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1. Bevezetés

1.1 A T-limfocitak jellemzése

A T-limfocitdk az adaptiv immunrendszer sejtes elemei, egészséges ember periférids
vérében a limfocitdk korilbeliil 75-80%-at teszik ki. Alapvetd szerepet tdltenek be a
szervezet szamara idegen antigének (pl. baktériumok, virusok, tumor sejtek)
felismerésében, ezen antigének ellen iranyuld védekezd mechanizmusok kialakitasdban,
valamint az immunvalasz szabalyozasaban. Részt vesznek tovabbd a sajat strukturdk
védelmét szolgdlo tolerancia mechanizmusok kialakitasaban is.

1.1.1 A T-sejt aktivacio jelatviteli folyamatai

A megfeleld antigénnel torténd talalkozast kdvetden a T-sejtekben szamos jelatviteli
folyamat megy végbe, ami a T-sejtek aktivaciojahoz és masodlagos differencialédasahoz
vezet. A TcR csak MHC molekuldk altal bemutatott peptideket - az antigén proteolitikusan
hasitott darabjait - képes felismerni. A folyamat szigortian szabalyozott: az intracellularis
peptideket a sejtmaggal rendelkezd sejtek és a trombocitdk mutatjdk 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 nevezziikk. A TcR MHC-
peptid komplexhez valdé kotddése még nem elegendd a T-sejt aktivacid elinditdsdhoz.
Sziikséges még, hogy a CD4/8 az MHC molekuldk konstans részéhez kapcsolodjon,
valamint, hogy a CD28 és CD80/86, a CD40-CD40L ¢és tovabbi adhéziés molekulaparok
kozott ko-stimulacid j6jjon 1étre. A TcR lancainak intracellularis doménjei dnmagukban
nem képesek arra, hogy aktivacids jelet kozvetitsenek a sejt belsejébe, a sejten beliili jel
elinditasaban a TcR-hoz asszocialoddo CD3 komplex jatszik nélkiilozhetetlen szerepet. A
CD3 komplex vy, 6 és € lancokbol all, amikhez egy {C homodimer vagy {n heterodimer
kapcsolodik. A CD3 molekula komplex lancaiban ITAM (Immunoreceptor Tyrosine-based
Activation Motif) szekvencidk (YxxLx (6-8)YxxL) taladlhatok, melyek tirozinjai a T-sejt
aktivacid kezdeti 1épései sordn foszforildlodnak és fontos szerepet toltenek be a
jeltovabbitasban.

A T-sejt aktivacio kezdeti 1épései foszforilacids események sorozatabodl allnak. Elséként, a
valamennyi leukocitan expresszalodd6 CD45 molekula - egy foszfotirozin- foszfataz -
defoszforildlja az Lck 505-0s pozicidban talalhatd gétlo tirozinjat. Az Lck az Src nem-
receptor tirozin kindz csalad tagja, ami a CD4/8 molekulakkal is asszocidlodik. Az Src
molekulacsalad masik tagja, a Fyn, szintén szerepet jatszik a korai T-sejt aktivacios
folyamatokban. Az Lck gatld foszfat csoportjanak lehasitdsat kovetéen, a TcR komplex
aktivacidjanak hatasara a 394-es tirozinon foszforilalodik és ezaltal aktivalodik. Az aktivalt
Lck ezt kovetden a CD3 komplex ITAM-jainak tirozinjait foszforilalja. A foszforilalt
CD3( lanc dokkold helytil szolgal a Syk csaladba tartoz6 ZAP-70 kinaz szamara. A ZAP-
70 kinazt az Lck foszforildlja, a foszforilalt ZAP-70 pedig a T-sejt aktivacio egyik
koézponti molekuldja. A kinaz két f6 célmolekuldja a LAT és az SLP-76 adapter fehérjék. A
ZAP-70 kapcsolodik (asszocial) a negativ reguldtor Cbl-lel is, ami a kinaz foszforilacidjat
szabdlyozza. Az adapter molekuldk foszforildcidja egy multimolekularis komplex
kialakulasdhoz vezet, melyben a GRB2, Itk, GADS, Nck és Vav molekuldk vesznek részt
¢s egylittesen aktivaljak a PLCyl-et. A PLCyl a PIP,-t hasitja, a hasitds soran két
masodlagos hirvivé molekula, az IP; és a DAG képzddik. A DAG két 16 jelatviteli t, a
Ras és a PKCO utvonalak aktivacidjdhoz vezet. A Ras a MAP-kinaz kaszkad kozvetitette
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jelatviteli folyamatokat inditja el, ami végiil az AP-1 transzkripcids faktor aktivacidjahoz
vezet. A PKCO az NFkB utvonalat aktivalja, ami szintén transzkripcidés folyamatokat
szabalyoz. Az IP; az endoplazmatikus retikulumban (ER) raktarozodé (intracellularis Ca*"
raktar) Ca®’ felszabadulasat indukalja, amit a plazma membran Ca®’-csatorndinak
megnyilasa kovet (kapacitativ influx). A megndvekedett intracellularis Ca®" szint a
kalcineurint, a kalmodulint, végiil az NFAT transzkripcids faktort aktivalja . A T-sejt
aktivacio jelatviteli utjai végiil szamos transzkripcios faktort pl. AP-1, NFAT, NFxB
aktivalnak, ami komplex génexpresszios valtozasokhoz vezet a T-sejtekben Az
immunvalasz beinditasdban kiemelkedd fontossagi két géntermék: az IL-2 citokin,
valamint az IL-2 receptor a ldnca. Az IL-2 az aktivalt T-sejteken megjelend a, B és y
lancokbdl felépiilé nagy affinitasu receptorahoz kotddik, autokrin mechanizmusok révén
szabalyozza a T-sejt aktivaciot, illetve indukalja a kornyezd T-sejtek novekedését is.
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1. abra: A T-sejt aktivdcio jelatviteli utvonalai. Részleteket lasd a szovegben.
Atvéve: http://www.cellsignal.com/pathways/lymphocyte.jsp- Cell Signaling
Technology. Bekeretezve azok a molekuldk illetve a Ca’™, amikkel kisérleteink sordn
részletesen foglalkoztunk.


http://www.cellsignal.com/pathways/lymphocyte.jsp- Cell�

1.1.2 A ZAP-70 kinaz

A ZAP-70 kindz a Syk nem-receptor tirozin kinaz csalad tagja, T-sejtekben, NK-
sejtekben ¢€s bazofil granulocitdkban expresszalodik. A molekula két N-terminalis SH2
doménbdl és egy C-terminalis kindz doménbdl épiil fel, melyeket az interdomén A és B
valasztanak el egymastol. A kinazt az Lck foszforilalja, de a molekuldban autofoszforilacio
i1s végbemegy. A ZAP-70 31 tirozin (Y) maradéka koziil tomegspektrometrias mérések
eredményei alapjan 11-nek tulajdonitanak szerepet a T-sejt aktivacioban. Ezek kozott
talalhatok olyanok, melyek ismert aktivacids, vagy gatldo helyek, illetve olyanok is,
amelyek funkcidja még ismeretlen. Keveset tudunk az SH2 doménben és az interdomén A-
ban taldlhato Y069, Y126, Y178 és Y238-rdl, bar a Y126 feltehetden szerepet jatszik a
kindz autofoszforilacidjaban. Az interdomén B-ben 3 tirozin taldlhaté a 292, 315 és 319-es
pozicioban. A Y292 gatlo szerepet tolt be a T-sejt aktivacioban és dokkold helyként
szolgal a Cbl szamara. A Y315-hoz a Vav és a CrklI kotddik, ez a tirozin maradék pozitiv
€s negativ szabalyozd szerepet is betolt a T-sejt aktivacidban. A Y319 egy pozitiv
szabalyozé tirozin és fontos szerepet jatszik a PLCyl és a Ras kozvetitette jelatviteli
utakban, valamint asszocidldédik az Lck-val. Az interdomén B-ben talalhat6 tirozinok a
timuszban zajlo pozitiv és negativ szelekciot is befolyasoljak. A kindz doménben 3 tirozin
maradéknak tulajdonitanak szerepet a T-sejt aktivacioban. A Y474-hez az Shc kotédik. A
Y492 gatld, mig a Y493 aktivacios szerepet tolt be a T-sejt jelatviteli folyamatokban. A
Y597 és a Y598 negativ szabalyozo helyek.
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2. abra: A ZAP-70 kinaz szerkezete és a T-sejt aktivacioban részt vevd tirozin maradékai.
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.

