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การสงสัญญาณผาน T cell receptor (TCR) ทําใหเกิดการกระตุน T cells โปรตีน Nck เปน 
adaptor protein ซึ่งมีสามาชิกอยู 2 โปรตีน คือโปรตีน Nck1 และ Nck2 จากการศึกษากอนหนานี้พบวา
การลดการแสดงออกของ Nck1 ใน Jurkat T cell สงผลใหเมื่อทําการกระตุน T cell แลว มีการกระตุน
เอนไซม Erk และ MEK ลดลง แลวยังสงผลใหสราง IL-2 และการแสดงออกของ CD69 ลดลงดวย ในทาง
ตรงกันขามพบวาเมื่อลดการแสดงออกของ Nck2 ไมสงผลใดตอการกระตุนโปรตีนดังกลาว แตอยางไรก็

ตามยังไมทราบบทบาทของ Nck ตอการกระตุนโปรตีน Lck, ZAP-70 และ CD3ζ ซึ่งอยูใกลบริเวณ TCR 
และมีบทบาทกอนโปรตีน Erk และ MEK ดังนั้นในการศึกษาครั้งนี้จึงศึกษาความเกี่ยวของของโปรตีน Nck1 
และ Nck2 ตอการกระตุนโปรตีนบริเวณใกลกับ TCR ผลการการศึกษาพบวาการลดการแสดงออกของ

โปรตีน Nck1 สงผลใหการกระตุนโปรตีน Lck, ZAP-70 และ CD3ζ ลดลง ในขณะท่ีการลดการแสดงออก 
Nck2 ไมสงผลใดตอการกระตุนโปรตีนเหลานี้ นอกจากนี้พบวามี ZAP-70 และ Lck ท่ีจับอยูกับ TCR-CD3 
complex ลดลงในเซลลท่ีลดการแสดงออก Nck1 แตเปนท่ีนาสนใจวา การลดการแสดงออกของ Nck2 ก็
สงผลให Lck มาจับกับ TCR-CD3 complex ลดลงเชนกัน สําหรับการศึกษา transcriptomic ก็พบวา 
Nck จําเปนสําหรับการแสดงออกของ transcription factor และ cytokine หลายชนิด จากผลการ

ทดลองสามารถสรุปไดวา Nck1 ยังคงมีบทบาทสําคัญตอการกระตุนโปรตีน  Lck, ZAP-70 และ CD3ζ 
 

คําหลัก: T cell receptor, การกระตุน T cell, โปรตีน Nck, การสงสัญญาณบริเวณ TCR 
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Abstract  
 

Project Code: TRG5880030 
Project Title: A study of adaptor protein Nck involving in proximal TCR signaling 
Investigator: Jatuporn Ngoenkam, Naresuan University  
E-mail Address: jatupornn@nu.ac.th 
Project Period: 1 July 2016 to 30 June 2018 (Total project period 2 year) 

 
Ligation of TCR with its ligand results in the activation of T cells. Nck is an adaptor 

protein that has two members, Nck1 and Nck2. Our previous reports showed that down-
regulation of Nck1 in Jurkat T cell impaired TCR-induced phosphorylation of the kinases 
Erk and MEK. Theses consequently led to decrease IL-2 production and CD69 expression. 
In the contrary, down-regulation of Nck2 did not affect the activation of these proteins. 
However, the role of Nck in activation of TCR-proximal signaling molecules (Lck, ZAP-70 

and CD3ζ), which lie upstream of Erk1/2 and MEK1/2 proteins, is poorly understood. The 
present study aim to investigate the involvement of Nck1 and Nck2 in TCR-
proximal signaling proteins. We found that down-regulate of Nck1 expression was 

associated with the low phosphorylation of CD3ζ, Lck and ZAP-70 proteins upon TCR 
stimulation. In contrast, the activation of these proteins did not alter in Nck2-knockdown 
cells. In addition, CD3 co-immunoprecipitation and in situ proximal ligation assay (PLA) 
revealed that the recruitment of ZAP-70 and Lck to TCR-CD3 complex was declined in 
Nck1-knockdown cells. Interestingly, the impaired Lck recruitment to TCR-CD3 complex 
was also observed in Nck2-knockdown cell. The transcriptomic study showed that 
downregulation of both Nck1 and Nck2 simultaneously resulted in decrease gene 
expression in various genes. Altogether, at least in part, Nck1 is a key player to activate 
TCR-proximal signaling proteins. 
 

Keywords : T cell receptor, T cell activation, Nck protein, TCR proximal signaling 
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110บทสรุปผูบริหาร 

(Executive Summary)  

  

 การวิจัยดานชีววิทยาของการกระตุน T cell ไดรับความนิยมอยางมากในตางประเทศ เพราะทําให

ทราบถึงกลไกของการกระตุน และการตอบสนองของ T cells ตอส่ิงแปลกปลอม ความรูท่ีไดจะนํามาใช

ออกแบบยาในการยังยั้งการกระตุน T cells เพื่อใชการรักษาผูท่ีปลูกถายอวัยวะ หรือแมแตผูปวยแพภูมิ

ตนเอง ทางคณะผูวิจัยไดทําการศึกษาบทบาทของโปรตีน Nck มาเปนระยะเวลาเกือบ 10 ป ประกอบกับ

ไดรับคําแนะนําและความรวมมือดวยดีเสมอมากับผูเช่ียวชาญจากตางประเทศ ผูวิจัยจึงยังคงสนใจศึกษา

ความสําคัญของ Nck ในการกระตุน T cell ดวยเหตุผลดังกลาว ผูวิจัยจึงไดขอทุนสนับสนุนการวิจัยจาก

งบประมาณแผนดิน ประจําปงบประมาณ 2559 โดยใชช่ือโครงการวิจัยวา “การศึกษาความสําคัญของ

โปรตีน Nck ตอการกระตุน CD3ζ, ZAP-70 และ Lck” ระยะเวลาดําเนินงานวิจัย 1 ป เริ่มต้ังแต 1 

ตุลาคม 2558 – 30 กันยายน 2559 แตผูวิจัยไดทําการขยายเวลาเพิ่มอีก 2 ครั้งๆ ละ 6 เดือน และส้ินสุด

โครงการวันท่ี 30 กันยายน 2560 รวมระยะเวลาท่ีใชดําเนินการวิจัยท้ังหมด 2 ป 

 ระหวางการดําเนินการวิจัย ผูวิจัยไดนําผลการศึกษาไปเผยแพรผานการนําเสนอแบบโปสเตอรงาน

ประชุมท่ีมีผูเขารวม 950 คน และเมื่อเสร็จโครงการผูวิจัยไดตีพิมพผลงานในวารสารนานาชาติท่ีมีคา 

impact factor จํานวน 1 ผลงาน สําหรับโครงการวิจัยนี้ไดแสดงใหเห็นวาโปรตีน Nck1 มีบทบาทมากกวา 

โปรตีน Nck2 ในการกระตุนโปรตีน CD3ζ, ZAP-70 และ Lck ผูวิจัยหวังเปนอยางยิ่งวาผลงานวิจัยครั้งนี้

จะไดรับการอางอิงในวารสารนานาชาติ และมีนักวิจัยอื่นๆ นําผลการศึกษาไปใชตอยอดตอไป 
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บทนํา 

(Introduction) 

 

1. ความสําคัญและท่ีมาของปญหาท่ีทําการวิจัย 

T cell มีการแสดงออกของตัวรับแอนติเจน (T cell antigen receptor, TCR) รวมกับโปรตีนท่ี

ใชสงสัญญาณเขาสูเซลล (signal transducing subunit) เกิดเปน TCR-CD3 complex โดย TCR 

ประกอบดวยโปรตีน α และβ chain ในขณะท่ี signal transducing subunit จะรวมกันอยูเปนคู ๆ คือ 

CD3εγ, CD3εδ และ ζζ ซึ่ง cytoplasmic tail ของทุก signal transducing subunit มี signal-

transduction motifs ท่ีเรียกวา immune receptor tyrosine-based activation motifs (ITAMs) โดย 

CD3ε, δ และ γ chains แตละเสนมี 1 ITAM  ในขณะท่ี ζแตละเสนมี 3 ITAMs ดังนั้นในหนึ่ง TCR-CD3 

complex จึงมีท้ังหมด 10 ITAMs [Call et al., 2007] 

เมื่อ TCR จับกับ peptide antigen ท่ีถูกนําเสนอผานโมเลกุลของ major histocompatibility 

complex (MHC) บนผิวของ antigen presenting cells (APC) จะเหนี่ยวนําใหเอนไซม Src protein 

tyrosine kinases (PTK) Lck และ Fyn ทําการเติมหมูฟอสเฟตท่ีกรดอะมิโน tyrosine บน ITAMs ของ 

TCR-CD3 complex หลังจาก ITAMs ถูกเติมหมูฟอสเฟตแลวจะทําหนาท่ีเปน docking site ใหเอนไซม 

ZAP-70 (ζ-associated protein of 70 kDa) มาเกาะยัง cytoplasmic tail ของ TCR-CD3 complex 

และเอนไซม ZAP-70 ก็จะถูกกระตุนดวยการถูกเติมหมูฟอสเฟตท่ี tyrosine ดวยเอนไซม Lck อีกครั้ง 

จากนั้น ZAP-70 จะไปเติมหมูฟอสเฟตใหกับ LAT (linker for activation of T cells) สงผลใหมีการดึง 

(recruitment) โปรตีนท่ีเกี่ยวของกับการสงสัญญาณ (signaling molecule) และ adaptor protein ตาง 

ๆ มายัง LAT เชน SLP-76 (Src homology 2 (SH2) domain-containing leukocyte phosphor-

protein of 76 kDa), Grb2, PLCγ (phospholipase Cγ), VAV และ Nck (non-catalytic region of 

tyrosine kinase) [Samelson  et al., 2002] การเกิด tyrosine phosphorylation ของ TCR-CD3 

complex จนนําไปสูการเกิดการรวมตัวกันของโปรตีนตาง ๆ นั้น ถือวาเปนการสงสัญญาณใกลบริเวณ 

TCR หรือเรียกวา TCR-proximal signaling ซึ่งมีความสําคัญตอการกระตุน signaling molecules ใน 

pathway หลัก ๆ คือ Ras/Rac-MAPK activation, PKC-mediated signaling, และ Ca2+-mediated 

signaling pathways การกระตุนโมเลกุลใน pathway เหลานี้เพื่อกระตุน transcriptional factor ใหไป

จับกับยีนเปาหมายในนิวเคลียสจนเกิดการแสดงออกของยีนเหลานั้น เชนการสราง cytokine interleukin-

2 (IL-2) [Smith-Garvin et al., 2002] นอกจากการสราง cytokine แลว การกระตุน T cell ยังกอใหเกิด

การเพิ่มจํานวน (proliferation), การเจริญเปล่ียนแปลงไปทําหนาท่ีเฉพาะ (differentiation) และสราง 

growth factors ตาง ๆ [Choudhuri et al., 2005] 

Adaptor protein Nck ในมนุษยมี 2 ชนิด คือ Nck1 หรือ Nckα และ Nck2 หรือ Nckβ (หรือ

เรียกอีกอยางวา Grb4) หนาท่ีหลักของโปรตีน Nck คือการชวยเช่ือมโยงโปรตีนตาง ๆ ใหมารวมตัวกันเปน 
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complex เพื่อใหโปรตีนเหลานั้นสามารถทําหนาท่ีตอไปได จากการศึกษาในเซลลหลากหลายชนิดพบวา

โปรตีน Nck สามารถจับกับโปรตีนอื่นมากกวา 60 ชนิด [Buday et al., 2002; Li et al., 2001] โดย

โปรตีนสวนใหญนั้นเกี่ยวของกับการควบคุมการเกิด actin polymerization [Li et al., 2001] เนื่องจาก

โปรตีน Nck1 และ Nck2 มีลําดับกระอะมิโนท่ีเหมือนกันถึง 68% [Lettau et al., 2009] จึงเช่ือกันวา

โปรตีน Nck1 และ Nck2 สามารถทําหนาท่ีทดแทนกันได แตอยางไรก็ตามจากการศึกษากอนหนาพบวา T 

cell เม่ือลดการแสดงออกของโปรตีน Nck1 สงผลใหมีการสราง IL-2 ลดลงหลังจากถูกกระตุน T cell ดวย 

