PhD TEZISEK

A ZAP-70 kinaz tirozinjainak szerepe a T-sejtek aktivaciojaban
¢és a nem-genomikus gliikokortikoid hormon hatasok
kialakitasaban

Dr. Szabo Mariann

PTE KK
Immunologiai és Biotechnologiai Intézet

Témavezetok: Dr. Boldizsar Ferenc, Prof. Dr. Berki Timea

Programvezeto: Prof. Dr. Németh Péter

Pécs

2012.



Tartalomjegyzek

1. ROVIAItESEK JEGYZEKE .........oocvviiiiiiiiiiic e 5
20BRVEZELES ... 9
2.1 A T-IIMFOCItAK JEIIEMZESE. ......vviiiiiieiiiie st 9
2.1.1 A T-SEJEEK CI€SC.ccuvviiiiiieiiii ittt 9
2.1.2 Az érett T-sejtek differenciaciofa......ccuouereieieiiiiisiesieieee s 11
2.1.3 A T-sejt aktivacio jelatviteli folyamatai..........coccooiveiiiiiiiniiiiics e 13
2. 1.4 A ZAP-T0 KINAZ ..o 15
2. 1.5 AZ SLP-T6 ...t 16
2.0.0 A LA e 17
207 A CDL e 18
2.1.8 Az intracellularis CaZ =Jel ..........covivveirvirereeieeeereeses e 19
2.2 A gliikokortikoid hormonok (GC) ......couiiiiiiiiiiieiiciieie e 21
2.2.1 A gliikkokortikoid hormonok szintézise és élettani hatasaik............cccccoeevviiennnne 21
2.2.2 A gliikokortikoid hormonok receptorai (GR) .........cccoviiiiiiiiiiiiiiici, 23
2.2.3 A gliikkokortikoidok hatdsmechanizmusai............ccocoereriininiiscieecee, 25
2.2.3.1 Genomikus glitkokortikoid hatasok ...........ccccvviiiiiiiiiii 25
2.2.3.2 Nem-genomikus gliitkokortikoid hatdsok ...........ccccvviiiiiiiiiiiiii, 25

2.2.4 A ZAP-70 kinaz szerepe a nem-genomikus gliikokortikoid hatasok
KialaKitASADAN ....ccvviiiiiiiic s 29
3 COIKIUZESEK .........oveiiiiiiec et 31
4. Anyagok €és MOASZErek ..............cocoiiiiiiiiii i 33
4.1 Vegyszerek € pufferek.........ccooviiiiiiiiii 33
4.2 A huméan ZAP-70 klonozasa €s c€lzott mutagenezise ...........covvvvveereerireenersieennennnes 33

4.3 A ZAP-70 konstrukciok lentiviralis transzfekcidja ZAP-70 deficiens P116
SEJEEKIIE <. 34

4.4 SEJIVONAIAK. ... .coiiiiieiie ittt nae s 35



R N ] (L (= (=] TR 36

4.6 Intracellularis jelolés és aramlasi citometria a ZAP-70 expresszid mérésére............ 36
4.7 Immunprecipitdcio, Western BlOt.........cccvviiiiiiiiiiiiii it 37
4.8 A SEILEK KEZEIESE ... vvii i ittt 37
4.9 Az intracellularis kalcium szint mérése aramlasi citometriaval ............cocovcvrvinnnenn. 38
4.10 Foszforilacio valtozasok mérése Foszfo-Flow technikéaval ............c.cccooiiiiienn 39
411 SEALISZEKA ......veveeeeieteeeesie et 39
S.Eredme@nyek ..........cooooiiiiiiiiiiiie e 40
5.1 Tirozin (Y)-fenilalanin (F) pontmutans sejtvonalak ZAP-70 expresszidjanak
VIZSZALALA. ... 40
5.2 A T-sejt aktivacio vizsgalata a Y-F ZAP-70 pontmutans sejtekben...........c.ccccceenee. 42

5.2.1 Az anti-CD3 indukalta intracellularis Ca?*-jel valtozasa ZAP-70 pontmutans
o] 151 1< USSR 42

5.2.2 A ZAP-70 kinaz Y aminosav maradékainak pontmutacioi megvaltoztatjak az

crer

5.2.3 Az SLP-76 és a LAT foszforilacidjat a ZAP-70 specifikus Y aminosav
maradékal SZabalyOzZzZaK ..o 45

5.3 A nem-genomikus gliikkokortikoid hatasok vizsgéalata a Y-F pontmutans ZAP-70-et
expresszalo sejtvonalakban ... 48

5.3.1 A ZAP-70 kinaz tirozinjainak pontmutacioja megvaltoztatja a DX indukalta
fOSZEOTI1ACIO MINEAZALOL. ......eeiiiiieiecce s 48

5.3.2 A ZAP-70 kinaz Y315 és Y492 maradékai vesznek részt a nem-genomikus

glitkokortikoid hatasok kialakitdsdban ............ccccceiiiiiiiiiiiiiii 49
5.3.3 Rovid idejl, nagy dozistt DX kezelés hatasai a TcR/CD3 jelatviteli utakra....... 51

5.3.4 A ZAP-70 Y-F pontmutacidja a 315 és 492 pozicioban meggatolja a rovid idej,

nagy dozist DX kezelés indukélta SLP-76 és Cbl foszforilaciot ..........cocevviiiinennnne, 53
6. Az 4j eredmények 0sszefoglalasa ...................ccooviiiiiiiii 55



7. Osszefoglalas, MeGDESZEIES................c.cccovovveiveeeeiieeeee ettt 56

7.1 A ZAP-70 kinaz tirozinjainak funkcionalis jellemzése a TcR/CD3 jelatviteli ut
SZADALYOZASADAN ... 56

7.2 A nem-genomikus gliikokortikoid hatas molekularis célpontjai Jurkat sejtekben .... 60

7.3 A nem-genomikus gliikkokortikoid hatdsok T sejt aktivaciora gyakorolt hatésai:

cross-talk a TCR/CD3- és a gliikokortikoid receptor jelpalyak kozott........................ 61
8. HAVALKOZASOK. .....cc.voiiiiiiieiie ettt 64
9. Abrak, tAbIAZAtOK JEGYZEKE .............c..cveveceeeeeeeeeeeeeseseieseeeiesee e 75
10, PUDHKACIOK........ooviiiiiiiiiii ittt 78
10.1 A tézis alapjat képezo kOzIemeények ...........ccovviiiiiiiiiiiesic e 78
10.2 Egyeéb KOZICMENYEK.........eiiiiiiiiiiiiiieiii e 78
10.3 Id€zhetd abSZITaKtoK .......c.ceeiieiiiiiiieiie et 89
10.4 E1OAAASOK ...t 80
10.5 POSZIEIEK ...t 81
11. KOSzonetnyilVANILAS ...........cccoiiiiiiiii 85
12. Melléklet (a PhD tézis alapjat képezo kozlemények) ................cccooeviiiiiiininnne, 86



1. Roviditések jegyzéke

AA: aminosav

ACTH: adenokortikotrop hormon

ADAP: adhesion and degranulation-promoting adapter protein
AIRE: autoimmune regulatory element, autoimmun regulator transzkripcios faktor
AP-1: activator protein-1

ATPaz: adenozin-5'-trifoszfataz

Bcl-2: B-cell lymphoma 2

BSA: bovine serum albumine, marha szérum albumin

C: cisztein

CBG: corticosteroid binding globulin, kortikoszteroid k&t6 globulin
Chl: casitas B-lineage lymphoma

CCR: kemokin receptor (CC csalad)

CCL: kemokin ligand (CC csalad)

CD: cluster of differentiation, differencialodasi antigének
cGR: citoplazmatikus gliikokortikoid receptor

cDNS: komplementer DNS

CLL: kronikus limfoid leukémia

Clnk: cytokine-dependent hematopoietic cell linker

cPPT: central polypurine tract

CRAC-csatorna: Ca*-release-activated Ca**-csatorna

CRH: kortikotrop releasing hormon

Crkll: sarcoma virus CT10 oncogene homolog 11

CXCL12: kemokin ligand (CXC csalad 12)

D: diverzitas gének

DAG: diacil-glicerol

DBD: DNA-binding domain, DNS-k6t6 domén

DC: dendritikus sejt

DMSO: dimetil-szulfoxid



DN: double negative, kettds negativ

DP: double positive, kettds pozitiv

DX: dexamethasone, dexametazon

EF1: elongacios faktor-1

ER: endoplazmatikus retikulum

Erk: extracellularis szignal altal regulalt kinaz

F: fenilalanin

FCS: fetal calf serum, fotalis borju savo

FITC: fluoreszcein izotiocianat

Fluo-3AM: Fluo-3-acetoximetil-észter

FSC: forward scatter

GADS: GRB2-related adaptor downstream of Shc

GC: gliikokortikoid hormon

GR: gliikokortikoid receptor

GRB2: growth factor receptor-bound protein 2

GRE: glucocorticoid responsive element, gliikkokortikoid valasz elem
HPK1: hematopoietic progenitor kinase 1

HRPO: horseradish peroxidase, tormaperoxidaz

HSP: heat-shock protein, hésokk fehérje

Ig: immunglobulin

IxB: inhibitor of kappa B

IL: interleukin

INOS: inducible nitric oxide synthase, indukalt nitrogén monoxid szintaz
IP: immunprecipitacio

IP3: inozitol-1,4,5-triszfoszfat

ITAM: immunoreceptor tyrosine—based activation motif
ITIM: immunoreceptor tyrosine—based inhibitory motif
Itk: IL-2 inducible T cell kinase, IL-2-indukalt T-sejt kinaz
J: joining gének

LAT: linker of activated T cells


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21915030

LBD: ligand binding domain, ligand k6t6 domén

Lck: lymphocyte-specific protein tyrosine kinase

LZ: leucin-zipper

M®: makrofag

MAIT: mucosal-associated invariant T cell, muko6za asszocialt invarians T-sejt
MAPK: mitogén aktivalt protein kindz

MFI: mean fluorescence intensity

mGR: membran gliikokortikoid receptor

MHC: major histocompatibility complex, f6 hisztokompatibilitasi komplex
MOI: multiplicity of infection or virus/cell ratio

MR1: MHC-related molecule 1

mGR: membrane glucocorticoid receptor, membran glitkokortikoid receptor
Nck: non-catalytic region of tyrosine kinase adaptor protein 1

NFAT: nuclear factor of activated T cells

NFDM: non-fatty dry milk, telité tejpor

NF«B: nuclear factor kB

NK: natural killer cell, NK-sejt

NKT: natural killer T cell, NKT-sejt

NTD: N-terminalis domén

PAK1: P21/Cdc42/Racl-activated kinase 1

PBS: phosphate buffered saline, foszfat-pufferolt s6oldat

PE: phycoerythrine

PFA: paraformaldehid

PIP: phosphatidylinositol-4, 5-bisphosphate

PKC6: proteine kinaz C theta

PLCy: foszfolipaz C gamma

PRO: proline-rich region, prolinban gazdag régio

PVDF: polivinilidin-fluorid

PY': foszfo-tirozin

Ras: rat sarcoma



RF: RING-finger domain, RING-ujj domén

RPMI: Roswell Park Memorial Institute sejttenyészté médium
RT: szobahOmérséklet

SCID: severe combined immunodeficiency, stlyos kombinalt immundeficiencia
SH2: Src homology 2

SH3: Src homology 3

Shc: Src homology 2 domain containing transforming protein
SLE: systemic lupus erythematosus, szisztémas lupusz eritematozusz
SLP-76: SH2 domain containing leukocyte protein of 76kDa
SP: single positive, egyszeresen pozitiv

Sr: szarkdbma

SSC: side scatter

STAT: Signal Transducer and Activator of Transcription
STIM1: Stromal interaction molecule 1

Syk: spleen tyrosine kinase

TcR: T cell receptor, T-sejt receptor

Tc: citotoxikus T-sejt

Tth: follikularis, helper T-sejt

Th: helper T-sejt

TK: tirozin kinaz

TKB: tyrosine kinase binding domain, tirozin-kinaz-koté domén
TNF: tumor nekrézis faktor

Tr/ Treg: regulatoros T-sejt

V: variabilis gének

W: triptofan

WASP: Wiskott-Aldrich syndrome protein

WB: Western blot

WT: wild type

Y: tirozin

ZAP-70: zeta-chain-associated protein kinase of 70kDa



2. Bevezetés

2.1 A T-limfocitak jellemzése

A T-limfocitdk az adaptiv immunrendszer secjtes elemei, egészséges emberben
periférias vérében a limfocitak koriilbeliil 75-80%-at teszik ki. Alapvetd szerepet toltenek
be a szervezet szamdra idegen antigének (pl. baktériumok, virusok, tumor sejtek)
felismerésében, ezen antigének ellen iranyuld védekezd mechanizmusok kialakitasaban,
valamint az immunvalasz szabalyozasaban. Részt vesznek tovabba a sajat struktarak

védelmét szolgalo tolerancia mechanizmusok kialakitasaban is [1].

2.1.1 A T-sejtek érése

A T-limfocitak fejlédése a csontvel6ben kezdddik. A haemopoetikus Gssejtekbdl
limfoid iranyu elkotelezodést kovetden differencialodnak a T-sejt eléalakok [2]. A T-sejt
iranya elkotelez6désben a Notchl jelatviteli utvonal jatszik fontos szerepet [3]. Az
elkotelezodott T-sejt eldalakok a csontvelébdl a timuszba vandorolnak. A folyamatot a
timusz altal termelt CCL21, CCL25, CXCL12 kemokinek, valamint a T-sejt el6alakokon
altal termelt IL-7 is szerepet jatszik [5]. A timuszba érkezd eldalakok még nem
expresszalnak T-sejt receptort (TcR), illetve a CD4 és CD8 ko-receptorok sem talalhatok a
felsziniikkon [6] [I. abra]. Ezért ezeket a sejteket kett6s negativ (DN) timocitaknak
nevezziik. A DN staddiumot kovetden a timocitak kettds pozitiv (DP) stadiumba keriilnek.
A DP-sejtek mar expresszalnak érett TCR-t, valamint CD4 és CD8 molekulat is. A TcR-0k
a és B vagy v és O lancokbdl épiilnek fel. A B és & lancok esetében variabilitas (V),
diverzitas (D) valamint joining (J); az a ¢és y lancok esetében V és J génszakaszok
rekombinacidja révén alakul ki a receptorok variabilis doménje. Az egyes génszakaszok
szama, valamint ezek rekombinacios lehetéségei révén jon létre az a TcR repertoar, ami
tobb milliard antigén felismerését teszi lehetévé [7]. A DP-timocitak ezt koveten a pozitiv
¢és a negativ szelekcids 1épéseken mennek keresztiil.

A pozitiv szelekcid soran a timocitdk a timusz kortikalis epitélsejtjeivel keriilnek
kapcsolatba. Ezen epitélsejtek kiilonleges proteoszomakkal rendelkeznek és képesek a

sejtfelsziniikon MHC-hez kotott peptideket bemutatni a DP-timocitak szamara [8]. Azok a



T-sejt elbalakok, amelyek nem képesek az MHC-peptid komplexhez kotédni és az igy
bemutatott peptidet felismerni, nem kapnak talélési szignalt (death by neglect) és apopt6zis
révén elpusztulnak [6]. A pozitivan szelektalodott, sajat MHC-t felismerd, életben maradt
sejtek ezt kovetden a negativ szelekcion mennek keresztiil. A folyamat sordn a timocitak
medullaris epitélsejtekkel és dendritikus sejtekkel keriilnek kapcsolatba. Ezen sejtek sajat
szoveti antigéneket mutatnak be a timocitdk szdmara. Az antigének bemutatasat az AIRE
transzkripcios faktor szabalyozza [9]. A negativ szelekcio soran azon timocitak pusztulnak
el, amelyek tul erésen kotédnek a sajat szoveti antigénekhez. gy a timuszbol azon T-sejtek
keriilnek ki a periféridra, amelyek az idegen antigéneket felismerik, a szervezet sajat
antigénjeit viszont toleraljak. A szelekcidos folyamatok soran a DP-timocitak SP-sejtekké
fejlodnek. Egészséges egyénekben a periféridn vagy csak CDS8 molekulat expresszald
citotoxikus (Tc), vagy csak CD4-et expresszald helper (Th) T-sejteket talalunk [6].
Osszefoglalva: a pozitiv szelekcio felelés az MHC-restrikcio kialakitdsaért, a negativ
szelekci6 pedig a centralis tolerancia egyik f6 mechanizmusa.

A timuszban fejlédnek és differencidlodnak a CD4+ T-sejtek 5-10%-at alkotd
természetes regulatoros T-sejtek (nTreg), amik az autoreaktiv folyamatok gatlasaban

jatszanak fontos szerepet [10].

