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BEVEZETES

Kutatdsaim soran az interleukin-2 (IL2) altal aktivalt jelatviteli utvonalaknak
limfoid sejtek osztodasara €s talélésére kifejtett hatasat vizsgaltam. Az IL2 az
immunhomeosztazis 6 szabalyoz6 faktora, ezen hatasat a T limfocitak
keresztiil fejti ki. Ugyanakkor szdmos betegség kivaltol lehetnek normalistol
eltérd miikodésti T sejtek, ilyenek példaul az allergia, leukémidk, limfomak,
vagy autoimmunitas. Igy a T sejtek novekedésében és tulélésében szerepet
jatszo jelatviteli utvonalak pontosabb megértése ezen betegségek gyodgyitdsahoz
nagymértékben hozzdjarulhat. Az IL2 szamos jeldtviteli Utvonalat aktival,
tobbek kozott példaul a Jak1/3 tirozin kindzokat, Stat5a/b és 3 transzkripcios
faktorokat, Mapk kaszkadot, valamint a PI3K és mTor kinazokat. Munkdm
soran ezek limfoid sejtek novekedésére és tulélésére kifejtett hatasat
tanulményoztam. Vizsgalataim kiindulasi alapjaul azon irodalmi adatok
szolgaltak, melyek szerint a yc, Jak3 ¢€s Stat5 gének inaktivaldsa immunhidnyos
tiineteket okoz.

Hipotézisiinket, mely szerint a Stat molekuldk a limfoid sejtek talélésében
kozponti szereppel birnak, az alabbi harom kérdés megvalaszolasaval kivantuk
tesztelni:

(1) A yc fehérje expresszidjanak ¢és a Jak3 tirozin kinaznak a gatldsa milyen

hatassal bir a sejtek talélésére €és a yc medialt jelatvitelre.
(2) A PI3K, Mapk ¢s Raf molekuldk/utvonalak gatlasa befolyasolja-e a Stat5
szerin foszforilacigdjat valamint limfoid sejtek osztddasat.

(3) A konstitutivan aktiv Stat3 transzkripcios faktor tulélési szignalt biztosit-e

egy limfoid sejtvonal szamara (YT).



Az IL2 receptor gamma lanc (yc) a Jak3 tirozin kinaz aktivalodasanak és
jelatvitelének sziikséges feltétele, valamint szamos T sejt novekedési faktor
(IL2, 4, 7, 9, 13, 15, 21) receptor komplexének ,,megosztott” alkotoeleme.
Ismeretes, hogy a Jak3 expresszidja elsdsorban limfoid sejtekre korlatozodik,
ahol a yc-hoz asszocialt formaban van jelen; valamint nélkiilozhetetlen szereppel
bir a T sejtek fejlédésében ¢s mitkkodésében. A Jak3/yc jelatvitel fontossagat az
is bizonyitja, hogy a humdan yc és Jak3 génekben fellelhetd mutacidk sulyosan
kombinalt immunhidnyos tiinetcsoport kialakulasaért feleldsek (SCID). Mivel
ezek a rendellenességek az immunrendszer alkotoelemeire korlatozddnak, az
IL2 jelatvitelének a yc/Jak3 szintjén torténd gatldsa az immunszupressziv
terapidk igéretes célpontja lehet. Habar a genetikai rendellenességbdl adoddan
funkciovesztettek limfocitdk mikodése génterapias modszerekkel modosithato,
a gyogyitds szamara a yc/Jak3 tutvonal érett limfocitdkban torténd gatlasa
fokozott jelentdséggel birhat.

Kisérleteimben teljesen foszforotioat antiszensz oligonukleotiddal gatoltam a yc
expresszidjat, és a kezelésnek humdan, limfoid tumor eredetii sejtvonal
osztodésara és tulélésére kifejtett hatasat vizsgaltam.

Ezt kovetéen human T sejteket kezeltem PNU156804-gyel, mely korabbi
ismeretek szerint gatolni képes a T sejtek osztodasat. Eredményeink szerint ez
az inhibitor a Jak3 gatlasan keresztiil fejti ki hatasat, tobbek kozott a StatS és
Mapk kaszkad aktivaldédasat blokkolja.