CD3 และ CD28 antibody ท้ัง ๆ ท่ี T cell ยังมี Nck2 เปนปกติ แสดงใหเห็นวา Nck2 ไมสามารถทํา

หนาท่ีทดแทน Nck1 ในดานการสราง IL-2 ของ Nck1 ได [Yiemwattana et al., 2012] และเมื่อไมนาน

มานี้ทางคณะผูวิจัยเองไดยืนยันวา Nck1 และ Nck2 ไมสามารถทําหนาท่ีทดแทนกันไดในแงการกระตุน 

human T cells กลาวคือเมื่อกระตุน Jurkat T cells ท่ีถูกลดการแสดงออกของโปรตีน Nck1 พบวาการ

เติมหมูฟอสเฟตลดลงอยางมากในเอนไซม Erk1/2 และ MEK1/2 และยังเปนสาเหตุใหการกระตุน 

transcription factor AP-1 ลดลงอีกดวย ผลท่ีเกิดข้ึนนี้ทําให T cell สราง IL-2 ไดลดลงและลดการ

แสดงออกของ CD69 ดวย ในทางตรงกันขาม เมื่อกระตุน TCR ในเซลลท่ีถูกลดการแสดงออกของโปรตีน 

Nck2 ไมสงผลกระทบใด ๆ ตอการกระตุนโมเลกุลตาง ๆ เหลานี้ [Ngoenkam et al., 2014] แตอยางไรก็

ตามจนถึงปจจุบันยังไมมีการศึกษาใดท่ีไดศึกษาถึงความสําคัญของโปรตีน Nck ตอการสงสัญญาณใกลกับ 

TCR-CD3 complex (TCR-proximal signaling) ซึ่งเปน upstream signaling pathway ของการ

กระตุนเอนไซม Erk1/2 และ MEK1/2 จากการศึกษานํารองพบวาเมื่อลดการแสดงออกของโปรตีน Nck1 

ใน Jurkat T cells สัมพันธกันกับการลดการเติมหมูฟอสเฟตของ ζ chain (รูปท่ี 1) ทําใหคณะผูวิจัยไดต้ัง

สมมุติฐานวา Nck มีความเกี่ยวของกับการสงสัญญาณบริเวณใกลกับ TCR ซึ่งเหตุการณดังกลาวจําเปนตอ

การเริ่มสงสัญญาณจาก TCR ไปยัง downstream signaling pathway ตอไป 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 1 การลดการแสดงออกของโปรตีน Nck1 สงผลใหการเกิด tyrosine phosphorylation ของ ζ 

ลดลง เซลล Jurkat ถูก transfect ดวย empty plasmid (mock) หรือ plasmid ท่ีบรรจุ short hairpin 

RNA (shRNA) จําเพาะตอ Nck1 (shNck1)  หรือ Nck2  (shNck2) กอนนําเซลลเหลานั้นมากระตุนดวย 

anti-CD3 antibody (OKT3) เปนเวลา 0, 3, 10 และ 30 นาที จากนั้นทําการยอยเซลลแลวนํา total cell 

lysate มาทํา immunoblotting ดวย anti-phospho ζ antibody 
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2. วัตถุประสงคของโครงการวิจัย 

เพื่อศึกษาความเกี่ยวของของโปรตีน Nck ตอการสงสัญญาณบริเวณใกลกับ TCR  

 

3. ขอบเขตของโครงการวิจัย 

การศึกษาครั้งนี้จะทําการศึกษาในหลอดทดลอง (in vitro study) โดยนํา Jurkat T cells มาลด

การแสดงออกของโปรตีน Nck1, Nck2 และ Nck1 รวมกับ Nck2 ดวยเทคนิค shRNA กอนนํามากระตุน

ดวย anti-CD3 anibody จากนั้นทําการ lysis เซลลและนํา cell lysate มาทํา immunoblotting ดวย 

antibody ตอ CD3ε, CD3ζ, Lck, และ ZAP70  

 

4. คําสําคัญ (Keywords) 

Nck, shRNA, TCR-proximal signaling, ITAM, T cell activation
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ทบทวนวรรณกรรม 

(Literature Review) 

 

ในระบบภูมิคุมกันแบบ adaptive immune system นั้น T cell มีบทบาทสําคัญอยางมากในการ

กําจัดส่ิงแปลกปลอมท่ีเขาสูรางกาย การทําหนาท่ีของ T cell จะมีท้ังหล่ังสารไปกระตุนเซลลอื่นใหทํา

หนาท่ีไดดียิ่งข้ึน (เรียก T cell ท่ีหล่ังสารไปกระตุนเซลลอื่นวา helper T cell หรือ CD4+ T cell) เชน 

กระตุน B cell ใหหล่ัง antibody ไป neutralize pathogen หรือกระตุน phagocyte cells ใหกลืนกิน

จุลชีพแปลกปลอมไดมีประสิทธิภาพมากข้ึน หรือในอีกกรณีหนึ่ง T cell จะหล่ังสารไปฆาเซลลท่ีติดเช้ือ

โดยตรง เชน เซลลท่ีติดเช้ือไวรัสเปนตน (เรียก T cell ท่ีหล่ังสารไปฆาเซลลท่ีติดเช้ือนี้วา cytotoxic T cell 

หรือ CD8+ T cell) การท่ี T cell เหลานี้จะทําหนาท่ีดังกลาวไดนั้น T cell จะตองมีปฏิสัมพันธ (interact) 

กับ APC ท่ีนําเสนอ antigenic peptide ผานโมเลกุล MHC เชน เซลลท่ีติดเช้ือ, dendritic cell, 

macrophage, และ B cell เปนตน เซลลเหลานี้จะจับกินจุลชีพแลวยอยเปน peptide ขนาดเล็ก กอนจะ

นํา peptide ดังกลาวเสนอผาน MHC class I หรอื class II ใหกับ T cell จนเกิดการจดจําและตอบสนอง

ตอไป [Janeway et al., 2007] 

1. สวนประกอบและหนาท่ีของ TCR-CD3 complex 

T cell จะมีการแสดงออกของ TCR-CD3 complex บนผิวเซลล ซึ่ง TCR ทําหนาท่ีจดจําและจับ

กับช้ินสวนโปรตีน หรือ protein fragment ของส่ิงแปลกปลอม ท่ีถูกแสดงอยูบนผิวของเซลลอื่นซึ่งก็คือ 

antigen presenting cell หรือ APC หลังจากท่ี TCR จับกับ peptide-bound MHC (pMHC) ดวยคา 

affinity ท่ีเหมาะสมจะทําใหเกิดการสงสัญญาณเขาสูเซลลเพื่อใหเซลลมีการตอบสนองตอไป โมเลกุล TCR-

CD3 complex ประกอบดวย 2 สวนท่ีสําคัญ คือ สวนท่ีใชในการจับกับแอนติเจน (ligand binding 

subunit) ซึ่งเปนสายโปรตีน α และ β และสวนท่ีใชสงสัญญาณเขาสูภายในเซลล (signal transducing 

subunit)  ซึ่งเปนโมเลกุลของ CD3 subunits ตาง ๆ ท่ีจับกันอยูเปนคู ๆ ไดแก CD3εγ, CD3εδ และ 

ζζ โดยสวนท่ีเปน cytoplasmic tail ของทุก signal transducing subunit ประกอบดวย signal-

transduction motifs ท่ีเรียกวา immune receptor tyrosine-based activation motifs (ITAMs) โดย 

cytoplasmic tail ของ CD3ε, δ และ γ chains แตละเสนมี 1 ITAM  ในขณะท่ี ζ แตละเสนมี 3 ITAMs 

ดังนั้นในหนึ่ง TCR-CD3 complex จึงมีท้ังหมด 10 ITAMs [Call et al., 2007] 

TCRα และ TCRβ แตละเสนประกอบไปดวย extracellular, transmembrane และ 

cytoplasmic region พบวาสวน extracellular region ของแตละเสนประกอบดวย immunoglobulin 

(Ig)-like domain ซึ่งมีสวนสําคัญในการจับกับแอนติเจน peptide ไดอยางจําเพาะ สวน 

transmembrane region ท่ีแทรกตัวอยูใน plasma membrane ประกอบไปดวยกรดอะมิโนท่ีไมชอบน้ํา

และมีประจุบวก (hydrophobic positively charged amino acid) มีสวนสําคัญในการเช่ือมตอกับ 

signaling subunit ตาง ๆ ดวยพันธะ ionic interaction [Call et al., 2007] และสวนสุดทาย คือ 
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cytoplasm region สวนนี้มีกรดอะมิโนเพียง 5 กรดอะมิโน [Bell et al., 1994] ซึ่งเปนเหตุให TCRα 

และ TCRβ ไมสามารถสงสัญญานเขาสูเซลลได จึงจําเปนตองอาศัยโมเลกุลอื่นท่ีจะสงตอสัญญานของการ

จับกันระหวาง TCR กับ ligand เขาไปภายในเซลล โมเลกุลดังกลาวคือ CD3 และ ζ subunit โครงสราง

ของ CD3 และ ζ subunit มีลักษณะคลายกับ TCR กลาวคือ ประกอบดวย extracellular, 

transmembrane และ cytoplasmic region โดย extracellular region ของ CD3γ, ε และ δ มี Ig-

like domain ในขณะท่ี ζไมมี สวนถัดมาคือ transmembrane segment ของ CD3 และ ζsubunit 

สวนนี้ประกอบดวยกระอะมิโนท่ีมีประจุลบ เพื่อเกิด interaction กับ ประจุบวกของ TCR ในการประกอบ

กันเปน complex และสวนสุดทายของ CD3 และ ζsubunit ท่ีถือไดวาเปนสวนสําคัญเพราะเปนจุด

กําเนิดในการสงสัญญานเขาสูเซลลจนนําไปสูการตอบสนองของ T cell ก็คือ cytoplasmic tail ในสวนนี้ม ี

ITAMs ซึ่งจะถูก phosphorylate ดวย kinase enzyme Lck หลังจากท่ี TCR จับกับ ligand แลว 

[Molnar et al., 2010] นอกจากสวนตาง ๆ ตามท่ีไดกลาวมาแลว พบวาในโมเลกุลของ CD3ε ยังมีสวน 

proline-rich sequence (PRS) ท่ีมีตําแหนงอยูเหนือ ITAM [Gil et al., 2002; Szymczak et al., 2005; 

Taylor et al., 2008] บทบาทของ CD3ε PRS นี้เกี่ยวของกับการพฒันาและการกระตุน T cell (T cell 

development and activation) [Gil et al., 2002; Taylor et al., 2008; Mingueneau et al., 2008] 

ซึ่งจะกลาวรายละเอียดตอไปในสวนของหนาท่ีของ Nck ตอการตอบสนองของเซลล 

2. กลไกการกระตุน TCR-CD3 complex และ การเกิด TCR-proximal complex 

การกระตุน T cell เริ่มตนเมื่อ TCR จับกับ ligand แลวสงผลใหมีการเติมหมูฟอสเฟต 

(phosphorylation) ท่ีกรดอะมิโน tyrosine 2 โมเลกุลภายใน ITAMs ของ CD3 และ ζ ดวยเอนไซม Lck 

และ Fyn หลังจากท่ีกรดอะมิโน tyrosine 2 โมเลกุลบน ITAMs ถูกเติมหมูฟอสเฟตแลว จะมีหนาท่ีเปนท่ี

ยึดเกาะกับสําหรับ SH2 domain ของ protein tyrosine kinase ZAP-70 [Iwashima et al., 1994] 

การจับกันดังกลาวจะทําให ZAP-70 สามารถไปกระตุน protein LAT และ SLP-76 [Horejsi et al., 

2004] ซึ่งโปรตีนท้ัง 2 นี้จะทําหนาท่ีเปน adaptor protein ในการเปนท่ียึดเกาะของโปรตีนตาง ๆ จนเกิด

เปน signaling complex แลวสงผลใหมีการกระตุน signaling pathway มากมายตอไป 4[Horejsi et al., 

2004; Koretzky et al., 2006]  

ใน TCR-CD3 complex ประกอบดวย 10 ITAMs คือพบใน CD3 แตละ subunits จํานวน 1 

ITAM (CD3εδ และ CD3εγ heterodimers) รวมเปน 4 ITAMs และ ζ แตละ subunits มีจํานวน 3 