A ZAP-70 kindz fontos szerepét bizonyitja az, hogy a molekula hidnyéaban,
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-et kodolo gén missense mutacioja figyelheté meg az SKG egérben.
Ezekben az egerekben spontan alakul ki autoimmun artritisz. A mutacié egy W163C csere
a C-terminalis SH2 doménben. Ez az egérmodell felhivja a figyelmet arra, hogy a ZAP-70
kinaz mutécidja autoimmun betegségek kialakulasaban is szerepet jatszhat.

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



1.2 A glikokortikoid hormonok (GC)

1.2.1 A gliikokortikoid hormonok szintézise és élettani hatasaik

A GC-ok a mellékvese szteroid hormonjai, a mellékvesekéreg zona fasciculatajaban
koleszterinbdl szintetizalodnak. Hatasaikat a gliitkokortikoid receptorokon (GR) keresztiil
fejtik ki, amik a sejtmagi receptorok csaladjaba tartoznak. A GC-ok szdmos metabolikus
folyamatot befolydsolnak, ndvelik a vércukor szintet, stimuldljdk a majban a
gliikoneogenezist, eldsegitik az aminosavak és a zsirsavak metabolizmusat, valamint
negativ ,,feedback” révén gatoljak a CRH és az ACTH kibocsatasat. A GC-ok nemcsak
metabolikus  folyamatokat szabalyoznak, hanem Osszetetten befolyasoljak az
immunrendszer miikodését is. Csokkentik a bazofil €s neutrofil granulocitdk, valamint a
hizésejtek szdmat, apoptdzist indukalnak a Thl-, Th2- és B-sejtekben, a neutrofil és az
eozinofil granulocitdkban. A T-sejt jelatvitel gatlasa révén csokkentik a citokinek,
kiilondsen az IL-2 szintézisét. Novelik viszont a regulatoros T-sejtek és a Thl7-sejtek
szamat.

1.2.2 A gliikokortikoidok (GC) hataismechanizmusai

1.2.2.1 Genomikus gliikokortikoid hatasok

A klasszikus genomikus hatds soran a GC-ok miutdn atdiffundalnak a
sejtmembranon, citoplazmatikus receptorukhoz kotddnek. Ligand kotést kovetéen a GR
konformacidvaltozason megy keresztiil, disszocial a hdsokk fehérjékrdl és dimerizalodik.
A ligand kotott, dimerizalodott GR a sejtmagba transzlokalodik, ahol gliitkokortikoid vélasz
elemekhez (GRE) kotddik. A negativ GRE-hez val6 kotddés transzrepresszidt, mig pozitiv
GRE-hez torténd kotddés transzaktivacidt eredményez €s immunszuppressziv hatasok
kialakuldsdhoz vezet. A GR kozvetlenill is képes pro-inflammatérikus transzkripciods
faktorokat gatolni. Ezen folyamatok kialakuldsdhoz orékra, napokra van sziikség.

A GC-ok nem minden hatdsa magyarazhat6 a genomikus folyamatokkal. Ezért az
utobbi idében intenziv kutatdsok targyat képezik a gliikokortikoidok nem-genomikus
hatdsmechanizmusai.

1.2.2.2 Nem-genomikus gliitkokortikoid hatasok

A GC-ok nem-genomikus hatasai rovid idon beliil (percek alatt), nagy dézist (30 mg—
lg/mnap) GC kezelés hatdsara alakulnak ki. Ezt a dozist alkalmazzdk asztmas roham és
anafilaxias reakciok kezelése sordn, transzplantaciokor Iokésterapidban, valamint
autoimmun betegségek fellangolasa esetén.

A nem-genomikus GC hatasok a kdvetkezdk lehetnek:

1) membran GR kozvetitette hatasok;

i1) direkt hatdsok a plazmamembranon keresztiil;

i11) mitokondrialis hatasok;

iv) a GR kolcsonhatasa citoplazmatikus jelatviteli fehérjékkel.



T mGR |
Plazma membrén <~
DOOOOOO00COCOOO0O0O0CO000NON0D0CO00000CROUOO00OOCONNOO00D00CO0OOCNOONO0NNE 000K
Citoplazma :
1
.+ 7
Mas citoplazmatikus
HSESDRERE. W - *  jelatvitell faherjek
GR
‘v.,_’_\- //J‘ K
Mw_f/ .‘r

T | / Geén expresszio y
e e OO

Sejtmag

3. dabra: A GC genomikus (folytonos vonal) és nem-genomikus (szaggatott vonal)
hatismechanizmusai. 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.

1.2.3 A ZAP-70 Kkinaz szerepe a nem-genomikus gliikokortikoid
hatasok kialakitasaban

Intézetiinkben végzett korabbi kisérletekben Jurkat T-sejtes leukémia sejtekben
vizsgaltuk a GC-ok nem-genomikus hatasait. Rovid idejii, nagy dozisti dexamethasone
(DX-gliikokortikoid analog) kezelés 6nmagaban foszforilacié novekedéshez vezetett Jurkat
sejtek lizatumaban, a DX eldkezelés pedig gatolja az anti-CD3 indukalta foszforilacid
novekedést.

Kisérleteink soran részletesen vizsgaltuk a ZAP-70 kindzt, a T-sejt aktivacio egyik
kozponti molekuldjat. Rovid idejli, nagy dozisi DX kezelés a ZAP-70 foszforilacid
novekedéséhez vezetett, ami anti-CD3 ¢s 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 régioban. Néhany
perces GC kezelést kovetéen a GR disszocial a HSP-90-r6l és asszocial az Lck altal
foszforilalt ZAP-70 kinéazzal.

A ZAP-70 kinaz mind anti-CD3, mind DX kezelés hatasara foszforilalodik. Mivel a
ZAP-70 aktivacios és gatlo tirozin maradékokat is tartalmaz, igy felmeriil, hogy a
kiilonboz6 kezelések soran mas-mas funkcioja tirozinok foszforilalodnak és kozvetitenek
eltérd jeleket a downsteam molekuldknak.
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2. Célkituzések

Kisérleteink célja az volt, hogy a ZAP-70 kindz egyes tirozinjainak szerepét
vizsgaljuk a T-sejtek aktivaciojaban és a GC-ok nem-genomikus hatdsainak kialakitdsaban.

1. Olyan rendszert kivantunk létrehozni, amiben a ZAP-70 tirozinjait kiilon-kiilon
vizsgalhatjuk. Ehhez P116 sejteket (ZAP-70 deficiens Jurkat sejtvonal) transzfektaltunk
lentiviralis vektorral, mely vad tipust (kontroll) vagy pontmutins ZAP-70-et kodol. A
mutans sejtvonalakban a 069, 126, 178, 238, 292, 315, 492, 493 pozicidban taldlhatd
tirozinokat fenilalaninra cseréltiik.

2. Ebben a rendszerben elészor jellemezni kivantuk a ZAP-70 kinaz egyes tirozinjainak
szerepét a T-sejt aktivacioban, kiilonos tekintettel a még ismeretlen funkcioja Y069, Y126,
Y178 és Y238 maradékokra.

