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Osszefoglalas

A glukokortikoidok (GC) fontos szerepet jatszanak a T-sejtek érésében, kulonbozé
aktivaciés és apoptotikus szignalok szabalyzasaban. A thymusban a GC hormon
igen fontos regulacids szerepet jatszik a thymocitak szelekcidja soran. Az eddigi
irodalmi adatok alapjan valdszinilsithetd cross-talk mechanizmus(ok) létezése a T-
sejt receptor(TcR) —CD3 komplexbél kiindulo jelatvitel és a glukokortikoid receptor
(GR) kozott.

Munkankban a GC rovid idejl, nem-genomikus uton kifejtett jelatviteli hatasait
vizsgaltuk in vitro modellrendszerben, Jurkat T-sejtes leukémia sejtvonalon.
Eredményeink szerint a GR agonista Dexamethasone (DX) 5 percen belll tirozin
foszforilacios valtozasokat okoz Jurkat sejteken. A DX kezelés megvaltoztatta mind a
nyugvo, mind az anti-CD3 keresztkotéssel aktivalt Jurkat sejtek tirozin-foszforilacios
mintazatat.

A ZAP-70 kinaz kozponti szerepet tolt be a TcR-CD3 komplexbdl kiindulé jelatviteli
folyamatokban. A ZAP-70 mikdodésének defektusa esetén in vitro T-sejt aktivacios
defektus, in vivo pedig sulyos kombinalt immundeficiencia (SCID szindroma)
figyelhetd meg. Vizsgalatainkban a DX kezelés nyugvé és aktivalt Jurkat sejtekben 5
percen belul ZAP-70 tirozin foszforilacio emelkedést okozott. A folyamatban a GR
szerepére utal, hogy a foszforilacié GR antagonista (RU486) el6kezeléssel gatolhato.
DX indukalta ZAP-70 foszforilacio nem jott létre p56-Ick kinaz deficiens JCaM-1
sejtvonalban. A GR és ZAP-70 kozeli fizikai kapcsolatat ko-immunprecipitacioval és
konfokalis mikroszkopiaval is vizsgaltuk. A GR ligandja jelenlétében asszocialddik a
ZAP-70-hez mind Jurkat, mind transzgenikus, ZAP-70-et stabilan expresszld
HelLa/trZAP-70 sejtekben.

A T-sejt aktivacié nélkulozhetetlen |épése, hogy a ZAP-70 asszocialdédik a CD3
komplexen talalhaté foszforilalt ITAM-tirozinokhoz. Eredményeink szerint a ZAP-70
asszociacié a CD3 komplex lancokhoz GR ligand jelenlétében gatiédott.
Eredményeink alapjan a kovetkezd jelatviteli modellt javasoljuk: A GR ligandkotés
utan asszocialodik a ZAP-70-hez, ami foszforilacios valtozasokat indit el. A GR
asszociacidja egyben megakadalyozza, hogy a ZAP-70 kotédjek a foszforilalt ITAM
szekvenciakhoz, igy gatolva a TcR-CD3-hoz kapcsolodo jelatviteli komplex
kialakulasat.

A GC-k és szarmazékaik széles korben hasznélatosak a jelenlegi terapias
protokollokban, am mellékhatasprofiljuk igen kiterjedt. Az altalunk feltart jelatviteli
folyamatoknak fontos szerepe lehet a GC medialta immunszupresszidoban. Ennek a
hatasmechanizmusnak a pontos megismerése lehetbvé teheti Uj tamadaspontu
immunoszupressziv hatéanyagok kutatasat, tervezését, amelyek esetleg kedvezébb
mellékhatasprofillal rendelkeznek, mint a jelenleg alkalmazott gydgyszerek.



Bevezetés

1.1 A glukokortikoidok gyogyaszati alkalmazasa

A glukokortikoid hormon szarmazékai (GC) régéta igen széles kdrben hasznalatosak
gyégyaszati célokra. Terapias alkalmazasi terlletik magaban foglalja az akut és
kronikus rheumatologiai gyulladasos betegségeket, autoimmun betegségeket,
asztmas, allergias megbetegedéseket, egyes malignus haematoldgiai korképeket, de
hasznalatosak szerv- vagy szOvettranszplantacié utani immunszupressziv
therapidban is. Kiterjedt alkalmazasuk ellenére sok téren még tisztazatlan a
glukokortikoidok molekularis hatasmechanizmusa.

1.2 A glukokortikoid receptor szerkezete

A GC hatasok egy része a glukokortikoid receptor (GR) kdzvetitésével zajlik. A GR
az intracellularis receptorok csaladjaba (nuclear receptor superfamily) tartozik. Tobb
mas kémiailag steroid és mas, nem steroid hormon rendelkezik hasonld
receptorokkal, s6t vannak adatok olyan szerkezetileg a steroid receptorok csaladjaba
tartozo6 fehérjékrél, amelynek nem ismert a ligandja (arva vagy orphan receptorok).