CD4+CD8+
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epitélsejt
CD4+CD8+ *
@ CD4+CD8+ Fibroblaszt

DP
TCR/MHC I
> s{

Kéregallomany

. DP
7 | TCRIMHC |
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epitélsej

CD4+ SP CD8+ SP

Makrofag

Hemopoetikus
prekurzor

1. dbra: A T-sejtek fejlédése a timuszban. Részletesen lisd a szovegben. Atvéve:
Bommhardt U, Beyer M, Hiinig T, Reichardt HM. Molecular and cellular mechanisms of T
cell development. Cell Mol Life Sci. 2004 Feb;61(3):263-80.[11].
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2.1.2 Az érett T-sejtek differencialéodasa

Az érett, naiv (idegen antigénnel még nem talalkozott) T-sejtek a periférias
nyirokszervek T-sejt zonaiba jutnak, ahol a szamukra bemutatott antigéneket MHC-hez
kotve (MHC-restrikcio) ismerik fel (részletesen lasd 2.1.3 fejezetben). A sejtek ezt
kovetden aktivalodnak és effektor sejtekké differencialodnak. A CD8+ Tc-sejtek
citotoxikus hatasaik révén vesznek részt az antigének elpusztitasaban. Az effektor Th-
sejteket citokin termelésiik alapjan tovabb csoportosithatjuk. Korabban két f6 alpopulaciot:
a Thl és Th2 csoportot kiilonitettek el, az elébbiek féleg a cellularis-, az utobbiak pedig a
humoralis immunvalaszt szabalyozzak [12]. Az utdbbi idében az elébbi két csoport mellett
elkiilonitik még a Thl7, Th3/Trl (indukalt regulatoros T-sejt), Th6, Th9, Th22 és Tth
sejteket is [13] [2. dbral].

Antigén hatasara az effektor T-sejtek mellett memoria T-sejtek is kialakulnak [11].

IL-4, IL-13

GATA3
STAT6

IL-9, IL-10
GATA3

TNF-ct, IL-10

(BNC-2,
FOX04)

Th22

Th17

2. dabra: A Th-sejtek tipusai, a kialakulisukban szerepet jatszo faktorok és a sejtek dltal
termelt citokinek emldsokben. Atvéve: Laing KJ, Hansen JD. Fish T cells: Recent
advances through genomics. Dev Comp Immunol. 2011 Dec;35(12):1282-95. [13].
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A yd T-sejtek érésiik folyaman nem mennek at a pozitiv és negativ szelekcion és a
periférian (pl. mukozaban) kiilonb6zé mikrobialis antigéneket (elsdsorban lipideket ill.
hésokk fehérjéket) ismernek fel nem-klasszikus MHC molekuldkhoz kotve [14]. Ujabb
kutatasok szerint 1éteznek tovabbi lipid antigéneket felismeré T-sejt alcsoportok is. A
natural killer T (NKT)-sejteknek a CD1d, mig a mukodza asszocialt invarians T (MAIT)-
sejteknek feltehetéen az MR1 molekulak felszinén torténik az antigén bemutatasa [15,16].

Ezen folyamatok részleteirdl egyelére még kevés adat all rendelkezésre.

2.1.3 A T-sejt aktivacio jelatviteli folyamatai

A megfelel6 antigénnel torténd talalkozast kovetéen a T-sejtekben szamos jelatviteli
folyamat megy végbe, ami a T-sejtek aktivacidjahoz és masodlagos differencialédasahoz
vezet. A TcR csak MHC molekulak altal bemutatott peptideket - az antigén proteolitikusan
hasitott darabjait - képes felismerni. A folyamat szigortian szabalyozott: az intracellularis
peptideket a sejtmaggal rendelkez6 sejtek és a trombocitak mutatjak be MHCI-en keresztiil
a CD8+ Tc-sejteknek, mig az extracellularis antigéneket a professzionalis antigén
prezentalo sejtek - B-sejtek, makrofagok, dendritikus sejtek - MHCII segitségével mutatjak
be a CD4+ Th-sejteknek. Ezt a jelenséget MHC restrikcionak nevezziik [17,18]. A TcR
MHC-peptid komplexhez valdo kotdédése még nem elegendé a T-sejt aktivacio
elinditdsdhoz. Sziikséges még, hogy a CD4/8 az MHC molekulak konstans részéhez
kapcsolodjon, valamint, hogy a CD28 és CD80/86, a CD40-CD40L és tovabbi adhézios
molekulaparok kozott ko-stimulacid jojjon 1étre [19-22] [3. dbra]. A TcR lancainak
intracellularis doménjei Onmagukban nem képesek arra, hogy aktivacios jelet
kozvetitsenek a sejt belsejébe, a sejten beliili jel elinditasaban a TcR-hoz asszocialodé CD3
komplex jatszik nélkiilozhetetlen szerepet. A CD3 komplex v, 8 és € lancokbol all, amikhez
egy {C homodimer vagy (n heterodimer kapcsolodik [23]. A CD3 molekula komplex
lancaiban ITAM (Immunoreceptor Tyrosine-based Activation Motif) szekvencidk (YxxLx
(6-8)YxxL) talalhatok, melyek tirozinjai a T-sejt aktivacid kezdeti 1épései soran

foszforilalodnak €s fontos szerepet tdltenek be a jeltovabbitasban [24].
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Huppa JB, Davis MM. T-

cell-antigen recognition

CD44
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CD4/CD8
CD28
CcD2
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CD3

and the immunological

TCR

LCK
ZAP70
<—ZPI3K

synapse Nat. Rev. Immunol.
2003 Dec;3(12): 973-983.
[21].

T-sejt

A T-sejt aktivacio kezdeti 1épései foszforilaciés események sorozatabol allnak.
Els6ként, a valamennyi leukocitan expresszalodd6 CD45 molekula - egy foszfotirozin-
foszfataz - defoszforilalja az Lck 505-6s pozicidban talalhato gatlo tirozinjat [25] [4. dbra].
Az Lck az Src nem-receptor tirozin kinaz csalad tagja, ami a CD4/8 molekulakkal is
asszocialodik. Az Src molekulacsalad masik tagja, a Fyn, szintén szerepet jatszik a korai T-
sejt aktivacios folyamatokban. Az Lck gatld foszfat csoportjanak lehasitasat kovetden, a
TcR komplex aktivacidjanak hatasara a 394-es tirozinon foszforilalodik és ezaltal
aktivalodik [25]. Az aktivalt Lck ezt kdvetéen a CD3 komplex ITAM-jainak tirozinjait
foszforilalja [26]. A foszforilalt CD3( lanc dokkol6 helyiil szolgal a Syk csaladba tartozo
ZAP-70 kinaz szamara [27]. A ZAP-70 kinazt az Lck foszforilalja, a foszforilalt ZAP-70
pedig a T-sejt aktivacio egyik kozponti molekulaja. A kinaz két f6 célmolekulaja a LAT és
az SLP-76 adapter fehérjék [28-30]. A ZAP-70 kapcsolodik (asszocial) a negativ regulator
Chbl-lel is, ami a kinaz foszforilacidjat szabalyozza [31]. Mivel a ZAP-70, az SLP-76, a
LAT és a Cbl molekuldkat kisérleteink soran részletesen vizsgaltuk, ezért ezen molekulak

szerkezetét és funkcidjat a kovetkez6 fejezetekben részletesen ismertetem.

Az adapter molekuldk foszforildcidja egy multimolekuléris komplex kialakulasahoz
vezet, melyben a GRB2, Itk, GADS, Nck és Vav molekuldk vesznek részt és egyiittesen
aktivaljak a PLCyl-et [32,33]. A PLCyl a PIP,-t hasitja, a hasitas soran két masodlagos
hirvivé molekula, az IP; és a DAG képzddik [34]. A DAG két 6 jelatviteli ut, a Ras és a
PKC6 tutvonalak aktivacigjahoz vezet [35]. A Ras a MAP-kinaz kaszkad kozvetitette
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jelatviteli folyamatokat inditja el, ami végiil az AP-1 transzkripcids faktor aktivaciojahoz
vezet [36]. A PKCO az NFkB utvonalat aktivalja, ami szintén transzkripcids folyamatokat
szabalyoz [37].

Az IP; az endoplazmatikus retikulumban (ER) raktarozédo (intracellularis Ca?
raktar) Ca?* felszabadulasat indukalja, amit a plazma membran Ca®'-csatornainak
megnyilasa kovet (kapacitativ influx) [38]. A megnovekedett intracellularis Ca®* szint a

kalcineurint, a kalmodulint, végiil az NFAT transzkripcios faktort aktivalja [39].

A T-sejt aktivacio jelatviteli utjai végiil szamos transzkripcios faktort pl. AP-1,
NFAT, NF«kB aktivalnak, ami komplex génexpresszios valtozasokhoz vezet a T-sejtekben
[40]. Az immunvalasz beinditasaban kiemelkedé fontossagh két géntermék: az IL-2
citokin, valamint az IL-2 receptor o lanca. Az IL-2 az aktivalt T-sejteken megjelend a, 3 és
v lancokbdl felépiild nagy affinitdst receptordhoz kotddik, autokrin mechanizmusok révén
szabalyozza a T-sejt aktivaciot, illetve indukalja a kornyezé T-sejtek novekedését is
[41,42].

CRAC- LFA1 TCR CD4 CD45 CcD28
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4. dabra: A T-sejt aktivdcio jelatviteli utvonalai. Részleteket lisd a szévegben.
Atvéve: http:/iwww.cellsignal.com/pathways/lymphocyte.jsp- Cell Signaling
Technology. Pirossal bekarikizva azok a molekulik illetve a Ca®*, amikkel
kisérleteink soran részletesen foglalkoztunk.
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214 A ZAP-70 kinaz

A ZAP-70 kindaz a Syk nem-receptor tirozin kindz csalad tagja, T-sejtekben, NK-
sejtekben és bazofil granulocitakban expresszalodik [27,43]. A molekula két N-terminalis
SH2 doménbdl és egy C-terminalis kindz doménbdl épiil fel, melyeket az interdomén A és
B valasztanak el egymastol [5. dbra] [44]. A kinazt az Lck foszforilalja, de a molekulaban
autofoszforilacio is végbemegy. A ZAP-70 31 tirozin (Y) maradéka Kkoziil
tomegspektrometrias mérések eredményei alapjan 11-nek tulajdonitanak szerepet a T-Sejt
aktivacioban. Ezek kozott talalhatok olyanok, melyek ismert aktivacios, vagy gatlo helyek,
illetve olyanok is, amelyek funkcidja még ismeretlen [45]. Keveset tudunk az SH2
doménben és az interdomén A-ban talalhaté Y069, Y126, Y178 és Y238-rdl, bar a Y126
feltehet6en szerepet jatszik a kinaz autofoszforilaciojaban [45]. Az interdomén B-ben 3
tirozin talalhatd a 292, 315 és 319-es pozicioban. A Y292 gatld szerepet tolt be a T-sejt
aktivacioban és dokkolo helyként szolgal a Cbl szamara [46-48]. A Y315-h6z a Vav és a
Crkll kotodik, ez a tirozin maradék pozitiv és negativ szabalyozo szerepet is betdlt a T-sejt
aktivacioban [49,50]. A Y319 egy pozitiv szabalyozo tirozin és fontos szerepet jatszik a
PLC-vy1 és a Ras kozvetitette jelatviteli utakban, valamint asszocialodik az Lck-val [51,52].
Az interdomén B-ben taldlhato tirozinok a timuszban zajlo pozitiv és negativ szelekciot is
befolyasoljak [53-55]. A kinaz doménben 3 tirozin maradéknak tulajdonitanak szerepet a
T-sejt aktivacioban. A Y474-hez az Shc kotédik [56]. A Y492 gatlo, mig a Y493
aktivacios szerepet tolt be a T-sejt jelatviteli folyamatokban [57,58]. A Y597 és a Y598
negativ szabalyozo helyek [59].

SH2 IntA SH2 IntB Kinaz

069 126 178 238 292315 319 474 492/493 597/598

5. dbra: A ZAP-70 kinaz szerkezete és a T-sejt aktivdacioban részt vevd tirozin maradékai.
Pirossal a gatlo, zélddel az aktivicios, kékkel a még ismeretlen funkcioju tirozinokat
Jjeloltiik. In: Szabo M, Czompoly T, Kvell K, Talaber G, Bartis D, Nemeth P, Berki T,
Boldizsar F. Fine-tuning of proximal T cell receptor (TcR) signaling by ZAP-70 tyrosine-
residues in Jurkat cells. Int. Immunol. 2012 Feb;24(2):79-87. [60].
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A ZAP-70 kinaz fontos szerepét bizonyitja az, hogy a molekula hianyaban,
emberben sulyos kombinalt immundeficiencia, SCID alakul ki. A betegek Tc-sejtjei
csaknem teljesen hidnyoznak, mig a Th-sejtek szama normalis, vagy emelkedett, de a
jelatvitel benniik is zavart szenved. A ZAP-70 deficiens P116 sejtekben aktivacio hatasara
nem alakul ki az intracellularis Ca**-jel és szamos foszforilacids folyamat gatlodik. A

ZAP-70 KO egerekben a T-sejt érés és a T-sejt aktivacio is zavart szenved [44,61-63].

A ZAP-70-et kddold gén missense mutacioja figyelheté meg az SKG egérben. A
mutacié egy W163C csere a C-terminalis SH2 doménben. Ezekben az egerekben spontan
alakul ki autoimmun artritisz. A mutacié kovetkeztében a ZAP-70 kinaz nem tud a TcR(
lancahoz kétddni, csokken az intracellularis Ca*-jel, a LAT és a PLCy foszforilacioja. Ez
az egérmodell felhivja a figyelmet arra, hogy a ZAP-70 kinaz mutéacidja autoimmun

betegségek kialakulasaban is szerepet jatszhat [44,64].

A ZAP-70 megjelenik B-sejtes leukémidban is (normal B-sejtek a Syk molekulat
expresszaljak). A B-CLL-t a CD19+, CD5+, CD23+ B-sejtek klonalis felszaporodasa
jellemzi. A betegség lefolyasa heterogén, ezért szamos kisérletsorozatot végeznek olyan
faktorok felkutatasara, amik a betegség lefolyasat elére jelezhetik. A CD38 expresszio és

crer

pozitivitasa is a betegség rossz prognozisara utalhat [44,65].

2.15 AzSLP-76

Az SLP-76 csaladba 3 adapter fehérje tartozik, az SLP-76, az SLP-65 és a Clnk. A T-
sejt aktivacioban az SLP-76 vesz részt. Az SLP-76 egy N-termindlis doménbdl, egy
centralis prolinban gazdag régiobol és egy C-terminalis SH2 doménbdl all [6.dbra]. Fontos
szerepet jatszik az IL-2 szintézisében, az NFAT ¢és AP-1 transzkripcidés faktorok
aktivacigjaban, valamint az Erk kindz aktivitasanak szabalyozasaban [30,66]. A T-sejt
aktivacio soran az adapter foszforilalodik és szamos jelatviteli fehérjével 1ép kapcsolatba.
Az SLP-76 112 és 128-as tirozinjait a ZAP-70 foszforilalja, ezen a tirozin maradékokhoz
kotodik a Vavl és az Nck [67,68]. A szintén az N-terminalis doménben talalhato Y145-6t a
ZAP-70 Lck fiiggd modon foszforilalja; az SLP-76 ezen tirozin maradékat tartjak a
legfontosabbnak a T-sejt aktivacid szempontjabol [69]. A foszforilalodott Y 145-hoz az Itk
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asszocidlodik. A prolinban gazdag régiohoz a GADS ¢és a PLCy kotédik. A két domén
hataran talalhaté az Lck kotohelye. Az SH2 doménhez a foszforildlodott ADAP és a
szerin-treonin kinaz HPK 1 ko6tédik [30,66].

SLP76 VAV @ -
©_© o &» @
Tyr Tyr Tyr Proline- ‘ ‘
N 112 128 145 rich domain SH2 domain - C
@ (LEKD PLCY HPK1)

6. dbra: Az SLP-76 molekula szerkezete, foszforilalt tirozinjai és az adapterhez
asszocidlodo molekuldk. Atvéve: Koretzky GA, Abtahian F, Silverman MA. SLP76 and

SLP65: complex regulation of signalling in lymphocytes and beyond. Nat Rev Immunol.
2006 Jan;6(1):67-78. [30].