* Vizsgalni kivantuk a ZAP-70 tirozinjainak szerepét az aktivacio
indukalta intracellularis Ca**-jel kialakitasaban.

e Tisztazni szerettiik volna, hogy mi a funkcidja a ZAP-70 egyes

* Az SLP-76 és a LAT a ZAP-70 kindz szubsztratjai és fontos szerepet
jatszanak az intracellularis Ca®"-jel kialakitasdban. Ezért tanulmanyozni kivantuk, hogy a
ZAP-70 tirozinjainak pontmutacidi hogyan befolydsoljak az anti-CD3 indukéalta SLP-76 és
LAT foszforilaciot.

3. Intézetiinkben végzett korabbi kisérletek szerint a ZAP-70 kindz szerepet jatszhat a
nem-genomikus GC hormon hatasok kialakitasdban. Rovid ideji, nagy doézisi GC analdg
kezelés a ZAP-70 foszforilacidé novekedését és a ZAP-70-GR asszociacidjat indukalta. A
ZAP-70 aktivacio6 indukalta foszforiladcio novekedését a GC kezelés tovabb fokozta.

* Jelen kisérleteinkben jellemezni kivantuk, hogy a ZAP-70 kindz mely
tirozinjai vesznek részt a GC-ok nem-genomikus hatdsmechanizmusainak 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
¢s a Cbl molekuldknak a szerepét a nem-genomikus GC hatasok kialakitasaban.

¢ Tanulmanyozni kivantuk, hogy ZAP-70 azon tirozin maradékai, amelyek
a nem-genomikus GC hatdsokat kozvetitik, befolyasoljak-e a ZAP-70 szubsztratjainak -
SLP-76, LAT, Cbl - GC indukalta foszforilacioé valtozasat.

* Vizsgaltuk, hogy GC eldkezelés hogyan befolydsolja az anti-CD3
indukalta T-sejt aktivacio jelatviteli utvonalait: az SLP-76, LAT ¢és Cbl molekuldk
foszforilaciojat, valamint az intracellularis Ca**-jel kialakulasat.



3. Anyagok és modszerek

3.1 Vegyszerek és pufferek

A kisérletekhez a vegyszereket a Sigma Aldrich Kft-t6l rendeltiik. A mashonnan
rendelt termékeket jelezziik.

3.2 A human ZAP-70 klonozasa és célzott mutagenezise

A teljes hosszisagt human ZAP-70 kodolo 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.
A klonozas soran a PCR-hoz templatként human periférias T-sejtekbol izolalt totdl RNS
transzkripcidjat kovetden létrehozott cDNS konyvtart hasznaltunk. A PCR termékeket
tisztitottuk és TA vektorba klonoztuk, amihez az InsTAclone PCR klonozo kitet
(Fermentas) hasznaltuk a gyarté utmutatdsanak megfeleléen, majd a plazmidot az inzerttel
egyltt szekvenaltuk.

A human ZAP-70 célzott mutagenezisét 2 1épésben végeztiik és ehhez a TA klonozott
WT szekvenciat hasznaltuk templatként. El6szor a PCR reakciokhoz olyan primereket
hasznaltunk, amik a Y-F pontmutacidkat tartalmaztik a kiilonb6z6 aminosav pozicidkban.
Az alabbi forward és reverse primer kombindciokat hasznaltuk: P1-P069, P1-P126, P1-
P178, P1-P238, P1-292, P315-P2, P492-P2, P493-P2. A PCR termékeket tisztitast
kovetéen megaprimerként hasznaltuk a masodik PCR-hoz P1-el vagy P2-vel parban, hogy
a végiil Y-F pontmutaciot tartalmazo teljes hosszit ZAP-70 konstrukcidt létrehozzuk. Az
igy kapott termékeket TA klonoztuk és a mutaciok ellendrzésére szekvenaltuk.
Valamennyi PCR reakcidhoz a Proof Start DNA Polymerase (Qiagen) kitet hasznaltuk a
gyartd itmutatasa szerint.

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

A P116 sejteket transzfektaltuk lentiviralis vektorral, ami pontmutans vagy teljes
hosszusagu, vad tipustt (WT) ZAP-70-et kddolé6 cDNS-t tartalmazott. A pontmutans vagy
WT ZAP-70 cDNS-t inzertaltunk a pWPST lentiviralis transzfer plazmidba, az EF1
promdter mogé. Ez a masodik generdcios lentivirdlis konstrukcio cPPT és WPRE
termeléshez egy envelope konstrukciot (pMD.G), egy csomagol6 plazmidot (R8.91) és a
transzfer plazmidot (pWPTS-EF1-ZAP-70) ko-transzfektaltunk kalcium-foszfat médszert
hasznalva kloroquinnal (ImM végsé koncentracio) eldkezelt 293T sejtekbe. 24 oras
inkubéciot kovetden a virustermeld sejtek feliiluszojat osszegyljtottiik, lecentrifugaltuk
(2000 rpm, 10 min, 4°C) és atszlrtik (0.45um porusméreti PVDF filter), hogy a
sejtmaradvanyoktol megszabaduljunk. A P116 sejteket spinokulacioval transzfektaltuk,
MOI=10 aranyban (MOI: transzfektalo virus/sejt arany).



3.4 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 korilmények kozott (37°C, megfeleld paratartalom, 5% COy)
tenyésztettiik. A tenyésztéshez 10% FCS (Gibco) tartalmii médiumot hasznaltunk, amit
natrium-piruvattal (ImM), glikézzal (4,5g/1), penicillinnel és sztreptomicinnel
egészitettiink ki.

3.5 Antitestek

A Western blotok eléhivasat az alabbi antitestekkel végeztiik: egér monoklonalis anti-
foszfotirozin (klon PY20, 1:5000, BD Pharmingen); anti-ZAP-70 (klén 29 / ZAP-70 kinaz,
1:5000, BD Pharmingen); egér monoklonalis anti-fB-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 hibridomabol). Masodlagos antitestként HRPO
konjugalt kecske anti-egér IgG (1:1000, Hunnavix) vagy anti-nyal IgG (1:1000, Pierce)
antitesteket hasznaltunk.

Az immunprecipitaciokat egér monoklonalis anti-SLP76 (klon F-7, 2 pg / minta, Santa
Cruz Biotechnology); anti-LAT (klén 11B.12, 2 ug / 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 édramlasi citometrids méréseknél alkalmazott anti-ZAP-70 antitestek a kindz 2
kiilonbozdé epitopjat ismerik fel: az egér anti-ZAP-70-FITC (klon 2F3.2, Upstate
Biotechnology) az 1-254 AA kozotti epitophoz, mig az egér anti-ZAP-70-PE (klon 1E7.2,
eBioscience) a 282-307A A kozétti epitdphoz kotddik.

A Foszfo-Flow modszerrel végzett mérésekhez foszfospecifikus PE-konjugalt egér
anti-SLP-76 pY 128 (klon J141-668.36.58, BD Biosciences) és egér anti-LAT pY171 (klon
[58-1169, BD Biosciences) antitesteket hasznaltunk.

3.6 Intracellularis jelolés és aramlasi citometria a ZAP-70 expresszio
meérésére

Mintanként 10° sejtet fixaltunk és szaponin pufferben permeabilizaltunk (PBS/
0,1% NaN3/ 0,1% BSA/0,1% szaponin). A sejteket permeabilizal6 pufferben vettiik fel és a
kiilonboz6 anti-ZAP-70 antitestekkel 45 percen keresztiil inkubaltuk jégen. Ezt kdvetéen a
mintakat kétszer mostuk szaponin pufferben és egyszer PBS/0,1% BSA/0,1% NaNs-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 intenzitds értékeket (MFI) a hisztogramok alapjan kalkulaltuk. Jeloletlen,
valamint a megfeleld izotipus kontroll antitesttel inkubalt mintdkat hasznaltunk negativ
kontrollként.