A GR evoluciosan igen konzervalt szerkezetl transzkripcidés faktor. A human GR
alternativ splicing-je két izoforma expressziojat eredményezi: a hGRa és a hGRp
izoformakét. A klasszikus, majdnem minden sejtben expresszaloddé hGRa 777
aminosavbol allé fehérje. Inaktiv allapotban ez a citoplazmaban talalhaté, mas
fehérjékkel alkotott makromolekularis komplexban. A hGRB, a 9. exon alternativ
splicing-je révén jon létre. Csak a C-terminalis régidoban kilénbézik az hGRa
izoformatdl és tartalmaz egy 15 aminosavas egyedi szekvenciat. A hGRf fiziologias
szerepe vitatott: ligandkotésre nem képes és kizardlag a magba lokalizalodik. Tobb
esetben kimutattdk a szerepét patoldégias GC rezisztenciaban. Valdszinileg részt
vesz a GC altal szabalyozott génexpresszié finom szabalyozasaban.

Regulatoros domén Kapocs régié

1. abra. 4 glukokortikoid receptor elsédleges szerkezete szalagdiagrammon

Funkcionalisan a GR-nek 4 szakasza kulonithetd el: az N-termindlis részén a
variabilis régio, amit regulatoros doménnek is neveznek. Ez a rész felel6s a
konstitutiv transzkripcidés aktivacios funkciokért. A DNS-k6t6 domén (DNA-binding
domain, DBD) evoluciésan a legjobban konzervalt része a molekulanak, cink-ujj
szerkezetl. A DBD rovid kapocs vagy hinge-région keresztul kapcsolédik a ligand-
kotd doménhez (ligand binding domain, LBD). A LBD felel6és a ligandkotéseért,
valamint a GR esetében a homodimer kialakitasaért.



1.3 Genomikus GC jelatvitel

A GC, mint lipidoldékony hormon, diffuziéval jut be a sejtbe a sejtmembranon
keresztll és az intracellularisan elhelyezkedd inaktiv GR-hez kot. Az inaktiv GR mas
fehérjékkel (pl. a Hsp-90) asszocialédva talalhaté a citoplazmaban mint egy multimer
fehérjekomplex tagja. A ligandkotést kovetd konformacio valtozasok soran a receptor
disszocialédik a Hsp-90 komplexrél és homodimer formajaban a magba vandorol. A
magban a ligandkotott GR f6 funkcidja szerint transzkripcios faktor: specifikus,
palindrdm DNS szekvenciakhoz, az un. GRE-hez (Glucocorticoid Response Elemet)
kotddve noveli egyes gének expressziojanak meértékét. A GR transzkripcios
faktorként negativ génregulaciét is megvaldsithat: negativ regulatoros GRE
szakaszokhoz (nGRE) is kapcsolodhat. Jelenleg ezek a DNS-szakaszok kevéssé
karakterizaltak. A génexpresszié szabalyozasanak ez a két modja a DNS-fuggd
szabalyozas.

Vannak példak DNS-fuggetlen szabalyozasra is: ebben az esetben az intracellularis
receptor fizikai interakcioba lép egy masik transzkripcios faktorral, igy valtoztatva
meg annak aktivitdsat. A GR esetében mindegyik tipusu szabalyozasi
mechanizmusra ismerunk példakat. A DNS fuggetlen transzkripcié szabalyozas
soran a GR kozeli fizikai kontaktusba kerUl a masik transzkripcios faktorral és
befolyasolja azok aktivitasat. Tobb transzkripcios faktorrol ismert, hogy interakcioba
lép a GR-el: az NFkB, AP-1, CREB, valamint a STAT- csalad tobb tagja. Az elébb
emlitett genomikus jelatviteli ut f6 jellemezdje, hogy végsé soron a fehérjeszintézis
valtozik meg a GC érzékeny sejtben vagy szdvetben a hormon hatasara. A
genomikus hatasok |étrejottéhez minden esetben megfelelé hosszusagu id6ére van
szlukség (altalaban tobb orara) ahhoz, hogy a génexpresszidban, fehérjeszintézisben
lezajld valtozasok manifesztalddjanak.

1.4 A GC hormon nem-genomikus hatasai

A nem-genomikus hatasok kozos jellemzdje, hogy nem szukséges hozza de novo
protein szintézis, inkabb a kulonbozé jelatviteli molekulak poszttranszlacios
modosulasai jellemzéek. Jelenleg a nem-genomikus GC hatasokat 3 csoportba
soroljak: (1.) A klasszikus citoplazmatikus GR-en (cGR) keresztul Iétrejové specifikus
hatasok, melyeket a GR mas jelatviteli fehérjékkel torténé citoplazmatikus
interakcidkon keresztul kozvetit. (2.) nem specifikus fiziko-kémiai membran-interakcid
(ez csak igen magas steroidkoncentracioknal 1ép fel) és (3.) a feltételezett membran-
rezidens GR-en keresztul kdzvetitett specifikus hormonhatasok.

