko-kultura rendszerben tehat a
fehérje nem szolubilis allapotban hat. A legtobb, galektin-1-gyel foglalkozo
kozleményben szolubilis, rekombinans fehérjével végzett kisérletekrdl olvashatunk
(106). Ezen eredmények in vivo rendszerbe torténd adaptalhatosaga kérdéses, hiszen a

fehérje a szénhidratkotd képessége révén azonnal visszakotddik a sejttipustol
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fiiggetleniil nagy mennyiségben jelen levo sejtfelszini glikozilalt oldallancokhoz, vagy
az extracellularis matrix (ECM) fehérjéihez. Tehat in vivo a galektin-1 nincs jelen
szolubilis formaban. Jiale He és Linda G. Baum 2003-ban megjelent kozleményében
(107) viszont leirja, hogy a szilard fazishoz (az ECM-ot modellez6 fehérjekeverékhez)
kotott galektin-1 is T sejt apoptozist indukdl. Ez a rendszer jobban kozelit az in vivo
allapothoz. Az altalunk kidolgozott ko-kultira rendszerben a tumorsejtek altal termelt
galektin-1 hatasat vizsgaltuk. Kikiiszoboltiik a rekombindns fehérje hasznalatat, ami
legtobbszor szamos kérdést vet fel a baktériumban termeltetett majd tisztitott
molekuldval kapcsolatban. Kisérleteinkben a tumorsejt eredetli galektin-1 a
sejtmembran fehérjéinek glikozilalt oldallancaihoz kototten hat, igy jol modellezi az
in vivo éllapotokat.

Megallapitottuk, hogy a ko-kultira rendszerben tapasztalt T sejt apoptozis
molekuldris mechanizmusénak f0 1épései megegyeznek a kordbban rekombindns
galektin-1 hasznalataval felallitott utvonallal. Ez a tény azt sugallja, hogy az abban a
munkaban hasznalt 1,8 uM fehérje koncentracié kozel allhat az in vivo koriilmények
kozott eléforduld galektin-1 mennyiségéhez. Taldlkozhatunk az irodalomban ettdl
eltéré adatokkal is, példdul HP Hahn ¢és munkatéarsai altal 2004-ben kozolt cikk
galektin-1 indukalta kaszpdz €s citokrém c fliggetlen T sejt apoptozisrol ir (108). Az
ebben az esetben tapasztalt mechanizmus Iényege az endonukleaz G enzim
transzlokacidja a mitokondriumbol a sejtmagba, ahol DNS degradacio torténik. A T
sejt apoptodzist 20 uM galektin-1 adéasaval indukaltak, ami tobb mint tizszerese az
altalunk hasznalt mennyiségnek ¢és valosziniileg messze all a fiziologias
koncentraciotol.

Szamos kozlemény hangstlyozza a galektin-1 kulcsfontossagli szerepét a tumor
progresszioban. Végrehajtottadk a galektin-1 génjének csendesitését B16 egér
melanéma sejtvonalon siRNS technikaval. Két érdekes munkat kozoltek ilyen
sejtekkel végzett kisérleti eredményekbdl. Rubinstein és munkatérsai leirtak, hogy a
galektin-1 géncsendesitett B16 melandéma sejtek progresszidja egérbe oltva lassabb,
mint a vad tipusu B16-¢ (109). Mathieu és munkatarsai altal kozolt cikkben
bemutatjak, hogy azok a B16 sejtek, amelyekben a galektin-1 génjét csendesitették,
érzékenyebben reagaltak a temozolomid nevli kemoterapeutikumra, igy a B16
sejtekkel oltott, majd galektin-1 siRNS-sel és temozolomiddal egyiitt kezelt egerek

tulélése megnott a tobbi csoporthoz képest. Erre alapozva felvetnek egy olyan terapias
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lehetdséget, amelyben a galektin-1 siRNS-t valamilyen kemoterapeutikummal egytitt
alkalmazndk lokalisan (110).