3.7 A sejtek kezelése

Kezelés elott a sejteket RPMI médiumban vettiik fel. A TcR/CD3 utvonal vizsgélatara
a sejteket anti-human-CD3 (klon OKT-3; ATCC CRL-8001, 1 mg/ml térzsoldat) antitesttel



inkubaltuk 5ul/10° sejt koncentracioban 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 koncentraci6 megfelel a klinikumban
alkalmazott nagy dozisi szteroid kezelésnek. Kombinalt kezelés esetén 2 perces DX
el6kezelést tovabbi 2 perces anti-CD3 aktivacid kovetett. A kezeléseket 37°C-on, allando
keverés mellett Thermo Mixer (Eppendorf) késziiléken végeztiik. A Western blothoz a
reakciot folyékony nitrogénben, a Foszfo-Flow mérésekhez 4% PFA-ban allitottuk le. Az
intracellularis Ca* -jel vizsgalatakor a kombinalt kezelés esetén a sejteket 10 percig 10° M
DX-al kezeltiik eld.

3.8 Immunprecipitacio, Western blot

A kontroll vagy kezelt mintdkat Triton X lizis pufferben (50mM HEPES, 10mM
natrium-pirofoszfat, 10mM EDTA, 100mM natrium-fluorid, 10% glicerol és 1% Triton X-
100, pH 7,3 frissen kiegészitve protedz gatloval és Na-ortovanadattal) lizaltuk 30 percig
jégen, majd 10 percig centrifugaltuk 13000 rpm-mel. A feliilusz6t SDS mintapufferben
(125mM Tris, 4% SDS, 10 % glicerol, 0,006% Bromo-fenol-kék és 10% merkaptoetanol)
foztiik 10 percig, vagy immunprecipitacidhoz hasznaltuk tovabb.

Immunprecipitacd soran a sejtek lizatumat, a blokkolo puffert (TBS, 10% BSA ¢és 0,1%
NaN3) és a megfeleld mennyiségii antitestet (Id. 3.5 fejezet) ¢jszakan at, majd Protein-G-
vel (GE Healthcare) tovabbi 2 6ran keresztiil inkubéltuk. A mintékat 5-sz6r mostuk WB-
mosoval (10mM Tris, 100mM néatrium-klorid és 0,1%Tween-20, pH 7.4), majd az
immunkomplexeket SDS mintapufferben 10 perces forralas soran valasztottuk le a Protein-
G-r6l.

A lizatumokat és a precipitdtumokat 7,5% vagy 10%-os SDS-poliakrilamid gélben
valasztottuk el a MiniProtean rendszerben (Bio-Rad), majd ¢jszakén at nitrocellul6z
membranra blottoltuk a Trans-Blot (Bio-Rad) késziilékben. Blottolast kovetdéen a
membranokat blokkoldé pufferben (2% BSA vagy 5% NFDM (Bio-Rad), 10mM Tris,
100mM néatrium-klorid, 0,1% Tween-20, pH 7,4) telitettik egy oran keresztiil
szobahdémérsékleten. Ezt kovetéen a megfelelden higitott elsdédleges antitestekkel (1d. 3.5
fejezet) inkubaltuk a blotokat 2 6ran at szintén szobahdmérsékleten. A membranokat WB-
moséval mostuk, majd mosast kovetben HRPO konjugélt madasodlagos antitesttel
inkubaltuk. Ujabb mosast kévetden a blotokat Super Signal West Femto kemilumineszcens
szubsztrattal (Pierce) hivtuk eld. A jeleket a Fuji LAS4000 késziilékkel detektaltuk. Az
els6dleges és masodlagos antitesteket Restore Western Blot Stripping pufferrel (Pierce)
tavolitottuk el a membranrdl és blokkoldst kovetden tovabbi antitestekkel hivtuk eld 6ket.
A kapott jeleket denzitometrids méréssel kvantifikaltuk, amit Scion Image software (Scion
Corporation) segitségével végeztiink.

3.9 Az intracellularis kalcium szint mérése aramlasi citometriaval

A szabad intracellularis kalcium szint méréséhez a sejteket Fluo-3AM (Invitrogen)
kalcium szelektiv indikator festékkel toltottiik fol. Az dramlasi citometrids méréseket és az
eredmények analizisét a FACSCalibur 4aramlasi citométeren a CellQuest software
segitségével végeztiik. Kezeletlen vagy DX eldkezelt sejteken 50 mésodpercig mértiik az
alap kalcium szintet, majd hozzdadtuk az anti-CD3-antitestet és igy vizsgaltuk tovabb az
intracellularis kalcium szint valtozéasat. Az FL1 intenzitasban észlelt valtozdsok aranyosak
az intracellularis kalcium szintjével.
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3.10 Az anti-CD3 indukalta foszforilacio valtozasok mérése Foszfo-
Flow technikaval

A nyugvo vagy anti-CD3 kezelt sejteket 4% PFA-ban fixaltuk 37°C-on 10 percig,
majd Phosflow Perm Buffer Il1I-ban (BD Biosciences) 30 percig, jégen permeabilizaltuk. A
mintakat PBS/0,1% BSA/0,1% NaNj-ban mostuk, majd anti-SLP-76 pY128 vagy anti-
LAT pY171 antitestekkel 45 percig szobahomérsékleten inkubaltuk. Ezt kdvetden ismét
mostuk, majd PBS-ben vettiik fel a sejteket. Az aramlasi citometrids mérést és analizist a
FACS Calibur (Becton Dickinson) aramlési citométeren a CellQuest software segitségével
végeztiik

3.11 Statisztika

Munkank soran a diagramokon az adatok atlagat és az atlagok standard hib4jat (+
SEM) abrazoltuk. A Student-féle t-tesztet hasznaltunk a kiilonb6z6 csoportok eredményeinek
Osszehasonlitasara és a P<0,05 eltérést fogadtuk el statisztikailag szignifikansnak.
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4. Eredmények

4.1 Tirozin (Y)-fenilalanin (F) pontmutans sejtvonalak ZAP-70
expressziojanak vizsgalata

A ZAP-70 kindz egyes tirozinjainak vizsgalatira olyan transzgénikus Jurkat
sejteket hoztunk Iétre, amelyek stabilan expresszalnak Y-F pontmutans ZAP-70-et. Ehhez
P116 sejteket transzfektaltunk lentivirdlis vektorral, ami WT vagy Y-F pontmutdns ZAP-
70-et koédol. A pontmutans sejtekben a 069, 126, 178, 238, 292, 315, 492 és 493
pozicidban 1évé Y maradékokat cseréltiik F-ra. Az egyes pontmutans sejtvonalak ZAP-70
expresszigjat Western bloton és intracellularis jelolést kovetden é&ramlési citometrias
mérésekkel ellendriztiik. Aramlasi citometrids mérések soran 2 antitestet hasznaltunk,
melyek a ZAP-70 kinaz 2 kiilonb6zd epitopjat ismerik fel, mig a Western blothoz hasznalt
antitest a ZAP-70 egy tovabbi epitépjahoz kotodik.

A ZAP-70 kindz 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 kodolod vektorral, de
egyszer sem sikertilt az F238-at expresszalo sejtvonalat 1étrehoznunk, bar a szekvencia és a
restrikcids elemzések szerint a konstrukcionk teljes volt. A Y238 vizsgalata azért lett volna
kiilonosen érdekes munkéank soran, mert az el6zetes szekvencia elemzések alapjan ez a Y
maradék egy potencidlis ITIM motivum (P°VEYLKL*"') része lehet. Nincs direkt
bizonyitékunk arra, hogy az F238-ZAP-70 expresszi6 miért nem volt sikeres, de
feltételezziik, hogy a mutacié olyan poszttranszlaciés modosulasokat befolydsol, amik a
molekula inkomplett vagy kéarosodott foldingjdhoz és ennek kovetkeztében lebomlasahoz
vezethetnek.