ITAMs (ζζ homodimer) รวมเปน 6 ITAMs หลังจากการกระตุน TCR แลวจะมี ζ เปน subunit แรก 

ๆ ท่ีมีการเติมหมูฟอสเฟตบนกรดอะมิโน tyrosine และมีจํานวนกรดอะมิโน tyrosine ท่ีถูกเติมหมู

ฟอสเฟตมากท่ีสุด [Pitcher et al., 2003] กลาวคือในหนึ่ง ζ subunit มี 6 tyrosines จาก 3 ITAMs โดย

กําหนดกรดอะมิโน tyrosine ตําแหนงท่ีใกลไปยังตําแหนงท่ีไกลจาก plasma membrane ใหเปน 

tyrosine 1 ถึง tyrosine ตําแหนงท่ี 6 ในสภาวะท่ี ζ subunit ไมถูกเติมหมูฟอสเฟตจะเคล่ือนท่ีบน 
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reducing SDS-PAGE ท่ีขนาด 16 kDa แตเมื่อถูกเติมหมูฟอสเฟตดวย Src-family kinase Lck และ Fyn 

แลว จะทําใหมีขนาดท่ีแตกตางกันคือท่ีขนาด 21 และ 23 kDa (p21 และ p23 ตามลําดับ) การเกิด ζ ท่ี

ขนาด 21 kDa นั้น เกิดจากการเติมหมูฟอสเฟตบน tyrosines จํานวน 4 โมเลกุลบน 2 ITAMs ท่ีอยูไกล

จาก membrane (tyrosine ตําแหนงท่ี 3-6) ในขณะท่ีการเกิด ζ ท่ีขนาด 23 kDa เปนการเติมหมู

ฟอสเฟตบน tyrosine ท้ัง 6 โมเลกุล [van Oers et al., 2000] เปนท่ีนาสนใจวาสามารถพบ ζ ถูกเติมหมู

ฟอสเฟตและเกิด ζ ท่ีขนาด 21 kDa (p21) ใน thymocyte และ peripheral T cells แมยังไมผานการ

กระตุนดวยโปรตีนของส่ิงแปลกปลอม ท้ังนี้เปนเพราะ TCR จับโปรตีนของตัวเองในรูป self-

peptide/MHC complexes นอกจากนี้ยังสามารถพบโปรตีน ZAP-70 จับกับ p21 ไดดวย [van Oers et 

al., 1994]. การเกิด p21 และ p23 นั้นจะไปดึงโปรตีน ZAP-70 ใหเขามายึดเกาะ และเช่ือวาการท่ี ZAP-

70 มาจับกับ p21 และ p23 นั้น เพื่อคงสภาพ (stabilize) ให ζ อยูในสภาวะท่ีถูกเติมหมูฟอสเฟตและ

ปองกันการการตัดหมูฟอสเฟตจาก protein tyrosine phosphatase [Pitcher et al., 2003] นอกจาก 

ζ subunit แลว การเกิด TCR ligation จะไปกระตุนให protein tyrosine kinase Lck และ Fyn เติมหมู

ฟอสเฟตใหกับ ITAMs ของ CD3γ, δ, และ ε อีกดวย การท่ี ITAMs เหลานี้ถูกเติมหมูฟอสเฟตท้ังหมด ทํา

ใหโปรตีน ZAP-70 เขามายึดเกาะเกิดเปน complex ท่ีซึ่ง ZAP-70 ถูกกระตุนจาก Lck การเกิด 

complex นี้จําเปนตอการเพิ่มสัญญาณจาก TCR กอนสงตอสัญญาณดังกลาวไปยัง signaling pathway 

ตาง ๆ  

สําหรับ substrate ของ ZAP-70 คือโปรตีน LAT ซึ่งเปนโปรตีนท่ีติดอยูกับเยื่อหุมเซลล และ

โปรตีน SLP-76 เปนโปรตีนท่ีอยูในไซโตพลาสซึม [Koretzky et al., 2006; Sommers et al., 2004] โดย

โปรตีน LAT มีกรดอะมิโน tyrosine 9 ตัว และจะถูกเติมหมูฟอสเฟตจาก ZAP-70 หลังการกระตุน TCR 

เมื่อถูกเติมหมูฟอสเฟตแลวทําให LAT เปนท่ียึดเกาะของโปรตีน เชน PLCγ1, PI3K, GRB2 และ Gads 

[Liu et al., 1999] จากนั้น SLP-76 จะถูกดึงมายัง LAT ผาน Gads ซึ่ง SLP-76 จะถูกกระตุนดวยการเติม

หมูฟอสเฟตดวย ZAP-70 ทําให SLP-76 กลายมาเปนท่ียึดเกาะสําหรับโปรตีนตาง ๆ ตอไป เชน  Vav1, 

Nck และ Itk [Reynolds et al., 2004] จะเห็นไดวาโปรตีน LAT และ SLP-76 ทําหนาท่ีเปน backbone 

ในการเกิด signaling complex บริเวณใกลกับ TCR (TCR-proximal signaling) ซึ่งการเกิด proximal 

signaling complex นี้จะไปกระตุนโมเลกุลในหลาย pathway ถัดไปซึ่งถือเปน TCR-distal signaling คือ 

Ras/Rac-MAPK activation, PKC-mediated signaling, and Ca
2+-mediated signaling pathways 

การกระตุนโมเลกุลใน pathway เหลานี้เพื่อกระตุน transcriptional factor ใหไปจับกับยีนเปาหมายใน

นิวเคลียสจนเกิดการแสดงออกของยีนเหลานั้น เชนการสราง cytokine เปนตน [Smith-Garvin et al., 

2002] นอกจากการสราง cytokine แลว การกระตุน T cell ยังกอใหเกิดการเพิ่มจํานวนของ T cells 

(proliferation), การเปล่ียนแปลงไปทําหนาท่ีเฉพาะ (differentiation), และการทําลายเซลลท่ีติดเช้ือ 

[Choudhuri et al., 2005] 
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3. หนาท่ีของ Nck ตอการตอบสนองของ T cells 

 Nck (non-catalytic region of tyrosine kinase) มีบทบาทมากมายตอการทํางานของเซลล 

เชน เกี่ยวของกับการตอบสนองของเซลล, การจัดเรียงของ actin cytoskeleton, การเคล่ือนท่ีของเซลล 

และการตอบสนองตอความเครียดของเซลล (cell stress) สําหรับบทบาทหนาท่ีของ Nck ใน T cell นั้น

พบวา Nck มีบทบาทท่ีสําคัญตอการจัดเรียงตัวของ actin cytoskeleton อันเนื่องมาจากการกระตุนผาน 

TCR (TCR-mediated reorganization of the actin cytoskeleton) อีกท้ัง Nck ยังมีบทบาทตอการเกิด 

Immunological synapse ดวย [Lettau et al., 2009; Buday et al., 2002] ดังนั้นในสวนตอไปจึงจะ

กลาวถึงโครงสรางของ Nck จากนั้นจะกลาวถึงบทบาทและหนาท่ีของ Nck ใน T cell ตอไป 

Nck เปน adaptor protein มีน้ําหนักโมเลกุล 47 kDa โครงสรางโมเลกุลของ Nck ประกอบดวย 

Src homology 2 (SH2 domain จํานวน 1 domain อยูดานปลาย Carboxy (carboxy-terminal) และ 

SH3 domain จํานวน 3 domain อยูดานปลาย amino (amino-terminal) (รูปท่ี 2) [Lettau et al., 

2009; Buday et al., 2002] SH2 domain ของ Nck มีหนาท่ีจับกับกรดอะมิโน tyrosine ท่ีถูกเติมหมู

ฟอสเฟตแลว (phosphorylated tyrosine, pTyr หรือ pY) ในขณะท่ี SH3 domain ของ Nck จะเกิด 

interaction กับโปรตีนท่ีมี proline-rich sequence (PRS)  

ในมนุษยพบวา Nck มี 2 ชนิด คือ Nck1 หรือ Nckα และ Nck2 หรือ Nckβ (หรือเรียกอีกอยาง

วา Grb4) หนาท่ีหลักของ Nck คือการ interact กับ protein ตาง ๆ ในการรวมตัวกันเปน complex เพื่อ

ใชในการสงสัญญาณ ทําใหโปรตีน Nck ถูกจัดเปน adaptor protein ท่ีสามารถเช่ือมโยงสัญญาณจาก 

upstream phosphotyrosine (pTyr) ผาน SH2 domain กับ downstream effector ผานทาง SH3 

domain [Lettau et al., 2009] ในการศึกษาในเซลลหลากหลายชนิดพบวา Nck สามารถเกิด 

interaction กับโปรตีนอื่นมากกวา 60 ชนิด [Buday et al., 2002; Li et al., 2001] เมื่อเปรียบเทียบ

กรดอะมิโนของโปรตีน Nck1 และ Nck2 ท้ังโมเลกุลแลวมีความเหมือนกันถึง 68% โดยความแตกตางท่ีพบ

สวนใหญจะอยูบริเวณ linker regions ท่ีอยูระหวางแตละ domain (รูปท่ี 2)   

เนื่องจากความคอนขางเหมือนกันของลําดับกรดอะมิโนทําให Nck1 และ Nck2 มีหนาท่ีบางอยาง

คาบเกี่ยวกัน (overlapping) หรือทําหนาท่ีแทนกันได (redundant) ดังเชน มีการพบวาเมื่อหนู mice ไมมี 

Nck1 หรือ Nck2 อยางใดอยางหนึ่งแลว หนู mice ยังมีชีวิต แตเมื่อไมมีท้ัง Nck1 และ Nck2 ทําใหหนู 

mice ตายต้ังแตเปน embryo ชวงวันท่ี 9.5 [Bladt et al., 2003] แตอยางไรก็ตามมีบางการศึกษาพบวา 

Nck1 และ Nck2 ไมสามารถทําหนาท่ีทดแทนกันได ยกตัวอยางเชน การลดการแสดงออกของ Nck1 ดวย

เทคนิค Small interfering RNA (siRNA) ใน Jurkat T cells ทําใหมีการสราง IL-2 ลดลงหลังจากถูก

กระตุนดวย CD3 และ CD28 antibody ท้ังๆ ท่ี Nck2 ยังมีการแสดงออกปกติ แสดงใหเห็นวา Nck2 ไม

สามารถทําหนาท่ีทดแทนดานการสราง interleukin-2 (IL-2) ของ Nck1 ได [Yiemwattana et al., 

2012] และเมื่อไมนานมานี้ทางคณะผูวิจัยเองไดยืนยันวา Nck1 และ Nck2 ไมสามารถทําหนาท่ีทดแทนกัน

ไดในแงการกระตุน human T cells กลาวคือเมื่อกระตุน Jurkat T cells ท่ีถูกลดการแสดงออกของ

โปรตีน Nck1 พบวาการเติมหมูฟอสเฟตลดลงอยางมากใน Erk และ MEK และยังเปนสาเหตุใหการกระตุน 
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transcriptional factor AP-1 ลดลงอีกดวย ผลท่ีเกิดข้ึนนี้ทําให T cell สราง IL-2 และมีการแสดงออก

ของ CD69 ลดลง ในทางตรงกันขาม เมื่อกระตุน TCR ในเซลลท่ีถูกลดการแสดงออกของโปรตีน Nck2 ไม

สงผลกระทบใด ๆ ตอการกระตุนโมเลกุลตาง ๆ เหลานี้ [Ngoenkam et al., 2014]  

  

 

 
 

รูปท่ี 2 โครงสรางของ Nck family: A. Nck1 และ Nck2 ประกอบดวย domain ท่ีคลายคลึงกัน คือ Src 

homology 3 (SH3) domain จํานวน 3 domains อยูดาน N-terminal และ SH2 domain จํานวน 1 

domain อยูดาน C-terminal โดยในแตละ domain ระหวาง Nck1 และ Nck2 จะมีลําดับกรดอะมิโนท่ี

เหมือนกัน (แสดงในรูปของรอยละ, %) หมายเลขท่ีแสดงดานปลาย C-terminal ของ Nck1 และ Nck2 

คือ จํานวนกรดอะมิโนท้ังหมดของโปรตีน Nck 

 

 