A gal-1 szerepét a tumorprogresszioban az a kozlemény igazolja legjobban,
melyben gal-1 knock out egérben vizsgaltdk a tumorfejlédést. Foy teratokarcindma
sejteket oltottak normal és galektin-1 knock out egerekbe. Harom nappal az oltast
kovetden nem taldltak eltérést a két tipusu egér tumor mérete kozott. Tizendt nap
elteltével viszont a normal egerekben négyszer akkora tumor fejlddétt, mint a
galektin-1 knock out egerekben. Ez azt jelenti, hogy a galektin-1 a tumor inicidcidban
nem, a tovabbi fejlddésben azonban fontos szerepet jatszik. Megvizsgalva a tumorok
erezettségét, azt tapasztaltdk, hogy a normal egerekben kifejlédott tumor disabb
erezettséggel rendelkezik, mint a galektin-1 knock out egerek tumorja. Az
eredmények azt bizonyitjak, hogy a galektin-1 a hajszalérképzddéshez (angiogenezis)
nélkiilozhetetlen faktor. Brian R. Gastman és munkatérsai az altalunk alkalmazott ko-
kultara rendszerhez hasonld modszerrel kimutattak, hogy fej-nyak rak sejtek a veliik
egyltt inkubalt T sejtek apoptdzisat okoztak (111). Az eredmények szerint a sejthalal
részben Fas medialt Gtvonalon zajlik, részben a masik f6, mitokondridlis membran
depolarizacidjaval jar6 utvonalon. Korabban leirtdk, hogy a fej nyak rak sejtvonalak
legtobbje galektin-1-et expresszal (112), igy valdsziniileg szerepet jatszik a T sejt
apoptozis indukcioban. Ezt ebben a munkaban nem vizsgaltak, a mi adataink azonban
ezt sugalljak.

Eredményeink birtokdban felépitettiink egy modellt, amely a tumor fejlédése soran
a T limfocitdkkal in vivo lezajlo kdlcsonhatds lehetséges koriilményeit reprezentalja.
A 20. abra a tumorsejt és az effektor T sejt kozotti kolecsonhatast mutatja, melynek

eredménye a T sejt apoptozissal torténd elpusztuldsa.

(2

tumorseijt T sejt tumorseijt T sejt T sejt

20. abra A galektin-1 (piros alakzat) termel6 tumorsejt (barnaval jelolve) felszinérdl a fehérje atkertil a
vele fizikai kolcsonhatasba keriild T sejtre (kék magvi, fehér sejt) és annak apoptdzisat (zolddel)

okozza.
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Modelliink szerint a tumor sejtek gal-1-et expresszalnak és szekretdlnak. A
szekretalt gal-1 azonnal visszakotddik a tumor sejtek felszinéhez. A tumor sejtekkel
sejt-sejt kapcsolatba keriilo T-sejtek mintegy ,atveszik™ a gal-1-et a tumor sejtrol, és
megindul az apoptozis.

A 21. abran Osszefoglaltuk azt a sematikus modellt, melyet a rekombinans

galektin-1 altal indukat T sejt apoptdzis molekuldris mechanizmuséhoz allitottunk fel
(113;114).
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21. abra A két apoptoétikus utvonal Gsszehasonlitasa soran megfigyelhetjiik, hogy a tumorsejt eredetii
galektin-1 indukélta T sejt apoptozis 1épései (p56'* és a ZAP70 részvétele, mitokondrialis membran

potencial csokkenése, foszfatidil-szerin expozicid) megegyeznek a rekombindns galektin-1 altal

medialt T sejt halal 1épéseivel.
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Ebbe a sémaba illesztettiik a tumorsejt eredeti galektin-1 okozta T sejt halal
altalunk vizsgalt lépéseit. A ko-kultira kisérletek jol aldtamasztottdk korabbi
eredményeinket a szolubilis gal-1 altal indukalt apoptdzis mechanizmusat illetéen. Az
altalunk alkalmazott ko-kultiras rendszerben vizsgdlhato f6 események, az Ick és
ZAP70 kinazok részvétele, a membran aszimmetria felbomlasa, a mitokondrialis
membran potencial csokkenése és a kaszpaz kaszkad aktivalédasa, megegyeznek a

rekombinans gal-1-gyel indukalt T-sejt apoptdzis 1épéseivel.