A F292-ZAP-70 sejtvonal nem jel616dott az anti-ZAP-70-PE antitesttel (1E7.2 klon), ami
azzal magyarazhat6, hogy az antitest a kindz 284-307 aminosavak kozotti szakaszat ismeri
fel ¢és az F292-ZAP-70 sejtvonal esetében a pontmutacié éppen ebben az epitdpban
talalhato.

4.2 A T-sejt aktivacio vizsgalata a Y-F ZAP-70 pontmutans
sejtekben

4.2.1 Az anti-CD3 indukalta intracellularis Ca**-jel valtozisa ZAP-70
pontmutans sejtekben

Kovetkezd kisérleteinkben az vizsgaltuk, hogy a ZAP-70 kiilonb6zd pozicidiban
létrehozott pontmutaciok hogyan befolyasoljak az aktivacié indukélta intracellularis Ca*'-
jel kialakulasat. ZAP-70 hidnyaban a T-sejt aktivacid 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 Ca” -jelet lehetett detektalni, azaz a ZAP-70 expresszio helyreallitotta a Ca™ -jelet.

A ZAP-70 Y-F pontmutacioi kiilonbdzéképpen befolyasoltik az intracellularis Ca”'-
jel kialakulasat. A gatlo funkcioji Y292 és Y492 aminosavak cseréje F-ra — a vartnak
megfeleloen — a WT-ZAP-70-et expresszald sejtvonalhoz viszonyitva szignifikansan
magasabb amplitadéjii Ca*'-jelet eredményezett anti-CD3 kezelést kovetéen. A Y-F
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aminosav csere az aktivacios 493-as pozicioban teljes mértékben gatolta az anti-CD3
indukalta intracellularis Ca®"-jel kialakuldsat. A szomszédos Y492 és Y493 ellentétes
funkciojat a Ca®" méréseink is igazoltdk. A szabalyozo/aktivacios Y315 muticioja
részleges Ca”'-jel csokkenéshez vezetett.

Az F069-ZAP-70-et expresszald sejtvonalban szignifikinsan nagyobb Ca’'-jelet
kaptunk, mint a WT-ZAP-70-et expresszald sejtekben. A Y126 mutdcidja a Y315

crer

mutéciojahoz hasonlo részleges Ca* -jel csokkenéshez vezetett.

42.2 A ZAP-70 kinaz Y aminosav maradékainak pontmutacioi
megvaltoztatjak az anti-CD3 indukalta tirozin foszforilacio mintazatat és
a ZAP-70 autoregulaciojat

Western bloton eldszor azt vizsgaltuk, hogy a ZAP-70 pontmuticiéi hogyan
befolyasoljak a sejtvonalak anti-CD3 indukalta tirozin foszforilacié mintazatat. A 35, 55,
70 (feltehetéen a ZAP-70) és a 115 kDa molekulasulynak megfelelé fehérjékben jelentds
foszforilacio kiilonbségeket talaltunk. A F292-ZAP-70-et expresszald sejtvonal lizatuma
hiperfoszforilaciét mutatott a WT-ZAP-70-et expresszalod 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 (feltehetden a ZAP-70 kindz) anti-
CD3 kezelés hatasara fokozottan foszforilalodott.

Annak megerdsitésére, hogy a lizatumon latott 70kDa molekulasulyu csik valéban
a ZAP-70-nek felel meg, immunprecipitaciot végeztiink anti-ZAP-70 antitesttel. Anti-CD3
kezelést kovetden az F292 ¢és F493-ZAP-70-et expresszald sejtvonalak mutattak
novekedett ZAP-70 foszforilaciot a WT-ZAP-70-et expresszalé mintdkhoz viszonyitva. A
Y-F aminosav csere a 315-0s pozicidban a kindz csokkent foszforilaciojat eredményezte.
Ezen eredmények azt mutatjadk, hogy a ZAP-70 specifikus Y maradékainak mutécioi

crcr

4.2.3 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 aktivacidjaban és igy az intracellularis Ca®’-jel szabélyozasaban. Ezért
immunprecipitaciot kdvetden Western bloton vizsgaltuk ezen két fehérje foszforilacigjat.

Aktivaciot kovetden az SLP-76 hiperfoszforilaciojat talaltuk a FO69-, F178-, F292,
F315- és F492-ZAP-70-et expresszalo sejtekben WT-ZAP-70-et expresszald mintdkoz
foszforilacigjat.

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

A Foszfo-Flow mddszer segitségével a foszforilacios események még pontosabban, Y
specifikus modon vizsgalhatok. Foszfo-specifikus antitestek segitségével elemeztiik az
SLP-76 Y128 és a LAT Y171 foszforilaciojat mind nyugvd, mind anti-CD3 aktivalt
pontmutans sejtekben. Szignifikansan csokkent SLP-76 Y128 foszforilaciét mértiink az
anti-CD3 stimulalt F493-ZAP-70-et expresszalo sejtvonalban a WT-ZAP-70-transzfektalt
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P116 sejtekhez viszonyitva. Ez 0Osszhangban volt az immunprecipitacidés kisérletek
eredményével és arra utal, hogy az SLP-76 Y128 tirozinjanak foszforilacioja a ZAP-70
Y493 foszforilaciojatol fiigg. Jelentds SLP-76 Y128 foszforilacioé csokkenést kaptunk anti-
CD3 kezelést kdvetden az F126-, F315- és F492-ZAP-70-et expresszalo sejtekben (MFI
valtozas: 2.1 = 0.1, 2.5 =+ 0.6 és 1.3 = 0.1) a WT-ZAP-70 transzfektalt sejtekhez
viszonyitva (MFI véltozas: 4.5 + 1.31).

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 gatld szerepet tolthetnek be a kindz foszforilacids allapotdnak
szabalyozasaban.

A Y-F aminosavcsere a kinaz 492-es pozicidjdban a LAT-Y171
hiperfoszforilacidjadhoz vezetett nyugvo sejtekben. Az immunprecipiticios eredményekhez
hasonloan a LAT Y171 anti-CD3 indukalta foszforilacidjat a ZAP-70 Y493 pontmutécidja
gatolta.

4.3 A nem-genomikus gliikokortikoid (GC) hatasok vizsgalata a
Y-F pontmutans ZAP-70-et expresszalo sejtvonalakban

4.3.1 A ZAP-70 kinaz tirozinjainak pontmutacidoja megvaltoztatja a DX
indukalta foszforilacio mintazatot

Korabbi eredményeink szerint rovid idejli, nagy dozist DX kezelés hatdsara szamos
jelatviteli molekula mutat emelkedett foszforilaciot Jurkat sejtekben. Jelen kisérleteinkben
Western bloton vizsgéltuk, hogy a ZAP-70 kindzban létrehozott Y-F aminosavcsere
hogyan valtoztatja meg 2 perces DX kezelést kdvetden az egyes sejtvonalak foszforilacio
mintazatat. Az F069-, F126-, F178- és F238-ZAP-70-et expresszalo sejtek csak mérsékelt
foszforilacid6 emelkedést mutattak DX kezelés hatdsira és a foszforilacidé mintdzat
molekulastly szerinti eloszlasa is eltérd volt az egyes sejtvonalakban. A 315 és 492
poziciokban létrehozott aminosavcsere altalanos hiperfoszforilaciot eredményezett a WT-
ZAP-70-et expresszald DX kezelt sejtekhez viszonyitva. A 20, 36, 48, 56 és 70 kDa
(feltehetéen a ZAP-70) molekulasalynak megfeleld fehérjék jelentds foszforilacid
kiilonbségeket mutattak.