A Stat5 transzkripcios faktor az immunrendszer szabalyozasdban és a T
sejtek normalis miikddésében nélkiilozhetetlen szerepkort tolt be. Az IL2
receptorhoz kotddése a StatdS feltehetéen Jak1/3 4ltal katalizalt tirozin
foszforilacidjat okozza. Kordbbi irodalmi adatok szerint a Stat5 human primer T

sejtekben és patkany limfoid sejtekben IL2 hatdsara nemcsak tirozin, hanem



szerin oldalldncon is foszforildlodik. Ez a szerin oldallanc a transzaktivacios
doménben talalhaté, de a foszforilacioért felelos kinaz ismeretlen. A Stat
transzkripcios faktorok szerin foszforildlodasa feltehetden a teljes transzkripcios
aktivitashoz sziikséges. Mivel az IL2 szamos szerin kindz bekapcsolasaért
felelés, ugyanakkor a StatS5 az IL2 altal kivaltott sejtosztodas fontos
szabalyozoja, feltevésiink szerint ezek a kindzok kozvetleniil vagy kozvetve
részt vehetnek a Stat5 szerin foszforildlasaban, ezaltal a mitogén vélasz
szabalyozasaban.

A Stat transzkripciés faktorok normalistél eltérd, konstitutiv, citokin
fliggetlen mitkodését szamos irodalmi kozlemény irja le. A tovabbiakban arra a
kérdésre kerestiink valaszt, hogy a Stat3 konstitutivan aktiv formaja talélési
szignalt biztosit-e egy limfoid sejtvonal szamara.

Ennek megvalositasahoz teljesen foszforotioat, a 3’ €s 5° végeken 2’-metoxi-etil
moddositdsokat tartalmazd, Stat3 ellenes antiszensz oligonukleotidokat
alkalmaztunk, melyet elektroporalassal juttattunk a sejtekbe. Kontrollként 5
nukleotid  eltérést tartalmaz6, ugyanolyan mddositadssal szintetizalt

oligonukleotid szolgalt.

AZ EREDMENYEK TARGYALASA ES DISZKUSSZIO
A yc fehérje expressziojanak és a Jak3 gatlasanak hatasa limfoid sejtek
tulélésére és a yc medialt jelatvitelre.

Kiindulédsi rendszeriinkben a yc expresszigjat teljesen foszforotioat
antiszensz oligonukleotiddal géatoltam YT human limfoid sejtvonalban. Az
oligokat elektroporalassal juttattuk a sejtekbe. Kontrollként az antiszensz
szekvencia azonos modositasi, random nukleotid sorrendii valtozatat

hasznaltam.



Eredményeim Osszefoglalésa:

(1) Az antiszensz kezelés (15uM) 40%-kal csokkentette a yc expresszidjat
(72 h).

(2) A Bcl-2 fehérjeszintje a kontrollhoz képest nem valtozott.

(3) Az €16 sejtek szdma 40%-kal csokkent, az apoptotikusan elhald sejtek
szama 30%-kal nétt a kontrollhoz képest (72h).

(4) 36 oraval a kezelést kovetden a sejtek szama a sejtciklus kiillonbozéd
fazisaiban az aldbbiak szerint alakult: 15 és 12%-kal nétt a subGl1 és a
G2-M fazisban, 21%-kal csokkent a GO-1 fazisban.

A PNU156804 Jak3 inhibitor:

(1) Gatolta a Jak3 szubsztrat StatSa és b aktivalodasat, amit foszfotirozin-
Stat5 ¢&s foszfoszerin-Stat5 ellenes antitestekkel végzett Western
blottokkal igazoltunk.

(2) Gatolta a p44/Erk1 és p42/Erk2 szerin/treonin kin4dzok aktivitasat.
PNU156804 kezelés (48 0) hatasara a T sejtek apoptotikus elhalésa tapasztalhato
(~ 40%).

A yc receptor a T sejtek citokin-medialt osztddasaban fontos szerepet
jatszik, az elmult évek soran szdmos kutatocsoport kisérelte meg a jelatvitelben
betoltott pontos szerepkorének tisztazasat. A kisérleti eredmények szdmottevd
része olyan vizsgalatokbol szdrmazik, amelyeket genetikailag manipulalt
egereken végeztek. A yc ellenes antiszensz oligonukleotid alkalmazasa értékes
eszkoznek bizonyult a yc miikodésének érett human sejteken torténd
vizsgalataban, mivel a kezelés hatékonyan gétolta a yc fehérje kifejezddését. Az
antiszensz oligonukleotidok alkalmazasdnak szamos elOnyét sorakoztathatjuk
fel, mint példaul a szekvencia-specifikussag, vagy az oligonukleotidok