216 ALAT

A LAT egy transzmembran adapter fehérje, amit T-, NK- és hizosejtek, trombocitak és
pre-B-sejtek expresszalnak. A molekulanak fontos szerepe van a T-sejtek érésében,
hidanyaban a T-sejt fejlodés a kettds negativ stadiumban megakad [70,71]. A LAT
extracellularis része 4 aminosavbol all, amit egy 20 aminosavbol felépiild, hidrofob,
transzmembran szakasz kovet. A hossza intracellularis rész nem rendelkezik intrinszik
enzim aktivitassal, sem fehérje-fehérje interakcios doménnel [70] [7. dbral. A
molekuldban 9 tirozin talalhato, ezek kozil a T-sejt aktivacid soran a Y127, Y132, Y171,
Y191 és a Y226 foszforilalodik, valamennyit a ZAP-70 foszforilalja [72]. A molekula 155-
0s treoninjat az Erk foszforildlja. A foszforildlodott tirozinokhoz szédmos jelatviteli
molekula kotédik. A pY132-hoz a PLCy; a pY171 és pY191-hez a GADS; a pY171,
pY191 és pY226-hoz a GRB2; a pY226 és pY191-hez a Vav asszocialodik [70,72]. Az
SLP-76 a GADS-on keresztiil 1ép kapcsolatba a molekuldval, mig a Cbl feltehetden a LAT

ubiquitinaciojaban is részt vesz [70].
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7. abra: A LAT szerkezete; foszforilacioban, ubiquitindcioban és palmitilacioban részt
vevé aminosav maradékai. Atvéve: Balagopalan L, Coussens NP, Sherman E, Samelson
LE, Sommers CL. The LAT Story: A Tale of Cooperativity, Coordination, and
Choreography Cold Spring Harb Perspect Biol. 2010;2:a005512. [70].

217 ACHhI

A Cbl molekulacsaladnak 3 tagja van a Cbl: a Cbl-b és a Cbl-c. A Cbl és a Cbl-b 84%-
ban homoldég szerkezetli, széles korben expresszalodd fehérjék, legnagyobb
koncentracioban a timuszban és a herében expresszalodnak. A Cbl-c szerkezetileg
kiilonb6zd, hematopoetikus sejtekben kevésbé, epitélt nagy mennyiségben tartalmazéd
szervekben viszont nagy mértékben expresszalodik. A Cbl és Cbl-b egy N-terminalis
tirozin-kinaz-koté doménbdl (TKB), egy Zn-koordinalta RING-ujj doménbdl (RF), egy
prolinban gazdag régiobol (PRO) és egy C-terminalis leucin-zipper-szerii régiobol (LZ) all
[8. dbra]. A Cbl-c-nek rovidebb a prolinban gazdag régidja és hianyzik a leucin-zipper-
szerli régioja. A tirozin-kinaz-koté domén foszforilalt tirozin kinazok, a prolinban gazdag
régid SH3 domének megkotésére képes. A molekula tobbi része ubiquitinacidban vesz
részt [31]. A Cbl a T-sejt aktivacid negativ szabalyozoja, nem rendelkezik intrinszik
enzimatikus aktivitassal, de szamos jelatviteli molekulaval asszocialodik. TKB
doménjéhez kotdédnek a Syk molekulacsalad tagjai, igy a ZAP-70 is, a prolinban gazdag
kapcsolodnak. A molekula C-terminalis tirozinjai aktivaciotol fliggden asszocialnak a Vav

(Y700), a P13-kinaz (Y731) és a Crk (Y774) adapter fehérjékkel [73]. A Cbl a ZAP-70-et a
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Y292-n keresztiil negativan szabalyozza, befolyasolja a LAT és az SLP-76 foszforilaciojat,
valamint asszocialodik a PLCy-val is [31,74].

co [N UREN [ PrO ] I
coro [TNNNNNSNNNNN WREN T PR ] [Lz]
coic [INNNNRORNNNN FRE] [PRO[ |

8. dabra: A Cbl molekulacsaldd tagjainak szerkezete. Atvéve: Rao N, Dodge I, Band H.
The Cbl family of ubiquitin ligases: critical negative regulators of tyrosine kinase
signaling in the immune system Journal of Leukocyte Biol. 2002May;71(5)753-63.[31].

2.1.8 Az intracellularis Ca* -jel

A Ca* univerzalis masodlagos messenger, ami szerepet jatszik a sejtek
Ca®* koncentraci6 alacsony (50-150nM) [75]. Antigén kotés hatdsara szamos jelatviteli
folyamat indul el, ami megvaltoztatja a limfocitak intracellularis Ca** szintjét. Aktivalodik
a PLCy, ami az IPs-at PIP,-re és DAG-ra bontja. Az I1P; az endoplazmatikus retikulumban
(ER) talalhato receptorahoz kotédik, ami egy Ca®*-permeabilis ion csatorna. Az ER Ca®*
koncentracio valtozasat a STIM1 molekula érzékeli, ami aktivalja a plazma membran
kalcium-raktarak altal vezérelt csatornait, a CRAC-csatornakat. A csatornakon bearamlo
Ca’* hataséra megnd az intracellularis Ca®* koncentracio6 és kalcium-fiiggd enzimek, pl. a
kalcineurin aktivalodnak, ami a T-sejt aktivacid soran leirt (Id. 2.1.3. fejezet)

transzkripcios folyamatokhoz vezet [76,77] [1. tablazat].
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1. tablazat: A Ca** szerepe az immunrendszer kiilonbozd sejtjeiben.

Sejttipus Funkcio

T-, Treg- és | T-sejt aktivacio, anergia, génexpresszio, motilitas, immunologiai

NKT-sejt szinapszis kialakitasa, citotoxicitas, fejlddés és differenciacio

B-sejtek B-sejt aktivacio és érés

Hizosejtek Degranulacio, hisztamin felszabadulés

NK-sejtek Célsejt felismerését kovetden citolitikus aktivitas

Dendritikus Dendritikus sejtek differenciacioja mieloid progenitorokbol, MHCII és

sejtek ko-stimulaciés molekulak expresszidja, éretlen dendritikus sejtek
migracidja a masodlagos nyirokszervekbe

Makrofagok Pro-inflammatorikus citokin gének expresszidja, iINOS ¢és TNF
expresszio, fagocitozis (?)

Neutrofil Fagocitozis

granulocitak

Atvéve: Feske S. Calcium signalling in lymphocyte activation and disease Nat Rev
Immunol. 2007 Sep;7(9):690-702. [77].
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2.2 A gliikokortikoid hormonok (GC)

2.2.1 A gliikokortikoid hormonok szintézise és élettani hatasaik

A GC-ok a mellékvese szteroid hormonjai, a mellékvesekéreg zona fasciculatajaban
koleszterinb6l szintetizalodnak. A szintézisben részt vevd enzimek kozil a 3-B-
hidroxiszteroid dehidrogendz az aldoszteron és a GC szintézis k6zos enzimje. A 17-a-
hidroxilaz és a 11-B-hidroxilaz csak a kortizol ¢és a kortikoszteron szintézisében vesznek

részt [78] [9. dbral.
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0. dbra: A szteroid hormonok szintézise. Atvéve: Boron WF, Boulpaep EL. Medical
Physiology: A Cellular And Molecular Approach, (2003) page 1300,
Elsevier/Saunders. [78].
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A GC-ok szintézisét a hipotalamo-hipofizealis-mellékvesekéreg tengely szabalyozza. A
CRH felszabadulasa a hipotalamuszbdl ultradian ritmust mutat, ébredés utan és délutan éri
el a legmagasabb szintet. A stressz és a vér kortizol szintje szintén befolyasoljak a CRH
felszabadulasat. A CRH a portalis ereken keresztiil jut a hipofizis eliilsé lebenyébe, ahol a
kortikotrop sejtek ACTH felszabadulasat indukélja. Az ACTH a véraram utjan jut a
mellékvesekéreghez, hatasara a koleszterinbél GC hormonok szintetizalodnak. A
keringésbe keriil6 gliikokortikoidokat a CBG-ok szallitjak a célsejtekhez. A GC-ok szamos
metabolikus folyamatot befolyasolnak, novelik a vércukor szintet, stimulaljak a majban a
glilkkoneogenezist, eldsegitik az aminosavak €s a zsirsavak metabolizmusat, valamint

negativ ,,feedback” révén gatoljak a CRH és az ACTH kibocsatasat [79-81] [10. dbra].

Ultradian szabalyozas

[ ﬁ/ - Stressz: fizikai stressz, érzelmi stressz,
hipoglikémia, hideg hatés, fajdalom
]
CRH San
_—+— Kortizol

F/ | Mellékvesekéreg
= M

g % (

|
Hipofizis eliilsd

lebeny

10. d@bra: A hipotalamo-hipofizedlis-mellékvesekéreg tengely. Atvéve: Kronenberg HM,
Meme S, Polonsky KS, Larsen RP. Williams Textbook of Endocrinology: The Adrenal
Cortex Page: 451.[80].

A GC-ok nemcsak metabolikus folyamatokat szabalyoznak, hanem befolyasoljak az
immunrendszer miikodését is. Csokkentik a bazofil és neutrofil granulocitdk, valamint a
hizosejtek szamat, apoptozist indukalnak a Thl-, Th2- és B-sejtekben, a neutrofil és az
eozinofil granulocitakban. A T-sejt jelatvitel gatlasa révén csokkentik a citokinek,
kiilondsen az IL-2 szintézisét. Novelik viszont a regulatoros T-sejtek €s a Thl7-sejtek

szamat [82] [11. dbra].
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11. dbra: A glitkokortikoid hormonok hatdsai az immunrendszer sejtjeire. Atvéve: Zen
M, Canova M, Campana C, Bettio S, Nalotto L, Rampudda M, Ramonda R, laccarino L,
Doria A. The kaleidoscope of glucorticoid effects on immune system. Autoimmun Rev.
2011Apr;10:305-10. [82].

Ezen immunszuppressziv hatasaik miatt a GC analogokat széles korben hasznaljak

allergia, asztma és autoimmun betegségek kezelésére, valamint graft rejekcié megel6zésére
is [83-85].

2.2.2 A gliikkokortikoid hormonok receptorai (GR)

A GR-ok a sejtmagi receptorok csaladjaba tartoznak. Ilyen receptorokon keresztiil
fejtik ki hatasukat a szteroid valamint tiroid hormonok, a retinolsav és a D-vitamin. A
sejtmagi receptorok N-terminalis doménje (NTD) variabilis. Ezt egy DNS-koté régio
(DBD) koveti, ami cink-ujj szakaszokat tartalmaz és nagy mértékben konzervalt. A DNS-
koto régiot egy variabilis hosszisagu hinge régié valasztja el a ligand ko6td doméntdl
(LBD). A legtobb receptor tartalmaz egy szintén valtozé hosszusagli C-terminalis domént

[86].
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A human GR a 9-es kromoszéma rovid karjan koédolodik és 9 exont tartalmaz. A
DNS-r6] 2 mRNS irédik at €s 2 GR izoforma, a GRa €s a GRP szintetizalédik. A GRa 777,
a GRP 742 aminosavbol all. A 2 izoforma aminosav sorrendje a 727. aminosavig
megegyezik, ezt kovetéen egyedi C-terminalis aminosav szekvenciakbol épiilnek fel. A 2
izoforma tehat a ligand kot doménjében tér el egymastol [12. dbra]. A GRa ubiquiter
modon expresszalodik. Ligand hianyaban a molekula a citoplazmaban talalhatdo hésokk
fehérjékhez és egyéb jelatviteli fehérjéhez asszocialodik. Ez a receptor felelés a GC
kozvetitette hatasok kialakitasaért. A GRp allanddan a sejtmagban talalhatd és nem képes
GC analogok megkotésére [87-89]. Szerepe nem tisztazott, bar Gjabb kisérleti eredmények
szerint rendelkezik intrinszik, a GRa-t6l fiiggetlen transzkripcios aktivitassal [90]. A GR
ligand kotés hatasara N-terminalis szerin maradékokon foszforilalodhat. A foszforilacid
szerepet jatszhat a GR sejten beliili mozgéasaban, promoter specificitasaban, ko-faktorokkal
valé Osszekapcsolddasaban, a receptor altal kivaltott jelek erdsségének és id6tartamanak
szabalyozasaban, a receptor stabilitasaban vagy a nem-genomikus gliikokortikoid hatasok

kialakitasaban [91].

bon T HHEHE - - I —

ATG TR T(I;A o TGA, B
NTD DBD LBD

¢DNA hGRo
cDNA hGRB / I%\
hGRo

1 420 488 527 727 777
hGRB N ipeoiaR el

1 420 488 527 727 742

12. dabra: A human gliikokortikoid receptor gén és gliikokortikoid receptor izoformadk.
Atvéve: Nicolaides NC, Galata Z, Kino T, Chrousos GP, Charmandari E. The human
glucocorticoid receptor: molecular basis of biologic function. Steroids. 2010 Jan;75(1):1-
12. [87].
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2.2.3 A gliikokortikoidok (GC) hatasmechanizmusai

2.2.3.1 Genomikus gliikokortikoid hatasok

A GC-ok miutan atdiffundalnak a sejtmembranon, citoplazmatikus receptorukhoz
kotddnek. A klasszikus, genomikus hatasmechanizmus soran, ligand kotést kovetéen a GR
konforméciovaltozason megy keresztiil, disszocial a hdsokk fehérjékrdl és dimerizalodik.
A ligand kotott, dimerizalddott GR a sejtmagba transzlokalodik, ahol glitkokortikoid valasz
elemekhez (GRE) kotédik [87-89]. A negativ. GRE-hez valdo kotédés gatolja a
transzkripciot (transzrepresszio), igy a gyulladasos gének (pl. IL-1B) atirodasanak gatlasa
révén immunszuppressziohoz vezet. Transzaktivaciot eredményez a ligand kotott GR
pozitiv GRE-hez vald ko6tddése, igy az immunszuppresszioban fontos szerepet jatszo
gének, pl. kB, annexin-1, 1L-10, MAPK foszfataz-1, lipokortin-1 atirodasa fokozodik. A
GR kozvetleniil is képes pro-inflammatorikus transzkripcios faktorokat gatolni pl. AP-1,
NFAT, NF-kB, STAT, ami szintén immunszuppressziohoz vezet [92]. Ezen folyamatok

kialakuldsédhoz orékra, napokra van sziikség.

A GC-ok nem minden hatdsa magyarazhaté a genomikus folyamatokkal. Ezért az
utobbi id6ében intenziv kutatasok targyat képezik a gliikkokortikoidok nem-genomikus

hatasmechanizmusai [13. dbra].
2.2.3.2 Nem-genomikus gliikokortikoid hatasok

A GC-ok nem-genomikus hatésai rovid idon beliil (percek alatt), nagy dézisu (30 mg—
1g/nap) GC kezelés hatasara alakulnak Ki [93,94]. Ezt a dozist alkalmazzak asztmas roham
¢és anafilaxias reakcidk kezelése soran, transzplantaciokor l0késterapidban, valamint

autoimmun betegségek fellangolasa esetén.
A nem-genomikus GC hatédsok a kdvetkezok lehetnek:

i) membran GR kozvetitette hatasok;
il) direkt hatasok a plazmamembranon keresztiil;
iii) mitokondrialis hatasok;

iv) a GR kolcsonhatasa citoplazmatikus jelatviteli fehérjékkel [87,95] [13. dbra].
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13. dabra: A GC genomikus (folytonos vonal) és nem-genomikus (szaggatott vonal)
hatdsmechanizmusai. Atvéve: Boldizsar F, Talaber G, Szabo M, Bartis D, Palinkas L,
Nemeth P, Berki T. Emerging pathways of non-genomic glucocorticoid (GC) signalling in
T cells. Immunobiology 2010 Jul; 215:521-6. [97].

A membran GR-t kimutattak mar kétéltiiek agyaban, valamint emlés és human
tumor sejtvonalakon, pl. S-49 egér T limfoma sejteken és CCRF-CEM human T-sejtes
limfoblaszt szerli sejtvonalakon, valamint human monocitdkon és limfocitakon.
Osszefiiggést mutattak ki monocitdk mGR expresszidja és autoimmun betegségek, pl.
reumatoid artritisz, SLE ¢és spondilitisz ankilopoetika stulyossaga kozott. Korrelaciot
talaltak a mGR expresszio ¢és a sejtciklus fiiggd apoptdzis érzékenység koézott human
leukémia sejtvonalakban. Ujabb kutatasok szerint mind a mGR, mind a cGR ugyanarrol a
génrol irodik at és a mGR a p38 MAPK foszforilaciojat indukalja [96-102].