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

Korabbi eredményeink szerint 2 perces, nagy dozisi DX kezelés a ZAP-70 kinaz
antitesttel végzett immunprecipitaciot kovetden azt vizsgéltuk, hogy a kindz egyes
tirozinjainak pontmutacidja befolyasolja-e a GC-analdg 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 és 492
poziciokban tortént, igy feltételezziik, hogy a nem-genomikus gliikokortikoid hatdsok
kozvetitésében a ZAP-70 ezen két tirozin maradéka vesz részt. Ezt koveten azt vizsgaltuk,
hogy a fent leirt foszforilacio valtozasok megvaltoztatjdk-e a ZAP-70-GR ko-precipitaciot.
Rovid idejli, nagy dozisi DX kezelés a WT és valamennyi pontmutdns sejtvonalban
novekedett ZAP-70-GR asszociaciot eredményezett. Az F315 ¢és F492-ZAP-70-et
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expresszalo sejtekben a 2 perces DX kezeléskor kapott csOkkent tirozin foszforilacio
ellenére nem valtozott meg a ZAP-70-GR asszocidcid, ami arra utal, hogy a Y maradékok
nem vesznek részt direkt modon a 2 molekula fizikai kapcsolatanak szabalyozéasaban.

4.3.3 Rovid ideji, nagy dozisu DX kezelés hatasai a TcR/CD3 jelatviteli

utakra

A sejtek lizdtumabol készitett Western blotokon lathatd, hogy a ZAP-70 kinaz
mellett tovabbi molekulak foszforilacidja is megvaltozik rovid idejli, nagy dozisu DX
kezelés hatasara. A T-sejt aktivacio soran a ZAP-70 szubsztratjai az SLP-76, a LAT ¢és a
Cbl molekulédk, ezért WT-ZAP-70-et expresszaldo P116 sejtekben tovabb vizsgaltuk, hogy
ezen molekulak foszforilacidja megvaltozik-e 2 perces DX kezelés hatasara. A DX kezelés
Onmagaban megnovelte az SLP-76, a LAT ¢és a Cbl foszforilaciojat is.

Klinikai szempontbo6l a TcR/CD3 ¢és a nem-genomikus GC hatasok altal kivaltott
jelatviteli utak kapcsolodéasi pontjai kiilonosen fontosak, mivel feltételezhetéen ezen
mechanizmusok allnak az immunszuppressziv hatasok kialakitdsanak hatterében. Ennek
modellezésére kombindlt kezelést (DX+anti-CD3) alkalmaztunk. A kisérleteink soran
hasznalt DX koncentracié megfelel a klinikumban alkalmazott nagy dézisa szteroid
kezelésnek. Kordabbi eredményeink szerint ez a kombindlt kezelés a ZAP-70
hiperfoszforilaciojahoz vezetett, akdr a csak DX-al vagy a csak anti-CD3-mal kezelt
mintakhoz viszonyitottuk a foszforilaciot.

Jelen eredményeink szerint a DX kezelés részben gatolta az SLP-76 anti-CD3
indukalta foszforilacid6 novekedését. A LAT esetében a kombinalt kezelés nagyobb
mértékil tirozin foszforilaciot eredményezett, mint akar a DX vagy az anti-CD3 kezelések
onmagaban. A Cbl anti-CD3 ¢és kombinalt kezelések hatasara is foszforilalodott, de ennek
mértéke nem érte el azt a tirozin foszforilacid ndvekedést, amit a DX dnmagéban okozott.

Az intracellularis Ca*"-jel kialakuldsa a T-sejt aktivacié tovabbi fontos eseménye.
Kisérleteink soran megvizsgaltuk azt is, hogy rovid idejii (10 perces) DX eldkezelés
hogyan befolyasolja az anti-CD3 kivaltotta Ca* -jelet. 10°M DX kezelés az intaracellularis
Ca”" szint szignifikans csokkenéséhez vezetett a csak anti-CD3-mal kezelt mintahoz
viszonyitva.

4.3.4 A ZAP-70 Y-F pontmutacidja a 315 és 492 poziciokban
meggatolja a rovid ideji, nagy dozisu DX kezelés indukalta SLP-76 és
Cbl foszforilaciot

Ahogy az 4.3.2 fejezetben bemutattuk, a ZAP-70 315 és 492 tirozinjai vesznek
részt a nem-genomikus gliikokortikoid hatdsok kialakitasaban. Megallapitottuk tovabba,
hogy az SLP-76, a LAT ¢és a Cbl molekuldk a ZAP-70 célmolekulai lehetnek a nem-
genomikus gliikokortikoid jelatvitelben. Annak megerdsitésére, hogy a ZAP-70 315 és 492
tirozinjai valoban részt vesznek a nem-genomikus gliikokortikoid hatasok tovabbitasaban,
F315- ¢és F492-ZAP-70-et expresszalo sejtekben vizsgaltuk az SLP-76, LAT és Cbl
foszforilacigjat 2 perces DX kezelést kovetden. A WT kontroll, valamint DX kezelt WT-,
F315- és F492-ZAP-70-et expresszald sejtek lizatumabdl immunprecipitaciot végeztiink,
majd a foszforilacié 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
LAT esetében egyik pontmutaci6 sem befolyasolta a DX indukélta foszforilacid
novekedést.
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5. Az uj eredmények osszefoglalasa

1. Létrehoztunk folyamatos, human T-sejtes leukémia alapl, stabil transzgénikus
sejtvonalakat, melyekben a ZAP-70 nyolc (069, 126, 178, 238, 292, 315, 492, 493)
tirozinjanak funkciodjat kiilon-kiilon vizsgalhattuk, kiilonds tekintettel a még ismeretlen
funkcio6ja (069,126, 178 és 238) tirozinokra.

2. A ZAP-70 Y069 gatlo, a Y126 aktivacids, mig a Y178 részben gatld szerepet tolt be a
T-sejt aktivacios folyamatokban.

vesz részt, mig a Y315 pozitiv autoregulacios hely.

4. A Y-F aminosavcsere a ZAP-70 Y126 és Y178 poziciokban az SLP-76 Y128; a Y492
poziciéban 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 hatdsok kozvetitésében.

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

8. A DX az anti-CD3 indukélta T-sejt aktivacioban, a ZAP-70 kindzban megfigyelt
valtozasokhoz hasonloan, a LAT ¢és a Cbl tirozin foszforilacidjat tovabb novelte. Az
SLP-76 aktivacié indukalta foszforilacidjat és az intracellularis Ca*'-jel kialakulasat a
DX részben gatolta.
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6. Osszefoglalis, megbeszélés

6.1 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. Miutan sikeriilt a legfontosabb jelatviteli molekuldkat azonositani, egyre
tobb olyan muténs - altalaban Jurkat sejtek mutagenezisébdl szarmazoé - T-sejt vonal valt
elérhetové, amelyekben valamelyik molekula hianyzik. A ZAP-70 kinaz sziikséges a teljes
TcR/CD3 jelatviteli kaszkad kialakitdsdhoz. A ZAP-70 deficiens P116 sejtekben a T-sejt
jelatvitel, a ZAP-70 deficiens egerekben a T-sejt jelatvitel és a T-sejt fejlédés is sulyos
zavart szenved. Emberben a ZAP-70 hidnya vagy defektusa SCID fenotipushoz vezet. A
kinazok funkcidjat foszforilacidos események szabalyozzak, igy az egyes foszforilacios
helyek vizsgélata, pl. pontmutans sejtvonalakban, kiilonosen értékes informaciot nyujthat a
jelatviteli folyamatok finom szabéalyozasdnak megértéséhez.