สําหรับหนาท่ีของ Nck ตอการตอบสนองของ T cell นั้น เช่ือวา Nck มีความสําคัญตอการควบคุม 

actin polymerization กลาวคือหลังจาก TCR จับกับ MHC-peptide complex จะทําใหเกิด 

phosphorylation ท่ี ITAM โดย protein tyrosine kianses Lck  การท่ี ITAM ถูก phosphorylate จะ

ทําใหเกิด docking site ให ZAP-70 เขามาจับยัง phosphorylated ITAM  และทําให ZAP-70 ถูก

กระตุนดวย Lck จากนั้น ZAP-70 จะไปกระตุน adaptor protein LAT และ signaling protein อื่น ๆ 

ซึ่งภายในโมเลกุลของ LAT มี 9 tyrosine residues สําหรับเปน docking site ของ adaptor protein 

ตาง ๆ มากมาย อาทิ Grb2 และ Gads เปนตน จากนั้น SLP-76 จะถูกดึงใหเขามาจับกับ LAT complex 

ผาน Gads และ SLP-76 molecule ก็ทําหนาท่ีเปน adaptor protein ใหโปรตีนอื่น ๆ เขามายึดเกาะ 

เชน Nck, VAV, Itk และ ADAP [Smith-Garvin et al., 2009] โปรตีน Nck จะจับกับ WASp ซึ่งมี

ความสําคัญสําหรับ actin-dependent process ตาง ๆ เชน lamellipodia formation และ 

endocytosis เปนตน โปรตีน WASp จะกระตุน Arp2/3 ในการเหนียวนําใหเกิด actin polymerization 

[Billadeau et al., 2007; Reicher et al., 2010] 

นอกจาก Nck จะเกิด interaction กับ SLP-76 แลว ในป ค.ศ. 2002 มีการรายงานวา Nck 

สามารถเกดิ interaction โดยตรงกับ proline-rice sequence (PRS) ของ CD3ε [Gil et al., 2002] 

ปรากฏการณดังกลาวเกิดข้ึนเมื่อ TCR จับกับ ligand เปนผลทําใหเกิด conformational change ของ 

CD3ε แลวมีการเผยของ PRS เปนผลให Nck เขามาจับไดโดยอาศัย SH3.1 domain ของ Nck และการ
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จับกันนี้เกิดข้ึนกอน และไมข้ึนอยูกับ tyrosine phosphorylation สวนการศึกษาบทบาทของการเกิด 

CD3ε-Nck interaction ไดใชวิธี overexpression ของ Nck SH3.1 เพื่อไปแยงหรือยับยั้งการจับกับ Nck 

ปกติ ผลปรากฏวาเมื่อกระตุน T cell ท่ีมี overexpression ของ Nck SH3.1 ดวยแอนติบอดี OKT3 

(anti-CD3 antibody) ทําให actin polymerization เกิดข้ึนเพียงเล็กนอย และยังมีผลเชิงลบตอการหล่ัง 

IL-2  อีกดวย แตอยางไรก็ตามวิธีการ overexpression ของ Nck SH3.1 นอกจากจะยับยั้งไมให Nck 

ปกติมาจับกับ CD3ε แลว อาจมีผลไปยับยั้งไมใหโปรตีนอื่น ๆ เขามาจับกับ Nck ไดอีกดวย นอกจาก

วิธีการ overexpression ของ Nck SH3.1 แลว คณะผูวิจัยยังทําการ ยับยั้งการเกิด CD3ε-Nck 

interaction ดวยวิธีใชการ transduction ของ antibody APA1/1 (antibody ท่ีจะไปจับกับ CD3ε 

PRS) ใหกับ T cell จากนั้นกระตุนเซลลเหลานี้ดวย anti-CD3 antibody พบวาเซลลเหลานี้มีการเพิ่ม

จํานวน (proliferation) เพียงเล็กนอย คณะผูวิจัยไดเสนอวาการดึง Nck และโปรตีนท่ีเกี่ยวของ เชน 

WASp, WIP หรือ Pak1 มาจับกับ CD3ε เปนอีก pathway หนึ่งท่ีทําใหเกิด actin polymerization อัน

เนื่องมาจากการกระตุน T cell ท่ีไมตองการและเกิดข้ึนกอน tyrosine phosphorylation [Gil et al., 

2002] ดังนั้นจะเห็นไดวา นอกจาก Nck จะมีความสําคัญกับการควบคุมการเกิด actin polymerization 

แลว Nck ยังมีบทบาทท่ีสําคัญตอการสงสัญญานจนนําไปสูการกระตุน T cells
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วิธีดําเนินการวิจัย 

(Research Methodology) 

 

1. การยับยั้งการแสดงออกของโปรตีน Nck1 และ/หรือ Nck2 ใน Jurkat T cell  

การนํา plasmid ท่ีบรรจุ shRNA sequence ตอยีน Nck1 หรือ Nck2 เขาสู Jurat T cell ดวยวิธี

transfection เพื่อสรางเซลลท่ีถูกลดการแสดงออกของ Nck1, Nck2 หรือ ท้ัง Nck1/2 มีวิธีการทดลอง

ดังนี้ 

1.1 ทําการเล้ียง Jurkat T cells ในอาหาร RPMI 1640 จนไดเซลลตามจํานวนท่ีตองการ  

1.2 ทําการเก็บเซลลดวยการปนเหวี่ยงท่ี 1,500 rpm เปนเวลา 5 นาที ท่ีอุณหภูมิ 4 °C 

1.3 ท้ิง supernatant และทําการ resuspend cell ดวย DPBS (Mg2+, Ca2+ free). 

1.4 แบงเซลลไปนับเพื่อใชคํานวณหาจํานวนเซลลในการทํา transfection ดวย plasmid ท่ี insert 

ดวย shRNA oligos ตอยีน Nck1 หรือ Nck2 หรือ Nck1 รวมกับ Nck2 [Ngoenkam et al., 2014] 

หลังจากการ transfect แลว จะคัดเลือกเซลลดวยยา puromycin ซึ่งจะทําให T cell ทุกตัวลดการ

แสดงออกของโปรตีน Nck1 หรือ Nck2 อยางถาวร จากนั้นเล้ียงเซลลตอไปราว 1-2 สัปดาหใหไดจํานวน

เซลลมากพอตอการทดลองตอ ๆ ไป 

1.5 ทําการ lysis เซลลบางสวน ดวย lysis buffer  

1.6 วัดปริมาณโปรตีนในตัวอยาง lysate ดวย protein detection kit  

1.7 ตรวจการแสดงออกของโปรตีนดวย western blot โดยใช antibody ตอ Nck1 หรือ Nck2 

และใช β-actin เปน internal control โดยเปรียบเทียบกับ Jurkat cell ท่ีถูก transfect ดวย empty 

plasmid (mock)  

2. การกระตุน Jurkat T cell ดวย anti-CD3 antibody (OKT3)  

การศึกษานี้ออกแบบมาเพื่อศึกษาถึงความสําคัญของโปรตีน Nck ตอการเกิด tyrosine 

phosphorylation ของ TCR-CD3 complex มีวิธีการศึกษาดังนี้ 

2.1 ทําการนับ Jurkat cells ใหไดเซลลจํานวน 107 เซลล จากนั้นนําเซลล pellet มาทําการ 

resuspend ใน serum-free RPMI 1640 ปริมาตร 300 µl ท่ีมี 2 mM L-glutamine แลวนําไปบมในตู

เล้ียงเซลลท่ีอุณหภูมิ 37°C และ 5% CO2 เปนเวลา 1 ช่ัวโมง 

2.2 ทําการกระตุนเซลลดวย anti-CD3 antibody (OKT3) โดยใช 30 µg/ml anti-CD3 

antibody (OKT3) ปริมาตร 10 µl (ความเขมขนของการกระตุน คือ 1 µg/ml) กระตุนเปนเวลา 0, 3, 10 

และ 30 นาที ท่ี 37°C พรอมเขยาท่ีความเร็ว 1,100 rpm 

2.3 หลังจากกระตุน ทําการ spin down แลวดูด supernatant ท้ิง จากนั้นเติม lysis buffer 

ปริมาตร 50 µl ของ ท่ีมี protease และ phosphatase inhibitor แลวบมบนน้ําแข็งเปนเวลา 15 นาที 

กอนนําไป centrifuge ท่ีอุณหภูมิ 4°C ความเร็ว 12,000 rpm เปนเวลา 15 นาที  
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2.4 เก็บ supernatant ใส microcentrifuge tube อันใหม กอนนําไปทํา western blot ตอไป 

 

3. Western blotting  

เปนข้ันตอนการตรวจวัดระดับของการเกิด tyrosine phosphorylation ของ signal 

transducing subunit ของ TCR-CD3 complex คือ CD3ε และ ζ และ kinase enzyme คือ Lck และ 

ZAP-70 ซึ่งมีข้ันตอนดังนี้  

3.1 หลังจากทําการวัดความเขมขนของโปรตีนแลว นําโปรตีนปริมาณ 50 µg มาตมใน non-

reducing sample buffer เปนเวลา 5 นาที 

3.2 ทําการ load protein ลง well แลว run SDS-PAGE ท่ี 80-100 Volt 

3.3 นํา SDS gel มาทําการ transfer ลงบน Polyvinylidene difluoride (PVDF) membrane 

โดยใชเครื่อง semi-dry transfer ปรับท่ี 20 volt เปนเวลา 1 ช่ัวโมง 

3.4 นํา PVDF มาทําการ block เพื่อปองกันไมให non-specific protein ตาง ๆ เขาไปจับกับแผน 

membrane โดยใช 5% nonfat dry milk ใน 0.5% TPBS (PBS plus 0.5% Tween 20) บมไว 1 ช่ัวโมง 

หรือ ขามคืน  

3.5 นํา membrane มาลาง 3 ครั้ง ดวย 0.5% TPBS ครั้งละ 5 นาที 

3.6 นํา membrane ไปบมใน specific antibody (primary antibody) ตอ protein ท่ีสนใจ 

เปนเวลา 1 ช่ัวโมง (ทําการเจือจาง antibody ใน 0.5% TPBS) 

3.7 นํา membrane มาลาง 3 ครั้ง ดวย 0.5% TPBS ครั้งละ 5 นาที 

3.8 นํา membrane มาบมใน peroxidase-labeled species-specific anti-Ig antibody 

(secondary antibody) ท่ีเจือจางใน 0.5% TPBS เปนเวลา 1 ช่ัวโมง  

3.9 นํา membrane มาลาง 3 ครั้ง ดวย PBS-Tween 

3.10 นํา membrane ไปวิ เคราะห  band ของ  protein ดวยวิ ธี  enhanced 

chemiluminescence และวิเคราะหภายใตกลอง Charge-coupled Device (CCD) 

4. Immunoprecipitation  

การทดลองนี้เปนวิธีการตกตะกอน TCR-CD3 complex หลังจากกระตุนเซลลดวย anti-TCR 

antibody (C305) ท่ีเวลาตาง ๆ เพื่อศึกษาถึงความสําคัญของโปรตีน Nck ตอการดึงโปรตีน Lck และ 

ZAP-70 มายัง TCR-CD3 complex ข้ันตอนการทํา immunoprecipitation แบงออกเปนข้ันตอนดังนี ้

4.1 เตรียม total cell lysate ซึ่งเปนข้ันตอนการเตรียมโปรตีนจากเซลล โดยทําการการยอย T 

cells ดวย lysis buffer กอนนําไปทํา immunoprecipitation ซึ่งการยอย T cells นั้นจะทําตามวิธีของ

งานวิจัยท่ีเคยทํามาแลว [Yiemwattana et al., 2013, Ngoenkam et al., 2014] ดังนี้ 

4.1.1 เก็บเซลลจํานวน 2x107 cells ลงใน microcentrifuge tube ขนาด 1.5 ml แลว

นําไปปนเหวี่ยง (centrifuge) ท่ี 400xg เปนเวลา 5 นาที ท่ีอุณหภูมิ 4 °C 
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4.1.2 ลาง cell pellet ดวย ice-cold PBS ปริมาณ 0.5 ml แลวนําไปปนเหวี่ยง 

(centrifuge) 400xg เปนเวลา 5 นาที ท่ีอุณหภูมิ 4 °C (ทําซ้ําอีก 2 ครั้ง) 

4.1.3 ดูด supernatant ท้ิงไป แลว resuspend cell pellet อยางเบา ๆ ดวย ice-cold 

lysis buffer ปริมาตร 1 ml (20 mM TrisHCl (pH 8.0), 137 mM NaCl, 2 mM EDTA, 10% glycerol, 