A GC analégok plazma membranra gyakorolt hatdsai mar régdta ismertek
vorosvértestekben. Nagy dozist szteroid kezelés befolydsolja a membran lipid mobilitasat
emlds tumor sejtvonalakban. A GC kezelés patkany leukocitdkon zavart plazma membran

pszeudopddium retrakciohoz vezet, mig horcsdg vese sejtvonalban direkt hatsa van a tight
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junkciok képzddésére. Aktivalt emlds timocitdkban a GC-ok gatoljik a Na'-K*-ATPaz, a
Ca?*-ATPaz és a Na'/H" -kicserélé csatorndk aktivaciojat [103-108].

crer

koztiik DP timocitakban is. A ligand indukalta mitokondrialis GR transzlokacié szamos
sejtvonalban  korrelaciot mutat a GC-indukdlta apoptoézis érzékenységgel. A
mitokondriumban a GR asszocialodhat HSP fehérjékkel, vagy a Bcl-2 csalad tagjaival.
Rovid idejit GC kezelés hatasara csokken a mitokondrialis membran potencial is [97, 109-

112] [14. dbra].

Membran /

potencial | /
DNS /

Transzkripcids fehérjék
faktorok

Mas

APOPTOZIS

14. dbra: A ligand kitott GR feltételezett hatdsai timocitik mitokondriumdban. Atvéve:
Boldizsar F, Talaber G, Szabo M, Bartis D, Palinkas L, Nemeth P, Berki T. Emerging
pathways of non-genomic glucocorticoid (GC) signalling in T cells. Immunobiology.
2010Jul; 215:521-6.[97].

A ligand kotését kovetden a GR a T-sejt aktivacio jelatviteli molekulaival is
kolcsonhatasba keriil. A GC-ok immunszuppressziv hatasainak megértése szempontjabol
kiilonosen fontos, hogy a GR mely T-sejt jelatviteli molekulakkal 1ép kapcsolatba. Aktivalt
human CD4+ T-sejtekben a rovid ideji, nagy doézisa GC kezelés a TcR/CD3 utvonal

crer
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kezdeti 1épéseiben nélkiilozhetetlen Lck és Fyn kindzok, valamint downstream molekulak,
pl. a PKB, a PKC és a MAPK kaszkad elemei [113]. Az aktivacié indukalta TcR-Lck-Fyn

komplex, ami a HSP-90-et és a GR-t is tartalmazza, GC kezelés hatasara disszocial [114]

[15. dbra].

Nem-genomikus GR ttvonal

v GC§ v v
A B C D E
4 n IN 4 r\',,,/‘!
& Rl . frer CR E*rcag
) 1 }
y . X
V 4 . \/
o, 7 S0P
.. .
aktivalt } s o O
TcR H 0 A GR-ligand
L : ’ kotés hatasaraa
J TeR-ligand kotés fehérjekomplex I
hatasaraaz Lck és disszocial l

a Fyn a plazma
membrin
kozelében talalhato
(HSP-90 fiiggo
folyamat)

Ulgl o[F

O

Klasszikus GR ttvonal

Plazma
rmembran

Lck/Fyn kézvetitette TcR Nem megfelelo

jelatvitel TcR jelatvitel
[ﬁ Lek/Fyn
TPS] HSP90
] er

15. dbra: Nem-genomikus gliikokortikoid hatdasok aktivalt humdn CD4+ T-sejtekben.
Antigén kotés hatasara az Lek és Fyn kindzok a TcR-hez asszocidalodnak, ami aktivdaciohoz
és downstream jelatviteli utak elinditasahoz vezet. A folyamatban HSP fehérjék is részt
vesznek (A, B). A gliikokortikoid hormon a HSP-90-hez kotédik. A kétédés hatasdara az
aktivacio indukdlta TcR-Lck-Fyn-HSP komplex disszocial és a T-sejt aktivacio gatlédik (C,
D, E). Az dbra jobb oldalin a genomikus glikokortikoid hatdsok lathatéak. Atvéve:
Lowenberg M, Verhaar AP, Bilderbeek J, Marle J, Buttgereit F, Peppelenbosch MP, van
Deventer SJ, Hommes DW. Glucocorticoids cause rapid dissociation of a T-cell-receptor-
associated protein complex containing LCK and FYN. EMBO Rep. 20060ct; 7:1023-9.
[114].
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224 A ZAP-70 Kkinaz szerepe a nem-genomikus gliikokortikoid
hatasok kialakitasaban

A nem-genomikus GC hatasok nem csak a foszforilacio gatlasat eredményezik.
Intézetiinkben végzett korabbi kisérletekben Jurkat T-sejtes leukémia sejtekben vizsgaltuk
a GC-ok nem-genomikus hatasait. Rovid idejii, nagy dozisi dexamethasone (DX-
gliikokortikoid analog) kezelés onmagaban foszforilacio novekedéshez vezetett Jurkat
sejtek lizatumaban, a DX el6kezelés pedig gatolja az anti-CD3 indukalta foszforilacid

novekedést.

Kisérleteink soran részletesen vizsgaltuk a ZAP-70 kinazt, a T-sejt aktivacio egyik
kozponti molekuldjat. Rovid idejli, nagy doézisi DX kezelés a ZAP-70 foszforilacid
novekedéséhez vezetett, ami anti-CD3 és DX kombinalt kezelés hatasara még tovabbi
foszforilaciot indukalt. Tovabb vizsgalva a ZAP-70 szerepét a nem-genomikus GC
hatasokban, az alabbi modellt allitottuk fel. Ligand hidnyaban a GR, az Lck és a ZAP-70
multimolekularis komplexet alkot a HSP-90-el a sejtmembran kozeli régidban. Néhany
perces GC kezelést kovetden a GR disszocial a HSP-90-r6l és asszocidl az Lck altal
foszforilalt ZAP-70 kinazzal [97,115,116][16. dbra].
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16. dbra: A ZAP-70, GR, Lck és HSP-90 molekuldik interakciojanak modellje Jurkat
sejtekben. Az A. dabra ligand hidnydban, mig a B. dbra ligand kétést kovetden mutatja a

Jjelatviteli molekuldk egymashoz valo viszonyat. Atvéve: Boldizsar F, Talaber G, Szabo M,
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Bartis D, Palinkas L, Nemeth P, Berki T. Emerging pathways of non-genomic
glucocorticoid (GC) signalling in T cells. Immunobiology. 2010Jul; 215:521-6.[97].

Ezek az eredmények némileg ellentmondasban allnak a Lowenberg és munkatarsai
altal végzett kisérletekkel. A kiilonbségek adodhatnak abbdl, hogy Lowenberg és
munkatarsai a GC hatasokat aktivalt primer CD4+ T-sejtekben vizsgaltak, mig
munkacsoportunk nyugvo sejtvonalakban csak GC analdg kezelést kovetden irta le a fenti

modellt [97, 114, 115,116].

A ZAP-70 kinaz mind anti-CD3, mind DX kezelés hatasara foszforilalodik. Mivel a
ZAP-70 aktivacidés és gatld tirozin maradékokat is tartalmaz, igy felmeriil, hogy a
kiilonb6z6 kezelések soran mas-mas funkcioja tirozinok foszforilalodnak és kozvetitenek

eltéro jeleket a downsteam molekulaknak.
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3. Ceélkituzések

Kisérleteink célja az volt, hogy a ZAP-70 kinaz egyes tirozinjainak szerepét

vizsgaljuk a T-sejtek aktivacidjaban és a GC-0k nem-genomikus hatasainak kialakitasaban.

1. Olyan rendszert kivantunk Ilétrehozni, amiben a ZAP-70 tirozinjait kiilon-kiilon
vizsgalhatjuk. Ehhez P116 sejteket (ZAP-70 deficiens Jurkat sejtvonal) transzfektaltunk
lentiviralis vektorral, mely vad tipust (kontroll) vagy pontmutans ZAP-70-et kodol. A
mutans sejtvonalakban a 069, 126, 178, 238, 292, 315, 492, 493 pozicidéban talalhato

tirozinokat fenilalaninra cseréltiik.

2. Ebben a rendszerben el6szor jellemezni kivantuk a ZAP-70 kinaz egyes tirozinjainak
szerepét a T-sejt aktivacioban, kiilonds tekintettel a még ismeretlen funkcioja Y069, Y126,

Y178 és Y238 maradékokra.

* Vizsgalni kivantuk a ZAP-70 tirozinjainak szerepét az aktivaciod
indukalta intracellularis Ca2+-j el kialakitasdban.

* Tisztdzni szerettik volna, hogy mi a funkcigja a ZAP-70 egyes

* Az SLP-76 és a LAT a ZAP-70 kindz szubsztratjai és fontos szerepet
jatszanak az intracelluléris Ca2+-jel kialakitdsaban. Ezért tanulmanyozni kivantuk, hogy a
ZAP-70 tirozinjainak pontmutacioi hogyan befolyasoljak az anti-CD3 indukalta SLP-76 és
LAT foszforilaciot.

3. Intézetiinkben végzett korabbi kisérletek szerint a ZAP-70 kinaz szerepet jatszhat a
nem-genomikus GC hormon hatasok kialakitasaban. Rovid idejii, nagy dozist GC analdg
kezelés a ZAP-70 foszforilacido novekedését és a ZAP-70-GR asszociaciojat indukalta. A
ZAP-70 aktivacio indukalta foszforilacio novekedését a GC kezelés tovabb fokozta [97,
115,116].
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* Jelen kisérleteinkben jellemezni kivantuk, hogy a ZAP-70 kinaz mely
tirozinjai vesznek részt a GC-0k nem-genomikus hatasmechanizmusainak kialakitasaban,
valamint hogy a Y-F aminosav csere megvaltoztatja-e a ZAP-70-GR asszociaciot.

* Elemezni szerettiik volna a ZAP-70 szubsztratjainak, az SLP-76, a LAT
¢és a Cbl molekulaknak a szerepét a nem-genomikus GC hatasok kialakitasaban.

* Tanulményozni kivantuk, hogy ZAP-70 azon tirozin maradékai, amelyek
a nem-genomikus GC hatasokat kozvetitik, befolyasoljak-e a ZAP-70 szubsztratjainak -
SLP-76, LAT, Cbl - GC indukalta foszforilacio valtozasat.

* Vizsgaltuk, hogy GC eldkezelés hogyan befolyasolja az anti-CD3
indukalta T-sejt aktivacid jelatviteli utvonalait: az SLP-76, LAT és Cbl molekulak

foszforilaciojat, valamint az intracellularis Ca®*-jel kialakulasat.
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4. Anyagok és modszerek
4.1 Vegyszerek és pufferek

A kisérletekhez a vegyszereket a Sigma Aldrich Kft-t61 rendeltiik. A mashonnan

rendelt termékeket jelezziik.
4.2 A human ZAP-70 klénozasa és célzott mutagenezise

A teljes hosszusagih human ZAP-70 kodold szekvencia (WT  ZAP-70)
amplifikalasahoz P1 (forw) és P2 (rev) primereket hasznaltunk (olvadasi hémérséklet:
57°C; termék hossza: 1881bp), amelyek BamH]1 és Sall restrikcios helyeket tartalmaztak
[2. tablazat]. A klonozas soran a PCR-hoz templatként human periférias T-sejtekbdl izolalt
total RNS transzkripcidjat kovetéen létrehozott cDNS konyvtart hasznaltunk. A PCR
termékeket tisztitottuk és TA vektorba klonoztuk, amihez az InsTAclone PCR klonozo
Kitet (Fermentas) hasznaltuk a gyarté Gtmutatasanak megfelel6en, majd a plazmidot az
inzerttel egylitt szekvenaltuk.

A human ZAP-70 célzott mutagenezisét 2 1épésben végeztiik ¢s ehhez a TA klonozott
WT szekvenciat hasznaltuk templatként. Eldszor a PCR reakciokhoz olyan primereket
hasznaltunk, amik a Y-F pontmutaciokat tartalmaztak a kiilonbozé aminosav poziciokban
[2. tablazat]. Az alabbi forward és reverse primer kombinaciokat hasznaltuk: P1-P069, P1-
P126, P1-P178, P1-P238, P1-292, P315-P2, P492-P2, P493-P2 [2. tablazat]. A PCR
termékeket tisztitast kovetéen megaprimerként hasznaltuk a masodik PCR-hoz P1-el vagy
P2-vel parban, hogy a végil Y-F pontmutaciot tartalmazo teljes hossza ZAP-70
konstrukciot 1étrehozzuk. Az igy kapott termékeket TA klonoztuk és a mutaciok
ellenérzésére szekvenaltuk. Valamennyi PCR reakciohoz a Proof Start DNA Polymerase

(Qiagen) kitet hasznaltuk a gyarté utmutatasa szerint.
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2. tablazat: A kisérletekben hasznalt primerek dsszefoglaldsa.

Név Szekvencia (5’ > 3”) Funkcio/rendeltetés

P1 cgggatcccggecATGecagaccccgeggegeace ZAP-70 klonozas, Forw, Start
P2 agcacacagaaggctgaggctgectgtgccTGAgegtcgacgic ZAP-70 klonozas, Rev, Stop
P069 cggcaatggcaaaggtgccg F069 mutacio

P126 ctggcgcacaaagtcacgca F126 mutacid

P178 gtctgcgecccagaaaaaagtttge F178 mutacio

P238 cagcttcagaaactccaccag F238 mutacio

P292 ctcaggggtaaatccatctgag F292 mutacid

P315 cga gcgtgtttga gagcccctac F315 mutacio

P492 gac gacagctttt acactgcccg F492 mutacio

P493 gac gacagctactttactgcccg F493 mutacio

S1 ccggceagagcetctgegagtt szekvenalas 1 (421-439)

S2 ctgcctgaaggaggectgece szekvenalas 2 (927-946)

S3 cgtgacctggcggeccgcaac szekvenalas 3 (1561-1581)

A ZAP-70 klonozdasdara haszndlt P1 és P2 primerek BamHI és Sall restrikcios helyeket
tartalmaznak (aldhiizva), a start és a stop kodonok nagy betiivel vannak jelélve. A szamok
azt az aminosav poziciot jelolik, ahol a pontmutdacio tortént. Zardjelben megadtuk a
szekvendlo primerek pontos CDNS kotohelyét. In: Szabo M, Czompoly T, Kvell K, Talaber
G, Bartis D, Nemeth P, Berki T, Boldizsar F. Fine-tuning of proximal T cell receptor (TcR)
signaling by ZAP-70 tyrosine-residues in Jurkat cells. Int. Immunol. 2012 Feb;24(2):79-
87. [60].

4.3 A ZAP-70 konstrukciok lentiviralis transzfekcioja ZAP-70 deficiens
P116 sejtekbe

A P116 sejteket transzfektaltuk lentiviralis vektorral, ami pontmutans vagy teljes
hosszusagu, vad tipust (WT) ZAP-70-et kodolé cDNS-t tartalmazott. A pontmutans vagy
WT ZAP-70 cDNS-t inzertaltunk a pWPST lentiviralis transzfer plazmidba, az EF1
promdéter mogé. Ez a masodik generdcids lentivirdlis konstrukcio cPPT és WPRE
elemeket tartalmaz, melyek a transzgén integraciojat és expressziojat novelik [117,118]. A
lentivirus termeléshez egy envelope konstrukciét (pMD.G), egy csomagold plazmidot
(R8.91) és a transzfer plazmidot (pWPTS-EF1-ZAP-70) ko-transzfektaltunk kalcium-
foszfat modszert hasznalva kloroquinnal (ImM végs6 koncentracid) eldkezelt 293T
sejtekbe. 24 o6ras inkubaciot kovetden a virustermeld sejtek feliiliszojat Gsszegytjtottiik,

lecentrifugaltuk (2000 rpm, 10 min, 4°C) és atszirtiik (0.45um pérusméretii PVDF filter),
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hogy a sejtmaradvanyoktol megszabaduljunk [119]. A P116 sejteket spinokulacioval
transzfektaltuk, MOI=10 aranyban (MOI: transzfektalo virus/sejt arany) [120] [17. dbra].

PWPST-ZAP-70

LTR
kﬁpenyfehérjét Hpa 1(9193) Bss HIL(T13)
. . . v PWPST-ZAP-70 pA N i sD
kédolé plazmid( .- \ -
enzimeket kdédolo P N 1)
l -d gpt I ‘ RRE
azmi \ s
Sv40 “ Hpa 12
o %t PWPTS-GFP = T g
s+ .3- . Lentivirus ‘ 9494 bp X
e ¥4 “.' N ktOI’ ORIl = Xho 1(2169)
e ve Clal-EcoRV fusion (dam
j Cla 1(2183)
ﬂ EF1-short
+1
P116 SE]tEk AmpR — \ \ Bam H 1(2431)
6 transzfekcidja Miu 1(2449)
GFP
Nhe 1(3221)
Eco R1(3248)
Nru 1(3269)
Sal 1(3277)
Xho 1(3283)
Feo R1(3290)
WHV
Y-F pontmutans ZAP- Eco R1(3894)
70-et stabilan Asp 718 (3931)
1 I3 Kpn 1(3935)
expresszalo klonok o

Xba 1(4294)
Nhe 1(4553)

17. dbra: A lentivirdlis transzfekcio folyamata és a pWPST lentivirdlis transzfer plazmid.
Atvéve: http://www.immbio.hu/hu/lentilink20070405.htm.