1.5 A GC és TcR jelatviteli utvonalak k6z6tti kommunikacié
jelentésége

A GC hormonnak kulondsen fontos szabalyozé szerepe van T-sejtekben mind a
thymusban lezajlo érési folyamatok, mind az érett sejtek periférian betdltétt funkcioja
soran. A thymus epithel sejtek altal lokalisan termelt GC parakrin médon szabalyozza
a thymocitak érését. A kdlcsdnds antagonizmus modell (,mutual antagonism theory”)
szerint a GC a T-sejt receptoron (TcR) keresztll érkez6 szignallal egyultt pozitiv
szelekciét indukal a DP sejtekben, és a nem-reszponziv TcR-t expresszalé thymocita
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klbnok apoptdzisaban is f6 szerepe van a GC hatasnak. A periférias, érett T-sejtek
citokinszekréciojat a GC Th2 iranyba tolja el, és tobbfajta mechanizmus utjan fejt ki
erbteljes gatlo hatast a kilénb6zé proinflammatorikus citokinek (pl. IL-18, IL-2, IL-6,
TNFa) szintézisére. Figyelembe véve az anti-inflammatorikus hatast valamint a
kdlcsdnds antagonizmus modellt, valészinistheté valamilyen kommunikacié a GC
hormon és a TcR jelatviteli utak kozott.

1.6 A TcR-bdl kiindulé jelatvitel

A TcR és az MHC-kotott antigén kapcsolddasa utan masodperceken belll megindul
a tirozin-foszforilacio. Ez az aktivacios szignal olyan biokémiai valtozasok kaszkadjat
inditia el, ami tobb oran at fennallva jelentés valtozast okoz a T-sejtek
anyagcseréjében. 2 6ran belul elindul a citokinreceptorok expresszidja (a
legjellegzetesebb az IL-2R), 2-6 6ran belll a citokin szekrécid. 24 oran belll
elkezdédik a DNS replikacio, majd 48 o6ran belll sejtosztdédas kovetkezik. Az
optimalis jelatvitel a koreceptorok (CD4 ill. CD8) részvételét is igényli. Ezek egyrészt
stabilizéljagk a TcR-MHC kapcsolatot, masrészt citoplazmatikus részikhéz nem-
receptor PTK-k kapcsoldédnak, igy résztvesznek a szignalizacioban is. Ezek a nem-
receptor PTK-k a src csaladba tartozd fehériegk. A TcR antigénkotése és a
koreceptorok MHC-kotése utan féként a CD3( lancok foszforilalddnak tirozinon,
melyért els6sorban a p56-Ick felelés. A foszforilalt C-lancok dokkolasi helyként
szolgalnak a ZAP-70 kinaz szamara (zéta-lanc asszocialt protein ).

1.7 A ZAP-70 kinaz szerepe a TcR-bdl kiindulod jelatviteli
folyamatokban

A ZAP-70 a syk-csaladba tartozd6 nem-receptor PTK, molekulasulya 70 kDa. T- és
NK sejtekben expresszalodik, szerepét B-sejtekben, neutrofilekben, eozinofilekben
és hizosejtekben a Syk kinaz tolti be, mellyel jelentés szerkezeti és funkcionalis
homologiat mutat. Elsédleges szerkezetét tekintve C-terminalis kinazdoménre, két
SH2 doménre és az ezeket elvalaszté Interdomén A-nak és B-nek nevezett régidkra
oszthaté a molekula. A ZAP-70 kinaz nagy affinitassal kotddik a CD3 komplexen levd
ITAM-motivumok foszforilalt tirozin maradékaihoz a tandem elhelyezkedésli SH2
domének segitségével.
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2. abra A ZAP-70 kinaz szerkezeti diagramja a jelenleg ismert tirozin-foszforilacios
helyek feltlintetésével

A ZAP-70 f6 feledata, hogy tovabbitsa és felerésitse a TcR-bdl kiinduld jelet. A ZAP-
70 kulcsszerepet jatszik a TcR-CD3 jelatvitelben: ZAP-70 deficiens sejtekben T-sejt



-6-

receptor aktivacié vagy CD3 keresztkdtés utan nem mutathaté ki Ca™ -jel. A ZAP-70
veleszuletett funkcioveszté mutacidéja emberben SCID szindrémat (sulyos kombinalt
immundeficiencia) okoz, amire a Tc sejtek teljes hianya és a Th sejtek immunoldgiai
valaszképtelensége jellemz6.

