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Bevezetés

A galektin-1 (Gal-1) a galektin fehérjecsalad legkorabban felfedezett, legjobban jellemzett
tagja. Homodimer képzésére képes, szénhidratk6td doménnel rendelkez6 molekula, amely
a fehérjék glikozilalt oldallancait ismeri fel. A Gal-1 fehérjének szamos kiilonb6zo
funkcidjat azonositottdk. A szagldidegek, axonok fejlddésének serkentésében betdltott
szerepét egérkisérletekben mutattdk ki. Az immunvalaszt a Th2 sejtek aktivalodasa felé
tolja el, ami a citokin termelés megvaltozasaval jar egyiitt, igy gyulladascsokkentd hatdsa
is van. In vivo szerepet jatszik az aktivalt T és B sejtek apoptdzisanak indukciojaban,
valamint az aktivalt T sejtek programozott sejthaldlat az immunvélasz lecsengésekor
beinditd regulatoros T sejtek egyik effektor molekulajaként is azonositottak. A tumorsejtek
altal kialakitott immunprivilégium fenntartisdban 1is szerepet jatszik. A Gal-1
szénhidratkotd képességének koszonhetden kotddik az extracellularis matrixot alkoto
fehérjékhez, befolyasolja az adhézidos folyamatokat. E tulajdonsaga révén segiti a
tumorsejtek migracidjat €s az ér endothélen vald atjutdsat, ezzel egyiitt az attétképzést.
Egészséges szervezetben finom szabdlyozd szerepet tolt be, fontossagat pathologids
koriilmények kozott tapasztalhatjuk igazan. Gal-1 hidnyaban, vagy mikodésének zavara
esetén az immunregulald szerepe megsziinik, vagy korlatozott, igy kronikus gyulladas 1ép
fel példaul psoriasis, illetve rheumathoid arthritis esetén. Tulmikodése rakos
megbetegedéskor veszélyes, hiszen ekkor az immunregulald funkci6 felerésodik, igy a
tumor progresszioja gyorsabb lesz. A novekvd daganat belsejében levo sejtek hipoxias
allapotba keriilnek, a sejtpusztulas elkeriilése érdekében 1) erek képzését inditjak el
(angiogenezis). Hipoxia hatdsara aktivalodik a Gal-1 €s az angiogenezist eldsegitd faktorok
termelddését serkenti, hozzajarul az 0j erek képzddéséhez.

Ezekre a tényekre alapozva elmondhatjuk, hogy a galektin-1 a rosszindulati sejtek
kozponti, nagy jelentdségli molekuldja, a kiilonbozd rakterapias kezelések igéretes
célpontja lehet.

A Gal-1 hatasait in vivo nagy valosziniiséggel szildrd fazishoz (sejtmembréanhoz vagy
extracellularis matrixhoz) kototten fejti ki, mivel nagy affinitdssal kotddik szénhidrat

oldallancokhoz, amelyek jelentds mennyiségben fordulnak el6 a sejtek kdrnyezetében.



Célkitizes

A Gal-1 altal aktivalt T sejtekben indukélt apoptozisr6l a szakirodalomban fellelhetd
adatok nagyrészt szolubilis, rekombinans fehérjével végzett munkakbol szarmaznak.
Munkdm célja volt megvizsgalni a sejtmembranhoz kotddott Gal-1 apoptozist kivaltd
keépességét illetve a sejthalal molekularis mechanizmusat.

A kovetkez0 kérdéseket, feladatokat fogalmaztuk meg:

1. egy olyan in vitro modellrendszer kifejlesztése, amelyben megfigyelhet6 a sejt-
sejt kolcsonhatés sordn bekovetkezd apoptozis

2. a tumorsejtek T sejt apoptézist indukdldo képességének vizsgalata
sejttenyészetben

3. annak megallapitdsa, hogy a tumorsejtek altal termelt és a sejtmembranra
kotodott Gal-1 részt vesz-e a T sejt apoptdzis kivaltasdban

4. a tumorsejt eredetii Gal-1 okozta apoptdzis mechanizmusdnak vizsgalata, a
folyamat Osszehasonlitasa a rekombinans, szolubilis Gal-1 altal indukalt

sejthalal egyes Iépéseivel

Modszerek

A tumorsejtek altal termelt Gal-1 sejtfelszini jelenlétét aramlasi citométerrel mutattuk ki a
laboratériumunkban elallitott ellenanyag segitségével. A méréseket CellQuest™
software-rel értékeltiik ki.