szintézisének viszonylag alacsony koltségei. Alkalmazasukkal az érdeklddésiink



kozéppontjaban allé gén kifejez6dését rovidtavon hatékonyan moddosithatjuk,
amennyiben megfeleld célszekvenciat talaltunk és az oligonukleotid
sejtbejuttatdsanak mddszerét optimalizaltuk. Ugyanakkor nem felejtkezhetiink el
arrol, hogy ennek a technikanak is vannak hianyossagai. A célgén mRNS-ének
¢s fehérjetermékének mennyiségében bekovetkezd csokkenés tobbnyire nem
teljes, valamint szadmolnunk kell az oligonukleotid tugynevezett ,nem-
antiszensz” hatdsaival is. Ezen problémak némelyike azonos mddositasu
kontroll szekvencidk hasznalataval kikiiszobolhetd. Fontos azonban, hogy az
antiszensz oligonukleotidokkal végzett kisérletek eredményeit kelld kritikaval
értékeljiik, €és egyéb modszerekkel, pl. monoklondlis ellenanyagok, dominans
negativ konstrukciok vagy szintetikus inhibitorok alkalmazéasaval megerdsitsiik.

A vc ellenes antiszensszel végzett kisérleti eredmények azt sugalljak,
hogy az asztmds, allergias betegségekben vagy szervkilokddés esetén
megjelend, normadlistol eltérd, tulmiikodd T sejtek a yc ellenes antiszensz
oligonukleotiddal korrigalhatéak lehetnek, am az oligok sejtbejuttatdsanak
technikai nehézségei megnehezitik a modszer terdpias alkalmazhatosagat. A
manapsag forgalomban 1évé immunszupressziv hatéanyagok célfehérjéinek
szervezeten beliili ubikviter eléforduldsa sziikségszeriien toxicitashoz vezet.
Ezért nagyfoku specificitassal biro, kizardlag aktivalatlan T sejtekben (pl.
Zap70) vagy aktivalt T ¢és B sejtekben (pl. Jak3) kifejez6d6 molekuldk
gatloszereinek azonositasdra ¢és azok miikodési mechanizmusdnak pontos
megismerésére van sziikség.

A Jak3 A4ltal kozvetleniil vagy kozvetve medialt jelatvitel pontos
mechanizmusanak részletei a mai napig sem teljesen tisztazottak. PNU156804-
gyel végzett kisérleteimben kimutattam, hogy ez a specifikus Jak3 inhibitor
gatolta az IL2 altal indukalt Stat5a/b tirozin, és a transzaktivaciés doménben

elhelyezkedd konzervalt prolin-szerin-prolin motivum foszforildlédasat is.



Ismeretes, hogy a Jak3 expresszioja elsdsorban limfoid sejtekre korlatozodik. A
vc-Jak3-Stat5 jelatviteli Gitvonal valoszintileg a T sejt ndvekedési faktorok altal
beinditott klondlis felszaporodds kozos pontjat képviseli, ezaltal ujszerd,
szelektiv immunszupressziv terapia célpontja lehet. Ugyanakkor szintén
fontosnak tartottuk megvizsgélni, hogy az IL2 altal mediélt tvonalak (Stat5,
Mapk, PI3K, mTor) koziil melyik bir kézponti jelentdséggel a sejtek talélése
szempontjabol.
A StatS transzkripciéos faktor miikodése elhatarolhaté a parhuzamos
jelatviteli utvonalaktol

A fenti kérdésre a PI3K, Mapk, mTor és Raf molekulék szelektiv gatlasan
keresztiil kerestiik a valaszt. Kisérleteimben ezen utvonalaknak a Stat5
aktivalodasaban, szerin foszforildlédasaban, és limfoid sejtek ndvekedésében
betdltott lehetséges szerepét vizsgaltam.
Eredményeim az aldbbiakban foglalhatdk ossze:

(1) A Stat5a-S726 ¢és Stat5b-S731 PSP motivumon torténd szerin
foszforilaciojat az 1L.2, IL4, IL7, IL9, or IL15 T sejt novekedési faktorok
egyarant indukaljak.

(2) Humédn T sejtek T sejt receptoranak anti-CD3 antitesttel torténd
keresztkotése nem, forbol-észterrel torténd kezelése viszont kivaltotta a
StatSa/b szerin foszforildcidjat. Ez utdbbi esetben a szerin oldallanc
modositasa a tirozin foszforilacié bekovetkezése nélkiil is végbement.

(3) A Stat5 szerin foszforilalodasaért felelds kindz nem azonos a PI3K,
Erk1/2 és mTor kinazokkal, bar irodalmi adatok szerint ezen kinazok részt
vesznek mas Stat transzkripcidos faktorok (Statl, 3 és 4) szerin
foszforilalodéasaban.