A nem-receptor PTK-k kinazaktivitas-szabalyozasanak egyik f6 mechanizmusa a
foszforilacio. A ZAP-70 maga is szamos tirozin-maradékot tartalmaz, amelyek kozul
szamos foszforilaciés helyet irtak le. Egyes tirozinok foszforilacioja kozvetlendl
befolyasolja a kinazaktivitast (pozitiv vagy negativ iranyban is) masok regulatoros
jelatviteli molekuladk szamara szolgalnak dokkoldhelyil, melyek szintén modulalhatjak
a ZAP-70 kinazaktivitasat.



2 Ceélkitizések

1.

A révid ideji nem-genomikus GC hatasok vizsgalata T-sejteken in vitro modell
sejtvonalon (Jurkat). Nagy dézisu Dexamethasone (DX, GC analdg) kezelés
utan bekdvetkezé altalanos valtozasok vizsgalata Jurkat sejtek tirozin-
foszforilacios mintazataban.

. A ZAP-70 kinaz rovid ideji DX-kezelés hatasara bekovetkez6 foszforilacios

valtozasainak a karakterizalasa.

A foszforilaciés események GR-fuggésének, illetve upsteram-kinaz
fuggéseének tisztazasa.

A DX indukalta ZAP-70 foszforilacio idébeli kinetikajanak a tanulmanyozasa.

A GR és a ZAP-70 térbeli viszonyanak tanulmanyozasa ko-
immunprecipitaciéval és konfokalis mikroszkoppal. GR agonista hatasara
bekdvetkez6 valtozasok megfigyelése a két molekula egymashoz vald
viszonyaban.

A ZAP-70, a GR és a Hsp-90 chaperon egymashoz valé viszonyanak
tisztazasa Jurkat sejtekben.

A ZAP-70, a GR és a Hsp-90 egymashoz valo6 viszonyanak vizsgalata nem-T-
sejtes kornyezetben, transzgénikus ZAP-70-et expresszaldé Hela sejteket
hasznalva modellként.

A CD3 komplexhez kotott és a GR jelatviteli utvonalai kozotti kommunikacio
lehetséges 6sszefliggésének vizsgalata.



3 Anyagok és médszerek

3.1 Sejtvonalak

A GC hormon T-sejt jelatvitelre gyakorolt azonnali hatasait in vitro modellrendszerben
Jurkat sejteken (human T-sejtes leukémia sejtvonal) és az el6bbi sejtvonal p56-Ick
deficiens szubklonjan (JCaM1) vizsgaltuk. Egyes Kkisérleteinkhez Hela sejteket
transzfektaltunk teljes-hosszu ZAP-70-et hordozé lentiviralis vektorral.

3.2 Lentiviralis transzfekcio

A ZAP-70 kinaz viselkedésének T-sejt fuggetlen cellularis koérnyeztben torténd
vizsgalatahoz Hela sejteket transzfektaltunk teljes hosszu ZAP-70 cDNS-t
tartalmazo lentiviralis vektort alkalmazva. A pWPTS lentivirdlis transzfer plazmidba
klbnoztuk a human vad tipusu ZAP-70 cDNS-t, a konstrukcioban EF-1 promoter
kontrollt alkalmazva. A transzfer-plazmidot ezutan az envelope-proteineket kédolo és
a csomagolo-plazmidokkal egyutt 293T sejtekbe vittik be kalcium-foszfatos tranziens
transzfekcidt alkalmazva. A virusokat szekretalé csomagolé-sejtvonal fellluszojaval
ezutan spinokulacioval HelLa sejteket fertdéztlink. A transzgénikus HelLa sejtek ZAP-
70 expressziojat Western-blottal és aramlasi citometriaval kontrollaltuk.

3.3 Geldanamycin, GR agonista és antagonista kezelés

A sejteket 37°C-on inkubdltuk 4 o6rat szérummentes RPMI médiumban, 10uM
Mifepristone (RU486, GR antagonista) illetve a kontrolloknal oldészere (DMSO)
jelenlétében. Egyes kisérleteinkben 1,78mM Geldanamycint (GA, Hsp-90 gatloszer)
hasznaltunk. Ezutan a sejteket 10%sejt/ml koncentracidban inkomplett RPMI-ben
vettik fel és a jelzett ideig 37°C-on inkubaltuk 10uM Dexamethasone (DX, GR
agonista) vagy a kontrolloknal megfelel6 mennyiségi oldoszer (DMSO) jelenlétében.

3.4 Anti-CD3 aktivacié

A DX kezelt vagy kezeletlen sejteket 37°C-on inkubaltuk 10%sejt/ml koncentracidban
inkomplett RPMI-ben. A sejtekhez hozzaadtunk az anti-CD3 antitestet 100 pg/ml
végkoncentraciéban. 2 perces 37°C-os inkubacié utan a kezelést folyékony
nitrogénes fagyasztassal allitottuk le, a mintakat vizsgalatukig -80°C-on taroltuk.