10 µg/ml leupeptin, 10 µg/ml aprotinin, 1 mM PMSF, 500 µM sodium orthovanadate, 1 

mM NaF, และ 0.5% Brij96)   

4.1.4 นํา cell suspension วางในน้ําแข็งเปนเวลา 15 นาที จากนั้นดูด cell 

suspension ไปใสใน microcentrifuge tube ขนาด 1.5 ml 

4.1.5 นําไป centrifuge ท่ี 12,000xg เปนเวลา 15 นาที ท่ีอุณหภูมิ 4 °C 

4.1.6 เก็บ supernatant ใสใน microcentrifuge tube ขนาด 1.5 ml อันใหม โดยระวัง

ไมใหสัมผัสกับ pellet แลววาง supernatant ไวบนน้ําแข็ง 

4.2 Immunoprecipitation เปนข้ันตอนท่ีจะแยกโปรตีนท่ีสนใจ โดยการบมโปรตีนดวย 

protein G-Sepharose beads รวมกับ specific antibody ตอ protein ท่ีสนใจ [Alarcon et al., 1991] 

ซึ่งข้ันตอนการทํา immunoprecipitation มีดังนี้ 

4.2.1 เติม 1 µg ของ anti-CD3 antibody (OKT3) และ 50% slurrly protein G-

Sepharose beads ปริมาตร 15 µl เขาไปใน supernatant จากข้ันตอน 4.1.6 หรือเขาไปใน lysis 

buffer (ใชเปน control)   

4.2.2 บมท่ี 4 °C ขามคืน ในสภาวะท่ีหมุนแบบหัวทาย (tumble end over end) ดวย

เครื่อง tube rotator 

4.2.3 ทําการ centrifuge ท่ี 12,000xg เปนเวลา 5 วินาที ท่ีอุณหภูมิ 4°C 

4.3.4 ดูด supernatant ท้ิง  

4.2.5 จากนั้น resuspend bead pellet ดวย ice-cold wash buffer ปริมาตร 1 ml  

4.2.6 ปนเหวี่ยง (centrifuge) ท่ี 12,000xg เปนเวลา 2 วินาที ท่ีอุณหภูมิ 4°C 

4.2.7 ดูด supernatant ท้ิง ระวังไมใหสัมผัสกับ bead โดยใหเหลือ supernatant ไวบน 

bead ประมาณ 40 µl 

4.2.8 ลาง bead pellet อีก 3 ครั้ง โดยครั้งสุดทายดูด supernatant ท้ิง โดยใหเหลือ 

supernatant ไวใน tube ประมาณ 40 µl  

4.2.9 เติม 4x non-reducing sample buffer ปริมาตร 10 µl แลวตมท่ี 95 °C เปน

เวลา 5 นาที จากนั้นนําไปศึกษาดวย SDS-PAGE ตามวิธีมาตรฐาน และทํา immunoblotting ดวย 

antibody ตอ Lck และ ZAP-70 
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ผลการทดลอง 

(Results) 

 

1. การลดการแสดงออกของ Nck1 มีผลตอการกระตุน CD3ζ, Lck และ ZAP-70 

จากการศึกษาพบวาเม่ือทําการลดการแสดงออกของ Nck1 มีผลตอการลดการเติมหมูฟอสเฟต

ใหกับ CD3ζ (รูปท่ี 3A) และความเขมขนของ band จาก western blot ไดแสดงไวในรูปท่ี 3B การเกิด 

CD3ζ phosphorylation ท่ีลดลงพบวาสัมพันธกับการลดการเติมหมูฟอสเฟตของโปรตีน Lck และ ZAP-

70 (รูปท่ี 3A, 3B) ในทางตรงกันขามการลดการแสดงออกของ Nck2 ไมสงผลใดๆ ตอโปรตีน CD3ζ, Lck 

และ ZAP-70 สําหรับการลดการแสดงออกของ Nck1 และ Nck2 พรอมกันสงผลตอการกระตุน โปรตีน 

CD3ζ, Lck และ ZAP-70 เปนอยางมาก (รูปท่ี 3A และ 3B)  จากผลการทดลองนี้แสดงใหเห็นวาโปรตีน 

Nck1 มีบทบาทสําคัญตอการกระตุนโปรตีน CD3ζ, Lck และ ZAP-70 ในขณะนี้อยูในชวงของการศึกษา

ความสําคัญของโปรตีน Nck1 และ Nck2 ตอการดึงโปรตีน Lck และ ZAP-70  ไปยัง TCR-CD3 complex  

ดวยเทคนิค immunoprecipitation 
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A)                                                        B)  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 3 Nck1 มีความสําคัญตอการกระตุนโปรตีนบริเวณใกลกับ T cell receptor: A) ภาพ western 

blot แสดงการเกิด tyrosine phosphorylation ของโปรตีน ZAP-70, Lck, และ CD3ζ ในเซลล  Jurkat 

T cells ปกติ หรือท่ีลดการแสดงออก Nck1 (shNck1) หรือ Nck2 (shNck2) หรือท้ัง Nck1 และ Nck2 

(shNck1/2); B) ภาพ band intensity ของการเกิด tyrosine phosphorylation ของโปรตีน ZAP-70, 

Lck, และ CD3ζ ของเซลลชนิดตางๆ *p < 0.05 
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เพื่อเปนการศึกษาถึงความสําคัญของ Nck ตอการดึงโมเลกุลท่ีสําคัญคือ Lck และ ZAP-70 มายัง 

TCR complex ในการศึกษานั้นใช anti-CD3 antibody (OKT3) ในการตกตะกอนโปรตีน TCR-CD3 

complex จากเซลลท่ีถูกกระตุนดวย anti-CD3 antibody (OKT3) ผลการทดลองท่ีไดสอดคลองกับ

โปรตีนจาก cell lysate คือ พบวาจํานวนของโปรตีน ZAP-70 ถูกดึงไปยัง TCR-CD3 complex ลดลง ใน

เซลลท่ีถูกลดการแสดงออกของโปรตีน Nck1 แตการลดการแสดงออกของโปรตีน Nck2  ไมสงผลกระทบ

ดังกลาว (รูปท่ี 4 แถวท่ี 2) จึงบงช้ีไดวาเมื่อ T cell ถูกกระตุน โปรตีน Nck1 มีความสําคัญตอการดึง

โปรตีน ZAP-70 ไปยัง TCR-CD3 complex เปนท่ีนาสนใจวา เมื่อเทียบกับผลจาก total cell lysate 

พบวาการดึงและกระตุนโปรตีน Lck  บริเวณ TCR-CD3 complex ลดลงท้ังในเซลลท่ีลดการแสดงออก

ของ Nck1 หรือ Nck2 (รูปท่ี 4 แถวท่ี 1) สงผลใหการกระตุนโปรตีน CD3ζ ลดลง (รูปท่ี 4 แถวท่ี 3) 

ดังนั้น จะเห็นไดวาโปรตีน Nck1 และ Nck2 มีความตองการสําหรับการกระตุน CD3ζ และการดึงและ

กระตุนโปรตีน Lck อีกดวย ในทางตรงกันขาม จะมีเพียงโปรตีน Nck1 เทานั้นท่ีเกี่ยวของกับการดึงและ

กระตุนโปรตีน ZAP-70 ท่ีบริเวณ TCR-CD3 complex ในการทดลองตอไปจะศึกษาเปรียบเทียบ

ความสําคัญของโปรตีน Nck1และ Nck2 ตอการดึงโปรตีน WASp ไปยัง SLP-76  
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รูปท่ี 4  การลดการแสดงออกของโปรตีน Nck1 สงผลตอการดึงโปรตีน ZAP-70 ไปยัง TCR-CD3 

complex: เซลลจํานวน 15x106 cells ถูกกระตุนดวย OKT3 antibody เปนเวลา 3, 10 และ 30 นาที 

จากนั้นแยกโปรตีนแลวนํามาตกตะกอนดวย 1 µg anti-CD3ε antibody (OKT3) นําโปรตีนท่ีตกตะกอน

มาทํา immunoblotting ดวย antibody ตอ total phospho-TCRζ และนํา membrane เดิมมา 

tripping และบมรวมกับ ZAP-70 และ phospho-Lck antibody 
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2. Nck1 มีความสําคัญเกิด interaction ของ CD3 กับ ZAP-70- และ Lck  

 จากผลการทดลอง immunoprecipitation พบวา Nck1 มีบทบาทตอการดึง ZAP-70 และ Lck 

ไปยัง TCR-CD3 complex เพื่อการยืนยันผลการทดลองดังกลาว ผูวิจัยไดเทคนิค in situ proximal 

ligation assay (PLA) ในการศึกษาการจับกัน (interaction) ของ CD3 กับ ZAP-70 และ Lck ภายใน

เซลล ซึ่งเทคนิค PLA สามารถตรวจวัดไดจากจุด (dot) เรืองแสงสีแดงท่ีเกิดข้ึน จากการศึกษาพบวาจุดสี

แดงของ CD3-ZAP-70 interaction จะพบมากข้ึนในเซลล Jurkat T cell (mock) ท่ีถูกกระตุน (รูปท่ี 5A) 

ในทางตรงกันขามเมื่อลดการแสดงออกของ Nck1 สงผลใหการจับกันของ CD3-ZAP-70 interaction 

ลดลงอยางมากหลังจากการกระตุน สําหรับการลดการแสดงออกของ Nck2 ไมสงผลตอการเกิด CD3-ZAP-

70 interaction แตเมื่อลดการแสดงออกท้ัง Nck1 และ Nck2 พรอมกันใน Jurkat T cell สงผลใหยับยั้ง

การเกิด CD3-ZAP-70 interaction (รูปท่ี 5A) ซึ่งจากผลการทดลองแสดงใหเห็นวา Nck1 มีผลตอการดึง 

ZAP-70 ไปจับกับ TCR-CD3 complex  

 สําหรับการศึกษาผลของการลดการแสดงออกของ Nck ตอการจับกันของ CD3 กับ Lck พบผล

เชนเดียวกันคือเมื่อกระตุน Jurkat T cell ดวย OKT3 สงผลใหมีการดึง Lck ไปจับกับ TCR-CD3 

complex มากข้ึน แตเมื่อ Jurkat T cell ถูกลดการแสดงออกของ Nck1สงผลใหการจับกันของ CD3 กับ 

Lck ลดลง (รูปท่ี 5B) แตอยางไรก็ตามเปนท่ีนาสนใจวาเมื่อลดการแสดงออก Nck2 ก็สงผลตอการดึง Lck 

ไปยัง CD3 เชนกัน และเมื่อทําการลดการแสดงออกของท้ัง Nck1 และ Nck2 พรอมกันสงผลใหยับยั้งการ

เกิด CD3-Lck interaction  
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A) 

 
 

B)  

 
 

รูปท่ี 5 Nck จําเปนสําหรับการดึง ZAP-70 และ Lck ไปจับกับ TCR-CD3 complex: การอยูใกลกัน

ของ CD3 กับ ZAP-70 (A) และ Lck (B) ในเซลลตางๆ ถูกตรวจวัดโดยเทคนิค in situ PLA โดยนําเซลล

แบบตางๆ จะถูกกระตุน (OKT3) หรือไมกระตุน (Uns, unstimulated) ดวยแอนติบอดีเปนเวลา 5 นาที 

ใน 8-well slide กอนนําไป fixation และ Permeabilization แลวตัวอยางรวมกับ primary antibody 

goat anti-CD3ε และ rabbit anti-ZAP-70 หรือ rabbit anti-Lck แลวบมตอดวย secondary ท่ีเช่ือม

ติดอยูกับ oligonucleotide และสํารวจภายใตกลอง fluorescent  
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3. การศึกษา Transcriptomic ในเซลลท่ีลดการแสดงออกท้ัง Nck1 และ Nck2 

 การทดลองนี้เปนการศึกษาขอมูลการแสดงออกของยีนตางๆ ท่ีเกี่ยวของกับการกระตุน T cell 

และยีน cytokines ตางๆ ท่ีจะแสดงออกหลังจาก T cells ถูกกระตุน จากการศึกษาในเซลลท่ีลดการ

แสดงออกท้ัง Nck1 และ Nck2 (shNck1/2) พบวายีนของเอนไซม kinase ท่ีสําคัญเชน Lck และ ZAP-70 