4.4 Sejtvonalak

A Jurkat, a P116 (ZAP-70 deficiens Jurkat szubklon (Prof. Monostori Eva (SZBK)
bocsatotta rendelkezésiinkre) és a WT vagy pontmutans ZAP-70-el transzfektalt P116
sejteket szokasos koriilmények kozott (37°C, megfelelé paratartalom, 5% CO,)
tenyésztettiik. A tenyésztéshez 10% FCS (Gibco) tartalmi médiumot hasznaltunk, amit
natrium-piruvattal (ImM), gliikézzal (4,59/1), penicillinnel ¢és sztreptomicinnel

egészitettiink ki.
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4.5 Antitestek

A Western blotok el6hivasat az alabbi antitestekkel végeztiik: egér monoklonalis anti-
foszfotirozin (klon PY20, 1:5000, BD Pharmingen); anti-ZAP-70 (klon 29 / ZAP-70 kinaz,
1:5000, BD Pharmingen); egér monoklonalis anti-p-aktin (klon AC-74, 1:50000, Sigma);
nyul poliklonalis anti-SLP76 (1:1000, Santa Cruz Biotechnology); anti-LAT (1:500, Santa
Cruz Biotechnology); anti-Cbl (1:500, Santa Cruz Biotechnology) és egér monoklonalis
anti-GR (klon 5E4, Intézetiinkben készitett hibridomabdl) [121]. Masodlagos antitestként
HRPO konjugalt kecske anti-egér I1gG (1:1000, Hunnavix) vagy anti-nyul I1gG (1:1000,
Pierce) antitesteket hasznaltunk.

Az immunprecipitaciokat egér monoklonalis anti-SLP76 (klon F-7, 2 ug / minta, Santa
Cruz Biotechnology); anti-LAT (klon 11B.12, 2 pg / minta, Santa Cruz Biotechnology);
anti-Cbl (klon A-9, 2 ng / minta, Santa Cruz Biotechnology) és nyul poliklonalis anti-ZAP-
70 (Prof. Monostori Eva (SZBK) bocsatotta rendelkezésiinkre) antitestekkel végeztiik.

Az aramlasi citometrids méréseknél alkalmazott anti-ZAP-70 antitestek a kinaz 2
kiilonboz6 epitopjat ismerik fel: az egér anti-ZAP-70-FITC (klon 2F3.2, Upstate
Biotechnology) az 1-254 AA koz6tti epitophoz, mig az egér anti-ZAP-70-PE (klon 1E7.2,
eBioscience) a 282-307AA kozotti epitdphoz kotodik.

A Foszfo-Flow modszerrel végzett mérésekhez foszfospecifikus PE-konjugalt egér
anti-SLP-76 pY128 (klon J141-668.36.58, BD Biosciences) és egér anti-LAT pY 171 (klon
158-1169, BD Biosciences) antitesteket hasznaltunk.

4.6 Intracellularis jelolés és aramlasi citometria a ZAP-70 expresszio

meéreésére

Mintanként 10° sejtet fixaltunk és szaponin pufferben permeabilizaltunk (PBS/
0,1% NaNs/ 0,1% BSA/0,1% szaponin). A sejteket permeabilizal6 pufferben vettiik fel és a
kiilonb6zo anti-ZAP-70 antitestekkel 45 percen keresztiil inkubaltuk jégen. Ezt kdvetden a
mintakat kétszer mostuk szaponin pufferben és egyszer PBS/0,1% BSA/0,1% NaN3-ban.
Az aramlasi citometrias mérést és analizist a FACSCalibur (Becton Dickinson) aramlasi
citométeren a CellQuest software segitségével végeztik. A sejteket az FSC/SSC
paramétereik alapjan azonositottuk és mintanként 10000 eseményt mértiink. Az atlag

fluoreszcencia intenzitas értékeket (MFI) a hisztogramok alapjan kalkulaltuk. Jel6letlen,
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valamint a megfeleld izotipus kontroll antitesttel inkubalt mintakat hasznaltunk negativ

kontrollként.

4.7 A sejtek kezelése

Kezelés eldtt a sejteket RPMI médiumban vettiik fel. A TcR/CD3 utvonal vizsgalatara
a sejteket anti-human-CD3 (klon OKT-3; ATCC CRL-8001, 1 mg/ml térzsoldat) antitesttel
inkubaltuk 5ul/ 10° sejt koncentracidban 2 percig. A nem-genomikus gliikokortikoid
hatasok kivaltasira a sejteket 10°M dexametazonnal (DX- szintetikus gliikokortikoid
analog, DMSO-ban oldva) inkubaltuk 2 percig. Ez a koncentracié megfelel a klinikumban
alkalmazott nagy dozisu szteroid kezelésnek [93,94]. Kombinalt kezelés esetén 2 perces
DX eldkezelést tovabbi 2 perces anti-CD3 aktivacié kovetett. A kezeléseket 37°C-on,
allando keverés mellett Thermo Mixer (Eppendorf) késziiléken végeztilk. A Western
blothoz a reakciot folyékony nitrogénben, a Foszfo-Flow mérésekhez 4% PFA-ban
allitottuk le. Az intracellularis Ca2+-jel vizsgalatakor a kombinalt kezelés esetén a sejteket

10 percig 10> M DX-al kezeltiik el6.

4.8 Immunprecipitacié, \Western blot

A kontroll vagy kezelt mintakat Triton X lizis pufferben (SOmM HEPES, 10mM
natrium-pirofoszfat, 10mM EDTA, 100mM natrium-fluorid, 10% glicerol és 1% Triton X-
100, pH 7,3 frissen kiegészitve proteaz gatloval és Na-ortovanadattal) lizaltuk 30 percig
jégen, majd 10 percig centrifugaltuk 13000 rpm-mel. A feliilaszo6t SDS mintapufferben
(125mM Tris, 4% SDS, 10 % glicerol, 0,006% Bromo-fenol-kék és 10% merkaptoetanol)
foztiik 10 percig, vagy immunprecipitdcidhoz hasznaltuk tovabb.

Immunprecipitaco soran a sejtek lizatumat, a blokkolo puffert (TBS, 10% BSA ¢és 0,1%
NaN3) és a megfeleld6 mennyiségii antitestet (Id. 4.5 fejezet) éjszakan at, majd Protein-G-
vel (GE Healthcare) tovabbi 2 6ran keresztiil inkubaltuk. A mintakat 5-sz6r mostuk WB-
mosoval (10mM Tris, 100mM natrium-klorid és 0,1%Tween-20, pH 7.4), majd az
immunkomplexeket SDS mintapufferben 10 perces forralas soran valasztottuk le a Protein-
G-rol.

A lizatumokat és a precipititumokat 7,5% vagy 10%-0s SDS-poliakrilamid gélben

valasztottuk el a MiniProtean rendszerben (Bio-Rad), majd éjszakan at nitrocelluloz
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membranra blottoltuk a Trans-Blot (Bio-Rad) késziilékben. Blottolast kovetden a
membranokat blokkolod pufferben (2% BSA vagy 5% NFDM (Bio-Rad), 10mM Tris,
100mM natrium-klorid, 0,1% Tween-20, pH 7,4) ftelitettik egy Oran keresztiil
szobahémérsékleten. Ezt kdvetden a megfeleléen higitott elsédleges antitestekkel (Id. 4.5
fejezet) inkubaltuk a blotokat 2 6ran at szintén szobahOmérsékleten. A membranokat WB-
mosoval mostuk, majd mosast kovetéen HRPO konjugalt mésodlagos antitesttel
inkubaltuk. Ujabb mosast kovetéen a blotokat Super Signal West Femto kemilumineszcens
szubsztrattal (Pierce) hivtuk el6. A jeleket a Fuji LAS4000 késziilékkel detektaltuk. Az
elsédleges és masodlagos antitesteket Restore Western Blot Stripping pufferrel (Pierce)
tavolitottuk el a membranrol és blokkolast kdvetéen tovabbi antitestekkel hivtuk elé Oket.
A Kkapott jeleket denzitometrias méréssel kvantifikaltuk, amit Scion Image software (Scion

Corporation) segitségével végeztiink [18. dbra].

N

-—

WB:
Ktrl Immunprecipitacié l a-B-aktin
DX:10*M~2min a-ZAP-70 SDS-PAGE - a-ZAP-70
Akt:a-CD3~ 2 min a-SLP-76 a-LAT
DX+akt a-LAT WB: a-SLP
) e a-Cbl
a-Cbl a-PY = 2-GR
a-ZAP-70 l
Stripping
/ % //

/
/

http://www.elec-intro.com/western-blots

18. dbra: Immunprecipitdcio és Western blot.

4.9 Az intracellularis kalcium szint mérése aramlasi citometriaval

A szabad intracellularis kalcium szint méréséhez a sejteket Fluo-3AM (Invitrogen)
kalcium szelektiv indikator festékkel toltottiik f6l Minta és munkatarsainak protokollja
szerint [122]. Az aramlasi citometrias méréseket és az eredmények analizisét a
FACSCalibur aramlasi citométeren a CellQuest software segitségével végeztiik. Kezeletlen
vagy DX eldkezelt sejteken 50 masodpercig mértik az alap kalcium szintet, majd

hozzaadtuk az anti-CD3-antitestet és igy vizsgaltuk tovabb az intracellularis kalcium szint
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valtozasat. Az FLI1 intenzitdsban észlelt valtozasok aranyosak az intracelluldris kalcium

szintjével [123] [19. dbra].

Receptor

Fluoreszcens >

FL1 intenzitas

http://www.currentprotocols.com/protocol/ph0902

19. abra: Az intracellularis kalcium szint mérése aramldsi citometridaval.

4.10 Az anti-CD3 indukalta foszforilacio valtozasok mérése Foszfo-Flow

technikaval

A nyugvé vagy anti-CD3 kezelt sejteket 4% PFA-ban fixaltuk 37°C-on 10 percig,
majd Phosflow Perm Buffer Il1-ban (BD Biosciences) 30 percig, jégen permeabilizaltuk. A
mintakat PBS/0,1% BSA/0,1% NaNs-ban mostuk, majd anti-SLP-76 pY128 vagy anti-
LAT pY171 antitestekkel 45 percig szobahomérsékleten inkubaltuk. Ezt kovetéen ismét
mostuk, majd PBS-ben vettiik fel a sejteket. Az aramlasi citometrias mérést és analizist a

FACS Calibur (Becton Dickinson) dramlési citométeren a CellQuest software segitségével

végeztiik

4.11 Statisztika
Munkank soran a diagramokon az adatok atlagat és az atlagok standard hibajat (&

SEM) abrazoltuk. A Student-féle t-tesztet hasznaltunk a kiilonbozé csoportok eredményeinek

Osszehasonlitasara és a P<0,05 eltérést fogadtuk el statisztikailag szignifikansnak.
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5. Eredmények

5.1 Tirozin (Y)-fenilalanin (F) pontmutans sejtvonalak ZAP-70

expressziojanak vizsgalata

A ZAP-70 kinaz egyes tirozinjainak vizsgalatara olyan transzgénikus Jurkat
sejteket hoztunk 1étre, amelyek stabilan expresszalnak Y-F pontmutans ZAP-70-et. Ehhez
P116 sejteket transzfektaltunk lentiviralis vektorral, ami WT vagy Y-F pontmutans ZAP-
70-et kodol. A pontmutans sejtekben a 069, 126, 178, 238, 292, 315, 492 és 493
pozicidban 1év0 Y maradékokat cseréltiik F-ra. Az egyes pontmutans sejtvonalak ZAP-70
expressziojat Western bloton és intracellularis jelolést kovetéen aramlasi citometrids
mérésekkel ellendriztik. Aramlasi citometrias mérések soran 2 antitestet hasznéltunk,
melyek a ZAP-70 kinaz 2 kiilonb6z6 epitopjat ismerik fel, mig a Western blothoz hasznalt
antitest a ZAP-70 egy tovabbi epitopjahoz kotddik [20. dbra].

SH2 IntA SH2 IntB Kinaz
1 2 2 2 3
N C
069 126 178 238 292315 492/3
< > 4+—> < >
a-ZAP-70-FITC a-ZAP-70-PE a-ZAP-70
(#2F3.2, Upstate) (#1E7.2,eBioscience)  (#29/ZAP-70, BD Pharmingen)

20. dbra: Epitopok, amiket a ZAP-70 kindz expresszidjanak vizsgdlatahoz hasznalt
antitestek felismernek. In: Szabo M, Czompoly T, Kvell K, Talaber G, Bartis D, Nemeth P,
Berki T, Boldizsar F. Fine-tuning of proximal T cell receptor (TcR) signaling by ZAP-70
tyrosine-residues in Jurkat cells. Int. Immunol. 2012 Feb;24(2):79-87. [60].

Ahogy az a 21. dbrdn lathatd, a ZAP-70 kinaz valamennyi transzgénikus
sejtvonalban hasonlé mértékben expresszalodik.

Kivételt képez ez alol az F238-ZAP-70 sejtvonal. A P116 sejteket haromszor
probaltuk transzfektalni az F238-ZAP-70 konstrukciot kodold vektorral, de egyszer sem
sikeriilt az F238-at expresszalo sejtvonalat 1étrehoznunk, bar a szekvencia és a restrikcios
elemzések szerint a konstrukcionk teljes volt. A Y238 vizsgalata azért lett volna kiilondsen

érdekes munkank soran, mert az elézetes szekvencia elemzések alapjan ez a Y maradék
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egy potencialis ITIM motivum (**VEYLKL?*) része lehet. Nincs direkt bizonyitékunk
arra, hogy az F238-ZAP-70 expresszié miért nem volt sikeres, de feltételezziik, hogy a
mutacid olyan poszttranszlaciés modosulasokat befolyasol, amik a molekula inkomplett
vagy karosodott foldingjahoz és ennek kdvetkeztében lebomlasahoz vezethetnek.

A F292-ZAP-70 sejtvonal nem jel6lodott az anti-ZAP-70-PE antitesttel (1E7.2
klon), ami azzal magyarazhatd, hogy az antitest a kinaz 284-307 aminosavak kozotti
szakaszat ismeri fel és az F292-ZAP-70 sejtvonal esetében a pontmutacié éppen ebben az
epitopban talalhato.

A sejtvonalak ZAP-70 expresszidjat munkank soran folyamatosan ellendriztiik és

azt mindvégig stabilnak talaltuk.

A WT F069 F126 Fl?S F238 F292 FSI:’- F492 F493

W )

a ZAP-70 FITC (#2F3.2, Upstate) >

A
s VUL L NN

a-ZAP-70-PE (#1E7.2, eBioscience) »>

72kDa r . e |2-ZAP-70

42kDa _I_ \-- e —— --J |a-|3-aktin

Jurkat P116 WT F069 F126 F178 FZSS F292 F315 F492 F493

B

21. dabra: Pontmutdans sejtvonalak ZAP-70 expresszioja.

A: Az aramldsi citometrids mérésekhez 2 kiilonbozd anti-ZAP-70 antitestet hasznaltunk. A
hisztogramokon az FL1 (anti-ZAP-70-FITC (#2F3.2, Upstate)) és FL2 (anti-ZAP-70-PE
(#1E7.2, eBioscience)) csatornaban meért fluoreszcens jeleket dabrazoltuk. A sziirke
hisztogramok a PI116 sejtek (negativ kontroll), mig az iires hisztogramok az egyes
pontmutans sejtek ZAP-70 expressziojat mutatjak.

B: 4 pontmutans sejtek ZAP-70 expressziojat Western bloton is vizsgaltuk (felsé panel).

Téltesi kontroll vizsgdlathoz anti-f-aktin antitestet haszndltunk (alsé panel).
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5.2 A T-sejt aktivacio vizsgalata a Y-F ZAP-70 pontmutans
sejtekben

5.2.1 Az anti-CD3 indukalta intracellularis Ca®*-jel valtozasa ZAP-70

pontmutans sejtekben

Kovetkezo kisérleteinkben az vizsgaltuk, hogy a ZAP-70 kiillonb6z6é pozicidiban
létrehozott pontmutéaciok hogyan befolyasoljak az aktivaci6 indukalta intracellularis Ca?*-
jel kialakulasat. ZAP-70 hianyaban a T-sejt aktivacié korai fazisban gatlodik, igy
intracellularis Ca’* szint novekedés sem alakul ki. Ahogy azt korabbi kisérleteink soran
mar megfigyeltik, a WT-ZAP-70-el transzfektalt P116 sejtekben a Jurkat sejtekhez
hasonlo Ca2+-jelet lehetett detektalni, azaz a ZAP-70 expresszio helyreallitotta a Ca’*-jelet
[22. dbra] [116].