Glioblasztoma metszetek immunhisztokémiai vizsgéalata ramutatott, hogy a
galektin-1 nem csak ilyen moddon vehet részt az immunvalasz gatldsaban. A
tumorszdvetben Ujonnan képzddott kapillarisok falaban 1€vé endothel sejtréteg
ugyanis erds galektin-1 pozitivitdst mutat. Ezeken a teriileteken nem talaltunk a
tumorszdvetbe infiltrdlodd T sejteket, szemben a szomszédos, alacsonyabb szint

galektin-1 expressziot mutato régioval, ahol talaltunk T limfocitdkat a szovetben.
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23. abra A paraffinba agyazott szoveti metszeteket galektin-1, illetve CD3 ellenanyaggal és peroxidaz
enzimmel konjugalt masodik ellenanyaggal festettiik. A két kiilonbozé jelolést szomszédos
metszeteken végeztiik. A nagy mennyiségli galektin-1-et expresszald ereken nem jutnak at a T sejtek,
mivel a szovetben nem taldlunk CD3 festédést. Ahol a fehérje kisebb mennyiségben van jelen, ott

megtorténik a T sejtek érbol valo kilépése.

Az eredmény arra utal, hogy a galektin-1 akadalyozza a T sejtek endothel rétegen

val6 atjutasat, érbol vald kilépését, igy gatolva az immunvalasz kialakulasat. Ezek az
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eredményeink Osszhangban vannak a sajat (115) €és az irodalmi adatokkal (116),
melyek kimutattak, hogy a gal-1 gatolja az érett és progenitor hematopoietikus sejtek
migraciojat, érfalon keresztiil torténd atjutasat, ezaltal is kifejtve gyulladdscsokkentd
hatasat.

Az esetek tobbségében elmondhatd, hogy az in vitro tesztrendszerek csak
korlatozottan alkalmasak az in vivo folyamatok modellezésére. A tumorsejtek altal
szekretdlt galektin-1 immunszupressziv szerepének vizsgalatara nem alkalmas a
tisztitott, rekombinans fehérje hasznalata, ugyanis jelenleg nem all rendelkezésre adat
a galektin-1 tumoros kornyezetben el6forduld lokalis koncentraciojarél. Ennek
hianydban nem tudhatjuk, hogy a rekombindns fehérjét milyen koncentracioban
hasznaljuk. A terapids stratégiak meghatarozasa érdekében is hasznos lenne megtudni,
hogy a galektin-1 mekkora mennyiségben van jelen a tumorban vagy a tumor
asszocialt sztromaban. A probléma athidalasara kifejlesztettiik a ko-kultira modszert,
amely modell talan az in vivo allapothoz legkdzelebb allo rendszer. A teszt alkalmas
lehet terapias alkalmazisok hatdsdnak korai fazisban torténd ellendrzésére,

kiilonb6z0, a galektin-1 hatdsat gatolni hivatott vegytiletek kiprobalasara is.
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ELERT UJ EREDMENYEK

A témaban kozolt publikaciok altal leirtakba jol illeszkednek a kisérleteink sordan
kapott adatok. A ko-kultira rendszer alkalmazédsa, ahol kozvetleniil a tumorsejt
eredetll galektin-1 vizsgalhato, feloldja az irodalomban fellelhetd ellentmondasokat a
rekombinans galektin-1 alkalmazaséaval kapcsolatban. Validalja korabbi, rekombinéans
fehérjével végzett kisérleteink eredményeit, az okozott T sejt apoptozis
mechanizmusénak hasonlosdga arra enged kovetkeztetni, hogy az altalunk hasznalt
1,8 uM galektin-1 koncentracio az adekvat, az in vivo koriilmények kozott eldfordulo
mennyiséghez legkozelebb allo érték. A dolgozatban elsdként irtuk le az alabbi

eredményeket:

- a tumorsejtek altal expresszalt galektin-1 T sejt apoptozist okoz ko-kulttira
rendszerben

- a tumorsejt eredetli galektin-1 altal indukalt T sejt apoptdzis molekularis
mechanizmusa hasonl6 a rekombinéans fehérje okozta T sejt halaléhoz

- kisérleti rendszeriinkben (valosziniileg in vivo is) az apoptdzis indukcidban a
membran kotott galektin-1 vesz részt, nem szolibilis formaban hat

- a galektin-1 termelé tumorsejtek sejtfelszinen prezentdlt galektin-1

mennyiségét egy részletesen nem vizsgalt mechanizmus tartja 4llando szinten.
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KOSZONETNYILVANITAS

Szeretnék koszonetet mondani elsésorban Monostori Evanak, a Limfocita Szignal
Transzdukcids Laboratérium vezetdjének €s Rasko Istvan igazgatonak, hogy lehetdveé
tettek az MTA SZBK Genetikai Intézetében a doktori munkam elvégzését.