3.5 Immunprecipitacié, Western blot

A mintak lizisét TX-100 tartalmu lizis pufferben illetve a ko-immunprecipitacios
kisérletek esetében TEGM pufferben végeztik. A pufferekhez kdzvetlenl
felhasznalas el6tt 2mM Na-ortho-vanadatot és proteazgatiokat adtunk. TEGM puffer
alkalmazasa esetén a puffer hozzadasat kdvetéen a mintakat szonikaltuk 5 x 5sec-es
impulzusokkal. 400ul citoplazma-frakcion ,pre-clearing”-et végeztunk fél 6raig Protein
G-Sepharose-zal, majd az el6tisztitott lizatumot 2 6ran at 4°C-on inkubaltunk a
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precipitalé antitesttel. Az immunkomplexeket ProteinG-Sepharose-on fixaltuk, majd
alapos mosas utan mintapufferben elualtuk. A mintakkal SDS-poliakrylamid gélen
Laemmli szerint elektroforézist végeztink, és standard mddszerek szerint indirekt
Western blottokat készitettiink. A blotok vizualizalasat ECL reagenssel végeztik, a
kemiluminescens jelet rontgenfilmre (Fuijifilm) rdgzitetve. Egyes esetekben un.
»Stripping-reprobing” modszert alkalmaztunk: Ekkor a blotokon ECL-es el6hivas utan
,Stripping-bufferes” kezelést alkalmaztunk az antitestek eltavolitdsara. Ezutan
ugyanazt a blottot masik antitettel is el6 tudtuk hivni, anélkil, hogy az el6z6
eléhivashoz hasznalt antitest zavart volna.

3.6 Konfokalis mikroszkdpia

A sejteket 10’/ml koncentracidban FCS-mentes RPMI médiumban reszuszpendaltuk,
és 10uM Dexamethasone vagy oldoszere (DMSO) jelenlétében 5 percig 37°C-on
inkubaltuk. Ezutan 10x-es térfogatu jéghideg 0,1% Na-azidot tartalmazé PBS-t a
sejkehez adva allitottuk le a reakciot. A sejteket lecentrifugaltuk, majd fixalast és
permeabilizalast kdvetéen jégen inkubaltunk a megfelel6 fluorescensen jeldlt antitest-
koktéllal. Alapos mosast kovetbéen a sejteket targylemezre csoppentettink, majd
Ulepedés utan a felesleges folyadékot 6vatosan leszivtuk. 50%-os glicerolos lefedést
kovetéen a mintakat Olympus Fluoview 300 vagy késébbi mintak esetében Olympus
FV1000S-1X81 konfokalis mikroszkdp rendszerrel vizsgaltuk.
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4 Eredmények

4.1 A révid idejii Dexamethasone kezelés megvaltoztatja a Jurkat
sejtek tirozin-foszforilaciés mintazatat

Kezdeti kisérleteinkben azt vizsgaltuk, hogy DX kezelés okoz-e valamilyen tirozin-
foszforilacios valtozast. Jurkat teljes sejtlizatumokat vizsgalva, 5 perces kezelés
10uM DX-al tirozin-foszforilacid6 novekedést okozott tobb foszfoproteinben az
oldészer-kezelt kontroll mintdhoz viszonyitva. Monoklonalis anti-CD3 antitesttel
torténé aktivacid hatarozott tirozin-foszforilacio emelkedést okozott, azonban 5
perces DX el6kezelés utani anti-CD3 aktivacié ehhez képest gatolta a foszforilaciot.

4.2 Nagy doézisu Dexamethasone gyors ZAP-70 tirozin-
foszforilaciét okoz

Megvizsgalva a ZAP-70 foszfotirozin-tartalmanak valtozasat rovidideji DX kezelés
hatasara, azt talaltuk, hogy 5 perces 10uM koncentraciéju DX kezlés 4-szeresére
novelte a ZAP-70 foszfotirozin-tartalmat. Hasonlé meértéki novekedést okozott az
anti-CD3 aktivacio is. A tirozin foszforilaci6 a kombinalt DX+anti-CD3 kezelés
hatdsara tovabbi ndvekedést mutatott. A ZAP-70 foszfoszforilacio-névekedése
szignifikansnak bizonyult DX vagy anti-CD3 aktivacio, valamint DX+anti-CD3
kombinalt kezelésnél is a kezeletlen kontrollhoz viszonyitva. A kombinalt kezelésnél
tapasztalhatd nagyobb foszforilacio-ndvekedés az egyedili DX vagy anti-CD3
kezeléshez viszonyitva a 3 flggetlen kisérletnél kdvetkezetesnek bizonyult, am a
kUldnbség statisztikailag nem volt szignifikans. (Student-féle t-teszt, p>0,05)