A sejt-sejt kolcsonhatast mikroszkoppal vizsgaltuk, az apoptozist fluoreszcens festékkel
konjugalt Annexin V jeldléssel mutattuk ki. A p56'* és ZAP70 kinizok szerepét a
folyamatban enzim hidnyos T sejtek hasznalataval bizonyitottuk. A mitokondrium
depolarizaciot egy mitokondrialis membranpotencial-fiiggd festék kovetésével igazoltuk. A
molekula az egészséges mitokondriumban felhalmozodik, amit piros szin jelez, mig a

csokkent membranpotenciall mitokondriumba nem jut be, igy monomer formdban, a



citoplazméaban z6ld szinnel lathato. Az aktiv kaszpdz 3 molekulat felismerd ellenanyag
hasznalatdval megmutattuk, hogy a T sejtekben az apoptozis soran a kaszpaz 3 aktivalodik.
A Gal-1 termelést az egyes sejtvonalakban Western blot technikaval igazoltuk.

A Gal-1 fehérjét nem termeld HelLa sejteket a Gal-1 cDNS-¢ét tartalmazdé pcDNA3.1
vektorral, a nagy mennyiségti Gal-1-et kifejez6 U87 glioblasztoma sejteket a Gal-1 génjét
csendesitd siRNS-t kodol6 pSUPERIOR-NEO plazmiddal transzfektaltuk. Mindkét
esetben a Ca3(PO4), medialta modszert valasztottuk és a pozitiv klonokat neomycin

rezisztenciat kihasznalva szelektaltuk.

Eredmények

Kifejlesztettiink egy in vitro tesztrendszert, amelynek segitségével vizsgdlni tudtuk a
tumorsejtek ¢és a T sejtek kolcsonhatasat. Az adherens glioma vagy melandma sejteket
iiveg feddlemezre novesztettiik, majd hozzaadtuk az aktivalt T sejteket vagy a modellként
hasznalt Jurkat sejteket ¢és egy kultirdban inkubaltuk dket (ko-kultira). A T sejteket
el6z6leg Hoechst33342 sejtmagfestékkel jeldltiik a pontos elkiilonithetdség érdekében, ami
nem befolydsolja a sejtek életképességét. A T illetve Jurkat sejtek apoptdzisat, annak
molekuldris mechanizmusat ebben a rendszerben vizsgéltuk. Kisérleteink sordan az alabbi

eredményeket kaptuk:

1. az altalunk vizsgalt Gal-1 fehérjét termelé melandma ¢€s glioma sejtek a T sejtek
apoptozisat okozzak ko-kulttira rendszeriinkben, szemben a Gal-1-et nem termeld
HeLa méhnyakrak sejtekkel

2. a Gal-1 fehérjét nem termeld HeLa sejtek nem okoznak T sejt apoptozist, a
sejtfelsziniikon viszont megkotik a hozzdadott rekombinans Gal-1 fehérjét, a
novekvé koncentracidval egyre nagyobb mennyiségben, igy képessé valnak az
apoptozis indukciora, a T sejt halal mértéke aranyos az alkalmazott Gal-1 fehérje
koncentracidjaval

3. a Gal-1 cDNS-sel transzfektalt HelLa sejtek koziil a fehérjét kiilonb6zo

mértékben kifelezo stabil klonokat szelektaltunk, amelyek a transzgenikus Gal-1



10.

11.