Monostori Evat kiilon halas koszonet illeti a gondos témavezetésért és a sok
segitségért, amit a felmeriilé problémak megoldasa kapcsan nyujtott.

Ko6szonom a  Limfocita Szignal Transzdukciés Laboratorium lelkes
munkatdrsainak egyiittmiikodését az itt végzett munkdm soran: Fajka-Boja
Robertdnak a szakmai segitségét ¢és a dolgozatom gondos atolvasasat, Blasko
Andreanak azért, hogy rendelkezésemre bocsatotta melanoma sejtekkel kapott
eredményeit, Szebeni Géabor Janosnak, hogy elkészitette a HelLa sejtek
transzfektalasdhoz felhaszndlt plazmidokat, Gercsé Andrasnének a kivald technikai
segitségéért, Végh Ledanak a transzfektalt HelLa sejtekkel végzett Western blotting
kisérletért.

Ko6szonom Katona Rébertnek ¢és Blazso Péternek a galektin-1 géncsendesitéshez
készitett konstrukcidokat, Tubak Vilmosnak az ko-kultira rendszer értékes oOtletét és
Krenacs Laszlonak az immunhisztokémids vizsgélatok elvégzését.

Koszonettel tartozom Kotogany Editnek az aramlasi  citofluoriméter
hasznalatdban, Ferhan Ayaydinnak a konfokalis mikroszképidban ¢és Toth
Sandornénak az abrak elkészitésében nyljtott segitséget.

Ko6szonom Robert Kissnek (Free University of Brussels) a glioblasztoéma
sejtvonalakat és szoveti metszeteket, valamint Robert T. Abraham (Mayo Clinic,
Rochester) ¢és Arthur Weiss (Howard Hughes Medical Institute, San Francisco, USA)
professzornak a rendelkezésiinkre bocsatott sejtvonalakat.

A munkahoz az OTKA 69047 palyazat nygjtott kutatasi tamogatast.
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OSSZEFOGLALAS

A galektin fehérjecsalad a lektinek koz¢ tartozik, melyek legfobb jellemzdje, hogy
sz€nhidratkotd domainjiik révén sejtfelszini glikokonjugatumokhoz koétdédnek. Ez
idaig tizendt kiilonbozd galektin molekuldt azonositottak, melyeket a nagyfokua
szekvencia homolodgia és a P-galaktozidokat felismerd tulajdonsag alapjan soroltak
egy csoportba. Az allatvilagban széles korben elterjedt fehérjék, gerinctelen
(szivacsok, férgek) és gerinces allatokban (halak, kétéltlieck, madarak, emldsok)
egyarant el6fordulnak.

Ezen csalad legkorabban felfedezett és legjobban jellemzett tagja a galektin-1,
amely egy 14kDa molekulatomegli, egy szénhidratk6td domainnel rendelkezd
(prototipus) fehérje. A galektin-1 az ideg- és izomszovetben, vesében, tiidoben,
meéhlepényben, az elsédleges (timusz, csontveld) és masodlagos (1€p, nyirokcsomok)
limfoid szervekben termelddik. A fehérje N és C terminalis szakasza homodimer
kialakitdsat teszi lehetdvé. A sejtfelszini, valamint az extracellularis méatrixban
eléfordulod glikozilalt fehérjékhez kotddve, a molekula befolyasolja a sejtadhéziot,
valamint szignal transzdukcios utakat indit be.

A galektin-1 in vivo is szerepet jatszik T sejtek funkcidjanak szabalyozasaban.
P¢ldaul a regulatoros T sejtek (Treg), amelyek az immunvalasz befejezésében és
gatlasaban vesznek részt, galektin-1-et termelnek, melynek hidnya a Treg sejtek
funkcidjanak sériilését eredményezi.