4.3 A DX hatasara bekévetkezé ZAP-70 tirozin-foszforilacio p56-Ick
és GR fiigg6 folyamat

A src-csaladba tartozé T-és NK sejt specifikus kinaznak, a p56-Ick-nak a ZAP-70 az
egyik f6 szubsztratia Amikor kisérleteinkben JCaM-1 sejteket, a Jurkat sejtek egy
p56-Ick deficiens szubklonjat kezeltik 10uM DX-el 5 percig, a ZAP-70 semmilyen
tirozin-foszforilacio emelkedést nem mutatott.

Ekvimolaris RU486 (Mifepristone, GR antagonista) el6kezelést alkalmazva
vizsgaltuk, hogy a DX indukalta ZAP-foszforilacid gatolhaté-e GR antagonistaval.
Eredmeényeink szerint 4 6éras RU486 kezelés hatékonyan gatolta a DX altal indukalt
ZAP-70 foszforilaciét, mig elékezelés nélkul a DX kezelés jelentés foszfotirozin-szint
novekedést okozott a ZAP-70-ben.

4.4 A ZAP-70 kinaz foszforilacios kinetikaja nagy dozisu DX-
kezelést kbvetoen

Mivel a jelatviteli molekulak tirozin-foszforilacidjanak kinetikaja fontos adat a
sejtekben zajlo jelatviteli folyamatok megértése soran, megvizsgaltuk a ZAP-70
foszfotirozin-szintjének valtozasat a nagy dézisu DX kezelés soran. A ZAP-70 tirozin-
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foszforilacioja 1 percen belul névekszik a DX hozzaadasat kovetdéen, a csucsot 2
percen belll eléri. 5 perc utan defoszforilacié kovetkezik be és a foszfotirozin-szint
visszatér az alapra.

4.5 Ligandkétés utan a GR asszocialodik a ZAP-70 kinazzal

Miutan tisztaztuk, hogy a DX hatasara bekovetkez6 ZAP-70 foszforilacidban a GR
nélkulozhetetlen  szerepet jatszik, ko-immunprecipitaciéval és konfokalis
mikroszkopiaval megvizsgaltuk, vajon lehetséges-e hogy a két molekula kozeli fizikai
kdlcsdnhatasban van egymassal. A ko-immunprecipitaciét anti-GR és anti-ZAP-70
antitesttel is elvégezve, mindkét tipusu kisérletben hasonlé eredményre jutottunk: a
ZAP-70 és a GR kdlcsondsen ko-precipitalodott Jurkat sejtek lizatumat vizsgalva. A
DX kezelt mintakban nagyobb meértékl ko-precipitaciot tapasztaltunk mindkét
esetben. A két molekula GC hormon hatasara bekdvetkezé ko-lokalizaciot konfokalis
mikroszképiaval is megerésitettuk: a DX kezelt Jurkat sejtekben a két molekula
membran-kdzeli ko-lokalizacioja latszik, mig a kontroll mintaban csak minimalis ko-
lokalizacio latszik.

4.6 A ZAP-70 asszocialédik a Hsp-90 chaperonnal

A Hsp-90 chaperon makromolekularis komplexet alkot az inaktiv GR-el és fontos
szerepet jatszik abban, hogy a p56-Ick kinaz aktiv konformaciéban legyen. Mivel
eredmeényeink szerint a ZAP-70 asszocialodik a ligandkotésben levd, aktiv GR-el és
a szubsztratja a p56-Ick-nak ezért tisztazni szerettik volna a ZAP-70 viszonyat a
Hsp-90-hez. Ko-immunprecipitacios kisérleteink szerint a ZAP-70 asszocialodik
Jurkat sejtekben a Hsp-90-nel Jurkat sejtekben. Az asszociacidé nem valtozott meg
DX kezelés hatasara. Geldanamycinnel (GA, Hsp-90 specifikus inhibitor) kezelt
Jurkat sejtekben a ZAP-70-Hsp-90 kapcsolat megsziint, mig a ZAP-70-GR
asszociacioét ugyanugy kimutathato volt a GA kezelt mintakban is.