12.

fehérje expresszidjanak mértékével aranyos T sejt apoptozist valtanak ki,
szemben az lires plazmiddal transzfektalt, Gal-1-et nem termeld Hela sejtekkel

ha a nagy mennyiségli Gal-1-et kifejezd U87 glioblasztdéma sejtek felszinérol
eltavolitjuk a Gal-1 nagy részét a fehérje szénhidrat-k6t6 motivumahoz
kapcsolodo thiodigalaktoziddal (a Gal-1 minimalis ligandja), csokken a T sejt

apoptozis indukald képesség

. U87 glioblasztoma sejtekben siRNS technikaval csendesitettiik a Gal-1 gént

(ennek sikerességét aramlési citometriaval és Western blottal ellendriztiik), a
csokkent Gal-1 fehérje szint az okozott T sejt halal mértékének csokkenését
eredményezi

mivel a ko-kultira rendszerben a T sejtek programozott haldla csak Gal-1
jelenlétében kovetkezik be, kijelenthetjiik, hogy a tumorsejtek altal kivaltott T
sejt apoptdzis {6 indukald faktora a Gal-1 fehérje

az okozott T sejt haldl mechanizmuséanak leirdsara iranyuld kisérleteink soran
megallapitottuk, hogy a Gal-1-et kifejezd tumorsejtek koncentralt feliiliszojaban

tartott T sejtek nem szenvedtek apoptdzist

. ha a tumorsejteket és a T sejteket félig ateresztd hartyaval fizikailag elvalasztjuk,

igy meggatoljuk a kozvetlen sejt-sejt kapcsolatot, mig a feliiluszoban eléforduld
szolubilis molekulak szabad aramléasat biztositjuk, elmarad a T sejt apoptozis
indukcio

a ko-kultira kisérletek soran a sejtek kozott tapasztalt kdlcsonhatast konfokalis
mikroszkoppal vizsgdlva megallapitottuk, hogy a Gal-1 fehérje atkeriil a
tumorsejtrol a T sejtekre

ezen eredmények megmutatjak, hogy a T sejt haldl kivaltasdhoz a tumorsejttel
kialakulo kozvetlen sejt-sejt kolcsonhatasra van sziikség, melynek soran a Gal-1
a tumorsejtrél a T sejtre atkertil

a p56le ¢s ZAP70 kindzokban hianyos T sejtek nem szenvednek apoptdzist a ko-
kultira rendszerben Gal-1 fehérjét termeld tumorsejtekkel egyiitt tartva, tehat
ezek az enzimek részt vesznek a folyamatban

az apoptozis egyik legjellemzObb markere a foszfatidil-szerin transzlokacioja a
sejtmembran extracellularis felszinére, ezt fluoreszcens festékkel jelzett Annexin

V molekulaval mutattuk ki



13.a Gal-1-et expresszaldo tumorsejtekkel ko-kulttirdban tartott T sejtekben a
mitokondridlis membran-potencial csokkenését mutattuk ki egy specialis
festékkel, amely szinvaltozassal jelzi a mitokondrialis membran depolarizacidt

14. az apoptotikus T sejtekben a kaszpédz 3 aktivaciojat figyeltiik meg, amit olyan
ellenanyag hasznalataval tettiink lathatova, amely csak az aktivalt kaszpaz 3
molekulat ismeri fel

15. a tumorsejt eredetli Gal-1 4ltal a ko-kultura rendszeriinkben okozott T sejt
apoptdzis molekularis mechanizmusa tehat megegyezik, a rekombinans Gal-1

indukalta T sejt halal fobb lépéseivel, amit csoportunk kordbban publikalt

Eredményeink tiikrében elmondhatjuk, hogy a Gal-1 fehérjét termeld tumorsejtek a T
sejtek apoptozisat indukaljak, szemben a Gal-1-et nem termeld tumorsejtekkel. Az
apoptozis kozvetlen sejt-sejt kdlcsonhatéds soran valosul meg, a Gal-1 atkertil a tumorsejtrél
a T sejtre. A tumorsejtek altal termelt Gal-1 tehat a T sejtek apoptozisat okozza, melynek
fobb 1épései megegyeznek a csoportunk altal korabban publikalt, rekombinans Gal-1

okozta T sejt halal molekuldris mechanizmusaval.
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