Az irodalmi adatok €s csoportunk kisérleti eredményei alapjan megfogalmazott
munkahipotézis szerint a tumorsejtek altal termelt és a sejtmembrdnon prezentalt
galektin-1 1is indukalhatja a T sejtek apoptozisat, igy hozzdjarul a tumor
immunprivilégium kialakitasdhoz. A jelenség vizsgalatdhoz egy in vitro tesztrendszert
dolgoztunk ki, amelyben a galektin-1-et expresszald tumorsejteket a modellként
hasznalt Jurkat leukémias T sejtekkel tartottuk egy kultardban. A Jurkat sejtekrol
kordbban kimutattuk, hogy érzékenyek a galektin-1 altal indukalt apoptozisra. A ko-
kultara rendszerben az apoptdzist fluoreszcens festékkel konjugalt AnnexinV
jeloléssel detektaltuk.

A vizsgéalatokhoz kiilonb6z0 galektin-1-et termeld melandma ¢és glioma
sejtvonalakat hasznaltunk, negativ kontrolként HeLa sejteket alkalmaztunk, melyek

nem expresszaljdk ezt a fehérjét. A protein jelenlétét aramlasi citometriaval és
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Western blot technikaval ellendriztilk. Az ko-kultara assay Iényege, hogy a
melandma, glioma illetve a HeLa sejteket egy kulturaban inkubaljuk a T sejtekkel, 16
Oora utdn mikroszképias modszerrel vizsgaltuk a bekdvetkezett apoptozist. A
mennyiségi Osszehasonlitast a T sejtek megszamlalasadval végeztiik, megadtuk az
apoptozist szenvedett T sejtek aranyat az 6sszes T sejthez képest.

Az eredmények azt mutatjak, hogy a galektin-1 fehérjét expresszald tumorsejtek a
velik ko-kultardban tartott T sejtek hozzavetdlegesen 30%-anak apoptozisat
indukaljak, szemben az apoptozist nem okoz6 galektin-1 negativ HeLa sejtekkel. A
periférias vérbdl izoladlt, majd aktivalt T sejtekkel a Jurkat sejtekhez hasonld
eredményt kaptunk. A folyamat részletes vizsgalatdhoz az U87 glioblasztoéma
sejtvonalat valasztottuk, szembedllitva a HeLa sejtekkel kapott eredményekkel.

A galektin-1 meghataroz6 szerepének igazolasara a tumor sejt indukélta T sejt
apoptozisban kiilonbdzé megkozelitéseket valasztottunk.

Els6 lépésként a galektin-1 cDNS-ével transzfektalt HelLa sejtek szelekcidja és
klonozasa soran kiilonb6zd mennyiségli galektin-1 fehérjét prezentaldé Hela
sejtvonalat allitottunk eld. Ezen sejtvonalakkal végzett ko-kultura kisérletek soran
megallapitottuk, hogy a galektin-1 kozponti szerepet jatszik a T sejt apoptozis
indukcioban, hiszen az eltéré mennyiségii galektin-1 expresszié aranyosan kiillonb6zo
mértékli apoptdzist valtott ki. A nagyobb mennyiségli galektin-1 termelés magasabb
aranyu T sejt apoptozissal jart egyiitt, mig a vad tipusu HeLa sejtek a hattér 5-8% T
sejt apoptozis értéket mutattak. Hasonld eredményt kaptunk, mikor a HeLa sejtekhez
rekombinans galektin-1-et adtunk. A tumor sejtek a felsziniikre k6tédott galektin-1
mennyiségétdl figgd T sejt apoptdzist valtottak ki.

Masik oldalrél megkozelitve a kérdést, a nagy mennyiségii galektin-1-et termeld
U87 glioblasztoma sejteket két siRNS konstrukcidt hordozéd vektorral transztektéltuk,
a galektin-1 gén csendesitése érdekében. A galektin-1-et legalacsonyabb szinten
expresszald U887 sejtvonalat valasztottuk ko-kultura kisérletekhez, melyek
egyértelmiien megmutattak, hogy a csokkent galektin-1 termelés szignifikdnsan
alacsonyabb aranyu T sejt apoptozist eredményez, dsszehasonlitva a vad tipusu, vagy
a scrambled RNS-sel transzfektalt U87 sejtek altal indukalt apoptozissal.