4.7 A ZAP-70, a GR és a Hsp-90 egymashoz valé viszonyanak
vizsgalata transzgénikus ZAP-70-et expresszalo HelLa
sejtekben

Fontosnak tartottuk tisztazni a p56-Ick szerpét a ZAP-70, a GR és a Hsp-90 Jurkat
sejtekben feltart egymashoz valé viszonyaban. A ZAP-70 T-és NK sejt specifikus
molekula, igy nem expresszalddik epithelialis eredetl sejtekben, mint a HelLa
sejtvonal. A GR és a Hsp-90 ubikviter, HelLa sejtekben is expresszalédnak.
Kisérleteinkhez lentiviralis vektorral transzfektalt, transzgénikus ZAP-70-et stabilan
expresszald Hela sejteket (HelLa-trZAP-70) készitettink. Ko-immunprecipitacios
kisérleteink eredménye szerint ligandkétés hatasara a GR asszocialédik a ZAP-70-
nel HelLa-trZAP-70 sejtekben, hasonldéképpen a Jurkat sejtekben tapasztaltakhoz. A
két molekula ko-lokalizacidjat is sikerult kimutatni konfokalis mikroszképpal a DX
kezelt mintakban. Erdekes, hogy a HelLa-trZAP-70 sejtekben a GR és a ZAP-70 ko-
lokalizacioja perinuklearis mintazatot mutatott, ellentétben a Jurkat sejtekben
tapasztalt membran-kozeli mintazattol. HeLa-trZAP-70 sejtekben is ki tudtunk mutatni
Hsp-90-hez asszocialt ZAP-70 frakciot, melynek mennyisége nem valtozott a DX
kezeléssel.
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CD3-komplexhez Jurkat T-sejtekben.

A T-sejt receptorbdl kiinduld jelatviteli folyamatokban a ZAP-70 igen fontos szerepet
jatszik. Tandem SH2 doménjeivel asszocialodik a CD3 komplex lancain talalhato
foszforilalt ITAM-motivumokhoz. A ZAP-70 asszociacio a CD3 komplex lancaihoz
kulcsfontossagu lépése a T-sejt aktivacionak. Eredményeink szerint a DX kezelés
CD3 antitesttel aktivalt mintakban a ZAP-70 ko-precipitalhaté volt a CD3-komplexel.
Ezzel ellentétben a DX kezelt mintaban az asszociacio gatlodott.
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5 Megbeszélés

A fent roviden leirt eredményeinket irodalmi adatokkal 0sszevetve ugy gondoljuk,
hogy a p56-Ick — ZAP-70 rendszer egy uj, eddig ismeretlen szabalyozasi pont lehet a
TcR és a GR jelatviteli utak kozott. Masok altal még nem kozolt adat, hogy a GC
kezelés gyors (perceken beldli) tirozin-foszforilacidés valtozasokat okoz T-sejteken. A
TcR-bdl antigén kotés hatasara kiinduld jel fejlédésik kulonb6z6 szakaszaiban
kldnbdz6 hatassal van a T-sejtek sorsara. A nem-reszponziv TcR-t hordozé sejtek
apoptozis utjan vald eliminalasaban a GC hormon elsédleges szerepét feltételezik,
mig a sajat antigénekkel nagy affinitdssal reagald, potencidlisan autoreaktiv
thymocitak aktivacio indukalta apoptozis utjan pusztulnak el. A  kolcsonds
antagonizmus elmélet” (,mutual antagonism theory”) alapja az, hogyha GC és TcR
eredetl szignalok egyarant érik a thymocitat, akkor ezek a jelek kolcsdndsen
anatgonizaljak egymas apoptozist indukal6é hatasat, és a thymocita tulél.

Az érett, periférias T-sejtek esetében a TcR-en keresztul érkez6 szignal a megfeleld
kostimulacios jelekkel egyutt végsé soron T-sejt aktivaciét okoz, ami IL-2 szekréciot
és klonalis proliferaciot eredményez. A GC-k gatoljak a T-sejtek aktivaciojat, ezt a
hatast hasznaljak ki immunszuppressziv therapias alkalmzasuk soran. A GC és a
TcR jelatviteli utakon tobb kommunikaciés pontot irtak le masok, am azok a
genomikus jelatviteli uton helyezkedtek el, mely hatasok létrejottéhez minimalisan
tobb ora szukséges. Az altalunk leirt, tovabbi jellemzés alatt all6 szabalyozé ponton a
GC hormon poszttranszlacios moédosulasok utjan (tirozin-foszforilacid), percek alatt
fejti ki a hatasat. Eredményunk, miszerint a GC kezelés a ZAP-70 tirozin-
foszforilaciojat indukalja, felveti, hogy a GC hormon ezen a szinten is szabalyozza a
TcR-bél kiinduld jelet. A tirozin-foszforilacid a kinazok aktivitasanak szabalyozasaban
fontos szerepet jatszik. Jelenleg 11 tirozin-foszforilacios hely ismert a ZAP-70
kinazon, lehetévé téve az igazan sokréti funkcionalis szabalyozast. Egyes
foszforilacios helyek kdzvetlenul befolyasoljak a kinazaktivitast (akar pozitiv, akar
negativ iranyban), masok jelatviteli fehérjék kotodését teszik lehetéve, melyek
szintén befolyasoljak a ZAP-70 aktivitasat. Tobb foszforilacidés hely funkcidja jelenleg
ismeretlen.