มีการแสดงออกอยูแลวกอนกระตุน (รูปท่ี 6) และหลังจากการกระตุนเปนเวลา 4 ช่ัวโมง พบวายีนของ 

kinase เหลานี้ไมมีการเปล่ียนแปลง ในขณะท่ีการแสดงออกของ transcription factor พบวา NFAT จะมี

การแสดงออกมากข้ึนเมื่อกระตุนเซลลท่ีลดการแสดงออก Nck1 และ Nck2 (shNck1/2) เปนท่ีนาสนใจวา

หลังจากกระตุนเซลลนี้แลว สงผลใหการแสดงออกของ  transcription factor Rel ลดลง สําหรับการ

แสดงออกของยีนสราง cytokine ในเซลลท่ีลดการแสดงออก Nck1 และ Nck2 (shNck1/2) พบวาใน

ระยะพัก (resting state) ยีน IFN-β และ IL10 มีการแสดงออกลดลง และแมจะกระตุนเซลลแลว การ

แสดงของยีนก็ไมมีการเปล่ียนแปลง (รูปท่ี 6) จากผลการทดลองนี้พบวาโปรตีน Nck มีความสําคัญในการ

ควบคุมการแสดงออกของยีนหลายชนิด  
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รูปท่ี 6 Transcriptomic ในเซลลท่ีลดการแสดงออกท้ัง Nck1 และ Nck2: เซลลในภาวะกอนและหลัง

กระตุนดวย OKT3 เปนเวลา 4 ช่ัวโมง ถูกสกัด total RNA กอนนําไปวิเคราะหดวย RNA sequencing 

แลวนําคาการแสดงออกเทียบกับเซลลปกติและรายงานในรูป log transcription level 
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อภิปรายผลการทดลอง 

(Discussion) 

 

โปรตีน Nck ในคนมี 2 ชนิด คือ Nck1 และ Nck2 ซึ่งมีลําดับกรดอะมิโนเหมือนกันถึง 68% และ

คาดการณกันวาโปรตีนท้ัง 2 ชนิดนี้ทําหนาท่ีทดแทนกันได (Lettau et al., 2009) แตจากการรายงานกอน

หนานี้พบวา Nck1 มีความจําเปนสําหรับการกระตุน Jurkat T cell และ primary CD4 T cells 

(Ngoenkam et al., 2014, Yiemwattana  et al., 2012) โดยพบวาการลดการแสดงออกของ Nck1 

สงผลใหลดการกระตุน Erk และ MEK ซึ่งสงผลใหมีการสราง IL-2 และการแสดงออก CD69 ลดลง สําหรับ

การศึกษาครั้งนี้ก็พบวา Nck1 มีความสําคัญตอการกระตุนโปรตีน CD3ζ, ZAP-70 และ Lck ซึ่งมีหนาท่ี

ในชวงตนของการสงสัญญาณเขาสูเซลลหลังจากท่ี TCR จับกับ ligand และโปรตีนเหลานี้ทําหนาท่ีกอน 

Erk และ MEK (Smith-Garvin et al., 2009)  

มีการรายงานวาเมื่อ TCR จับกับ ligand กอใหเกิดการเปล่ียนแปลงโครงสรางของ CD3ε โดยมี

การเผยสวน PRS บน cytoplasmic tail ของ CD3ε ซึ่งเปนบริเวณท่ีจับของ SH3.1 ของโปรตีน Nck (Gil 

et al., 2002) แตเมื่อไมนานมานี้พบวานอกจาก SH3.1 แลว ยังมี SH2 ของ Nck ท่ีจําเปนสําหรับจับกับ 

CD3ε และการจับกันดังกลาวตองการการเกิด tyrosine phosphorylation ของ CD3ε ดวย 

(Paensuwan et al.,  2016) นอกจากนี้ยังพบวาเมื่อ T cell ถูกกระตุนจะมีการดึง WASP ก็ไปยัง TCR-

CD3 complex เชนกัน (Paensuwan et al.,  2015) อีกท้ังยังมีโปรตีนหลายชนิดท่ีสามารถไปจับกับ 

TCR-CD3 complex ได และทําหนาท่ีในการควบคุมการกระตุน T cells (Ngoenkam et al.,  2017) 

สําหรับการเกิด Nck-CD3 interaction เช่ือวามีความสําคัญในการกระตุน mature T cells ดวย  weak 

agonists ไมไมจําเปนสําหรับ strong agonists (Tailor et al., 2008; Roy et al., 21010)  

สําหรับการศึกษาครั้งนี้จะเห็นไดวาเมื่อมีการลดการแสดงออกของ Nck1 สงผลตอการกระตุน

โปรตีน CD3ζ, ZAP-70 และ Lck ซึ่งสอดคลองกับงานวิจัยกอนหนาท่ีพบวาการดึง Nck ไปยัง TCR-CD3 

complex มีความสําคัญตอการกระตุนโปรตีน ZAP-70 ผูวิจัยเสนอวาเมื่อ Nck ถูกดึงไปยัง TCR-CD3 

complex แลวจะพาโมเลกุลอื่นท่ีจับอยูกับ Nck ไปดวย เชน Lck ซึ่งมีหนาท่ีในการเติมหมู  phosphate 

ใหกับ ITAM และ ZAP-70 ตอไป (Borroto et al., 2013) มีการรายงานวา Nck สามารถจับกับ Lck ได

โดยตรง (Vazquez ML, 2007) หรือผานโมเลกุล TSAd (Hem et al., 2015) สําหรับการลดการ

แสดงออก Nck1 แลวมีผลตอการดึง Lck และ ZAP70 ไปยัง TCR ผูวิจัยเช่ือวาอาจเปนผลมาจากการลด

การแสดงออกของ Nck มีผลตอการเกิด actin polymerization (Pauker et al., 2011) ซึ่ง actin 

polymerization อาจมีความสําคัญตอการเคล่ือนท่ีของโปรตีนไปยังเปาหมาย  
 
 

 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Lettau%20M%22%5BAuthor%5D
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สรุปผลการทดลอง 

(Conclusion) 

 การลดการแสดงออกของ Nck1 มีผลตอการกระตุนโปรตีน CD3ζ, ZAP-70 และ Lck ในขณะท่ี

การลดการแสดงออกของ Nck2 ไมมีผล นอกจากนี้พบวา Nck1 มีความสําคัญตอการดึงโปรตีน ZAP-70 

และ Lck ไปยัง TCR-CD3 complex ในขณะท่ี Nck2 มีผลตอการดึง Lck ไปยัง TCR-CD3 complex จาก

การศึกษา transcriptomic แสดงใหเห็นวาโปรตีน Nck มีสวนเกี่ยวของกับการแสดงออกของหลายยีนท่ี

เกี่ยวของกับการกระตุนและการทํางานของ T cell จากผลการศึกษาท้ังหมดสรุปไดวา Nck โดยเฉพาะ 

Nck1 มีผลตอการกระตุนโปรตีน CD3ζ, ZAP-70 และ Lck 
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Summary

The T-cell receptor (TCR)–CD3 complex, expressed on T cells, determines

the outcome of a T-cell response. It consists of the TCR-ab heterodimer

and the non-covalently associated signalling dimers of CD3ec, CD3ed and

CD3ff. TCR-ab binds specifically to a cognate peptide antigen bound to

an MHC molecule, whereas the CD3 subunits transmit the signal into the

cytosol to activate signalling events. Recruitment of proteins to specialized

localizations is one mechanism to regulate activation and termination of

signalling. In the last 25 years a large number of signalling molecules

recruited to the TCR–CD3 complex upon antigen binding to TCR-ab

have been described. Here, we review knowledge about five of those inter-

action partners: Lck, ZAP-70, Nck, WASP and Numb. Some of these pro-

teins have been targeted in the development of immunomodulatory drugs

aiming to treat patients with autoimmune diseases and organ transplants.

Keywords: protein–protein interaction; signal transduction; T-cell

activation; T-cell receptor–CD3 complex.

Introduction

Immune responses to infectious pathogens serve to main-

tain body homeostasis. Among various immune cells, T

cells play an important role to fulfil this critical function.

A T-cell response to foreign antigen is initiated by the

binding of the T-cell receptor (TCR)–CD3 complex to a

foreign peptide bound to an MHC molecule presented on

an antigen-presenting cell. Information of this binding is

transmitted into the cytosol to activate many signalling

proteins.1,2 The final targets are transcription factors, to

alter the gene expression profile, metabolic enzymes, to

change metabolic activity,3 and cytoskeletal rearrange-

ment. Together this leads to cell proliferation and effector

Abbreviations: CAR, chimeric antigen receptor; ERK, extracellular signal-regulated kinase; ITAMs, immunoreceptor tyrosine-
based activation motifs; LAT, linker for the activation of T cells; Lck, lymphocyte-specific protein tyrosine kinase; Nck, non-cata-
lytic region of tyrosine kinase; PRS, proline-rich sequence; SH, Src-homology; SLP-76, SH2-domain-containing leucocyte protein
of 76 000 MW; TCR, T-cell receptor; TSAd, T-cell specific adaptor protein; VCA, verprolin homology domain-cofilin homology
domain-acidic region; WASP, Wiskott–Aldrich syndrome protein; WAS, Wiskott–Aldrich syndrome; ZAP-70, f chain-associated
protein kinase of 70 000 MW
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molecule production and secretion, which are crucial for

T-cell-mediated immune responses.4

The TCR–CD3 complex is a multisubunit protein com-

plex. It is composed of an antigen-binding TCRab het-

erodimer non-covalently associated with the non-variable

signal transduction subunits; the CD3 heterodimers

CD3ec and CD3ed as well as the CD3ff homodimers.5–7

The cytoplasmic tails of CD3e, CDd, and CD3c each con-

tain one immunoreceptor tyrosine-based activation motif

(ITAM) and that of CD3f contains three ITAMs, hence

one TCR–CD3 complex comprises 10 ITAMs. The con-

served amino acid sequence of the ITAMs is D/ExYxxLx

(6–8)YxxL. Antigen binding to TCR-ab results in phos-

phorylation of the ITAM residues, leading to recruitment

and activation of multiple downstream signalling mole-

cules including enzymes and adaptor proteins.1,4 As there

is a myriad of signalling molecules, regulated protein–
protein interactions are one of the critical mechanisms

for regulating specificity in signal transduction. Over the

past decades a large number of proteins have been

reported to be recruited to the TCR–CD3 complex. Here,

we review recent data on five (direct or indirect) interac-

tion partners of the TCR–CD3 complex, including the

lymphocyte-specific protein tyrosine kinase (Lck), CD3f-
associated protein kinase of 70 000 MW (ZAP-70), non-

catalytic region of tyrosine kinase (Nck), Wiskott–Aldrich
syndrome protein (WASP), and the inhibitor of Notch-1

signalling Numb (Table 1). Other proteins associated

with the TCR–CD3 complex have been discussed else-

where and they are not covered in this review.8–13 The

effects of some mutations of these proteins on TCR sig-

nalling is shown in Table 2.

T cells develop in the thymus where self-reactive T cells

are deleted by a process called negative selection, which is

based on a strong signal elicited by high-affinity binding

to the self-peptide MHC.14,15 A lack of, or mutation in,

the critical proteins involved in TCR–CD3 signalling,

such as ZAP-70 and WASP, causes a reduction of the

TCR–CD3 signalling strength that allows autoreactive T

cells to escape from negative selection and reach periph-

eral tissues.16–20 These autoreactive T cells can be acti-

vated in response to self-peptide, which consequently

leads to tissue injury known as autoimmune disease.15,21

Hence, chemical agents blocking specifically the T-cell

activation process are promising therapeutic interventions

for the treatment of T-cell-driven diseases. Here, we cover

the information on some inhibitors that target the sig-

nalling proteins at the TCR–CD3 as they may have a

potential to be used for the treatment of autoimmune

disorders and in organ transplantations.

Lck

Members of the Src family of protein tyrosine kinases

modulate signal transduction downstream of transmem-

brane receptors in most, if not all, cell types. In T cells,

Lck is a member of the Src family of 56 000 MW. TCR–
CD3 engagement with an antigenic peptide MHC triggers

the phosphorylation of the ITAM tyrosines by Lck.22

Phosphorylated ITAMs then become a docking site for

ZAP-70, which is also activated by Lck upon binding to

the ITAMs.23 Subsequently, ZAP-70, together with Lck,

phosphorylates downstream signalling molecules, to acti-

vate TCR–CD3-controlled signalling cascades.

