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A SLAM receptorcsalad fébb jellemzéi és immunregulacios szerepe

Az elmult harom évben a SLAM (Signaling Lymphocyte activation Molecule) szignalizacios
utvonal T-sejt aktivacioban -és differencidcidéban betoltott szerepét vizsgaltuk. A SLAM
csaladba tartozo ko-receptorok szerepet jatszanak a naiv T-sejtek Th1/Th2 effektor sejtekke
torténo differencialddéaséban, de a legujabb eredmények szerint nélkilozhetetlenek a hatékony
anti-bakterialis, (természetes) immunvalasz szabalyozasaban is. SLAM-hianyos egerekben
makrofagok LPS jelenlétében nem termelnek NO-t és a szuperoxid termelés is gatolt'. Egy
mésik “csaladtag” az Ly108/NTB hianya a neutrofil funkciok karosodaséat okozza®. A SLAM
receptor szerepét igazoltdk hematopoietikus 6ssejtekben is, melyeknek jelenleg az a receptor a
legbiztosabb marker fehérjéje. A SLAM csalad jelenleg 9 tagbdl all: SLAM 4
CRACC/19A/CS1°°, BLAME', CD48%° cD84''? 2B4 (CD244)"* Ly-9 (CD229)"*,
Ly108 /NTB-A'"'8 és az SF2001'. Erdekes, hogy a SLAM csalad fehérjéi homoasszociaciot
kdvetoen aktivalddnak. A homoasszociéciot, példaul SLAM/SLAM kélcsdnhatast kovetoen, a
T-sejtben es az antigén prezentalo sejtben (pl. dendritikus sejtben) kétiranyl szignalizacids
folyamatok indulnak meg, melyek szabalyozasaban dont6 szerepe van a T- es NK-sejtekben
kifejez6d6 SAP (SLAM- Associated protein) adaptor fehérjének, valamint a SAP-homolog
EAT-2 (Ewing Sarcoma Associated Transcript-2) proteinnek. Az EAT-2 fehérje elsésorban
antigenprezentalo sejtekben (dendritikus sejt, makrofag, B-sejt) fejezédik ki. A SAP és az
EAT-2 egyetlen SH2-doménbdl all6 adaptor fehérjék, melyek a SLAM mellett a CD84, a
2B4, az Ly9, az NTB-A jelatviteli folyamataiban is alapvet jelentéségiiek™. E folyamatok
molekularis szintii megértése, elvezethet a SLAM-receptorok szignalizacios folyamatainak
gyogyszerekkel torténé szabalyozdsdhoz. ATh1/Th2 egyensuly Thl iranyl modulacidjaval
lehet3vé valhat egyes bakterialis®®#, allergias, vagy autoimmun®* kérképek eredményesebb
kezelése, esetleg gyogyitasa is.

1. A SAP/EAT adaptor tartalmua molekulakomplexek jellemzése.
A SAP/EAT fehérjék interakcidja a Src csaladba tartozo protein tirozin kinazokkal:

1.1. A SAP/Fyn kélcsdnhatas biokémiai jellemzése

Eleszté kettés hibrid rendszerben és tranziens transzfekciok segitségével bizonyitottuk, hogy a
SAP fehérje (SLAM associated protein) kotédni képes a FYN-T SH3 doménjéhez. A
kozvetlen kolcsonhatas bizonyitdst nyert Rontgen-diffrakcids vizsgalatok altal s
(kollaboracioban Dr. Cox Terhorst-tal and Dr. Michel Eck-kel.) Az SH3-domén interakcidja a
SAP fehérjével a kindz enzimaktivitasanak fokozodasat valtja ki in vitro rendszerben (Chan,
Lényi et al.®). Ezzel bizonyitottuk, hogy az egyetlen SH2-doménbél all6 SAP fehérje nem
egyszerien inhibitorként, hanem adaptor molekulaként is m#dkodik. A SAP/Fyn
kélcsbnhatas maig az egyetlen ismert SH2 -és SH3-domének kozotti kdzvetlen interakcio. E
megfigyelések jelentésen hozzajarultak a SLAM fehérje szignalizacid mechanizmusanak
megismeréséhez. Az altalunk megfigyelt interakcid hianydban, példaul SAP, vagy FynT-
hianyos gé:jerekben az invarians T-sejt receptort hordozd iNKT sejtpopulécid teljes mértékben
hianyzik

1.2. SAP és EAT-2 interakcioja egyéb Src-kinazokkal



Kimutattuk, hogy a SAP és az EAT-2 molekula a Fyn és az Lck molekuldn kivul a Hck, a
Lyn, az Fgr kinazokkal is képes kapcsolodni €s hogy ezen interakciok nem az SH3, hanem a
kindz domén kotésével jonnek létre 2?8, Sikeriilt tehat bizonyitanunk egy Uj kotshely
meglétét a src-csaladba tartozo tébb tirozin kinaz (pl. Fyn és Lck Hek Lyn) kindz domenjén.
Az ujonnan felfedezett kotéhely nemcsak a SAP fehérjét, de annak homoldgjat az EAT-2
proteint is képes megkdtni. Erdekes modon a SAP és EAT-2 fehérjék a mutéans (kinase dead)
Hck vagy Lyn kindzzal nem alkotnak komplexet, igy e megfigyelésiink egyrészt az emlitett
kolcsonhatasok specificitasat bizonyitja, masrészt arra utal, hogy a kinaz(ok) nativ
konformaécidja, sziikséges a SAP vagy azEAT-2 adaptor fehérje kdtodéséhez.