Kisérleteink soran a létrehozott 8 pontmutans sejtvonalban vizsgaltuk a ZAP-70 egyes
tirozinjainak szerepét a T-sejt aktivacidban és a nem-genomikus gliitkokortikoid hatasok

A Y-F aminosavcsere a 069 és 126 pozicioban ellentétes hatast eredményezett az
intracellularis Ca**-jel kialakitasdban, az el6z6 novelte, mig az utobbi csokkentette a Ca®*
szintet a WT-ZAP-70-et expresszalo sejtekhez viszonyitva. A Y-F pontmutéacio a 178-as
poziciéban nem befolyésolta jelentésen az intracellularis Ca*'-jel kialakulasat. 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 magyardzat), vagy befolyasolhatja a molekula kinaz aktivitasat
(funkciondlis magyarazat). Ennek pontos megismeréséhez még tovabbi vizsgalatok
szilkségesek. A Y126 muticidja az intracellularis Ca*'-jel csokkenéséhez vezetett,
alapjan feltételezziik, hogy a Y126 az interdomén A-ban hasonlé pozitiv szabalyozo
szerepet tolthet be, mint a Y315 az interdomén B-ben. A ZAP-70 Y126 mutacidja az SLP-
76 Y128 nyugalmi hiperfoszforilacigjat eredményezte, 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 Ca’-jel kialakitasahoz
nélkiilozhetetlen a PLCy aktivacigja. Az SLP-76 és LAT adapter fehérjék a PLCy 6
aktivaloi, kapcsolatot képeznek a ZAP-70 és a PLCy kozott. Korabbi adatok azt mutattak,
hogy a PLCy aktivacidja a LAT és az SLP-76 aktivacigjatol fligg.

Mivel a ZAP-70 pontmutans sejtek a LAT foszforilaciojat kevésbé befolyasoltak, igy
feltételezziik, hogy a ZAP-70 az intracellularis Ca®"-jel kialakulasat elsésorban az SLP-76-
on keresztiil szabalyozza.
folyamatok stlyos defektusahoz vezet, hasonléan ahhoz, mint amit P116 sejtekben
megfigyeltek. Ezért a Y493 foszforilacidja kiilondsen fontos szerepet jatszik a T-sejt
aktivacio downstream lépéseinek beinditdsdban. A 493-as tirozin maradék hianya, vagy
defektusa a T-sejt aktivacio funkcionalis blokkjahoz vezet, ahogy azt korabbi kisérletek is
igazoltak. Az F493-ZAP-70-et expresszalé sejtekben a kinaz hiperfoszforilaciojat figyeltiik
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meg, feltehetéen mas tirozin maradék(ok) hiperfoszforilacidjanak kovetkeztében, ami azt
mutatja, hogy a ZAP-70 Y493-nak fontos negativ autoregulacios szerepe is lehet.

Eredményeink szerint nem a Y493 az egyetlen tirozin maradék, ami részt vehet a
ZAP-70 autoregulaciojaban. A ZAP-70 Y493 mellett a Y292 is negativ autoreguldcios
funkcioval rendelkezik, mivel mutaciojakor a ZAP-70 hiperfoszforildlodik. A ZAP-70
csokkent foszforilaciojat talaltuk a F315-ZAP-70-et expresszalo sejtekben, ami ezen tirozin
maradék pozitiv autoregulacios szerepére utal.

1. 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* LATY'"' Funkcié

a-CD3 + + + - + + -+ TcR/CD3 Autoregulicio
069 T ) - - - - - gatld -

126 - - Tl - - - aktivéciés -

178 - - T - - - - részben gatlo -

238 NE NE NE NE NE NE NENE ? ?

292 T 1 ) - - ) - - ghtld negativ

315 J J ) - J ) - - aktivacios pozitiv

492 T ) Tl - - gatlo -

493 J T J - J J -1 aktivacios negativ

Valamennyi valtozast a WT-ZAP-70-et expresszalo sejtvonalban kapott eredményekhez
viszonyitottunk. A kapott valtozasokat nyilakkal jeloltiik:1 novekedes, |csékkenés, - nincs
valtozas. NE nem vizsgaltuk, *immunprecipitacio.

6.2 A nem-genomikus gliikokortikoid hatasok molekularis
célpontjai Jurkat sejtekben

A ZAP-70 kindz nem csak a T-sejt aktivacio egyik kulcsmolekuldja, hanem fontos
szerepet jatszik a nem-genomikus GC jelatviteli utvonal kozvetitésében is. Jelen
kisérleteink soran az altalunk létrehozott ZAP-70 pontmutans sejtvonalakban vizsgaltuk a
rovid idejli, nagy dozisu GC hatasok tovabbi részleteit. Rovid idejii, nagy dozisu DX
kezelés csokkent ZAP-70 foszforilacibhoz vezetett az F315- ¢és F492-ZAP-70-et
expresszald sejtekben, 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 aktivacidban, a Y315 aktivacios, mig a Y492 gatlé funkcidja
tirozin. Az eredmények tehat arra utalnak, hogy finom kiilonbségek figyelhetdk meg a
ZAP-70 foszforilacidos mintdzatdban 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 asszociacid is megvaltozik. Nem talaltunk azonban kiilonbséget a
szerepére hivja fel a figyelmet.

Vizsgaltuk tovabba a ZAP-70 kindz kozvetlen szubsztratjainak szerepét a nem-
genomikus GC jelatvitelben. A LAT ¢és az SLP-76 adaptereken kivill kiillonds figyelmet
forditottunk a negativ regulator Cbl molekuldra. Mindhdrom molekula foszforilacidja
emelkedett rovid idejli, nagy dozist DX kezelés hatdsdra, tehat valamennyien szerepet
jatszhatnak a nem-genomikus GC hatasok kozvetitésében. Megvizsgaltuk azt is, hogy a
F315 ¢és F492-ZAP-70-et expresszald sejtekben a mutacido hogyan befolyasolja a LAT,
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SLP-76 ¢és Cbl foszforilaci6 novekedését. A Cbl és SLP-76 esetében a mutdciok
meggatoltak a DX indukélta foszforilacié novekedést, mig a LAT foszforilacigjat nem
befolyésoltak. Ez arra utal, hogy a ZAP-70 medialta nem-genomikus GC hatasokat az
SLP-76 ¢és a Cbl molekuldk 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 hatdsokat ezek a
molekulak idézik eld.

\_/ 4. abra: Nem-genomikus GC hatdasok
W feltételezett mechanizmusai a TcR
GC = jelatvitel daltalunk vizsgalt molekuldira.
= A GC-ok a plazma membranon torténo

:::f;';ién diffuziot kovetien kotodnek
BB citoplazmatikus receptorukhoz (1. nyil). A

ligand aktivalt GR asszocial a ZAP-70
kinazzal, mikozben annak Y315 és Y492
maradékai foszforilalodnak. Az SLP-76
és a Cbl tirozinjait a ZAP-70 foszforildlja
(2. nyil), mig a LAT a ZAP-70-tol
fiiggetleniil (eddig ismeretlen modon,
feltehetoen upstream szabalyozo
molekuldk révén) foszforilalodik (3. nyil).