Lck contains an N-terminal membrane anchor region

(SH4 domain), a unique domain, an Src-homology 3

(SH3) domain, an SH2 domain, a catalytic kinase domain

and a short C-terminal tail (Fig. 1a). The SH4 domain is

post-translationally modified by the addition of lipids,

including myristoylation and palmitoylation, which allows

the attachment of Lck to the plasma membrane. A serine

59 residue in a unique domain of Lck can be phosphory-

lated by the extracellular signal-regulated kinase (ERK)24

and phosphorylation of this residue inhibits Lck activ-

ity.25 In addition, Lck activity is tightly regulated by a

conformational state mainly depending on the phospho-

rylation and dephosphorylation of two tyrosine residues

(Y394 and Y505) on the catalytic kinase domain and the

C-terminal tail, respectively.26 Phosphorylation of Y505

by the C-terminal Src kinase mediates an intramolecular

interaction with the SH2 domain, resulting in an inactive

or closed conformation of Lck. When Y505 is dephospho-

rylated by the phosphatase CD45 or SHP-1, the SH2

domain detaches from Y505, so promoting an opened

Table 1. Selected proteins interacting with the T-cell receptor (TCR) –CD3 complex

Proteins associated

with TCR–CD3

Binding domain of the

associated protein Binding motif of the TCR–CD3

Effect on TCR

signalling References

Lck SH2 Phospho-ITAM Enhancement 38

ZAP-70 SH2 Phospho-ITAM Enhancement 86

Nck SH3.1 and SH2 Proline-rich sequence (PRS)

and Phospho-ITAM within CD3e
Enhancement 40, 65

WASP SH3 domain bind to Nck Indirect via Nck Unknown 79

Numb Phosphotyrosine binding

(PTB) domain

NPDY motif within CD3e Decrease 84
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conformation. The opened conformation allows phospho-

rylation of Y394 by Lck trans-autophosphorylation.26,27

However, doubly phosphorylated tyrosines Y394 and

Y505 might also exist and confer a dominant effect of

kinase activity over the inhibitory Y505.28

Different pools of Lck have been identified, including

Lck in the cytoplasm, Lck anchored to the plasma mem-

brane and Lck associated with the co-receptors CD4 and

CD8.29 Approximately 40% of Lck is already active

(phosphorylated at Y394) in resting T cells and upon

TCR engagement the amount of active Lck increases, as

seen by Forster resonance energy transfer.30–32 In addi-

tion, the distribution of Lck to its correct destination

may regulate the function of Lck in phosphorylating its

substrates.26 Several lines of evidence have also suggested

that initial phosphorylation of the CD3’s ITAMs is medi-

ated by free Lck, whereas the co-receptor-associated Lck

acts as an adaptor molecule to bring the CD4 or CD8

molecule to the phosphorylated TCR–CD3 complex in a

later step.33,34 Furthermore, it has been suggested that the

conformation of Lck determines its distribution. Lck in

the opened conformation might allow clusters of Lck,

whereas the closed conformation inhibits the clustering.

TCR triggering induces the clustering of Lck with the

phosphorylated TCR–CD3, suggesting that conformation-

driven Lck clustering may determine its localization to

perform its activity.35 These findings suggest that Lck

recruitment to the TCR–CD3 complex induces the phos-

phorylation of the ITAMs.

Lck can be co-immunoprecipitated with the TCR–CD3
complex upon TCR–CD3 ligation, suggesting that these

two proteins can interact directly or indirectly with each

other.36 An indirect interaction might be mediated by

RhoH, a haematopoietic-specific Rho GTPase.37 The

direct interaction might be mediated by the SH2 domain

of Lck and phosphorylated ITAMs.38,39 In addition, the

SH2 domain of Lck can also interact with lipid within the

plasma membrane upon TCR activation. This binding

might be crucial for a lateral diffusion of Lck to interact

with the triggered TCR–CD3 complex.39 These data indi-

cate that localization of Lck to TCR–CD3s that are phos-

phorylated on few tyrosines facilitates the phosphorylation

of the other ITAM tyrosines within CD3.

Our own data have suggested that the resting TCR–
CD3 is in a closed conformation, in which the ITAM

tyrosines are not exposed, but hidden within the quarte-

nary structure of the TCR–CD3 complex.40,41 Upon pep-

tide–MHC binding to TCR-ab an open CD3

Table 2. Mutations of T-cell receptor (TCR) -CD3 binding proteins with their effects on TCR signalling

TCR–CD3

binding proteins Mutations Effects on TCR signalling References

Lck R154K (SH2 mutant) Inhibits Lck association with ZAP-70 and CD3f 38

Y192F Inhibits Lck association with TSAd, Itk, Pyk2 and SHP-1 and

enhances tyrosine-phosphorylated proteins

87

Y394F Closed conformation with decreased kinase activity 35,88

Y505F Open conformation with increased enzymatic activity 35,88

Y505F, K273R Open conformation but lacking kinase activity 35

ZAP70 Y315F Inhibition of Vav–ZAP-70 interaction and reduction of tyrosine

phosphorylation

89

Y319F Impairment of Ca2+ mobilization, Ras activation and activation

of phospholipase Cc1
54

W131A Increases kinase activity of ZAP-70 90

Y315, 319A Open conformation with increased kinase activity of ZAP-70 51

Y315, 319F Closed conformation with ZAP-70 kinase inactive 51

D461N Inactivates the kinase domain known as ‘kinase dead’ 50

Y493F Inactivates ZAP-70 catalytic activity 91

Nck Nck1(W38K) (SH3.1 mutant) Impairs the binding of Nck1 to CD3e and decreases ERK activation 65

Nck1(W143K) (SH3.2 mutant) Impairs the binding of Nck1 to Cbl 92

Nck1(W229K) (SH3.3 mutant) Impairs the expression of CD69 expression and ERK phosphorylation 63

Nck1(R308K) (SH2 mutant) Impairs the binding of Nck1 to CD3e
Abrogates the binding of Nck1 to ADAP

65,93

WASP WASPDC (deletion of amino

acids 444–502 at C terminus)

Inhibits actin polymerization but enhances the activation of NFAT

transcription factor and ERK phosphorylation in human T cells

94

L46P (WH1 mutant) Impairs the chemotactic migration of human T cells and actin

cytoskeleton reorganization

95

A47D (WH1 mutant) Impairs the chemotactic migration of human T cells and actin

cytoskeleton reorganization

95

Numb DNumb (condition

deletion of Numb)

Normal CD3f phosphorylation in murine T cells 96
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conformation is stabilized, that allows access of Lck to

the ITAM tyrosine.42 This might be one explanation of

how peptide–MHC binding to the TCR–CD3 complex

causes CD3 phosphorylation by Lck.

As Lck expression is found only in T cells and natural

killer cells, selective inhibitors that target Lck would

potentially provide a safe treatment of diseases mediated

by over-activation of T cells such as rheumatoid arthritis,

inflammatory bowel disease, psoriasis and organ graft

rejection.43 A large number of compounds have been

reported that selectively inhibit Lck activity by binding to

the ATP pocket of Lck’s kinase domain.44 Some of those

inhibitors prevent the allograft rejection in mouse mod-

els,45,46 and one inhibits the hind paw swelling in an

adjuvant-induced rat arthritis model.47

ZAP-70

ZAP-70 is a cytoplasmic tyrosine kinase expressed predomi-

nantly in T and natural killer cells. The importance of

ZAP-70 in humans has been demonstrated as a lack of

ZAP-70 causes a profound combined immunodeficiency,

which is characterized by an absence of CD8 T cells and a

defective function of CD4 T cells.17,18 Combined mutations

of R192W and R360P in ZAP-70 cause an autoimmune

syndrome. The former mutation results in decreased bind-

ing to phospho-CD3, whereas the latter mutation reduces

an autoinhibitory mechanism.48 These mutations that alter

TCR signalling thresholds cause autoimmune diseases as

phenotypically demonstrated by uncontrollable bullous

pemphigoid, colitis and proteinuria.48

ZAP-70 is structurally composed of two SH2 domains

separated by a so-called interdomain A. Following the tan-

dem SH2 domains is the interdomain B and the kinase

domain49 (Fig. 1b). There are several tyrosine residues on

the interdomain B and kinase domain that can be phos-

phorylated after TCR stimulation. These tyrosines have

various functions including regulation of the catalytic

activity of ZAP-70 and interaction with other signalling

molecules. Tyrosine 292 (Y292), Y315 and Y319 are

located within the interdomain B, whereas Y492 and Y493

are located in the kinase domain. In resting T cells, ZAP-
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Figure 1. Modular composition of proteins associated with the T-cell receptor (TCR) –CD3 complex. (a) Lck consists of an Src homology 4

(SH4) domain, a unique domain, an SH3 and SH2 domain, the catalytic domain and a C-terminal region. The serine (S) and tyrosines (Y)

depicted can be phosphorylated upon TCR–CD3 ligation. (b) ZAP-70 contains an N-terminal SH2 domain, an interdomain A (IA), a C-terminal

SH2 domain, an interdomain B (IB) and the kinase domain. The tyrosine residues indicated can be phosphorylated upon TCR–CD3 triggering.

(c) The Nck family has two members, Nck1 and Nck2, both being composed of three SH3 domains and a C-terminal SH2 domain. (d) WASP

consists of a WH1 (WASP homology 1) and basic domain, followed by a GTPase-binding domain (GBD), a proline-rich sequence (PRS) and ver-

prolin homology domain–cofilin homology domain-acidic region domains (VCA). (e) Numb contains a phospho-tyrosine binding (PTB)

domain, two PRSs and DPF (Asp-Pro-Phe) and NPF (Asn-Pro-Phe) tri-peptide motifs at the C-terminus.
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70 is in an autoinhibited conformation mediated by the

intramolecular interaction of Y315 and Y319 with the

kinase domain.50 Upon TCR engagement, the tandem

SH2 domains of ZAP-70 are recruited to doubly phospho-

rylated ITAMs of the CD3 subunits. Binding to the CD3

subunits changes ZAP-70 conformation to an opened con-

formation with the release of Y315 and Y319 from the

kinase domain. This facilitates the phosphorylation of

Y315 and Y319 by either Lck51,52 or by trans-autopho-

sphorylation.53 Likewise, the conformational change also

gives rise to a more flexible kinase domain, resulting in

phosphorylation of Y493, which is located within the acti-

vation loop of the kinase domain, by either Lck or by

trans-autophosphorylation.51 Phosphorylation of Y493

allows ZAP-70 to be catalytically active. Lck can bind with

its SH2 domain to phospho-Y319 of ZAP-70 and is

required to mediate the phosphorylation of various tyro-

sine residues on ZAP-70.54 Mutation of ZAP-70’s Y31953

or Lck’s SH2 domain54 abrogates the Lck–ZAP-70 interac-

tion and consequently impairs downstream signalling.

Taken together, the activation of ZAP-70 relies on two

steps: first binding of the tandem SH2 domains of ZAP-70

to doubly phosphorylated tyrosines within the ITAMs of

CD3, causing a conformational change, and second the

Lck- and ZAP-70-mediated phosphorylation of Y315,

Y319 and Y493 resulting in full ZAP-70 activation.49–51

By comparing the different ITAMs among the CD3

subunits (CD3f, CD3d, CD3e and CD3c), it is likely that

ZAP-70 preferentially binds to fully phosphorylated

CD3f.9 Recently, a ‘catch-and-release’ model for ZAP-70

activation has been proposed by Katz et al.55 After

recruitment of ZAP-70 to the phosphorylated TCR–CD3
complexes and ZAP-70 phosphorylation by Lck, activated

ZAP-70 is released from the TCR–CD3 complexes into

the plane of the plasma membrane. The association of

ZAP-70 with the membrane might be mediated by the

binding of the SH2 domains to lipids or of phosphoty-

rosines to other membrane-associated proteins. Conse-

quently, empty phospho-TCR–CD3 complexes allow the

recruitment of additional ZAP-70 molecules to the TCR–
CD3 for activation of additional ZAP-70. The released

ZAP-70 translocates within the membrane into adjacent

protein islands to mediate phosphorylation of its sub-

strates including the linker for the activation of T cells

(LAT) and the SH2-domain-containing leucocyte protein

of 76 000 MW (SLP-76).55 Phosphorylated LAT and SLP-

76 adaptor proteins have various interacting partners such

as the phospholipase C-c1, which is recruited to these

two proteins to form the LAT/SLP-76 signalosome.56

Forming of this signalosome results in T-cell activation,

proliferation and differentiation.