A sejtfelszini galektin-1 mennyisége laktoz kezeléssel is csokkenthetd, mivel a
lakt6éz molekula a galektin-1 szénhidratk6td domainjéhez kotodik, igy nagy molaris

feleslegben alkalmazva kompeticidba 1€p a sejtfelszini cukor oldallancokkal, ezaltal
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eltavolitja a galektin-1-et a sejtfelszinrdl. A kisérleteket egy laktdoz analoggal, a
thiodigalaktoziddal (TDG) végeztiikk ¢és megallapitottuk, hogy a TDG-kezelt U87
sejtek kevesebb T sejt apoptozisat okoztdk szemben a kezelésen at nem esett
glioblasztoma sejtekkel. Ezek a kisérletek egyértelmiien bizonyitjak, hogy az
apoptozis indukcidban a galektin-1 proteinnek kulcsfontossagl szerepe van.

Megvizsgaltuk, hogy a galektin-1 altal medidlt T sejt apoptdzis milyen
mechanizmussal torténik €s Osszevethetd-e a csoportunk altal korabban vizsgalt
rekombinans galektin-1 kivaltotta sejthalal egyes Iépéseivel.

Ha a kiilonb6z6 galektin-1 fehérjét expresszalo sejtvonalak kondicionalt médiumat
T sejtekhez adjuk, nem tapasztalunk apoptdzist, szemben a pozitiv kontrolként
alkalmazott rekombinans galektin-1 hatasaval. Ez az eredmény azt mutatja, hogy a
galektin-1 nincs jelen a sejtek feliiluszojaban (amit ELISA kisérletek is
alatdmasztanak —nem kozolt adat-). Transwell kisérletek is ezt tamasztjak ala, mivel
ha a két sejttipust féligatereszté hartyaval fizikailag elvalasztjuk, ami a tenyésztd
folyadék szabad é&ramlédsat lehetové teszi, nem tapasztalunk T sejt apoptozist.
Konfokalis mikroszkopos vizsgalat soran megfigyelhetd, hogy a T sejtek és a glioma
sejtek fizikai kolcsonhatasba 1épnek egymassal, melynek soran az U87 glioma sejtek
altal a sejtfelszinen prezentalt galektin-1 atkeriil a T sejtekre és azok apoptdzisat
okozza. Aramlasi citometrids mérések kimutattak, hogy a T sejtek felszinén a
galektin-1 mennyisége az U87 sejtekkel tortént egyiitt inkubacid hosszaval ardnyosan
nd. A galektin-1 tehat nem szolubilis faktorként fejti ki apoptdzis indukald hatésat,
hanem sejtmembranhoz kotott formaban, kdzvetlen sejt-sejt kdlcsonhatas soran hat.

Munkank soran dsszehasonlitottuk a szolubilis, rekombinans galektin-1 altal és a
tumorsejt eredetli, membran-kotott galektin-1 altal indukalt sejthalal folyamatat.
Eredményeink azt mutatjak, hogy a fobb Iépések hasonloak. A ko-kultura rendszerben
extracellularis oldalara, a mitokondrium membran-potencialjanak csokkenését JC-1
jeldléssel. A p56'™ és ZAP70 kinazok szerepét hianyos sejtekkel végzett kisérletekkel
bizonyitottuk. = Kordbbi  eredményeink  igazoljadk, hogy ezen  kindzok
nélkiilozhetetlenek a galektin-1 kozvetitette programozott sejthaldl szignal
transzdukcioja soran. Az emlitett két kindz hidnyos sejtvonal tehat nem érzékeny a

galektin-1 medialt apoptozisra. Végiil, kimutattuk a kaszpaz kaszkad aktivalodasat is
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a sejt eredetli galektin-1 hatasara, mely szintén O6sszhangban van a rekombinans
galektin-1-gyel kapott eredményekkel.