A src-csaladba tartozé kinazok aktivitasanak szabalyozésa a kinaz domeénnel torténg
interakcion keresztll eddig ismeretlen, igy az altalunk felfedezett interakciok egy Uj
szabalyozé mechanizmus megismeréséhez vezethetnek?"

2. A SLAM csaladba tartoz6 fehérjek funkciéjanak vizsgalata dendritikus
sejtekben.

A T-sejtek polarizacioja a dendritikus sejtek szabalyozasa alatt all. Jogos tehat a feltételezes,
miszerint a T-sejt polarizaciot szabalyozo legkorabbi szignalok a naiv T-sejtek és a DS-ek
kozotti SLAM szignalokat is magukba foglalo kommunikacié eredménye. Ezért kidolgoztunk
egy modellrendszert, amelynek segitségével a T-sejt/dendritikus sejt (DS) interakcid soran a
dendritikus sejtekben torténé SLAM jelatvitel vizsgalhato.
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kivéaltott szignalok funkciondlis vizsgélatara dendritikus sejtekben.

A dendritikus sejtek 1L-12 termelésének hatdsara a naiv T-sejtek Thl sejtekké
differenciadlodnak. Ezzel ellentétben, ha a DS-ek IL-12 termelése csokken, n6é a Th2 tipusu
effektor sejtekké differencialédd T-sejtek aranya. Munkahipotézisiink szerint a SLAM
receptoron keresztili, SAP/EAT-2 altal kdzvetitett szignalok hatasara csokken a DS-ek 1L-12
termelése, ami fokozott Th2 sejt differencidciéhoz vezet. Hipotézisiink alapjaul a SLAM
illetve SAP knockout egerekben megfigyelheté kérosan magas Th1l iranyu T-sejt polarizacio,
és az ezzel egyiitt jaré Th2 deficiencia szolgal.

A DS-ek erésekor CD40/CD40L interakcio hatdséra az aktivalt DS-ek nagy mennyisegii IL-
12-t termelnek. Az aktivalt DS-eken megjelenik a SLAM receptor is (Bleharski és mtsai®.
Mivel a SLAM természetes liganduma sajat maga, igy az aktivalt dendritikus sejteken
kifejezédd SLAM és CD40 egyidejileg képes kapcsolodni az aktivalt T-sejteken kifejezédd
SLAM és CD40L molekulaval. Kisérleti rendszertinkben ezt a hatéast kivantuk modellezni.
Human CD40L-t stabilan expresszal6 L929 egér fibroblaszt sejtvonalba emberi SLAM
receptor cDNS-ét transzfektaltuk, majd tdbb egymastdl fuggetlen CDA40L+/SLAM+
sejtvonalat izolaltunk. Az igy kapott sejtvonalak DS-aktivald képessegét a parentalis (L929-
CD40L) sejtvonalakéival 6sszehasonlitva vizsgalhaté a SLAM receptor szignalizacio DS
funkciokra gyakorolt hatasa Réthi és mtsai’.

2.2. A SLAM receptor homo-asszociacioja altali szignalizacio gatolja dendritikus
sejtek gyulladasi citokin termelését (IL-12, TNF-a, IL-6).

Citokin array filterek felhasznalasaval kimutattuk, hogy a SLAM szignalizacié csokkenti DS-
ek CD40-indukcio hatasara szekretalt gyulladasi citokinek mennyiségét (Réthi és mtsai 3-5.
Abra.).



2.3. A SLAM szignalok hatasara csokken a CD40-indukalta IL-12 termelése dendritikus
sejtekben

Ismert, hogy a dendritikus sejtekben SLAM-specifikus ellenayagok jelenlétében fokozodik a
CD40 aktivacié hatasara kivaltott 1L-12 termelés® Ha az érett dendritikus sejtekben a
SLAM szignalizaciot specifikus ellenanyag helyett SLAM fehérjét expresszalo egér
fibroblaszt sejtvonallal aktivaljuk (a SLAM homoasszociécidjan keresztul) az IL-12 termelés
csokken (Réthi és mtsai 4-5. Abra.). Bedllitottuk tovabba a monocita eredetii dendritikus
sejtek hatékony tranziens transzfekcidjat, majd kimutattuk, hogy a SLAM fehérje
overexpresszioja gatolja a CD40-altal kivaltott IL-12 termelést (Réthi és mtsai 6. Abra ). Ezen
eredmeények 6sszhangban &llnak a SLAM-hidnyos egerekben in vivo megfigyelhet6 fokozott
Th1 polarizacidval, amely az emlitett ellenanyaggal tortéené stimulacios eredmények alapjan
nem voltak magyarazhatok.

2.4. A SLAM szignalizacio hatasa a dendritikus sejtek altali T-sejt aktivaciora.

In vitro T-sejt polarizacids vizsgalatokkal kimutattuk, hogy a SLAM receptor homo-
asszociacioja altali szignalizacié gatolja a naiv T-limfocitakbol allogén stimulacié hatasara
differencialodo effektor sejtek IFN-y termelését (Réthi és mtsai 7a-b. Abra.).

Mivel a CD40L és a SLAM egyideji expresszioja az aktivalt, illetve a memoria Thl-sejteken
fordul el6 feltételezziik hogy a SLAM receptor része egy az immunvalasz keséi szakaszaban
mikodé negativ visszacsatolasi mechanizmusnak amely gatolja a CD40-aktivalta DS-ek
gyulladasi citokin termelasét és a DS-indukalta Thl-polariz&cidt. Valdszintsitheto, hogy DS-
T-sejt interakcid soran létrejové SLAM homoasszociacié szerepet jatszhat a kronikus
gyulladéasi folyamatok kialakulasanak gatlasaban, és/vagy a kialakult gyulladasos folyamatok
intenzitasanak csokkentésében.
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