(4) Els6ként igazoltam, hogy IL2 hatdsdra mindhdrom Raf kinaz (A-, B-, és

C-) indukélédik. Antiszensz oligonukleotiddal torténd gatlasuk azonban a



Stat5 transzkripciés faktor sem tirozin, sem szerin oldallancanak
(S725/S731 or Y699/701) foszforilaciojat nem befolyasolta.

(5) Human NK-szert, és egér T sejtek IL2 medidlt osztédasat a fent emlitett
szerin kinadzok egyikének gatlasa sem befolyasolta, amit tricialt timidin
beéplilésével mértem.

A fenti eredmények ismeretében, miszerint a Mapk, Raf, mTor ¢és PI3K
gatldsanak hatdsara a StatSa/b aktivitdsa nem valtozik, arra a kovetkeztetésre
jutottunk, hogy ezen transzkripcios faktorok mitkodése Jak3 fliggd, de az IL2
altal medialt szerin kinazoktol fiiggetlen.

A StatSa és b szekvencidja kozotti kiilonbség a transzaktivicids doménre
lokalizalodik, a konzervalt PSP motivum ebben a régidoban helyezkedik el.
Annak ellenére, hogy a Stat5a és b transzkripcios faktorok szekvencidja 96%
homoldgiat mutat, a Stat5a™ és Stat5b”™ “knockout” egerek fenotipusa jelentds
mértékben eltér, igy feltehetden kiilonb6zd biologiai szerepkor betdltésére is
hivatottak. A Stat5a” egerek emlészoveti, a Stat5b” egerek novekedésbeli
rendellenességet mutatnak, immunrendszeriik fejlédése €s miikodése azonban
nem tért el a normélistol. Ugyanakkor a Stat5a’Stat5b” “knockout” egerek
immunrendszere is sulyosan karosodott. A jelen munka eredményei a Stat5a és b
kozotti tovabbi kiilonbségekre hivjak fel a figyelmet, mivel azok szerin
foszforildlodasa eltérd kinetikat mutatott. Ezek az eltérések részleges
magyarazatul szolgalhatnak arra, hogy mért nem Iépett fel a csak Stat5a vagy a
csak StatSb “knockout” egerekben kompenzicids hatis. Osszegzésképpen
elmondhatjuk, hogy a StatSa és b fehérjék a T sejtek génkifejezddésének
szabalyozasaban valosziniileg redundans szerepkorrel rendelkeznek.

A szerin foszforilacid sejten beliili helyszine egyel6re nem tisztazott, mivel
pedig forbol-észter kezelés hatasara is bekovetkezett, a folyamat maga

feltehetden nem sziikségszerlien fiigg aktivalt receptorkomplex részvételétol.



Ezen eredmények jo egyezésben allnak a Stat3 forbol-észterrel torténd
aktivalasat leird irodalmi adatokkal. Eredményeink szerint a Stat5 szerin
foszforilacidjanak a funkcioképes Jak3 enzim elengedhetetlen feltétele. Azt a
megallapitast tehetjiilk, hogy a StatSa/b szerin kindz miikddése részben
elkiilonithetd a T sejt novekedési faktorok receptoraitol.

Mivel a Stat5a/b “knockout” egerek T sejtjei IL2 hatasara nem osztddnak,
amit a cdk6, ciklinA, D2, D3, és E csokkent kifejezddése okoz, a StatSa/b
feltehetden jelentds szerepet jatszik ezen fehérjék expressziojanak, ezen keresztiil
a sejtciklusnak a szabdlyozasaban. Ebbdl arra kovetkeztethetiink, hogy a T sejt
novekedési faktorok altal kivaltott klonalis felszaporodéas/apoptézis elleni védelem
a StatSa/b szintjén egyesiil. A Stat csaldd tagjainak C-terminusai jelentds
szekvenciabeli eltérést mutatnak, igy feltételezhetjilk, hogy az egyes Stat
csaladtagok szerin kinazainak hatdsara egyéni géncsoportok aktivalédhatnak.