As ZAP-70 is required to initiate T-cell activation, inhi-

bition of ZAP-70 from interacting with the TCR–CD3 by

small molecules may be used to treat patients with autoim-

mune diseases and organ transplants. High-throughput

screening of a library of 132 842 compounds has been con-

ducted to find inhibitors that would disrupt the interaction

of ZAP-70 with CD3f.57 A series of pyrimidine derivatives

that can inhibit ZAP-70 activity have been identified and

patented by researchers and Novartis companies.58

In recent years, chimeric antigen receptor (CAR)-

expressing T cells have been used for tumour immunother-

apy. CARs consist of an extracellular anti-tumour antigen

single Fv fragment, a transmembrane region and the

cytoplasmic tail of CD3f. CAR signalling relies on tumour

antigen-binding-induced CD3f tail phosphorylation. An in

silico model has suggested that the sensitivity of TCR

signalling is modulated by the differential affinities of

ZAP-70 to the ITAMs of CD3f, and sequential phosphory-

lation of these ITAMs leading to a ‘switch-like’ response of

TCR signalling.59 Cytokine production by T cells could

occur without phosphorylation of the CD3f, CD3d, CD3c
chains when there are intact CD3e chains.60 It has been

suggested that no matter which ITAMs are phosphorylated,

the number of ITAMs to be phosphorylated would

determine the outcome of the T-cell response.61 Hence, to

obtain effective CAR-T cells with a strong anti-tumoral

cytotoxic function but without producing too much

cytokine, preventing the so-called cytokine storm, one

may optimize CD3f signalling by titrating the number of

ITAMs to be phosphorylated and by using other CD3

chains than CD3f.

Nck

Nck is a 47 000 MW cytosolic adapter protein that is

composed of three SH3 domains (SH3.1, SH3.2 and

SH3.3) and one SH2 domain (Fig. 1c). In humans, two

Nck isoforms exist; Nck1/Ncka and Nck2/Nckb, which

share 68% amino acid sequence similarity.62 Although

redundant roles of Nck1 and Nck2 have been reported,

our previous work has shown that Nck1 and Nck2 mole-

cules are functionally non-redundant in T-cell activa-

tion.63 In response to TCR triggering, Nck is recruited to

SLP-76 to mediate actin rearrangement, which is essential

for immunological synapse formation, T-cell activation

and cell movement.64 Nck is doing so by binding to

WASP.

In addition, inducible direct association of Nck to

the TCR–CD3 complex occurs when the latter is trig-

gered. For this association, Nck simultaneously uses its

SH3.1 and SH2 domains.65 The SH3.1 domain directly

interacts with the PxxPxxDY sequence located within

the proline-rich sequence (PRS) of the CD3e.40 For this

association to occur the TCR needs to be in its Active

CD3 conformation and the tyrosine needs to be in the

non-phosphorylated state.40,66 The SH2 domain interacts

with the second tyrosine of the CD3e ITAM, when this

tyrosine is phosphorylated.65 The functions of Nck–CD3
interaction is not well understood. A knock-in mouse
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strain was generated in which the CD3e PRS was

replaced with another sequence, abolishing the binding

to the SH3.1 domain of Nck, but most likely also to

Numb (see below).67 The fact that Nck is a positive

and Numb a negative regulator of signalling, might

explain why the phenotype of the mutant T cells was

mild. To only block the Nck–CD3 interaction, another

knock-in mouse line with point mutations of the two

central prolines of the PxxP motif of CD3e PRS to ala-

nine has been generated.68 Indeed, T cells from these

knock-in mice do not recruit Nck to the TCR upon

stimulation. In addition, this mutation is accompanied

with impaired CD3f phosphorylation and decreased

ZAP-70 recruitment to the TCR–CD3 complex, as well

as impaired ZAP-70 phosphorylation.68 Moreover, the

SH3.2 domain of Nck can bind to a proline motif in

the unique domain of Lck.69 Recently, another adaptor

protein called the T-cell specific adaptor protein (TSAd)

was identified that interacts with the Src family of pro-

teins including Lck and promotes actin polymerization

via interaction with Nck.70 Nck and Lck contain multi-

ple binding sites on TSAd. The Nck SH2 interacts with

phospho-TSAd whereas the Nck SH3.1 and SH3.3 inter-

act with TSAd PRS. The SH2 Lck binds to phospho-

TSAd and the Lck SH3 binds to the TSAd PRS. Taken

together, Nck recruitment to the TCR–CD3 complex

may also bring Lck to TCR.

Interestingly, the importance of the Nck–CD3 interac-

tion might depend on the antigen quality, as this interac-

tion was critical for stimulation of T cells with weak

(low-affinity) antigens, but not with strong (high-affinity)

antigens.71 Foreign antigens are often of high affinity and

self antigen of low affinity.72 Hence, the requirement of

Nck recruitment for T-cell activation only by low (and

not by high) affinity antigens has raised the possibility for

inhibition of the Nck–CD3 interaction as a target for

treatment of autoimmune diseases caused by self-reactive

T cells. Borroto et al.73 have chemically generated a low-

molecular-weight inhibitor targeting a non-canonical

pocket within the Nck SH3.1 domain. As expected, this

inhibitor prevented the binding of Nck to the TCR–CD3
complex. T-cell activation in response to low-affinity anti-

gens was strongly inhibited by this inhibitor, as seen in

mouse models for psoriasis, asthma and multiple sclero-

sis. Interestingly, the T-cell response to a mouse pathogen

acting as a strong high-affinity peptide was normal after

treatment with this inhibitor. Altogether, these results

indicate that this synthetic inhibitor could be a candidate

to be evaluated in clinical trials to treat various T-cell-

mediated autoimmune diseases.73

WASP

WASP belongs to the WASP family of proteins consisting

of WASP, N-WASP and WAVE/SCAR molecules.74

Mutation of WASP or lack of WASP expression causes

the Wiskott–Aldrich syndrome (WAS), which is charac-

terized by thrombocytopenia, eczema, increased suscepti-

bility to infection and increased risk to develop

autoimmune disease.20,75 WASP contains a WASP homol-

ogy 1 domain, a basic domain, a PRS, a GTPase-binding

domain and a verprolin homology domain–cofilin
homology domain-acidic region (VCA) domain (Fig. 1d).

These domains are required for binding to different

cytoskeleton-regulating proteins. For instance, the

GTPase-binding domain binds CDC42,76 whereas the

PRS acts as a binding site for various SH3-containing

proteins such as Nck.77 The function of WASP at the

SLP-76 signalosome in regulating actin skeleton dynamics

is well described.78

As WASP is the binding partner of Nck,77 we tested

whether recruitment of Nck to the TCR–CD3 complex

may also bring WASP to the TCR–CD3. We found that

WASP is co-immunoprecipitated with the TCR–CD3
complex after T-cell activation.79 However, whether this

was mediated by Nck is not known. Although the func-

tion of WASP recruitment to the TCR–CD3 complex has

not been investigated, these results suggest that there

would be an alternative pathway of WASP (besides the

SLP-76 signalosome) to regulate actin reorganization in

the vicinity of the TCR–CD3 complex.

Numb

Numb is an adaptor protein that regulates receptor inter-

nalization. Numb is up-regulated in the active phase of

multiple sclerosis80 and type 1 diabetes.81 Two homo-

logues of Numb including Numb and Numb-like have

been identified in mammals.82 Numb is composed of a

phosphotyrosine binding domain, several proline-rich

regions at the centre of the molecule and two tri-peptide

motifs (Fig 1e).82 Numb is involved in the development

of murine thymocytes by regulating pre-TCR signalling.83

In addition, Numb may control TCR signalling in

mature T cells. Constitutive expression of CD69 and

interferon-c, as well as constitutively phosphorylated

ERK, are found in the CD4+ T cells from dominant neg-

ative Numb transgenic mice. Upon stimulation, CD4+ T

cells from these mice exhibit higher ERK, ZAP-70 and

Akt phosphorylation than those of the wild-type mice,

indicating that Numb may be required for a negative

control of TCR-mediated signal transduction.84 It was

suggested that Numb plays a role in TCR degradation by

simultaneously binding to both Cbl and a site within

CD3e that overlaps with the Nck binding site, thus

mediating TCR degradation.84

Numb can bind with its phosphotyrosine binding

domain to the cytoplasmic tail of CD3e within the PRS

to the sequence NPDY.84 Indeed, an endocytosis motif in

CD3e in this region has been identified,85 suggesting that
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Numb might be involved in TCR–CD3 endocytosis.

Interestingly, Numb was suggested to constitutively asso-

ciate with CD3e. So far, not much is known about the

order of binding of the TCR–CD3 binding partners.

Here, we propose that in resting T cells, CD3e is occu-

pied with Numb that impedes TCR signalling. Upon

TCR ligation, a conformational change of the CD3e may

result in the release of Numb and exposure of the CD3e
PRS, which is the site that interacts with Nck. Recruit-

ment of Nck to the TCR also brings Lck to the TCR to

facilitate ITAM phosphorylation. Full ITAM phosphoryla-

tion then releases Nck so that ZAP-70 can bind. Once

the TCR signal is transmitted, ZAP-70 is replaced by

Numb to mediate TCR degradation and these cause a

deviation of T-cell activation. However, further studies

are required to elucidate the mechanism underlying

Numb-regulated TCR signalling and the related TCR

degradation pathways.

Conclusion

TCR–CD3 complex is the key molecule to initiate bio-

chemical events in T-cell activation and differentiation

that can lead to different outcomes, depending on the

quantity and quality of the stimulus. Nevertheless, how

stimulation of the TCR–CD3 complex can give rise to

distinct outcomes still remains unclear. Based on the

recent findings, we propose that distinct outcomes may

be due to the different interaction partners to be

recruited to the TCR–CD3 complex upon TCR–CD3
engagement (Fig. 2). These protein partners are involved

in both enhance and decrease of TCR signalling and in

different downstream signalling pathways. Lck can inter-

act directly or indirectly with the TCR–CD3 complex and

phosphorylate the ITAMs to initiate signal transduction.

ZAP-70 directly interacts with the TCR–CD3 complex

upon CD3 phosphorylation and activates downstream

Lck

WASP
Nck

ZAP-70

Lck

ε δ

α

ε

ζ ζ

γ

Numb

β

?

Actin cytoskeletal 
rearrangement

Phosphorylation of 
LAT, SLP-76

TCR degradation

Phosphorylation of 
ITAMs and ZAP-70

PRS

Figure 2. Selected signalling proteins at TCR–CD3 complex. TCR–CD3 ligation induces a conformational change of CD3e, leading to the expo-

sure of its proline-rich sequence (PRS). Nck is then recruited to the PRS within the cytoplasmic tail of the CD3e. Subsequently, Lck is associated

with Nck upon TCR activation. Hence, Nck recruitment to TCR may also bring Lck to TCR–CD3 complex to mediate phosphorylation of the

ITAM motif. In addition, Lck can directly interact with phospho-ITAM. When the second tyrosine of the CD3e ITAM is phosphorylated, Nck

can bind with CD3e using its SH3.1 and SH2 domains in a co-operative manner. In proximity to the TCR–CD3 complex, Lck phosphorylates

tyrosines in each ITAM of the CD3 chains. ZAP-70 is then recruited to bind to the phospho-ITAMs, where ZAP-70 itself is phosphorylated by

Lck. WASP can be associated with Nck upon TCR activation to regulate actin polymerization. Numb can be associated with the CD3e to regulate

in TCR degradation leading to a decrease in TCR signalling.
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signalling cascades. Nck is recruited to CD3e and might

co-recruit Lck and WASP to the TCR–CD3 complex.

TCR–CD3-recruited WASP might control actin reorgani-

zation at TCR–CD3. Numb is a new binding partner of

the TCR–CD3 complex and participates in TCR degrada-

tion to lessen TCR signalling after T-cell stimulation.

However, the exact molecular mechanisms underlying the

dynamic distributions of these proteins into and out of

the TCR–CD3 complex still need further clarification.
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