Munkank soran megvizsgaltuk, hogy a kiilonb6z6 tumorsejtek altal termelt,
szekretalt, majd a sejtfelszini glikozilalt molekuldkhoz kotodott galektin-1 a
rekombinans fehérjéhez hasonldoan aktivalt T sejtek, valamint aktivalt fenotipust
leukémids T sejtek apoptdzisat indukalja. A fehérje ebben a rendszerben membranhoz
kotott formaban hat, kozvetlen, fizikai sejt-sejt kolcsonhatas soran keriil 4t a galektin-
1-et expresszald tumorsejt felszinérél a T sejtre. A protein 4ltal ilyen modon beinditott
programozott sejthalal folyamatdnak egyes Iépései megegyeznek a rekombinéans
fehérje altal indukalt apoptdziséval.

Eredményeink 6sszhangban vannak a szakirodalomban megjelent publikaciokéval.
Linda Baum ¢és munkatarsai kimutattdk, hogy a szilard fazishoz kotott rekombinans
galektin-1 is képes kivaltani T sejtek apoptodzisadt. Hannah Rabinovich csoportja fej-
nyak karcindéma sejteket inkubalt egy kultirdban Jurkat T sejtekkel és a kisérlet soran
T sejt apoptozist tapasztaltak, amit szolubilis Fas ligand valtott ki. Tobb kozlemény
jelent meg arr6l, hogy a galektin-1 részt vesz a tumor immunprivilégium
kialakitdsaban. Eredményeink szerint ezt a tumorszovetbe infiltraloddo T sejtek

apoptozisanak indukciojaval valdsitja meg.
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SUMMARY

Galectins are a family of lectins with one or two carbohydrate recognition domains
(CRD) which recognize glycoconjugates on the cell surface or extracellular matrix
glycoproteins. By time fifteen different galectins have been identified and grouped in
the same family based on high sequence homology and B-galactoside recognizing
feature. Members of galectin are commonly expressed in the animal kingdom
including invertebrates (sponges, worms) and in vertebrates (fishes, amphibias,
reptiles, birds, mammals) as well.

Galectin-1 a 14 kDa protein containing one CRD is the first family member
described and characterized. It is expressed in neuronal and muscle tissue, in kidney,
lung and placenta, in primary (thymus, bone marrow) and secondary (spleen, lymph
nodes) lymphoid organs. N and C termini of the protein compose dimerization motifs
therefore two galectin-1 molecules are able to form a homodimer. Galectin-1 can bind
to glycosilated residues present on the cell surface or the extracellular matrix proteins

influencing cell adhesion processes and initiating signal transduction pathways.

In vivo galectin-1 plays an important role in the regulation of T cell function. For
example Regulatory T cells (Treg) involved in termination and inhibition of the
immune response, express galectin-1. Lack of this protein results in the deficient
function of Tregs.

Based on literature data and results of our earlier experiments, we have formed the
following working hypothesis: galectin-1 produced by tumor cells and presented on
the cell surface can also induce T cell apoptosis contributing to generate tumor
immune privilege. To investigate this phenomenon we have developed an ex vivo
system in which galectin-1 expressing tumor cells are incubated in the same culture
with Jurkat leukemic T cells used as model lymphocytes. Previously we have proved
that Jurkat T cells are sensitive to galectin-1 induced apoptosis when galectin-1 is
added in soluble form. Similarly tumor-cell bound galectin-1 triggers T cell death
when these cells are co-cultured.

In these experiments we used different melanoma and glioma cell lines producing
galectin-1. HeLa human cervix carcinoma cells which did not express galectin-1 were

used as a negative control. Galectin-1 expression was analyzed by Western blot (total
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cellular galectin-1) and flow cytometry (cell surface, secreted galectin-1). US87
glioblastoma cell line was used in the majority of the experiments and T cells where
co-cultured for 16 hours and apoptosis was investigated with fluorescent microscopy
using Fluorescein labeled AnnexinV. The quantitative comparison was performed by
counting T cells and calculating the ratio of apoptotic T cells compared with total T
cell number.

The results showed that tumor cells expressing galectin-1 induced apoptosis in
30% of co-cultured T cells, in contrast to galectin-1 negative HeLa cells. T blasts
generated by activation of peripheral blood T cells were also analyzed in co-culture

experiments and gave similar results to Jurkat cells.

To prove the essential role of galectin-1 in the tumor cell-induced T cell apoptosis
we applied different approaches.