A Stat5-tel szemben a Stat3 szerinfoszforilaciojat a Mek, PI3K és mTor kindzok
inhibitoraival gatolni tudtuk, ami azt igazolja, hogy a StatSa és b szerin
foszforilalodasa mas Stat-oktol (pl. Stat3) eltéréen szabalyozodik.
Eredményeink azt sugalljak, hogy a Mek1/2, PI3K, mTor és Raf (A-, B-, és C-)
utvonalak nem elsddleges fontossagiak a rovidtava sejttulélés és sejtosztodas
szabalyozasaban.
Konstitutivan aktiv Stat3 gatlasa antiszensz oligonukleotiddal human NK-
szeru tumor sejtvonalban
A tovabbiakban megvizsgaltam, hogy a konstitutivan aktiv Stat3 egy limfoid
tumor sejtvonal (YT) szamara tulélési szignalt jelent-e.
Eredményeimet az alabbiakban foglalhatom Gssze:

(1) YT sejtekben a Stat3 transzkripcios faktor mind a konzervalt Y701, mind

a S727 oldallancokon konstitutivan foszforilalt, és IL2 hatasara mindkét

oldallanc foszforilacids szintje tovabb emelkedett.



(2) A Jak tirozin kindz csalad tagjainak egyike sem rendelkezett konstitutiv
enzimaktivitassal. Ebbol arra kovetkeztettem, hogy egy toliik fliggetlen
jelatviteli utvonal felelds a Stat3 tilmitkodéséért.

(3) Antiszensz oligonukleotid hatasara a Stat3 DNS-kotd képessége
lecsokkent, ezzel szemben a StatS DNS-kotd képessége nem valtozott.

(4) A Stat3 ellenes antiszensz oligonukleotid kezelés a YT sejtek apoptotikus
elhalasat valtotta ki.

(5) IL2 hatésara az elhal6 sejtek szama szamottevéen csokkent.

(6) IL2 hatasara a tirozin foszforilalt Stat5 mennyisége az antiszensszel
kezelt mintakban megemelkedett, ami arra utal, hogy a sejtek IL2 altal
beinditott taléléséért a Stat5 felelds. Az antiapoptotikus Bcl-2 fehérje
mennyisége szintén megnovekedett.

A Stat fehérjék kiilonleges tulajdonsaga, hogy szereplik kettds: a sejt
kornyezetébol érkezd jeleket a sejtplazmabdl a sejtmagba szallitjak, ahol a
génexpresszid szabalyozasaban is részt vesznek. Szamos kozlemény irja le,
hogy sériilt Stat miikddés hozzajarulhat bizonyos tumorok kialakulasahoz.
Konstitutivan aktiv Stat3 jelenlétét kimutattdk példaul leukémidkban,
limfémakban, emlékarcinomaban, agy-, tiidé-, és prosztatatumorokban. A Stat3
fehérje antiapoptotikus hatast, amit feltehetden az apoptdzist szabalyozo (bcl-

xL, bax és mcl-1) és sejtciklust iranyito (p21™*"

) gének regulalasan keresztiil
fejt ki. Ugyanakkor egyes irodalmi adatok szerint a Stat3 az apoptdzis
beinditasaban is részt vehet.

A Stat3-hoz hasonloan a Stat5-rdl is ismeretes, hogy bizonyos leukémias sejtek
szdmara védelmet biztosit az apoptdzis ellen, vélhetéen a bcel-xL fehérje
szabalyozasan keresztiil.

A Stat3 ellentmondésos szerepkoreinek tisztdzdsa tovabbi vizsgalatokat igényel.

A Stat csaladtagok esetleges redundans funkcidi magyardzatul szolgalhatnak az



altaluk kivaltott hatasok rendkiviili valtozatossagahoz, ennek kideritéséhez
szintén tovabbi kisérletekre van sziikség.

A fenti eredményekbdl kiindulva azt a kovetkeztetést vonhatjuk le, hogy
az altalunk vizsgalt jelatviteli Utvonalak koziil a limfoid sejtek rovidtava

tulélésére a Stat molekulaknak van dont6 hatasa.

Mi lehet a PI3K, Mapk és mTor szerepe a sejtek talélése szempontjabol? A mi
vizsgalataink viszonylag rovid iddtartamokra (24-72h) korldtozodtak. Nem
zérhatd ki az sem, hogy a fenti molekuldk a hosszabb tavl sejttulélés
irdnyitasdban részt vesznek.

Eredményeink azt sugalljak, hogy a Stat molekuldk miikodésének gatldsa a
limfoid eredetli betegségek (pl. allergia, asztma, szervkilokddés, autoimmunitas)
terapidjanak  fejlesztéséhez  jelentds mértékben  hozzdjarulhat, ezért

szabalyozasuknak (kindzok, foszfatazok, transzporter —molekuldk) ¢és

célgénjeiknek pontos megismerése igen fontos jovobeni feladat.
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