A ZAP-70 Y-F pontmutaciéi kiilsnbozéképpen befolyasoltak az intracellularis Ca®'-
jel kialakulasat [22. dbra]. A gatld funkcidji Y292 és Y492 aminosavak cseréje F-ra — a
vartnak megfeleléen — a WT-ZAP-70-et expresszalo sejtvonalhoz viszonyitva
szignifikdnsan magasabb amplitudoju  Ca’*-jelet eredményezett anti-CD3 kezelést
kovetden. A Y-F aminosav csere az aktivacids 493-as pozicidban teljes mértékben gatolta
az anti-CD3 indukalta intracellularis Ca2+-jel kialakulasat. A szomszédos Y492 és Y493
ellentétes funkciojat a Ca?* méréseink is igazoltak, ami megerésitette, hogy célzott
mutagenezisiink valoban pontos volt. A szabalyozé/aktivaciés Y315 mutacidja részleges
Ca’*-jel csokkenéshez vezetett [22. dbral.

Az F069-ZAP-70-et expresszald sejtvonalban szignifikdnsan nagyobb Ca2+-je|et
kaptunk, mint a WT-ZAP-70-et expresszalo sejtekben, ezért feltételezziik, hogy a Y292 és
Y492-h6z hasonloan, a ZAP-70 Y069 is gatld szerepet tolt be a T-sejt aktivacios
folyamatokban. Az F069-ZAP-70-et expresszalo sejtvonalban a Ca’*-jel hamarabb érte el
maximumat, igy Kinetikaja is eltért a tobbi sejtvonaltol. A Y126 mutacidja a Y315
Y 126 hasonl6 aktivacios/szabalyozo szerepet tolt be az interdomén A-ban, mint a Y315 az
interdomén B-ben. A 178-as pozicioban létrehozott Y-F aminosavcsere nem befolyasolta

jelentésen az anti-CD3 indukalta Ca**-jelet [22. dbral.

42



Annak kizarasara, hogy a pontmuticiok befolydsoljak a sejtek CD3 expresszidjat,
sejtfelszini jeloléseket végeztink anti-CD3 antitesttel, mely soran nem talaltunk

kiilonbséget a kiilonb6zo sejtek CD3 expresszidjaban.

t FL1 valtozasok

F42.ZAP-70

4 4 4
FO9-ZAP-70 F126.ZAP-70 F18-ZAP-70
n WT ——
3 ’ 3
Y-F —0—
2 2 pontmutans
sejtek
11 . 11 1
0 60 120 180 240 0 60 120 180 240 0 60 120 180 240
4 315_7 ¢ 4 - -
F315-Zap-70 F493.ZAP-70

1] 60

120 180 240

60

120 180 240

1]

60 120 180 240

1do6 (sec)

n=3 P<0,05

22. dbra: A Y-F aminosavcsere hatisai az anti-CD3 indukdlta intracelluliris Ca*'-jel
kialakuldsdara. A sejteket Fluo-3AM indikdatorral toleoetiik fel és dramlasi citometrids mérések
sordn vizsgaltuk az intracellularis Ca**-jel véltozdsait. Az FLI intenzitds valtozdsokat (ardnyos a
szabad intracelluldris Ca® szinttel) az id6 fiiggvényében dbrdzoltuk. A pontmutdns sejtekben
kialakuls Ca**-jelet a WT-ZAP-70-et expresszdlé (kontroll) sejtekéhez viszonyitottuk, a
szignifikdnsan (P<0,05) magasabb (*) vagy alacsonyabb (7) értékeket jeloltiik. Az dtlag = SEM
értékeket 3 fiiggetlen merés eredményébdl szamitottuk. A fekete nyilak azt az idopontot jelzik,
amikor az anti-CD3-at hozzdadtuk a sejtekhez (50 sec), a mérést ezt kovetéen tovabbi 4 percig

folytattuk.

522 A ZAP-70 kinaz Y aminosav maradékainak pontmutaciéi
megvaltoztatjak az anti-CD3 indukalta tirozin foszforilacio mintazatat és

a ZAP-70 autoregulaciojat

Western bloton elGszor azt vizsgaltuk, hogy a ZAP-70 pontmutaciéi hogyan
befolyasoljak a sejtvonalak anti-CD3 indukalta tirozin foszforilacio mintazatat. A 35, 55,

70 (feltehetéen a ZAP-70) és a 115 kDa molekulasulynak megfeleld fehérjékben jelentds
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foszforilacio kiilonbségeket talaltunk [23. dbrdn nyilakkal jelolve]. A F292-ZAP-70-et
expresszalod sejtvonal lizatuma hiperfoszforilaciot mutatott a WT-ZAP-70-et expresszald
sejtekhez viszonyitva. Ahogy vartuk, a ZAP-70 deficiens P116 sejtek nem aktivalodtak
anti-CD3 kezelés hatasara. Az F493-ZAP-70-et expresszald sejtvonal 70 kDa-os csikja
(feltehetéen a ZAP-70 kinaz) anti-CD3 kezelés hatasara fokozottan foszforilalodott [23.

dbral.
Molekulasuly (kDa)
' ) "
135 ! ’ 1 ’
... o8 e “ e— 115kDa
92
72
52—k o e " «—55kDa
4?2 m—
34 (= S - - - T . - - ~ jl&«—35kDa
267 C
acD3: — + + + + + + + + +

42 =t — T S — v — | a-f-aktin

WT WT F‘069 F126 F178 F292 315 F492 F493P116

23. dbra: Az anti-CD3 indukalta tirozin foszforildcié mintazatanak valtozdsai ZAP-70 Y-
F pontmutdans sejtekben. A4 sejtek lizatumat 10%-0s SDS-PAGE-n valasztottuk el, majd
blotolast kovetden anti-foszfotirozin antitesttel végeztiik az elohivast (felsé panel). Toltési

kontroll vizsgalathoz anti-f-aktin antitestet haszndltunk (also panel).

Annak megerdsitésére, hogy a lizatumon latott 70kDa molekulastlya csik valoban
a ZAP-70-nek felel meg, immunprecipitaciot végeztiink anti-ZAP-70 antitesttel [24. dbra].
Anti-CD3 kezelést kdvetden az F292 és F493-ZAP-70-et expresszald sejtvonalak mutattak
novekedett ZAP-70 foszforilaciot a WT-ZAP-70-et expresszald mintdkhoz viszonyitva. A
Y-F aminosav csere a 315-0s pozicioban a kinaz csokkent foszforilaciojat eredményezte

[24. ébra]. Ezen eredmények azt mutatjék hogy a ZAP-70 speciﬁkus Y maradékainak

crcr

44



1P:a-ZAP-70

Molekulasuly D S - g Sz “ \
(kD2) 70— . | a-PY
70 o e ——— a-ZAP-70

a-CD3: - + + + + + + + + +
WT WT F%9 F126 F178 292 R315 492 F493P116

24. dabra: A ZAP-70 Y-F pontmutdcidjanak hatisa a kindz anti-CD3 indukdlta tirozin
foszforilaciora. Az abran egy reprezentativ blot és annak denzitometrias eredménye
lathato. A blotokat anti-foszfotirozin (felsé panel) majd strippinget kivetéen anti-ZAP-70
(also panel) antitestekkel hivtuk elé. A szamok a relativ foszforilacio valtozdasokat jelzik a

WT, anti-CD3 aktivalt mintahoz viszonyitva.

5.2.3 Az SLP-76 és a LAT foszforilaciojat a ZAP-70 specifikus Y

aminosav maradékai szabalyozzak

Az SLP-76 és a LAT a ZAP-70 szubsztratjai, amik fontos szerepet jatszanak a
PLCy aktivicidjaban és igy az intracellularis Ca®**-jel szabalyozasiban [27-29]. Ezért
immunprecipitaciot kovetéen Western bloton vizsgaltuk ezen két fehérje foszforilaciojat.

Aktivaciot kovetéen az SLP-76 hiperfoszforilaciojat talaltuk a F069-, F178-, F292,
F315- és F492-ZAP-70-et expresszalo sejtekben WT-ZAP-70-et expresszald mintdkoz
foszforilaciojat [25. dbra A].

A LAT esetében a ZAP-70 Y292 ¢és Y315 mutacidja emelkedett, mig a Y493-¢
csokkent foszforilaciot eredményezett anti-CD3 kezelést kovetden a WT aktivalt mintdhoz

viszonyitva [25. dbra B].
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25. dbra: A ZAP-70 Y-F pontmutdcidinak hatisa az SLP-76 (A) és LAT (B) anti-CD3
indukadlta tirozin foszforilacidjara. Az abran reprezentativ blotok és azok denzitometrias
eredményei lathatok. A blotokat anti-foszfotirozin (felsé panelek), majd strippinget
kovetéen anti-SLP-76 (A) és anti-LAT (B) antitestekkel hivtuk el6 (also panelek). A szamok

a relativ foszforilacio valtozasokat jelzik a WT, anti-CD3 aktivalt mintdhoz viszonyitva.

A Foszfo-Flow modszer segitségével a foszforilacios események még pontosabban,
Y specifikus moédon vizsgalhatok. Foszfo-specifikus antitestek segitségével elemeztiik az
SLP-76 Y128 és a LAT Y171 foszforilacigjat mind nyugvo, mind anti-CD3 aktivalt
pontmutans sejtekben. Szignifikansan csokkent SLP-76 Y128 foszforilaciét mértiink az
anti-CD3 stimulalt F493-ZAP-70-et expresszald sejtvonalban a WT-ZAP-70-transzfektalt
P116 sejtekhez viszonyitva [26. dabra A]. Ez &sszhangban volt az immunprecipitacios
kisérletek eredményével és arra utal, hogy az SLP-76 Y128 tirozinjanak foszforilacidja a
ZAP-70 Y493 foszforilacigjatol fiigg. Jelentds SLP-76 Y128 foszforilacid csokkenést
kaptunk anti-CD3 kezelést kovetéen az F126-, F315- és F492-ZAP-70-et expresszald
sejtekben (MFI valtozas: 2.1 + 0.1, 2.5 £ 0.6 és 1.3 £ 0.1) a WT-ZAP-70 transzfektalt
sejtekhez viszonyitva (MFI valtozas: 4.5 + 1.31) [26. dbra A].

A Y-F aminosavcsere az SLP-76 Y128 nyugalmi hiperfoszforilacidjahoz vezetett
az F126, F178- és F492-ZAP-70-et expresszalo sejtekben, ami arra utalhat, hogy a ZAP-70
ezen tirozin maradékai gatlo szerepet tolthetnek be a kindz foszforildcios allapotanak

szabalyozasaban [26. dbra A].
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A Y-F aminosavcsere a kinaz 492-es pozicigjaban a LAT-Y171
hiperfoszforilaciojahoz vezetett nyugvo sejtekben. Az immunprecipitacios eredményekhez
hasonléan a LAT Y171 anti-CD3 indukalta foszforilaciojat a ZAP-70 Y493 pontmutacioja
gatolta [26. dbra B].

Jurkat WT Pllﬁ F(169 Fllﬁ FITS F292 |:315 F492 [:4')}

B 35
30 ' |
25
20
15

Al

Jurkat WT P116 F069 F126 F178 F292 l:}li sz l:wl

p-LAT MFI

26. dbra: Az SLP-76 és LAT molekulik Y-specifikus foszforilicio valtozdsainak
vizsgdlata Foszfo-Flow technikaval WT és Y-F pontmutins ZAP-70-et expresszalo P116
sejtekben. Aramidsi citometrids méréseket kovetéen az SLP-76 Y128 (4) és a LAT Y171
(B) foszforilacio valtozasainak MFI értékeit abrazoltuk nyugvo (fehér oszlop) és aktivalt
(fekete oszlop) sejtekben. Az oszlopok 3 fiiggetlen mérés dtlagat és a = SEM értékeket
abrazoljak. A WT mintakhoz viszonyitott szignifikansan (P<0,05) magasabb értékekeket
jeloltiik (*). Az anti-CD3-indukalt SLP-76 Y128 és LAT Y171 foszforilacio teljesen
hianyzott a P116 és F493-ZAP-70 sejtekben (7). Csokkent anti-CD3 indukalt SLP-76 Y128
foszforilaciot talaltunk az F126-, F315- és F492-ZAP-70-et expresszalo sejtvonalakban

(&)
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5.3 A nem-genomikus gliikokortikoid (GC) hatasok vizsgalata a

Y-F pontmutans ZAP-70-et expresszalo sejtvonalakban

5.3.1 A ZAP-70 kinaz tirozinjainak pontmutaciéja megvaltoztatja a DX

indukalta foszforilacio mintazatot

Korabbi eredményeink szerint rovid idejli, nagy dozisi DX kezelés hatasara szamos
jelatviteli molekula mutat emelkedett foszforilaciét Jurkat sejtekben [115]. Jelen
kisérleteinkben Western bloton vizsgaltuk, hogy a ZAP-70 kinazban létrehozott Y-F
aminosavcsere hogyan valtoztatja meg 2 perces DX kezelést koveten az egyes sejtvonalak
foszforilacié mintazatat. Ahogy az a 27. dbrdan lathato, az F069-, F126-, F178- és F238-
ZAP-70-et expresszald sejtek csak mérsékelt foszforilacid emelkedést mutattak DX
kezelés hatasara és a foszforilacio mintdzat molekulasuly szerinti eloszlasa is eltéré az
egyes sejtvonalakban. A 315 és 492 poziciokban 1étrehozott aminosavcsere altalanos
hiperfoszforilaciot eredményezett a WT-ZAP-70-et expresszald DX Kkezelt sejtekhez
viszonyitva. A 20, 36, 48, 56 ¢és 70 kDa (feltehetben a ZAP-70) molekulastlynak
megfeleld fehérjék jelentds foszforilacid kiilonbségeket mutattak [a 27. abrdn nyilakkal
Jjeleztiik].
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21. dbra: Két perces nagy dozisu DX indukadlta tirozin-foszforilacio mintdzat vailtozdsai
ZAP-70 Y-F pontmutdns sejtekben. A sejtek lizatumat 10%-0S SDS-PAGE-n vdlasztottuk
el, majd blotolast kévetden anti-foszfotirozin antitesttel végeztiik az elohivast (felso panel).

Téltési kontrollként anti-f-aktin antitestet hasznaltunk (alsé panel).

5.3.2 A ZAP-70 kinaz Y315 és Y492 maradékai vesznek részt a nem-
genomikus gliikokortikoid hatasok kialakitasaban

Korabbi eredményeink szerint 2 perces, nagy dozisu DX kezelés a ZAP-70 kinaz
ZAP-70 antitesttel végzett immunprecipitaciot kdvetden azt vizsgaltuk, hogy a kinaz egyes
tirozinjainak pontmutacidja befolyasolja-e a GC-analog kivaltotta foszforilaciot és a ZAP-
70-GR asszociaciot. A WT DX kezelt mintdhoz viszonyitva, szignifikans foszforilacid
csokkenést kaptunk azokban a sejtvonalakban, amelyekben az aminosavcsere a 315 €s 492
poziciokban tortént, igy feltételezziik, hogy a nem-genomikus gliikokortikoid hatdsok
kozvetitésében a ZAP-70 ezen két tirozin maradéka vesz részt [28. dbra A és B]. Ezt

kovetden azt vizsgaltuk, hogy a fent leirt foszforilacié valtozadsok megvaltoztatjak-e a
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ZAP-70-GR ko-precipitaciot. Rovid idejii, nagy dozisua DX kezelés a WT és valamennyi
pontmutans sejtvonalban novekedett ZAP-70-GR asszociaciot eredményezett [27. dbra C).
Az F315 és F492-ZAP-70-et expresszaldo sejtekben a 2 perces DX kezeléskor kapott
csokkent tirozin foszforilacié ellenére nem valtozott meg a ZAP-70-GR asszociacid, ami
arra utal, hogy a Y maradékok nem vesznek részt direkt modon a 2 molekula fizikai

kapcsolatanak szabalyozasaban [28. dbra C].
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28. abra: Rovid idejii, nagy dozisu DX kezelés indukdlta ZAP-70 foszforilacio és GR
asszocidcio a pontmutdns sejtekben. A. Anti-ZAP-70-el végzett immunprecipitdaciot
kovetéen a Western blotot anti-foszfotirozin (felsé panel), majd anti-ZAP-70 (alsé panel)
antitestekkel hiviuk elé. B. A diagram a ZAP-70 kindz relativ foszforilacié valtozdsait
mutatja. Az datlag + SEM értékeket 3 fiiggetlen blot denzitometrias eredményébdl
szamitottuk, a szignifikans (P<0,05) vdltozast jeloltiik (*). C. A Western blotok a ZAP-70-

GR ko-precipiticio eredményeit mutatjak pontmutans sejtekben. ZAP-70 precipitdciot

50



kovetéen a blotot anti-GR (felsd panel), majd anti-ZAP-70 (alsé panel) antitesttel hivtuk

elo.