Kisérleteink soran a ZAP-70 GC indukalta foszforilacidja GR fluggd folyamatnak
bizonyult, igy megvizsgaltuk, hogy van-e fizikai kapcsolat a 2 molekula kézott. A GR
és a ZAP-70 fizikai kapcsolatara utald ko-immunprecipitacios és konfokalis
mikroszképias eredményeink, miszerint a ligandkotés hatasara a GR asszocialddik a
ZAP-70-el, megerésitik azt a feltételezést, hogy a ZAP-70 fontos szabalyozé pont
lehet a TcR és a GC hormon jelatviteli utak kozott.

Korabbi irodalmi adatokbdl ismert, hogy mind az inaktiv GR, mind a p56-Ick
kapcsoldédik a Hsp-90 hésokkfehérjehez. Ezért tisztazni kivantuk a molekulak
egymashoz valé viszonyat. Ko-immunprecipitacios kisérleteink eredménye szerint a
GR ligandkotés utan kapcsolddik a ZAP-70-hez. A ZAP-70-et Jurkat és HelLa/ZAP-70
sejtekben is Hsp-90 asszocialt molekulanak talaltuk, am a kapcsolédas fluggetlen volt
a GC hormon jelenlététél. Mivel a p56-Ick kapcsolédik a Hsp-90-hez és a ZAP-70-
hez is, ezért megvizsgaltuk, hogy a GR-ZAP-70 kapcsolat fligg-e a p56-Ick vagy mas
T-sejt specifikus fehérje jelenlététél. A HelLa epithelidlis karcindma sejtekben
transzgénikusan expresszalt ZAP-70 hasonloképpen asszocialédott ligand
jelenlétében GR-el, mint Jurkat sejtekben. Ez az adat arra utal, hogy a p56-Ick nak
nincsen szerepe a GR-ZAP-70 kapcsoldédasban. A Geldanamycin (GA) gatolja a
Hsp-90 ATPaz aktivitasat, ezaltal a fehérje elveszti chaperon funkcidjat. Mivel a GA
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kezelt Jurkat sejtekben is sikertlt a ligand indukalt GR-ZAP-70 asszociaciot
kimutatnunk, ezért nagy valosziniséggel kijelenthetjuk, hogy a két molekula
kozvetlenul kapcsolodik egymassal.

komplexel, felveti a lehetéségét annak, hogy ez a nem-genomikus GC hatas
kozvetlenul részt vesz a GC hormon és szarmazékainak T-sejt aktivaciot gatlo,
immunszuppressziv hatasaban. Jelen tudasunk szerint a jelatviteli molekulak pontos
térbeli és id6beli elrendez6désének kritikus szerepe van a megdfelelé jelatviteli
folymatok leszjlasaban. Ha a ZAP-70 dokkolasa a CD3 lancok foszforilalt tirozinjain
gatolt, akkor a T-sejt aktivacio defektiv vagy anergiahoz vezet.

Bar a ZAP-70 GC hatasara bekovetkez6 foszforilacidos valtozasai, és ezek pontos
jelatviteli szerepének jellemzése még tovabbi kisérleteket igényel, eredményeink
hozzajarulhatnak a GC hormon nem-genomikus hatasainak mélyebb megértéséhez.

Antigén stimulacié + GC hatas

3. abra.

éb/i‘} molekulék foszforilacidja is megvéltozik a GC

foszforiiacls® \_ é) lizatumokban latott foszforilaciés valtozasok. A
vikozie? ®y ZAP-70 ketédés  GC hormon kezelés rovid idG alatt p56-ick altal
e 7 CR aCD3-hoz  medialt foszforilaciés véltozasokat okozott
e i edialt foszforilaciés valtozasokat okozott a

foszforilacio g ZAP-70 kindazban. A GC kotés utan a GR
e 2AP-70 asszocialodik a ZAP-70-el és a ZAP-70

) asszociaciéja gatlodik a CD3 komplexhet.
ZAP-70 - / \- 5 Elképzelhetdé, hogy ez a mechanizmus is

downstream jelatvitel?

downsteram Jelatviteli folyamatok

A T-sejt jelatvitel altalunk feltételezett
modosulasai  GC  hormon  jelenlétében.
Feltételezziik, hogy a ZAP-70-en kivil mas

hormon hatasara, erre utalhatnak teljes sejt

felelés a GC hormon T-sejt aktivaciot gatlo
hataséért. Valoszinlinek tartjuk, hogy tovabbi

lejatszédnak a GC hormon hatasara, ezeknek
a pontos tisztazasahoz tovabbi kisérletek

sziikségesek.
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