TcR
O
O

OO X UK

LAT

I —
TeR-CD3 komplex

®H Cbl
@ SLP-76 S

6.3 A nem-genomikus gliikkokortikoid hatasok  T-sejt
aktivaciora gyakorolt hatasai: cross-talk a TcR/CD3- ¢és
gliikokortikoid receptor jelpalyak kozott

Kovetkezd kisérleteink sordn arra kerestiik a valaszt, hogy a DX kezelés hogyan
befolyésolja a T-sejt aktivaciot €s ezaltal hogyan jarulhat hozza az immunszuppressziv
hatasokhoz. Ezért GC analdggal eldkezelt sejtekben vizsgaltuk az SLP-76, a LAT és a Cbl
foszforilaciojat, valamint az intracellularis Ca’’-jelet anti-CD3 aktivaciot kovetSen. A
ZAP-70 kindzban megfigyelt valtozasokhoz hasonl6an kombinalt kezeléskor a LAT ¢és a
Cbl tirozin foszforilacidja tovabb nétt a csak anti-CD3 kezelt mintdkhoz képest, mig az
SLP-76 aktivacio indukalta foszforilacigjat a DX kezelés részben gatolta. A foszforilacio
valtozasok mellett az intracellularis Ca®’-jel is a T-sejt aktivacio kulcseseményei kozé
tartozik. Az anti-CD3 indukélta Ca®-jel részben gatolhaté rovid idejii, nagy dézisa DX
eldkezeléssel, hasonldan az SLP-76 foszforilaciojahoz. Ez az adat 6sszhangban lehet azzal
a megfigyelésiinkkel, miszerint a Ca**-jel kialakulasat Jurkat sejtekben inkabb az SLP-76
szabalyozza.
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2. tablazat: A DX, valamint az anti-CD3+DX kezelés hatdasara bekovetkezo valtozdasok
osszefoglalasa Jurkat és ZAP-70 pontmutdns sejtekben

A ZAP-70 LAT LAT* SLP-76 SLP-76*  Cbl Cbl* Ca¥
DX + + + + + + + +
a-CD3 - - + - + - + +
Jurkat/

WT 0 0 0 0 l 0 0 l
B

Y-F pozici6 ZAP-70  LAT SLP-76 Cbhl

DX + + + +

315 J - J J

492 J - J J

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

A valtozdsokat nyilakkal jekéltiik:1 névekedés, |csokkenés, -: nincs valtozas.

Osszefoglalasként tehat megallapithatjuk, hogy a TcR/CD3 jelatvitelt a T-sejt
aktivacié molekuldinak finom 6sszehangolt miikodése szabdlyozza. Az aktivacio kezdeti
folyamatainak szabalyozasaban a ZAP-70 tirozin maradékai kiemelkedd szerepet

A ZAP-70 tirozinjai, valamint a kindz szubsztratjai kulcsfontossaguak a nem-
genomikus GC hatdsok kialakitdsdban is. A GC vagy kombinalt (anti-CD3+DX) hat4sok a
proximalis jelatviteli molekulak finom kolcsonhatasanak, komplex szabalyozasanak
k6szonhetGen, részben eltéré modon tovabbitddnak.

A ZAP-70 kindzban talalhat6 tirozinok szerepének pontos megismerése a T-sejt
aktivacioban és a nem-genomikus GC hatdsokban kozelebb vihet minket leukémidk,
autoimmun betegségek patomechanizmusdnak felderitéséhez, az immunszuppresszio
mechanizmusénak pontosabb megértésé¢hez, valamint esetleges késobbi terapias célpontok
kifejlesztéséhez. Tavol vagyunk azonban még attol, hogy a T-sejt aktivacid és a nem-
genomikus  glilkokortikoid hatasok komplex szabalyozasdnak pontos részleteit
maradéktalanul ismerjiik.
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	1.1  A T-limfociták  jellemzése
	1.1.1  A T-sejt aktiváció jelátviteli folyamatai  

	A megfelelő antigénnel történő találkozást követően a T-sejtekben számos jelátviteli folyamat megy végbe, ami a T-sejtek aktivációjához és másodlagos differenciálódásához vezet. A TcR csak MHC molekulák által bemutatott peptideket - az antigén proteolitikusan hasított darabjait - képes felismerni. A folyamat szigorúan szabályozott: az intracelluláris peptideket a sejtmaggal rendelkező sejtek és a trombociták mutatják be MHCI-en keresztül a CD8+ Tc-sejteknek, míg az extracelluláris antigéneket a professzionális antigén prezentáló sejtek - B-sejtek, makrofágok, dendritikus sejtek - MHCII segítségével mutatják be a CD4+ Th-sejteknek. Ezt a jelenséget MHC restrikciónak nevezzük. A TcR MHC-peptid komplexhez való kötődése még nem elegendő a T-sejt aktiváció elindításához. Szükséges még, hogy a CD4/8 az MHC molekulák konstans részéhez kapcsolódjon, valamint, hogy a CD28 és CD80/86, a CD40-CD40L és további adhéziós molekulapárok között ko-stimuláció jöjjön létre. A TcR láncainak intracelluláris doménjei önmagukban nem képesek arra, hogy aktivációs jelet közvetítsenek a sejt belsejébe, a sejten belüli jel elindításában a TcR-hoz asszociálódó CD3 komplex játszik nélkülözhetetlen szerepet. A CD3 komplex γ, δ és ε láncokból áll, amikhez egy ζζ homodimer vagy ζη heterodimer kapcsolódik. A CD3 molekula komplex láncaiban ITAM (Immunoreceptor Tyrosine-based Activation Motif) szekvenciák (YxxLx (6-8)YxxL) találhatók, melyek tirozinjai a T-sejt aktiváció kezdeti lépései során foszforilálódnak és fontos szerepet töltenek be a jeltovábbításban.                                                                                                                               A T-sejt aktiváció kezdeti lépései foszforilációs események sorozatából állnak. Elsőként, a valamennyi leukocitán expresszálódó CD45 molekula - egy foszfotirozin- foszfatáz - defoszforilálja az Lck 505-ös pozícióban található gátló tirozinját. Az Lck az Src nem-receptor tirozin kináz család tagja, ami a CD4/8 molekulákkal is asszociálódik. Az Src molekulacsalád másik tagja, a Fyn, szintén szerepet játszik a korai T-sejt aktivációs folyamatokban. Az Lck gátló foszfát csoportjának lehasítását követően, a TcR komplex aktivációjának hatására a 394-es tirozinon foszforilálódik és ezáltal aktiválódik. Az aktivált Lck ezt követően a CD3 komplex ITAM-jainak tirozinjait foszforilálja. A foszforilált CD3ζ lánc dokkoló helyül szolgál a Syk családba tartozó ZAP-70 kináz számára.  A ZAP-70 kinázt az Lck foszforilálja, a foszforilált ZAP-70 pedig a T-sejt aktiváció egyik központi molekulája. A kináz két fő célmolekulája a LAT és az SLP-76 adapter fehérjék. A ZAP-70 kapcsolódik (asszociál) a negatív regulátor Cbl-lel is, ami a kináz foszforilációját szabályozza. Az adapter molekulák foszforilációja egy multimolekuláris komplex kialakulásához vezet, melyben a GRB2, Itk, GADS, Nck és Vav molekulák vesznek részt és együttesen aktiválják a PLCγ1-et. A PLCγ1 a PIP2-t hasítja, a hasítás során két másodlagos hírvivő molekula, az IP3 és a DAG képződik. A DAG két fő jelátviteli út, a Ras és a PKCθ útvonalak aktivációjához vezet. A Ras a MAP-kináz kaszkád közvetítette jelátviteli folyamatokat indítja el, ami végül az AP-1 transzkripciós faktor aktivációjához vezet. A PKCθ az NFκB útvonalat aktiválja, ami szintén transzkripciós folyamatokat szabályoz. Az IP3 az endoplazmatikus retikulumban (ER) raktározódó (intracelluláris Ca2+ raktár) Ca2+ felszabadulását indukálja, amit a plazma membrán Ca2+-csatornáinak megnyílása követ (kapacitatív influx). A megnövekedett intracelluláris Ca2+ szint a kalcineurint, a kalmodulint, végül az NFAT transzkripciós faktort aktiválja . A T-sejt aktiváció jelátviteli útjai végül számos transzkripciós faktort pl. AP-1, NFAT, NFκB aktiválnak, ami komplex génexpressziós változásokhoz vezet a T-sejtekben Az immunválasz beindításában kiemelkedő fontosságú két géntermék: az IL-2 citokin, valamint az IL-2 receptor α lánca. Az IL-2 az aktivált T-sejteken megjelenő α, β és γ láncokból felépülő nagy affinitású receptorához kötődik, autokrin mechanizmusok révén szabályozza a T-sejt aktivációt, illetve indukálja a környező T-sejtek növekedését is. 
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