5.3.3 Rovid ideji, nagy dézisu DX kezelés hatasai a TcR/CD3 jelatviteli

utakra

A sejtek lizatumabol készitett Western blotokon lathatd, hogy a ZAP-70 kinaz
mellett tovabbi molekuldk foszforilacidja is megvaltozik rovid idejli, nagy dozist DX
kezelés hatdsara. A T-sejt aktivacio soran a ZAP-70 szubsztratjai az SLP-76, a LAT és a
Cbl molekulak, ezért WT-ZAP-70-et expresszalo P116 sejtekben tovabb vizsgaltuk, hogy
ezen molekuldk foszforilacidja megvaltozik-e 2 perces DX kezelés hatdsara. Ahogy az a
29. dabrdn lathaté, a DX kezelés dnmagaban megndvelte az SLP-76, a LAT ¢és a Cbl
foszforilaciojat is [29. dbra A, B és C].

Klinikai szempontbo6l a TcR/CD3 ¢és a nem-genomikus GC hatasok altal kivaltott
jelatviteli utak kapcsolddasi pontjai kiilondsen fontosak, mivel feltételezhetben ezen
mechanizmusok allnak az immunszuppressziv hatasok kialakitasanak hatterében. Ennek
modellezésére kombinalt kezelést (DX+anti-CD3) alkalmaztunk. A kisérleteink soran
hasznalt DX koncentracié megfelel a klinikumban alkalmazott nagy doézisu szteroid
kezelésnek [93,94,97]. Korabbi eredményeink szerint ez a kombinalt kezelés a ZAP-70
hiperfoszforilaciojahoz vezetett, akar a csak DX-al vagy a csak anti-CD3-mal kezelt
mintakhoz viszonyitottuk a foszforilaciot [115].

Jelen eredményeink szerint a DX kezelés részben gatolta az SLP-76 anti-CD3
indukalta foszforilacid novekedését [29. dbra A]. A LAT esetében a kombinalt kezelés
nagyobb mértékii tirozin foszforilaciot eredményezett, mint akar a DX vagy az anti-CD3
kezelések onmagaban [29. dbra B]. A Cbl anti-CD3 és kombinalt kezelések hatasara is
foszforilalddott, de ennek mértéke nem érte el azt a tirozin foszforilacidé ndvekedést, amit a

DX 6nmagaban okozott [29. dbra C].
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29. dabra: Rovid idejii, nagy dozisu DX kezelés hatisa TcR/CD3 jelatviteli utakra. Az
abran az SLP-76, a LAT és a Cbl foszforilacié valtozdsai lathatok DX, anti-CD3 és
kombinalt (DX+ anti-CD3) kezelés hatdsdra P116 WT-ZAP-70-et expresszalo sejtekben. A
sejteket DX-al és/vagy anti-CD3-mal kezeltiik, a kontroll mintik esetében a sejteket
kezeletleniil hagytuk. Anti-SLP-76 (A), anti-LAT (B) vagy anti-Cbl (C) antitestekkel
immunprecipitdiciot végeztiink. A blotokat anti-foszfotirozin (felsé panelek), majd
strippinget kévetéen anti-SLP-76, anti-LAT és anti-Cbl (alsé panelek) antitestekkel hivtuk
eld. A diagramok a megfelelé molekulik relativ foszforilacié valtozasait mutatjak hdarom
fliggetlen kisérlet denzitometrias eredményei alapjan. Az oszlopokon az dtlag + SEM
értékeket abrazoltuk, a szignifikans (P<0,05) valtozasokat jeloltiik (*).

Az intracellularis Ca2+-je1 kialakulasa a T-sejt aktivacid tovabbi fontos eseménye.
Kisérleteink soran megvizsgaltuk azt is, hogy rovid idejii (10 perces) DX eldkezelés
hogyan befolyasolja az anti-CD3 kivaltotta Ca2+-jelet. 10°M DX kezelés az intaracellularis
Ca®* szint szignifikans csokkenéséhez vezetett a csak anti-CD3-mal kezelt mintihoz

viszonyitva [30. dbral.
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30. dbra: Az anti-CD3 indukdlta Ca**-
jel kialakuldsat a DX részlegesen gdtolja

W

—8— a-CD3

—O— DX+a-CD3

Jurkat sejtekben. Az intracelluldris
Ca2+-jelben bekovetkez6  valtozasok
vizsgalatahoz a  sejteket Fluo-3AM
indikatorral toltéttiik fol, majd aramlasi
citometrias méréseket végeztiink. Az FL-1

intenzitdasban bekovetkez6  valtozast

Ca?* -jel (FL1 valtozasok)

(ardnyos az intracelluldris Ca**-jellel, y-

0 100 200 300

) tengely) az ido fiiggvényében vizsgaltuk
Idé (sec)

(x-tengely).

A 10 percig DX-al eldkezelt, majd anti-CD3 dltal aktivdlt mintdkban kialakulé Ca®*-jelet
(tires pont) a csak anti-CD3-mal kezelt mintakhoz viszonyitottuk (fekete pontok). 50
mdsodpercig mértiik az alap Ca** szintet, majd hozzaadtuk az anti-CD3-at a mintdkhoz, és
tovabbi 5 percig folytattuk a mérést. A diagram 5 fiiggetlen mérés eredményének atlagat és
a £SEM értékeket mutatja. A szignifikans (P<0,05) kiilonbségeket jeloltiik (*).

534 A ZAP-70 Y-F pontmutaciéja a 315 és 492 poziciokban
meggatolja a rovid ideju, nagy dozisu DX kezelés indukalta SL.P-76 és

Cbl foszforilaciot

Ahogy az 5.3.2 fejezetben bemutattuk, a ZAP-70 315 és 492 tirozinjai vesznek
részt a nem-genomikus gliikokortikoid hatasok kialakitasaban. Megallapitottuk tovabba,
hogy az SLP-76, a LAT ¢és a Cbl molekulak a ZAP-70 célmolekulai lehetnek a nem-
genomikus gliikokortikoid jelatvitelben. Annak megerésitésére, hogy a ZAP-70 315 és 492
tirozinjai valoban részt vesznek a nem-genomikus gliikkokortikoid hatasok tovabbitasaban,
F315- és F492-ZAP-70-et expresszald sejtekben vizsgaltuk az SLP-76, LAT és Cbl
foszforilacigjat 2 perces DX kezelést kovetéen. A WT kontroll, valamint DX kezelt WT-,
F315- és F492-ZAP-70-et expresszalo sejtek lizatumabdl immunprecipitaciot végeztiink,
majd a foszforilacio valtozasokat Western bloton vizsgaltuk. A Y-F aminosavcsere a ZAP-
70 315 és 492 pozicidjaban gatolta az SLP-76 és a Cbl DX indukalta foszforilaciojat. A

53



LAT esetében egyik pontmutdcid sem befolydsolta a DX indukalta foszforilacio

novekedést [31. dbral.
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31. abra: A ZAP-70 Y315 és Y492 pontmutdcioi befolyasoljak az SLP-76 és Cbhl DX
indukdlta foszforilicio novekedést. Kezeletlen WT-, valamint DX kezelt WT-, F315- és
FA492-ZAP-70-et expresszalo sejtek lizatumabol immunprecipitdciot végeztiink anti-SLP-76
(A), anti-LAT (B) és anti-Cbl (C) antitestekkel. A blotokat anti-foszfotirozin (felsé panelek),
majd strippinget kovetéen anti-SLP-76, anti-LAT vagy anti-Cbl (alsé panelek) antitestekkel
hivtuk elé. A diagramok a megfeleld molekuldk relativ foszforilacio valtozasait mutatjdik
harom fiiggetlen kisérlet denzitometridas eredményei alapjan. Az oszlopokon az dtlag +
SEM értékeket abrazoltuk, a szignifikans (P<0,05) vdltozasokat jeloltiik (*).
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6. Az uj eredmények osszefoglalasa

1. Létrehoztunk folyamatos, human T-sejtes leukémia alapu, stabil transzgénikus
sejtvonalakat, melyekben a ZAP-70 nyolc (069, 126, 178, 238, 292, 315, 492, 493)
tirozinjanak funkcidjat kiilon-kiilon vizsgalhattuk, kiilonds tekintettel a még ismeretlen

funkcidju (069,126, 178 és 238) tirozinokra.

2. A ZAP-70 Y069 gatlo, a Y126 aktivacids, mig a Y178 részben gatlo szerepet tolt be a

T-sejt aktivacids folyamatokban.

vesz részt, mig a Y315 pozitiv autoregulacios hely.

4. A Y-F aminosavcsere a ZAP-70 Y126 és Y178 pozicidkban az SLP-76 Y128; a Y492
pozicidban pedig mind az SLP-76 Y128, mind a LAT Y171 nyugalmi

hiperfoszforilaciojahoz vezetett.

5. Kisérleteink alapjan a ZAP-70 az intracellularis Ca’*-jel kialakulasat elsésorban az

SLP-76-on, nem a LAT-on keresztiil szabalyozza.
6. A ZAP-70 Y315 és Y492 vesznek részt a nem-genomikus GC hatasok kozvetitésében.

7. Mind a LAT, az SLP-76 és a Cbl részt vesznek a nem-genomikus GC jelatviteli
folyamatokban, de a ZAP-70 medialta nem-genomikus GC hatasokat az SLP-76 ¢s a
Cbl molekulak kozvetitik, nem a LAT.

8. A DX az anti-CD3 indukalta T-sejt aktivacioban, a ZAP-70 kinazban megfigyelt
valtozasokhoz hasonloan, a LAT és a Cbl tirozin foszforilaciojat tovabb novelte. Az
SLP-76 aktivacio indukalta foszforilaciojat és az intracellularis Ca2+-je1 kialakuldsat a

DX részben gatolta.
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7. Osszefoglalas, megbeszélés

7.1 A ZAP-70 kinaz tirozinjainak funkcionalis jellemzése a
TcR/CD3 jelatviteli ut szabalyozasaban

A TcR/CD3 jelatviteli utvonal részleteinek felderitésére intenziv kutatasok folytak az
elmult 20 évben. Miutdn sikeriilt a legfontosabb jelatviteli molekuldkat azonositani, egyre
tobb olyan muténs - altalaban Jurkat sejtek mutagenezisébdl szarmazo6 - T-sejt vonal valt
elérhet6vé, amelyekben valamelyik molekula hianyzik, példaul az Lck deficiens JCaM1A,
a ZAP-70 deficiens P116, a LAT deficiens JCaM2.5 vagy az SLP-76 deficiens J14
sejtvonalak.

A ZAP-70 kinaz sziikséges a teljes TCR/CD3 jelatviteli kaszkad kialakitasahoz. A
ZAP-70 deficiens P116 sejtekben a T-sejt jelatvitel, a ZAP-70 deficiens egerekben a T-sejt
jelatvitel és a T-sejt fejlodés is sulyos zavart szenved. Emberben a ZAP-70 hianya vagy
defektusa SCID fenotipushoz vezet [44,61,62,63,124]. A kinazok funkciojat foszforilacios
események szabalyozzdk, igy az egyes foszforilacids helyek vizsgalata, pl. pontmutans
sejtvonalakban, kiilongsen értékes informaciot nydjthat a jelatviteli folyamatok finom
szabdlyozasanak megértéséhez. A ZAP-70 esetében a pontmuticios vizsgalatok azért
kiilonosen fontosak, mert a kinazban bekovetkezd finom genetikai valtozasok egérben
reumatoid artritisz-szerti betegséghez vezetnek [64]. Ezért jelen munkankban a ZAP-70
kindzban taldlhatd 7 Y maradék pontosabb szerepét vizsgaltuk a TcR/CD3 illetve a nem-
genomikus GC jelatviteli utakban, Y-F pontmutans konstrukciokat expresszalo sejtvonalak
felhasznalasaval.

Mivel a ZAP-70 Y292, Y315, Y492 és Y493 tirozinjainak szerepét mar korabbi
vizsgalatokban jellemezték, ezek kontrollként is szolgaltak jelen kisérleteinkben [44]. A
Y292 ¢és Y492 gatlo, mig a Y315 és Y493 aktivacios szerepet tolt be a TcR/CD3
jelatvitelben [46,54,55]. Eredményeink Gsszhangban voltak a korabban megfigyeltekkel,
miszerint a Y292 és Y492 mutacidja emelkedett, mig a Y315 és Y493 aminosavak cseréje
pedig csokkent anti-CD3 indukalta Ca2+-jelet eredményezett a WT-ZAP-70-et expresszalod
sejtekhez viszonyitva. Ezek a méréseink megerdsitették, hogy a kisérleti rendszeriink
megbizhatéan mitkodik.

Az elozbéekkel szemben viszonylag keveset tudtunk a ZAP-70 SH2 doménjeiben

valamint az interdomén A-ban talalhaté tirozinok szerepér6l. Annak ellenére, hogy Watts
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¢s munkatarsai 1994-ben tomegspektrometrias kisérleteik sordn 3 tirozin maradékot
azonositottak ebben a régioban, sem sejtvonalakban, sem egerekben nem torténtek
vizsgalatok ezen tirozinok funkciojanak pontosabb megismerésére [45]. A Y238-rol
szekvencia analizisiink soran deriilt ki, hogy egy potencialis ITIM, azaz gatlo
foszforilaciés motivum tagja lehet. Ezért kiilonosen fontosnak tartottuk a ZAP-70 Y0609,
Y126, Y178 és Y238 szerepének tisztazasat a TCR/CD3 jelatviteli folyamatokban. Habar
Watts és munkatarsainak eredményei szerint a Y069, Y126 és Y178 nem foszforilalodik
anti-CD3 kezelés hatasara, az Lck indukalhatja foszforilacidjukat, a Y126 pedig a kinaz
autofoszforilaciojaban is szerepet jatszhat [45]. A Y-F aminosavcsere a 069 és 126
pozicioban ellentétes hatast eredményezett az intracellularis Ca®*-jel kialakitdsaban, az
el6z6 novelte, mig az utdbbi csdkkentette a Ca’* szintet a WT-ZAP-70-et expresszalo
sejtekhez viszonyitva [22. dbra, 3. tabldzaf]. A Y-F pontmutacio a 178-as pozicidban nem
befolyasolta jelentdsen az intracellularis Ca®*-jel kialakulasat [22. dbra, 3. tibldzaf]. A
Y069 maradék a ZAP-70 N-terminalis SH2 doménjében talalhato, igy a TcR/CD3 jelatvitel
soran szerepet jatszhat az aktivalt ZAP-70 kinaz és a CD3 molekula { lancai kozotti
kapcsolat kialakitasaban (szerkezeti magyarazat), vagy befolyasolhatja a molekula kinaz
aktivitasat (funkcionalis magyarazat). Ennek pontos megismeréséhez még tovabbi
vizsgalatok sziikségesek. A Y126 mutacidja az intracellularis Ca2+-je1 csokkenéséhez
3. tdblazat]. Ezen analdgia alapjan feltételezziik, hogy a Y126 az interdomén A-ban
hasonl6 pozitiv szabalyozo szerepet tolthet be, mint a Y315 az interdomén B-ben. A ZAP-
70 Y126 mutacidja az SLP-76 Y128 nyugalmi hiperfoszforilaciojat eredményezte [26.
dbra, 3. tdblizar], tehat szerepet jatszhat az anti-CD3 indukalta csokkent Ca®-jel
kialakitasaban.

Munkank soran vizsgaltuk azt is, hogy a ZAP-70 egyes Y maradékai milyen szerepet
toltenek be az SLP-76 és a LAT adapter molekulak kozvetitette Ca®*-jel szabalyozasaban a
TcR/CD3 jelatvitelben. T-sejtekben az intracellularis Ca2+-je1 kialakitdsadhoz
nélkiilozhetetlen a PLCy aktivacidja. Az SLP-76 és LAT adapter fehérjék a PLCy {6
aktivaloi, kapcsolatot képeznek a ZAP-70 és a PLCy kozott [28,30,32]. Korabbi adatok azt
mutattak, hogy a PLCy aktivacidja a LAT és az SLP-76 aktivaciojatol fiigg [125]. Jelen
kisérleteinkben ezt a két parhuzamosan futd utvonalat részletesen vizsgaltuk. A ZAP-70
altalunk vizsgalt Y-F pontmutacidinak tobbsége anti-CD3 kezelést kovetden az SLP-76
emelkedett foszforilacigjahoz vezetett a WT-ZAP-70-et expresszalo sejtekhez viszonyitva.