At first, we performed HeLa cell transfection with galectin-1 cDNA. After the
cloning and selection steps we generated HeLa cell lines expressing different amount
of galectin-1. Co-culture experiments were carried out with these galectin-1
transgenic HeLa cells. The ratio of apoptotic T cells showed good correlation with
expressed amount of galectin-1 by HeLa cells since higher degree of galectin-1
expression resulted in higher ratio of T cell apoptosis compared to wild type cells and
those expressing lower amount of galectin-1. We could conclude that galectin-1 plays
central role in the T cell apoptosis induction because the ratio of apoptotic T cells
showed good correlation with expressed amount of galectin-1. The extent of T cell
apoptosis induced by galectin-1 — labeled tumor cells depended on the amount of cell
surface — bound galectin-1.

Another approach was to knock down galectin-1 gene expression in U87 cells.
The U87 cells were stably transfected with two different galectin-1 siRNA expressing
vectors and the resulting clones were selected for expressing the lowest level of
galectin-1. Co-culture assay was carries out with these cell lines and the results
verified that knocking down galectin-1 expression caused significantly lower ratio of
T cell apoptosis compared to that induced by wild type or U87 cells transfected with
scrambled RNA. Not only genetic modification of galectin-1 expression, but chemical
(using the minimal ligand of galectin-1, lactose) removal of galectin-1 from cell

surface resulted in decreased T cell death.
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All of these experiments unambiguously proved that galectin-1 played an essential
role in the tumor cell — induced T cell apoptosis.

Although the mechanism of apoptosis triggered by soluble galectin-1 was
previously studied in details, it remained unanswered whether cell - derived and cell —
bound galectin-1 acted similarly to that of recombinant protein. Hence we compared
these events from various points on view.

Supernatants derived from cultured tumor cells did not contain galectin-1 as
showed with flow cytometry and ELISA. Conditioned medium harvested from
galectin-1 producing tumor cells did not affect T cell viability in contrast to tissues
culture medium supplemented with recombinant galectin-1 indicating that galectin-1
was not secreted by cells into the medium. Consequently, cell-cell interaction was
required for T cell death induction that was supported by transwell experiments:
physical separation of tumor cells from T cells with semi permeable membrane which
allowed circulation of soluble factors, T cell apoptosis was not observed. Necessity of
direct physical interaction between the two cell types was documented by co focal
microscopy as well. During direct contact, galectin-1 presented by U87 on the cell
surface Tran located to T cells and induced their apoptosis. These results showed that
cell surface bound galectin-1 induced T cell apoptosis by direct cell-cell interaction.

Further molecular mechanism of cell death induced by tumor cell — derived
galectin-1 was compared to the process of apoptosis induced by soluble recombinant
galectin-1. Our results showed that the main steps were similar: translocation of
phosphatidyl-serine to the extracellular side of T cell membrane and decrease of
mitochondrial membrane potential occurred in co-culture assay as well. The role of
p56le and ZAP70 kinases was proved using Jurkat cell mutants deficient in these
enzymes. These T cell variants were not sensitive for galectin-1 mediated apoptosis.
We also detected the activation of caspase cascade induced by tumor cell derived
galecti-1 which also harmonized with the results obtained with recombinant

galectin-1.

In this work we have shown that different tumor cells expressing galectin-1 induce
T cell apoptosis in contrast to tumors not producing galectin-1 . Firm evidence is
provided that the major mediator of induction of T cell death is the anti-inflammatory

lectin, galectin-1. Generating galectin-1 transgenic HeLa cells (a tumor not expressing
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galectin-1) or knocking down galectin-1 expression in the tumor cell line, U87,
producing high level of endogenous galectin-1, results in the increase or decrease of
induced T cell apoptosis, respectively. Regarding the mechanism of T cell death
triggered by tumor cell surface — bound galectin-1 we found that this process requires
direct cell-cell interaction, while galectin-1 translocates from tumor cells to T cell. It
has also been established that further molecular steps, e.g. necessity of Lck and
ZAP70 tyrosine kinases, breakdown of membrane asymmetry, decrease of
mitochondrial membrane potential and activation of the caspase cascade, are identical
to that caused by soluble galectin-1.

Our results contribute to the better understanding of the development of tumor
immune privilege, a major factor in the self defense of the tumors. According to our
results galectin-1 accomplishes this effect by inducing apoptosis of T cells infiltrating

mto the tumor tissue.
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