Kivételt képez az aktivaciés Y493, aminek mutacidja - nem meglepd modon - az SLP-76
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foszforilacié csokkenéséhez vezetett, valamint a Y-F aminosavcsere a 126-os pozicioban,
ami az SLP-76 foszforilacidjat nem befolyasolta [25. dbra, 3. tabldzat] . A ZAP-70 Y126,
Y178 és Y492 szabalyozza tovabba az SLP-76 Y128 alap foszforilaciojat is [26. dbra A, 3.
tablazatr]. A T-sejt aktivacio soran a foszforilalt SLP-76 Y128-hoz kapcsolodnak az Nck,
vezet. Igy a ZAP-70 az SLP-76 molekulan keresztiil kozvetve részt vehet citoszkeletalis
folyamatok szabalyozasaban is [66].

Csokkent LAT foszforilaciot talaltunk az F493-ZAP-70-et expresszald sejtekben, mig
az F292- és F315-ZAP-70-et expresszalokban emelkedett volt a LAT foszforilacio anti-
CD3 kezelést kovetden [25. dabra B, 3. tablazatf]. A ZAP-70 gatld Y492 mutacidja a LAT
Y171 emelkedett alapfoszforilaciojahoz vezetett [26. dbra B, 3. tdablazaf]. A LAT Y171
foszforilacioja a PI3-K és a PLCy kotodéséhez sziikséges [72]. Mivel a ZAP-70
pontmutans sejtek a LAT foszforilacigjat kevésbé befolyasoltak, igy feltételezziik, hogy a
ZAP-70 az intracellularis Ca**-jel kialakulasat elsésorban az SLP-76-on keresztiil
szabalyozza [25., 26. dbra, 3. tabldzat].

A ZAP-70 Y315 eredményeink szerint befolydsolja mind az SLP-76 és a LAT
foszforilacigjat (mindkét molekula hiperfoszforilaciojahoz vezet [25. dbra, 3. tabldzat]).
Korabbi kisérletekben Bridicka és munkatarsai a ZAP-70 Y315 és Y319 kettés YYFF
csokkent, aktivaciot kovetden [126]. Ezek alapjan feltételezziik, hogy a Y319 fontosabb
szerepet jatszhat a LAT ¢és SLP-76 szabdlyozasdban, mig a Y315 inkdbb a kindz
atrendez6déshez, ugynevezett ,,autoinhibitory switch”-hez is vezethet a kinazban, amely
soran a ZAP-70 kindz doménjének aktivaciés hurka konnyebben hozzaférhetdvé valik,
elosegitve ezzel a Y493 foszforilaciot és a molekula aktivaciojat [126]. Jelen adatok arra
utalnak, hogy a ZAP-70 315Y-F pontmutacioja csak részben gatolhatja ezt a molekularis
atalakulast, mivel mind a LAT, mind az SLP-76 foszforilalodik a sejtvonalban [25. dbra, 3.
tablazat].
folyamatok sulyos defektusahoz vezet, hasonloan ahhoz, mint amit P116 sejtekben
megfigyeltek. Ezért a Y493 foszforilacidja kiillondsen fontos szerepet jatszik a T-sejt
aktivacié downstream lépéseinek beinditasaban. A 493-as tirozin maradék hianya, vagy
defektusa a T-sejt aktivacio funkcionalis blokkjahoz vezet [3. tabldzat], ahogy azt korabbi
kisérletek is igazoltak [47,127]. Az F493-ZAP-70-et expresszalo sejtekben a kinaz
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hiperfoszforilaciojat  figyeltik meg, feltehetdéen mas  tirozin  maradék(ok)
hiperfoszforilacigjanak kovetkeztében, ami azt mutatja, hogy a ZAP-70 Y493-nak fontos
negativ autoregulacios szerepe is lehet [24. dbra, 3. tablazat].

Eredményeink szerint nem a Y493 az egyetlen tirozin maradék, ami részt vehet a
ZAP-70 autoregulaciojaban. A ZAP-70 anti-CD3 kezelés hatasara bekovetkezd
autofoszforilacioja informaciot adhat az egyes tirozin maradékok autoregulacioban
betoltott funkcidjardl: a ZAP-70 novekedett foszforilacidja egy pontmutans sejtben az
adott tirozin maradék negativ, mig csokkent foszforilacidja pozitiv autoregulacios
szerepére utal. Ezek alapjan a ZAP-70 Y493 mellett a Y292 is negativ autoregulacios
funkciéval rendelkezik, mivel mutacidjakor a ZAP-70 hiperfoszforilalodik [24. dbra, 3.
tablazat]. A ZAP-70 csokkent foszforilaciojat talaltuk a F315-ZAP-70-et expresszald
sejtekben, ami ezen tirozin maradék pozitiv autoregulacids szerepére utal [24. dbra, 3.
tablazat]. Ezek az eredmények kiegészitik a Watts és munkatarsai altal leirt in vitro
eredményeket a Y126 és Y292 autofoszforilacidjardl [45], valamint megerdsitik azt a
korabbi feltételezést, miszerint a Y315 és Y319 pozitiv autoregulacids szerepet jatszanak
és részt vesznek az Ugy nevezett ,autoinhibitory switch”-ben, ami altal a ZAP-70

katalitikus aktivitasat szabalyozzak.

3. tablazat: A ZAP-70 pontmutins sejteken végzet kisérletek eredményeinek
osszefoglalasa nyugvo és aktivalt sejtekben

Y-F pozici6 Ca?* ZAP-70* SLP-76* SLP-76"'%® LAT* LAT"* Funkcié

a-CD3 + + + - + + -+ TcR/CD3 Autoregulacio
069 - 0 - - - - - gatlo -

126 Voo - Tl - - - aktivécios -

178 - - 0 ) - - - - részben gatld -

238 NE NE NE NE N NE NE NE ? ?

292 D 0 - - 0 - - ghtld negativ

315 J J 0 - \2 0 - - aktivacios pozitiv

492 T T (NN - T - gatld -

493 J T \ - \ J - 1 aktivécids negativ

Valamennyi valtozast a WT-ZAP-70-et expresszalo sejtvonalban kapott eredményekhez
viszonyitottunk. A kapott valtozasokat nyilakkal jeloltiik:1 novekedés, |csokkenés, -2 nincs

valtozas. NE: nem vizsgaltuk, *immunprecipitacio.
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7.2 A nem-genomikus gliikokortikoid hatasok molekularis

célpontjai Jurkat sejtekben

Ahogy a Bevezetésben (ld. 2.2.4 fejezet) bemutattuk, intézetiinkben folytatott korabbi
munkank sordn megallapitottuk, hogy a ZAP-70 kindz nem csak a T-sejt aktivacié egyik
kulcsmolekulaja, hanem fontos szerepet jatszik a nem-genomikus GC jelatviteli ttvonal
kozvetitésében is [115,116]. Jelen kisérleteink soran az altalunk létrehozott ZAP-70
pontmutans sejtvonalakban vizsgaltuk a rovid idejii, nagy dozisi GC hatasok tovabbi
részleteit [60]. Elemeztiik, hogy a kinaz mely tirozin maradékai vesznek részt a nem-
genomikus GC hatasok kialakitasaban, valamint azt, hogy a kialakult jelet mely
downstream célmolekulak kozvetithetik. Rovid ideji, nagy dozisi DX kezelés csokkent
ZAP-70 foszforilaciohoz vezetett az F315- és F492-ZAP-70-et expresszalo sejtekben [28.
dbra A, B, 4. tablazat B], ami azt mutatja, hogy a ZAP-70 ezen 2 tirozin maradéka vehet
részt a nem-genomikus GC jelatvitelben. Erdemes megjegyezni, hogy ezen két tirozin
ellentétes szerepet tolt be a T-sejt aktivacioban, -ahogy arrol korabban mar részletesen sz6
esett- a Y315 aktivacios, mig a Y492 gatldé funkcioja tirozin [60]. Az eredmények tehat
arra utalnak, hogy finom kiilonbségek figyelhetdk meg a ZAP-70 foszforilacios
mintazataban a nem-genomikus GC és a TcR/CD3 jelatvitel soran. Korabbi kisérleteink
soran GC indukalta ZAP-70-GR asszociaciot figyeltiink meg, igy a fenti foszforilacio
csokkenés magyarazataul szolgalt volna, ha a Y-F aminosavcsere hatasara a ZAP-70-GR
asszociacio is megvaltozik [116]. Nem talaltunk azonban kiilonbséget a pontmutans sejtek
kinaz aktivitasanak lehetséges csokkenésére, vagy a T-sejt jelatviteli kaszkad sordan a ZAP-
70-t61 proximalisan elhelyezkedé molekulak (pl.: Lck) szerepére hivja fel a figyelmet [28.
abra C]. Vizsgaltuk tovabba a ZAP-70 kinaz kozvetlen szubsztratjainak szerepét a nem-
genomikus GC jelatvitelben. A LAT ¢és az SLP-76 adaptereken kiviil kiilonds figyelmet
forditottunk a Cbl molekulara, mivel negativ regulatorként fontos szerepet jatszhat az
immunszuppressziv folyamatok szabalyozasaban [31,73,74]. Mindharom molekula
foszforilacigja emelkedett rovid idejli, nagy dozisi DX kezelés hatasara, tehat
valamennyien szerepet jatszhatnak a nem-genomikus GC hatasok kozvetitésében [29.
dbra, 4. tablazat A]. Megvizsgaltuk azt is, hogy a F315 és F492-ZAP-70-et expresszalo
sejtekben a mutacié hogyan befolyasolja a LAT, SLP-76 és Cbl foszforilacidé novekedését.
A Cbl és SLP-76 esetében a mutdciok meggatoltdk a DX indukélta foszforilacio
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novekedést, mig a LAT foszforilacidjat nem befolyasoltak [31., 32. dbra, 4. tibldzat B). Ez
arra utal, hogy a ZAP-70 medialta nem-genomikus GC hatasokat az SLP-76 és a Cbl
molekulak kozvetitik. A LAT-ot a ZAP-70-en kiviil az Itk és az Lck is foszforilalja, igy
feltehetéen a LAT-on megfigyelt nem-genomikus GC hatasokat ezek a molekulak idézik
el6 [128].

\_/ 32. abra: Nem-genomikus GC hatdsok

eltételezett mechanizmusai a TcR
cc ™ g et

TcR
0
0

= jelatvitel daltalunk vizsgalt molekuldira.
Plazma

membrin A GC-ok a plazma membranon torténd

diffuziot kévetien kétodnek

citoplazmatikus receptorukhoz (1. nyil). A

LAT

TcIWkompl'ex ligand aktivalt GR asszocial a ZAP-70
kindzzal, mikozben annak Y315 és Y492
maradékai foszforilalodnak. Az SLP-76
és a Cbl tirozinjait a ZAP-70 foszforilalja
(2. nyil), mig a LAT a ZAP-70-tl

®_
PH

fiiggetleniil (eddig ismeretlen modon,

feltehetoen upstream szabalyozo

molekulak révén) foszforilalodik (3. nyil).

7.3 A nem-genomikus gliikokortikoid hatasok  T-sejt
aktivaciora gyakorolt hatasai: cross-talk a TcR/CD3- és

gliikokortikoid receptor jelpalyak kozott

Miutan részletesen megvizsgaltuk a GC-ok T-sejtekre kifejtett 6nalld hatasat, arra
kerestiik a valaszt, hogy a DX kezelés hogyan befolyasolja a T-sejt aktivaciot és ezaltal
hogyan jarulhat hozza az immunszuppressziv hatasokhoz. Ezért GC analdggal elokezelt
sejtekben vizsgaltuk az SLP-76, a LAT ¢és a Cbl foszforilacidjat, valamint az intracellularis
Ca?*-jelet anti-CD3 aktivaciot kovetden. A ZAP-70 kindzban megfigyelt véltozasokhoz
hasonléan kombinalt kezeléskor a LAT és a Cbl tirozin foszforilacidja tovabb nétt a csak

anti-CD3 kezelt mintakhoz képest, mig az SLP-76 aktivacio indukalta foszforilaciojat a
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DX kezelés részben gatolta [115] [29. dbra, 4. tablazat A]. Ez arra utal, hogy a nem-
genomikus GC hatas megvaltoztatja a TCR/CD3 jelatviteli utak foszforilacidjat, azaz a két
-a TcR/CD3- illetve a nem-genomikus GR- jelpalya kozott komplex ,cross-talk”
(,,parbeszéd”) zajlik. Lowenberg ¢és munkatarsainak primer T-limfocitakban tortént
vizsgalatai szerint a LAT Y171 foszforilacioja csokken a DX kezelt sejtekben, az anti-CD3
¢és anti-CD28 kezelt mintakhoz viszonyitva [113]. Ez a kiilonbség a két kisérletsorozat
eredménye kozott adodhat a kisérletek soran hasznalt sejtek eltérd tipusatol (primer T-
sejtek - tumor sejtvonal), de lehet a kiilonboz6 aktivacios protokollok (anti-CD3+anti-
CD28 - csak anti-CD3) kovetkezménye is. A Y171 nem az egyetlen tirozin a LAT-ban,
ami részt vesz a T-sejt aktivacioban, a molekula N-terminalis részében tobb tirozin
foszforilalodik aktivacio hatasara [71,72].

A foszforilacid valtozasok mellett az intracellularis Ca®*-jel is a T-sejt aktivacio
kulcseseményei kozé tartozik. Az anti-CD3 indukalta Ca**-jel részben gétolhato rovid
idejii, nagy dozisa DX el6kezeléssel, hasonloan az SLP-76 foszforilacidjahoz [29., 30.
dbral. Ez az adat Osszhangban lehet azzal a megfigyelésiinkkel, miszerint a Ca®*-jel
kialakulasat Jurkat sejtekben inkabb az SLP-76 szabalyozza [60]. A DX kezelés mas
moédon is befolyasolhatja a Ca®*-jelet, példaul a membranok ioncsatornira kifejtett
hatason keresztiil. Az intracellularis Ca**-jel csokkenésének a kalcineurin-NFAT tengely
gatlasa lehet a kovetkezménye.

Természetesen a korabban bemutatott GC analdg indukalt ZAP-70-GR asszociacid
felveti annak a lehetéséget is, hogy a nem-genomikus GC hatas fizikailag ,,kivonja” a
ZAP-70-et a TcR/CD3 jelatviteli ut proximalis komplexébdl, igy gatolva/csokkentve a
TcR/CD3 aktivacid hatékonysagat.

4. tablazat: A DX, valamint az anti-CD3+DX kezelés hatasdra bekovetkezo valtozdsok

osszefoglalasa Jurkat és ZAP-70 pontmutdns sejtekben

A
ZAP-70 LAT LAT* SLP-76 SLP-76* Chbl Cbl* ca*
DX + + + + + + + +
a-CD3 - - + - + - + +
Jurkat/
WT 0 0 ) ) ! 1 1 !
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B

Y-F pozici6 ZAP-70  LAT SLP-76 Chbl
DX + + + +
315 d - J d
492 d - J d

A: Jurkat/WT sejteken veégzett kisérletek eredményei DX, valamint kombinalt (anti-
CD3+DX) kezelést kovetéen. A valtozasokat a Jurkat/WT kezeletlen mintdakhoz, vagy a
Jurkat/WT anti-CD3 kezelt mintdikhoz viszonyitottuk (*). B: F315- vagy F492-ZAP-70-et
expresszalo pontmutans sejtek foszforildacio valtozasa DX kezelés hatasara. A foszforilacio
valtozasokat a WT DX kezelt mintdkhoz viszonyitottuk.

A valtozasokat nyilakkal jekoltiik:1 névekedés, |csokkenés, -: nincs valtozas.

Osszefoglalasként tehat megallapithatjuk, hogy a TcR/CD3 jelatvitelt a T-sejt
aktivacio molekulainak finom 6sszehangolt miikodése szabalyozza. Az aktivacio kezdeti
folyamatainak szabalyozasdban a ZAP-70 tirozin maradékai kiemelked6 szerepet

A ZAP-70 tirozinjai, valamint a kindz szubsztratjai kulcsfontossagiiak a nem-
genomikus GC hatasok kialakitasaban is. A GC vagy kombinalt (anti-CD3+DX) hatasok a
proximalis jelatviteli molekulak finom kolcsonhatasanak, komplex szabalyozasanak
koszOonhetOen, részben eltéré modon tovabbitodnak.

A ZAP-70 kinazban talalhato tirozinok szerepének pontos megismerése a T-sejt
aktivacioban és a nem-genomikus GC hatasokban kozelebb vihet minket leukémiak,
autoimmun betegségek patomechanizmusanak felderitéséhez, az Immunszuppresszio
mechanizmusanak pontosabb megértésé¢hez, valamint esetleges késébbi terapias célpontok
kifejlesztéséhez. Tavol vagyunk azonban még attdl, hogy a T-sejt aktivacidé és a nem-
genomikus  gliikokortikoid hatasok komplex szabalyozasdnak pontos részleteit

maradéktalanul ismerjik.
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